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RESUMEN

El &cido lactico es utlizado en la industria alimentaria como acidulante,
conservador, saborizante y agente controlador de pH o inhibidor de deterioro
bacteriano. Puede ser producido por fermentacion de subproductos provenientes
de procesos alimenticios; entre los que destaca el suero lacteo debido a la gran
cantidad de lactosa que contiene, la cual es una buena fuente para el crecimiento
de Lactobacillus casei. La tecnologia de membranas de nanofiltracion ha
demostrado ventajas en el area de la filtracion y separaciéon, puede ser aplicada
para separar, concentrar y purificar acidos organicos. Por otra parte, la modelacion
matematica de procesos biologicos es una herramienta que resulta muy util para
estudiar el comportamiento de un sistema. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar la produccion y separacion de acido lactico a partir de la fermentacion
de suero lacteo mediante la tecnologia de membrana. Se estudiaron las mejores
condiciones de crecimiento para Lb. casei (ATCC334) usando diferentes
concentraciones de lactosa (20, 30, 40 50 g/L) en el suero lacteo suplementado y
diferentes porcentajes de indculo inicial (1, 5, 10, 20) en dos fases de crecimiento,
exponencial y estacionaria. Las fermentaciones para la produccion de acido lactico
se realizaron en un proceso tipo lote a diferente pH. Las mejores condiciones para
el crecimiento de Lb. casei fueron 50 g/L de sustrato con 1% de in6culo en fase
estacionaria o 1% de inoculo en fase exponencial, con estas condiciones se
alcanzaron alrededor de 9.3 log UFC/ml después de 18 h. La fermentacién
realizada a pH de 6.0 logré la mayor productividad (2.08 g/L h) y la mayor cantidad
de biomasa y de acido lactico, 1.15 g/L y 25.01+0.27 ¢/L, respectivamente. Se
probaron dos membranas de nanofiltracion para la separacion de acido lactico (CK
y TFC-SR3) y su funcionamiento fue evaluado mediante la recuperacion de acido
lactico y lactosa en el permeado. La membrana CK tuvo una alta recuperacion de
ambos compuestos, lactosa (83.70%) y acido lactico (88.77%), por otro lado, la
membrana TFC-SR3 mostré una baja recuperacion de lactosa (4.11%) y un alto
porcentaje de &cido lactico (75.07%). Se aplic6 un modelo matematico propuesto
por Altiok et al. (2006) a los datos experimentales; dicho modelo no logré un buen
ajuste para la formacion de biomasa, formacién de producto y consumo de
sustrato, por ello fue necesario estudiar modelos adicionales. Los resultados
sugieren que el suero lacteo suplementado es un buen sustrato para el
crecimiento de Lb. casei y produccion de acido lactico y que la tecnologia de
nanofiltracién puede ser usada para concentrar y purificar el acido lactico.

(Palabras clave: &cido lactico, suero lacteo, Lb. casei, membrana de
nanofiltracién.)



SUMMARY

The lactic acid is used in the food industry as an acidulant, preservative, flavoring
and pH buffering agent or inhibitor of bacterial spoilage. It can be produced by
fermentation from food processing industry wastes; among them, the milk whey is
stands out because its high quantity of lactose, which is an excellent source for
Lactobacillus casei growth. The nanofiltration membranes technology has
demonstrated advantages in the area of filtration and separation, it can be applied
in order to separate, concentrate and purify organic acids. On the other hand, the
mathematical modelling of biological processes is a useful tool for studying
systems behavior. The aim of this study was to characterize the lactic acid
production and separation by fermentation from milk whey using the membrane
technology. The best conditions for Lb. casei (ATCC334) growth were studied
using different concentrations of lactose in the supplemented milk whey (20, 30, 40
50 g/L) and different percentages of initial inoculum (1, 5, 10, 20) in two growth
stages, exponential and stationary. The fermentations for lactic acid were carried
out in batch processes at different pH. The best conditions for Lb. casei growth
were 50 g/L with 1% of inoculum in stationary stage or 1% of inoculum in
exponential stage, with these conditions 9.3 log (UFC/ml) were reached after 18 h.
The fermentation obtained at pH 6.0 attained the highest yield (2.08 g/L h) and the
highest quantities of biomass and lactic acid 1.15 g/L y 25.01 = 0.27 g/L
respectively. Two nanofiltration membranes (CK y TFC-SR3) were tested for lactic
acid separation and their performance was evaluated trough the lactic acid and
lactose recovered in the permeate. The CK membrane had a high recovery for
both, lactose (83.70%) and lactic acid (88.73%), otherwise, the TFC-SR3
membrane showed a low lactose recovery (4.11%) and a high lactic acid recovery
(75.07%). A mathematical model proposed by Altiok et al., (2006) was applied to
the experimental data, this model did not achieve a good fitting for the microbial
growth, product formation and substrate consumption, hence, the study of
additional models was necessary. The results suggest that supplemented milk
whey is a good substrate for Lb. casei growth and lactic acid production and that
membrane technology can be used for lactic acid concentration and purification.

(Key words: lactic acid, milk whey, Lb. casei, nanofitlration membrane.)
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1. INTRODUCCION

A través de bioprocesos pueden obtenerse productos con un alto valor
comercial, como lo es el acido lactico, utilizado en las industria alimentaria como
acidulante, conservador, saborizante y agente controlador de pH, también tiene
aplicaciones en la industria farmacéutica, textil, cosmética y en la produccién de
polimeros biodegradables (Datta y Henry, 2006; Liu et al., 2010). En los ultimos
afios ha habido diversas investigaciones en el desarrollo de procesos para la
produccion de acido lactico con la finalidad de hacer posible un proceso mas

efectivo y econdémico.

La conversion biolégica tiene un papel importante en el manejo de
subproductos industriales provenientes de procesos alimentarios ya que estos
subproductos contienen sustratos aprovechables para la generacién de productos
con valor agregado (Rojan et al., 2007). La disposicion de las grandes cantidades
de suero lacteo generado por las industrias queseras en todo el mundo representa
un problema debido a que el suero lacteo no debe ser drenado sin ningun
tratamiento debido a la gran cantidad de materia organica que contiene, en la que
destaca la lactosa, que es un sustrato altamente fermentable por los
microorganismos para la produccién de &cido lactico (Ghaly y Kamal, 2004;
Schepers et al., 2006). El acido lactico puede ser obtenido a partir de la
fermentacién del suero lacteo por bacterias acido lacticas, como Lactobacillus
casei y el proceso puede ser realizado en fermentaciones tipo lote.

En la actualidad se estan buscando nuevas formas de separar el acido
lactico del caldo de fermentacion una vez terminada la etapa de fermentacion. Una
aplicacion novedosa, es el uso de un médulo de membrana, por medio del cual es
posible separar el acido lactico. La tecnologia de membranas ha mostrado sus
ventajas en los campos de la separacion vy filtracion y recientemente ha habido un
mayor interés hacia la separacion de los procesos de membrana porque son mas
eficientes en cuanto a capital y a costos cuando son comparados con los procesos

tradicionales de separacion.



Por otro lado, la modelacion matemética de procesos biolégicos es una
herramienta que resulta muy Gtil para realizar predicciones sobre el
comportamiento de un sistema determinado y en la optimizacién del mismo. La
produccion de acido lactico puede ser modelada a partir de tres variables
importantes que describen el proceso, concentracion de biomasa, sustrato y
formacién del producto.

Por lo que se pretende caracterizar el proceso de obtencién de &cido
lactico por fermentacion a partir del suero lacteo utilizando Lb. casei como
microorganismo Y la separacion del acido lactico formado a través de la tecnologia

de membranas.



2. ANTECEDENTES
2.1 Acido Lactico

2.1.1 Generalidades

El &cido lactico o &cido 2-hidroxipropanoico (Figura 1), fue descubierto en
1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo aislo de leche agria, fue reconocido
como producto de fermentacion por Blondeaur en 1847 y en 1881 Littlelon inicia la

fermentacién a escala industrial (Tong et al., 2004; Serna y Rodriguez, 2005).

El &cido lactico tiene un carbono asimétrico lo cual da lugar a la actividad
Optica. Existen dos isémeros opticos, el D(-) lactico y L(+) lactico y una forma
racémica constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y D (-). A
diferencia del isémero D(-), la configuracién L(+) es metabolizada por el cuerpo
humano (Liu et al., 2010). Tanto las dos formas 6pticamente activas como la forma
racémica se encuentran en estado liquido, siendo incoloros y solubles en agua.
En estado puro son sélidos altamente higroscépicos de punto de fusion bajo, el
cual es dificil de determinar debido a la extrema dificultad de producirlo anhidro; es
por esto que se maneja el intervalo de 18-33°C. El punto de ebullicién del producto
anhidro esta entre 125-140°C (Serna y Rodriguez, 2005).

O

OH
OH

Figura 1. Molécula de acido lactico.



2.1.2 Usos

El acido lactico es comunmente reconocido como uno de los acidos
organicos mas versatiles por un amplio uso en la industria farmacéutica,
alimentaria y en la quimica (Diosady y Puzanov 2005; Li et al., 2009).
Tradicionalmente, el principal uso del acido lactico ha sido en aplicaciones
alimentarias, lo cual en Estados Unidos representa el 85% del total de la
demanda, y el resto es usado en aplicaciones no alimentarias. Como acidulante
para alimentos, el acido lactico tiene un sabor acido suave, en contraste con otros
acidos. Es no volatil y no tiene olor y es clasificado como GRAS para propdsitos
generales de aditivos alimentarios por la FDA en Estados Unidos y por otras
agencias reguladoras de otros paises. Es un buen agente conservador para
vegetales. Es usado como acidulante, saborizante, agente controlador de pH o
como inhibidor de crecimiento microbiano en una amplia variedad de productos
procesados. Un alto porcentaje (>50%) del acido lactico usado en alimentos se
usa para producir agentes emulsificantes usados particularmente en la industria
del pan. Los agentes emulsificantes son ésteres de sales de lactato con largas

cadenas de acidos grasos (Datta y Henry, 2006; Rojan et al., 2009).

Recientemente, ha habido un incremento interesante en la produccion de
acido lactico, dado que puede ser usado como materia prima para la produccion
de acido polilactico, un polimero usado como un plastico biodegradable (Xu et al.,
2007; Li et al., 2009; Alonso et al., 2010).

Algunos ejemplos de productos derivados del acido lactico que han tenido
una gran demanda en los ultimos afios, son: termoplasticos biodegradables (acido
polilactico), solventes verdes (etil, propil, butil) y quimicos oxigenados (glicol de
propileno). Por la presencia Unica de un grupo hidroxilo y un acido carboxilico, el
acido lactico puede participar en una amplia variedad de reacciones quimicas
como esterificacién, condensacion, polimerizacion, reduccion y sustitucién y esto

contribuye a su gran potencial como plataforma quimica para todo un rango de



productos que tienen grandes usos en la produccion industrial (Pal et al., 2009;

Young-Jung y Ryu, 2009).

2.1.3 Procesos de Produccion

El acido lactico puede ser producido por sintesis quimica y por
bioprocesos (Gonzélez et al., 2008). Por sintesis quimica se obtiene haciendo
reaccionar acido cianhidrico con acetaldehido en fase liquida en presencia de un
catalizador y altas presiones para formar un lactonitrilo. El lactonitrilo crudo se
purifica después por destilacion y por medio de una hidrdlisis subsecuente se
forma acido lactico. Este proceso es costoso debido a que el petroleo, la base de
la materia prima es el principal contribuyente del alto costo. Ademas las rutas de
sintesis quimica producen una mezcla de L-acido lactico y D-acido lactico mientras
que en la mayoria de los casos el L-acido lactico es el producto deseado. Los
problemas de alto costo de materia prima, la impureza del producto y la
dependencia de otras industrias para la obtencion de materia prima pueden ser
superados por los procesos basados en fermentaciones (Narayanan et al., 2004;
Fontes et al., 2010).

La produccion de &cido lactico a partir de bioprocesos se realiza por
fermentacibn y se puede producir a partir de diferentes sustratos y
microorganismos, dando como resultado un acido épticamente activo (Milcent y
Carrere, 2001). La obtencién de acido lactico con enzimas o microorganismos
vivos pueden producir isomeros dextrogiros, levogiros o una mezcla racémica,
dependiendo del microorganismo involucrado en el proceso, siendo de mayor
interés el isobmero (L) porque puede ser asimilado por el organismo y la mezcla
racémica, la cual se emplea para la elaboracion de polimeros asi como para uso
industrial (Urribari et al., 2004; Jin et al., 2005; Litchfield, 2009).

El proceso de produccién de acido lactico por medio de bioprocesos
incluye dos etapas, la primera es una fermentacion seguida de la recuperacién del

producto (Shahbazi, et al., 2005). EI cambio mas grande en la producciéon de acido



lactico se encuentra en el paso de recuperacion y no en la fermentacion. Se han
aplicado varias estrategias y combinaciones para la recuperacion del acido lactico
del caldo de fermentacion. La neutralizaciébn con una base seguida por filtracion,
concentracion y acidificacion es el proceso tradicional para la recuperaciéon de
acido lactico, este proceso genera sales de calcio como producto, causando altos

costos quimicos y generacion de residuos (Sun et al., 2006; Pal et al., 2009).

Otras alternativas en los procesos de recuperacion de acido lactico han
sido estudiadas como la extraccion con solventes, adsorcion, destilacion directa y
electrodialisis (Tong et al., 2004; Sun et al., 2006). La extraccion con solventes es
limitada por los problemas ambientales que causan los solventes empleados. Los
procesos de adsorcidon requieren regeneracion de las resinas de intercambio
i6bnico, ademas presentan desventajas como el corto tiempo de vida de los
adsorbentes, baja capacidad, y filtracion adicional. La destilacion directa es un
proceso con altos requerimientos de energia, y puede ocasionar la transformacién
del producto como la polimerizacion del &cido lactico (Gonzalez et al., 2007, Pal et
al., 2009).

Recientemente se ha estudiado la separacion vy filtracion de acido lactico
usando la tecnologia de membranas debido a que presenta varias ventajas sobre
muchas de las técnicas tradicionales de separacion tales como destilacion,
extraccion, intercambio iénico y adsorcion. No requiere solventes costosos o
adsorbentes y es posible la separacion y concentracién tanto de compuestos
inorganicos y organicos simultaneamente (Li et al., 2007).

2.1.4 Produccién Mundial

En la actualidad se estima que la produccion mundial de acido lactico
(incluyendo los usos para polimeros) es alrededor de 120 000 toneladas por afio,
mientras que en 1990 esta cifra era de tan solo 40 000 toneladas por afio
aproximadamente. De esta forma en la ultima década, la produccion de acido

lactico ha crecido considerablemente, principalmente debido al desarrollo de
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nuevos usos Yy la tecnologia de produccion es basada principalmente en la
fermentacién de carbohidratos. Las principales empresas manufactureras de acido
lactico en el mundo incluyen a CCA Biochemical BV con plantas en Europa, Brasil
y Estados Unidos, Archer Daniels Midland (ADM) y NatureWorks LLC en Estados
Unidos, Musahino Chemical en Japén, Purac (Holanda), Galactic (Bélgica) y varias

compainiias chinas (Datta y Henry, 2006; Rojan et al., 2007).

2.2 Suero lacteo

2.2.1 Definicién

El suero lacteo puede ser definido como el suero o la parte acuosa de la
leche que queda después de la separacion de la cuajada, la cual resulta de la
coagulacion de la caseina (proteina de la leche) usando la enzima quimosina. La
coagulacion inducida por quimosina ocurre aproximadamente a pH de 6.5
(Panesar et al., 2007; Guimaraes et al., 2010).

2.2.2 Tipos de suero

Existen dos tipos principales de suero de acuerdo al procedimiento usado
para la precipitacion de la caseina. El primer tipo de suero es conocido como
suero dulce (pH 6-7) resulta de la produccién de quesos frescos o suaves tales
como el queso crema y queso cottage. El segundo tipo de suero, es el suero
acido (pH<5) que resulta de la fermentacién por cultivos iniciadores o de la adicién
de acidos organicos o minerales para coagular la caseina en la elaboracion de

guesos madurados (Jelen, 2003; Guimaraes et al., 2010; Tabla 1).

2.2.3 Composicion del suero

El principal componente de los sueros dulces y acidos, después del agua,
es la lactosa (aproximadamente 70-72% del total de soélidos), también esta
compuesto por las proteinas de suero (aproximadamente 8-10%) y de minerales
(aproximadamente 12-15%) (Jelen, 2003; Cuadro 1). El suero también contiene

cantidades apreciables de otros componentes, como lo son, &cido lactico y citrico
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(0.05% wl/v) compuestos nitrogenados no proteicos (urea y acido Urico) y

vitaminas del grupo B. Las mayores diferencias entre los dos tipos de suero son el

contenido mineral y la acidez. (Panesar et al., 2007; Guimaraes et al., 2010).

Cuadro 1. Composicion tipica del suero dulce y acido (Jelen, 2003).

Componentes Suero dulce (g/L) Suero &cido (g/L)
Sélidos Totales 63-70 63-70
Lactosa 46-60 44-46
Proteinas 6-10 6-8
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosforo 1-3 2-4.5
Lactato 2 6.4
Cloruro 1.1 1.1

La lactosa o [B-D-galactopiranosil-(1,4)-glucopiranosa (Figura 2) es el
principal carbohidrato de la leche, es un disacarido compuesto por la D-glucosa y
D-galactosa. El grupo aldehido de la galactosa esta unido a C-4 de la glucosa por
medio de un enlace B-1,4-glicosidico. Puede ser separada de la leche o en la
practica industrial del suero permitiendo su cristalizacion. La lactosa cristalizada es
producida en grandes cantidades y es principalmente usada en alimentos y
farmacéuticos. La lactosa es también usada como materia prima para una

diversidad de derivados quimicos o enzimaticos (Walstra et al., 2006).

OH OH
OH
O Ho OH
HO 0

OH

Figura 2. Molécula de lactosa.
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2.2.4 Problemaética actual

La industria quesera genera una cantidad significante de suero lacteo,
cuya disposicion requiere grandes cantidades de aportacion de capital.
Aproximadamente 85% del total de la leche usada para la manufactura del queso
es desechada como suero (Panesar et al.,, 2007). En México se reportd una
produccion de queso en 2008 de 149, 888 ton, lo que significa una generacion
estimada de 1, 348, 992 ton de suero lacteo (SIAP, 2008). Ademas sélo el 10% del
suero generado es recuperado y usado, principalmente para aplicaciones de un

valor bajo como la alimentacion animal (Alvarez et al., 2010).

La disposicion del suero lacteo ha sido un problema para la industria
guesera. La mayoria de los medianos y pequefios productores todavia disponen
de su suero directamente en tierras de cultivo lo cual presenta un riesgo ambiental
(Li et al., 2008). La mayoria de las plantas de leche no tienen sistemas de
tratamiento adecuados para la disposicion del suero y la descarga del suero
constituye una pérdida significante de su potencial alimenticio y energético porque
el suero retiene el 55% del total de los nutrientes de la leche. Asi, su disposicion
genera serios problemas de contaminacion para el ambiente circundante, debido a
que afecta la estructura fisica y quimica de la tierra, resultando en una disminucién
del rendimiento de cultivos y cuando es descargado dentro de cuerpos de agua,
reduce la vida acudtica por agotamiento del oxigeno disuelto (Gonzalez-Siso,
1996). De esta manera, el suero presenta una gran amenaza para el medio
ambiente y para la salud humana, por lo que es necesario proponer soluciones
efectivas y permanentes a esta problematica. A través de los afios se han buscado
maneras para transformar las grandes cantidades de suero generado como
subproducto de la industria quesera en productos para el uso en alimentos
(Pescuma et al., 2010). Una alternativa es emplear el suero como materia prima
para generar productos mediante procesos biotecnoldgicos. La disponibilidad de
lactosa como reserva de carbohidratos en el suero y la presencia de otros

nutrientes esenciales para el crecimiento de microorganismos hacen del suero una



materia prima particularmente importante para su utilizacion como sustrato (Polom

y Szaniawska, 2006; Aguirre-Ezkauriatza et al., 2009).

2.3 Bacterias acido lacticas

2.3.1 Generalidades

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un conjunto de bacterias Gram-
positivas, no formadoras de esporas, catalasa negativa, en forma de cocos o
bastones, con un metabolismo estrictamente fermentativo en el que se produce
acido lactico como producto principal de la fermentacién de azucares (Axelsson,
2004). Las BAL comprenden principalmente los siguientes géneros, Lactobacillus ,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,  Streptococcus,  Aerococcus,
Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy Weisella.
Lactobacillus es por mucho el género predominante de las BAL, y actualmente son
reconocidos mas de 125 nombres de especies y subespecies (Axelsson, 2004;
Panesar et al., 2007).

2.3.2 Metabolismo

La principal caracteristica del metabolismo de las BAL es la fermentacion
eficiente de carbohidratos junto con la fosforilacion a nivel sustrato. Basicamente
hay dos rutas principales para la fermentacion de hexosas en las bacterias acido
lacticas: la fermentacion homolactica y la fermentacion heterolactica (Hofvendahl y
Hahn-H&agerdal 2000; Nousiainen et al., 2004; Figuras 3y 4).

El primer paso en el metabolismo de la lactosa es su transporte al interior
de la célula. Hay dos sistemas principales usados por las BAL para transportar la
lactosa a través de la membrana de la célula. Uno es el mecanismo de
traslocacion, en el cual la lactosa es fosforilada durante el paso a través de la
membrana citoplasmaticca. La fuente inicial de fosfato es la energia del
intermediario de la glucdlisis fosfoenol piruvato (PEP), y el mecanismo es llamado
sistema de la fosfotransferasa fosfoenol piruvato (PEP-PTS). Cuatro proteinas

estan involucradas es este sistema. Primero, la enzima Il (Ell), es una proteina de
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la membrana citoplasmatica, donde es fosforilada por una proteina especifica de
azucar, la enzima Il (Elll), la cual se encuentra en el citoplasma. Hay otras dos
proteinas, la enzima | (El) y la FPr (proteina que contiene histidina), que son
proteinas citoplasmaticas no especificas y estan involucradas en la transferencia
de un residuo de fosfato de la PEP a la Elll. Como consecuencia de estas
reacciones, la fosfato-lactosa se acumula intracelularmente a un costo neto de
fosfato rico en energia. La fosfato-lactosa es hidrolizada a glucosa y galactosa-6-
fosfato por la fosfo-B-galactosidasa (P-p-gal). La glucosa es convertida a glucosa-
6-fosfato, y ambos azucares fosfatados son metabolizados posteriormente (Mayréa-
Makinen y Bigret, 2004; Walstra et al., 2006).

El segundo sistema de transporte de lactosa hacia el interior de la célula
de las bacterias acido lacticas involucra proteinas citoplasmaticas (permeasas)
que traslocan el azucar a la célula sin modificaciones quimicas. Situada en la
membrana citoplasmatica, la lactosa permeasa trasloca la lactosa junto con los
protones hacia dentro del citoplasma. La lactosa permeasa es un sistema de
transporte activo, y la energia es suministrada en la forma de un proton, motivo de
la fuerza desarrollada por la ATPasa transmembrana a expensas de la hidrolisis
de ATP (Mayra-Makinen y Bigret, 2004; Walstra et al., 2006).

En la fermentacion homoléactica (Figura 3) las especies de Lactobacillus
metabolizan los azlcares por medio de la ruta glucolitica de Embden-Meyerhof, y
el acido lactico es sélo el producto final bajo condiciones tipicas de fermentacion.
Un mol de lactosa es transformado en 4 moles de acido lactico. Algunas especies
fermentan sélo la glucosa, o sea la mitad de la lactosa por lo que galactosa la
excretan de la molécula en proporcion a la cantidad de lactosa tomada. En este
caso el metabolismo de la lactosa produce sélo 2 moles de acido lactico. En
teoria, una molécula de glucosa, a través de la fermentacién homolactica, produce
2 moléculas de acido lactico y una ganancia neta de 2 moléculas de ATP por

molécula de glucosa (Limsowtin et al., 2002; Axelsson, 2004).
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Las especies de fermentacion facultativa heterolactica (Figura 4)
metabolizan hexosas a través de la ruta glucolitica Embden-Meyerhof, pero las
pentosas y algunas otras sustancias son metabolizadas por la ruta de la
fosfocetolasa para producir acido lactico y otros productos (tipicamente etanol y
CO,). Las especies de fermentacion heterolactica obligatoria usan solamente la
ruta de la fosfocetolasa para el metabolismo de azlcares, y ademas de &cido
lactico, producen cantidades significantes de etanol con generacion de diéxido de
carbono. La fermentacion heterolactica de glucosa a través de de ruta de la
fosfocetolasa genera 1 mol de cada uno de los siguientes compuestos: acido
lactico, etanol y CO, y 1 mol de ATP por molécula de glucosa consumida
(Limsowtin et al., 2002; Axelsson, 2004).

Glucosa

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato . dihidroxi-acetona-fosfato

Acido'pirivico
Acido lactico

Figura 3. Fermentaciéon homolactica (Larpent, 1995).
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Glucosa

acido-6-fosfogluconico

CO, = ‘ »ribulosa-5-fosfato

gliceraldehido 3-fosfato acetil'fusfatu
Acido lactico etanol

Figura 4. Fermentacion lactica heterofermentativa (Larpent, 1995).

Otras hexosas diferentes a la glucosa, tales como manosa, galactosa y
fructosa, son fermentadas por varias BAL. Los azUcares entran a la mayoria de las
rutas al nivel de glucosa-6-fostato o fructosa-6-fosfato después de la isomerizacion
y/o fosforilacion. Una excepcién importante es el metabolismo de la galactosa en
las BAL, la cual es metabolizada tanto a través de la ruta de la tagatosa 6-fosfato
o por la via de Leloir. Algunas BAL después del transporte de la lactosa dividida
por la B-galactosidasa sé6lo metabolizan la glucosa, mientras que la galactosa es
excretada al medio. Por otra parte especies como Lc. lactis y Lb. casei
metabolizan la galactosa-6-fosfato por medio de la ruta de la tagatosa-6-fosfato.
La tagatosa es un isomero de la fructosa, pero se requieren enzimas adicionales
para el metabolismo de los derivados de la tagatosa. La ruta de la tagatosa
coincide con la glucadlisis a nivel del gliceraldehido-3-fosfato (GAP) (Axelsson,
2004; Mayra-Makinen y Bigret, 2004).
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2.3.3 Tipo de acido lactico formado

La configuraciéon de acido lactico es muy importante desde el punto de
vista nutricional. Niveles elevados del isomero D-acido l4ctico son téxicos para los
humanos, por esta razén se prefiere el L-acido lactico en el industria de alimentos
y farmacéutica (Jin et al., 2005). Una ingesta dietética mas alta de D-acido lactico
o DL-acido lactico puede resultar en una elevacion del nivel de D-acido lactico en
la sangre, y puede ocurrir una hiperacidez de la orina. Estos resultados causaron
que la WHO (Organizacion Mundial de la Salud) limitara el consumo humano de

D- &cido lactico a 100 mg/ [kg « dia] (Panesar et al., 2007).

Durante la fermentacion de azlcares, diferentes especies de bacterias
acido lacticas producen tanto L-acido lactico como D-acido lactico. Esto depende
de la presencia especifica de NAD® dependiente de lactato deshidrogenasa
(nLDH). Las bacterias acido lacticas principalmente logran la regeneraciéon de
NAD+ por la reduccién de piruvato a lactato por la lactato deshidrogenasa. El
lactato puede existir como estereocisbmero D o L, y las enzimas lactato
deshidrogenasas especificas para cada isbmero se encuentran en estas bacterias.
Ciertas bacterias contienen ambas enzimas, las cuales producen una mezcla
racémica (DL), mientras que otras producen solo D-&cido lactico o L-acido lactico
(Panesar et al., 2007; Zhang et al., 2007).

2.3.4 Caracteristicas de Lactobacillus casei (Lb. casei)

Se trata de una bacteria mesofila, con morfologia de bacilo; su
metabolismo depende de la cepa, algunas presentan un metabolismo
homofermentativo y otras son heterofermentativas facultativas. Es productora de
acido lactico que genera predominantemente la forma L(+), no metaboliza el
citrato y no es capaz de producir diacetilo. Se emplea en la industria lactea en la
elaboracion de alimentos lacteos probiéticos. Esta especie particular de lactobacilo
se ha comprobado que es muy resistente a intervalos muy amplios de pH y

temperatura (Walstra et al., 2006).
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2.3.5 Factores importantes en el crecimiento de Lb. casei y produccion de

acido lactico

2.3.5.1 Macronutrientes (Carbono y Nitrégeno)

El contenido de nutrientes en el medio de cultivo es elemental en el
crecimiento celular y por consiguiente en la concentracion y productividad de acido
lactico logradas. Por lo general las bacterias necesitan algun tipo de compuesto
organico como fuente de carbono, asi como también una fuente de nitrégeno para
su crecimiento. Una de las formas mas comun de suministrar la fuente de carbono
en el medio de cultivo es por medio de los azlcares (Madigan et al., 2004). Se han
reportados estudios con relacion al crecimiento de Lb. casei a partir de distintas
concentraciones de sustrato iniciales (Cuadro 2). De la misma forma, la
suplementacion del medio de cultivo con extracto de levadura como fuente de
nitrégeno es uno de los factores clave en la fermentacién (Mondragén-Parada et
al., 2006; Li et al., 2010). El alto costo del extracto de levadura limita su uso en las
fermentaciones y la concentracion de extracto de levadura en los procesos
industriales es en la mayoria de los casos subéptima (Fitzpatrick et al., 2001). Con
el fin de bajar costos de los procesos de produccién se ha probado que algunas
otras fuentes de nitrdgeno pueden proporcionar el mismo efecto que el extracto de
levadura, tales como la peptona, la malta y la yuca (Hujanen y Linko, 1996; Fontes
et al., 2010).

2.3.5.2 Micronutrientes

Aungue los micronutrientes se requieren en muy pequefias cantidades son
tan importantes para el funcionamiento celular como los macronutrientes (carbono,
nitrogeno). La mayoria de las veces los micronutrientes tienen un funcion

estructural en varias enzimas (Madigan et al., 2004).

Para el crecimiento de Lb. casei es esencial suplementar el medio de
fermentacion con MnSO,4+H,0. El ion Mn*? es el i6n que el Lb. casei necesita del
MnSO4*H,O debido a que es un constituyente de la enzima lactato
deshidrogenasa (Fitzpatrick et al., 2001).
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Cuadro 2. Productividades de &cido lactico utilizando Lb. casei a partir de distintas
concentraciones de sustrato y % de indculo inicial.

Autores Concentracion de % Inéculo (v/v), Productividad
sustrato (g/L) Etapa de maxima de acido
crecimiento lactico (g/L h)
Hujanen y Linko 70 g de glucosa 20%, Fase 4.1
(1996) Exponencial
Blyukkileci y Harsa 48 g de lactosa 5%, Fase 1.7
(2004) Estacionaria
Altiok et al. (2006) 35.5 g de lactosa 12.5%,Fase 2.5
Estacionaria
Alonso et al. (2010) | 21.5 g de lactosa, 10%, Fase 0.76
18.1 g de glucosa, Exponencial
19.0 g de sacarosa

2.3.5.3 Indculo inicial

El crecimiento del in6culo es un paso importante en la produccién de acido
lactico. Para iniciar el proceso de fermentacion se puede utilizar el inéculo inicial
tanto en una fase de crecimiento exponencial como en fase de crecimiento
estacionaria. Algunos autores han utilizado el inéculo inicial en fase de crecimiento
exponencial y otros en fase estacionaria (Cuadro 2). Las razones por las cuales
usar una etapa u otra no han sido claramente definidas. En la literatura se ha
reportado que si un cultivo en fase exponencial se inocula en un medio con las
mismas condiciones de cultivo, el crecimiento se inicia inmediatamente y no se
observa algun retraso, por otra parte si el indculo inicial se toma de un cultivo en
fase estacionaria y se inocula en un medio con las mismas caracteristicas, se
observa una etapa de adaptacién en el crecimiento (Madigan et al., 2004). Sin
embargo, los resultados de algunos estudios no manifiestan lo anterior (Altiok et
al., 2006; Mussatto et al., 2008). Ademas existe una falta de informacion publicada

acerca de las condiciones del in6culo usadas en los procesos comerciales.
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Ademas, el tamafo del in6culo, nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro es importante en la velocidad de crecimiento celular.
Distintos autores han trabajado con diferentes cantidades iniciales de inoculo
(Cuadro 2).

2.3.5.4 Temperatura

La mayoria de los Lactobacillus se encuentran en la categoria de
mesofilos aunque la temperatura Optima de crecimiento varia de acuerdo al
género de 20 a 45°C. Para el Lb. casei la produccién mas rapida de &cido lactico
se obtiene a los 37°C, sin embargo, la velocidad de formacion de producto es muy
similar en el intervalo de temperaturas de 32°C-42°C, por lo que el efecto de la
temperatura no es significante en este intervalo. La formacion del producto es
bastante lenta a 27°C y la fermentacidbn es completada en 45 horas a esta
temperatura mientras que para el rango de 32°C-42°C la fermentacion es

realizada en 30 horas aproximadamente (Buyukkileci y Harsa, 2004).

2.3.5.5 pH

La concentracion de iones hidrogeno es un pardmetro importante que
tiene un fuerte efecto en la produccion de &cidos organicos formados durante
procesos fermentativos debido a que cuando se acumulan en gran cantidad en el

caldo de fermentacion inhiben el crecimiento del microorganismo.

Para controlar el pH durante la fermentacién, agentes neutralizantes tales
como el carbonato de calcio, el carbonato de sodio y el hidréxido de sodio se
deben agregar en el medio de fermentacién. Entre estos agentes, el carbonato de
calcio ha sido ampliamente usado en investigaciones a nivel matraz y a nivel
biorreactor. El hidréxido de sodio asi como el hidroxido de amonio también han
sido usados en investigaciones previas (Zhang et al., 2007; Qin et al., 2010). Se
ha mostrado que para una rapida y completa fermentacion, el intervalo de pH

Optimo para Lb. casei es 5.5-6.5. La fermentacion es fuertemente inhibida a pH
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bajo y cesa a valores de pH menor de 4.5. Sin embargo, la tolerancia acida le da

una ventaja competitiva sobre otras muchas bacterias (Buytkkileci y Harsa, 2004).

2.4 Procesos de fermentacion

2.4.1 Generalidades

Los procesos de fermentacibn son una parte esencial de muchas
industrias alimentarias, quimicas y farmacéuticas, involucran la transformacion de
un sustrato determinado en productos mediante microorganismos, cultivos de
células animales o vegetales y compuestos derivados de células como las
enzimas. El término fermentacion ha sido usado para referir el metabolismo de los
azucares por los microorganismos para la manufactura de productos especificos
de interés. El uso de microorganismos para transformar materiales biol6gicos tiene
sus origenes en la antigiedad (Doran, 1995; McNeil y Harvey, 2008). Desde
entonces, los procesos basados en fermentaciones han sido desarrollados para
una enorme gama de productos, desde productos alimenticios como son el vino, la
cerveza, yogurt, quesos, hasta productos quimicos y farmacéuticos como acidos

organicos, antibiéticos, proteinas, enzimas, vitaminas, vacunas, entre otros.

La generacion de productos por fermentaciéon dependen de varios factores
como son: el microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, el tipo
de fermentacion empleado y la formacién de subproductos (Hofvendahl y Hhan-
Hagerdal, 2000). Las fermentaciones se llevan a cabo en un dispositivo llamado
biorreactor, también denominado comunmente fermentador, por medio del cual se
proporciona un medio ambiente controlado que permite la obtencion de productos
de interés a partir de la transformacion microbiolégica o enzimatica de un sustrato.
El medio ambiente adecuado que proporciona un biorreactor, tiene que tener
niveles éptimos de temperatura, pH, sustrato, sales, y oxigeno, para asi convertir
los sustratos en productos especificos (metabolitos en el caso de fermentacion
microbiana) de interés (Rodriguez et al., 2003; Alford, 2006; Mattews, 2008). Las
fermentaciones a nivel laboratorio pueden ser realizadas en matraces Erlenmeyer

o cajas petri, los cuales se aplican tanto para transformacion microbiana o
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enzimatica de un sustrato, son utilizados por su simplicidad y son convenientes

cuando se trabaja con volumenes pequefios (Ruiz-Leza et al., 2007).

2.4.2 Tipos de fermentacion

2.4.2.1 Proceso tipo lote

La fermentacidon en lote es el modo de operacion mas simple y se
considera como un sistema cerrado, es usado frecuentemente en el laboratorio
para obtener cantidades substanciales de células o productos para su analisis
posterior (Macauley-Patrick y Finn, 2008). Al inicio de la operacién se afade la
solucion esterilizada de nutrientes y se inocula con el microorganismo. La
composiciéon del medio de -cultivo, la concentracion de la biomasa y la
concentracion de metabolitos cambia generalmente como resultado del
metabolismo de las células observandose las cuatro fases tipicas de crecimiento:
fase de latencia, fase logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte (Rodriguez
et al., 2003). La fermentacién en biorreactores de lote es un proceso de baja
productividad si se presenta un efecto téxico de los productos hacia los

microorganismos (Moueddeb et al., 1996).

2.4.2.2 Proceso semicontinuo

Un proceso semicontinuo es un cultivo en lote alimentado continuamente o
consecuentemente con sustrato sin la remocion del caldo de fermentacion, esto es
especialmente benéfico cuando los cambios en la concentracion de nutrientes
afecta la productividad y biomasa en el producto deseado (Ding y Tan, 2006). Esta
estrategia de alimentacién permite que el microorganismo crezca a una velocidad
de crecimiento especifica deseada, minimizando la produccion de subproductos
no deseados y permitiendo que se logren altas densidades de células y
concentraciones de producto. La adicion del sustrato puede ser sobre un periodo
corto o largo, empezando inmediatamente después de la inoculacion o en un

punto predeterminado durante la fermentacion (Macauley-Patrick y Finn, 2008).
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2.4.2.3 Proceso continuo

En la fermentacion continua se establece un sistema abierto. La solucion
nutritiva estéril se afiade continuamente al biorreactor y una cantidad equivalente
de caldo de fermentacién con los nutrientes y microorganismos, es retirada de
forma continua. Si bien los procesos de fermentacion continua no se utilizan de
forma general en la industria, debido fundamentalmente al mayor nivel de
experiencia que se tiene en el crecimiento de células en fermentacion discontinua,
el costo de produccion de biomasa mediante cultivo continuo es potencialmente

inferior al de cultivo discontinuo (Rodriguez et al., 2003).

2.4.2.4 Procesos acoplados a una unidad de membrana

Un biorreactor de membrana esta compuesto por dos partes, el reactor
biolégico y un médulo de membrana; esta configuracion es muy interesante para
reacciones donde la eliminacion continua de metabolitos es necesaria para
mantener una buena productividad (Moueddeb et al., 1996). EI mddulo de
membrana permite separar fisicamente compuestos de interés que se encuentran
presentes en el medio de fermentacion, distintos tipos de membrana pueden ser
empleadas dependiendo del compuesto de interés a separar y por su alta
selectividad pueden asegurar altos niveles de separacion y purificacion, ademas
pueden ser facilmente integradas a los fermentadores convencionales por lo que
permiten la produccioén y purificacién simultdnea en la misma unidad. Ademas las
técnicas de separacion por membranas permiten recircular a las células para

lograr un proceso de fermentacion mas eficiente (Giorno et al., 2002).

2.5 Tecnologia de membrana

2.5.1 Fundamentos

Durante las ultimas décadas, la tecnologia de membranas ha atraido la
atencion debido a su singular principio de separacion y por la eficiencia de su
separacién comparada con otras operaciones unitarias. Las principales ventajas
de los procesos de membrana manejados con presion son la calidad de

purificacion en el permeado, la operacion a temperaturas moderadas y la

20



posibilidad para ser combinando con otros procesos de separacion. Ademas, la
separacion por membranas no requiere aditivos y utiliza menos consumo de
energia comparada con otros procesos de separacion (Saxena et al., 2009;
Benitez et al., 2011).

La tecnologia de membranas permite la concentracion y separacion de
soluciones sin el uso de calor. El principio es bastante simple, la membrana actia
como un filtro muy especifico que permite el paso de ciertos componentes,
mientras que retiene otros. Las particulas son separadas en base a su forma y

tamafio molecular con el uso de la presion (Béddeker, 2008).

Las definiciones que son usadas frecuentemente como expresiones en la
tecnologia de membranas son (Sastre et al., 2009):
v' Alimentacion: Es la solucién a ser concentrada o separada.
v Flujo: La velocidad de extraccion del permeado medido en litros por metro
cuadrado de superficie de membrana por hora (L/ [m?h]).
v' Ensuciamiento de membrana: Es el depdsito de sélidos en la membrana,
irreversible durante el proceso.

v' Permeado: Es el filtrado, el liquido que pasa a través de la membrana.

<

Retenido: Es el concentrado, el liquido retenido.
v' Factor de concentracion: Es la reduccién de volumen logrado por la
concentracion, por ejemplo el radio del volumen inicial de alimentacién al

volumen final del concentrado.

En afios recientes las técnicas de separacion por membrana han
evolucionado de ser una herramienta de un laboratorio a aplicaciones en procesos
industriales teniendo un considerable impacto técnico y comercial (Sastre et al.,
2009). Actualmente las membranas son usadas en una amplia gama en
aplicaciones tales como, purificacién, diafiltracion, desalinizacién, remocion y
fraccionamiento de particulas, esterilizacion de fluidos, clarificacion de fluidos,

entre otras varias aplicaciones (Balley et al., 2002).
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Algunos requerimientos basicos para las membranas son: alto flujo del
producto, una fuerza mecanica buena para soportar la estructura fisica y una
selectividad adecuada para las sustancias que se desean separar. Generalmente,
la alta selectividad esta relacionada con las propiedades de la membrana, tales
como el tamafo del poro o permeabilidad. La permeabilidad incrementa cuando
incrementa la densidad de los poros, y la resistencia de la membrana es
directamente proporcional a su grosor. Ademas, una buena membrana debe de
tener un estrecho rango del tamafio del poro y una alta porosidad (Chen et al.,
2009).

Un sistema de separacion por membrana separa el flujo que entra en dos
efluentes: el permeado y el retenido o el concentrado, como se muestra en la
Figura 5. El permeado es la porcién del fluido que ha pasado a través de la
membrana. El retenido (concentrado) contiene los componentes que han sido

rechazados por la membrana (Chen et al., 2009).

l Alimentacion

MODULO DE | ™~

MEMBRANA N 5 Retenido/
\ Concentrado

l Permeado

Figura 5. Diagrama bésico de un sistema de separacion por membranas.

2.5.2 Definicién de membrana

Una membrana es esencialmente una barrera que separa en dos fases y
restringe el transporte de varias especies quimicas o bioquimicas de una manera
selectiva. Es una capa delgada que puede separar materiales dependiendo de sus
propiedades fisicas y quimicas cuando se aplica una fuerza a través de la

membrana como un gradiente de potencial quimico (gradiente de concentracién o
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presién) o un potencial eléctrico (Chen et al., 2009). Su espesor puede variar entre
menos de 100 nm a mas de 1 cm. La resistencia eléctrica puede variar de varios

megaohms (MQ) a una fraccidén de un Q (Sastre et al., 2009).

Las membranas usadas para procesos de separacion pueden ser
seleccionadas en base a su tamafo y forma, propiedades quimicas, 0 a cargas
eléctricas del material a ser separado. El material de la membrana deber ser
seleccionado en base a su estabilidad quimica y fisica bajo las condiciones de
operacion, deben tener la permeabilidad requerida para el proceso dado y una

forma de membrana conveniente (Lee y Koros, 2004).

2.5.3 Materiales y estructuras de la membrana

De acuerdo a su composicion las membranas pueden ser organicas
(poliméricas) o inorganicas (cerdmica). La mayoria de las membranas comerciales
organicas son hechas de una amplia variedad de polimeros orgénicos, por
ejemplo de celulosa y sus derivados (principalmente acetato de celulosa),
polisulfones, poliamidas, hidrocarbonos sustituidos de cloro y fldor. Las
membranas inorganicas estdn basadas en Oxidos de zirconio, titanio, silicio y
aluminio. Asi también, las membranas pueden ser densas o0 porosas. La
separacién por membranas densas se basa en interacciones fisicoquimicas entre
los componentes permeados y el material de la membrana. Las membranas
porosas, por otro lado, logran la separacion por la exclusién de tamafio, donde el
material rechazado podria ser disuelto o suspendido dependiendo de su tamafio
con relacion al del poro (Berk, 2009; Chen et al., 2009).

El material de la membrana debe ser quimicamente inerte al material a ser
procesado. La adsorcién por la membrana concierne, porque puede provocar un
cambio no deseado en la composicion de la alimentacion y reducir la vida util de
la membrana (Berk, 2009).

Las membranas mas ampliamente usadas son las membranas
asimeétricas, estas membranas estan compuestas de dos o mas capas, cada una

de ellas es de diferente estructura o composicion y cada capa proporciona una
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caracteristica diferente. Una membrana asimeétrica tipica consiste de un capa muy
delgada de material denso en la parte superior de un soporte macroporoso. La
capa delgada, de sélo unas um de grosor, contribuye a la retencion requerida,
mientras que el soporte provee una fuerza mecanica adecuada sin agregar mucha
resistencia al flujo de permeado. En algunas membranas, la capa delgada
(cubierta) y la capa porosa de abajo estan fabricadas del mismo material de
polimero (por ejemplo acetato de celulosa). En otras, es mas apropiado el término
“‘membranas compuestas”, porque sus capas consisten de diferentes polimeros
(por ejemplo, capa delgada de poliamida sobre una capa abierta hecha de
polisulfona en un respaldo altamente poroso). El material de la membrana debe
ser quimicamente inerte al material a ser procesado. La adsorcion por la
membrana concierne porque puede resultar en un cambio no deseado en la
composiciéon de la alimentacidbn y en un acortamiento de la vida atil de la
membrana (Berk, 2009).

2.5.4 Separacion por medio de membranas

La clasificacion por tamafio del poro estd dada con valores de micras e
indica que las particulas méas grandes al tamafio pueden ser retenidas por la
membrana. Por otra parte el peso molecular de corte (MWCO) indica que la
mayoria de los solutos (aproximadamente 90%) con pesos moleculares mas altos
que el MWCO seran retenidos por la membrana. La forma de los componentes y
su interaccion en la solucién afectan su retencion. Las diferentes membranas
manufacturadas usan distintos criterios para asignar la clasificacion de MWCO a la
familia de membranas (Walstra et al., 2006). El principio de la tecnologia de
membranas estd asociado a los diferentes procesos que a continuacion se
detallan. El Cuadro 3 muestra de forma resumida las caracteristicas de cada

proceso de membrana.

2.5.4.1 Osmosis inversa (RO)
Las membranas de Osmosis inversa tiene el tamafio de poro mas
pequefio, con un didmetro que va de 0.5 a 1.5 nm, separan particulas que tienen

un peso de 150-250 Da con MWCOs de 1 kDa o menores y requiere la aplicacion
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de altas presiones de 100-1500 psig. El tamafio extremadamente pequefio solo
permite que las moléculas organicas mas pequefias y solutos sin carga pasen a
través de la membrana semipermeable junto con el agua. La mayor ventaja de la
osmosis inversa es la capacidad para concentrar soluciones diluidas para la
recuperacion de sales. Uno de los usos mas comunes para la 6smosis inversa es
en la purificacion de agua para la remocion de sales y otras impurezas, con el
objetivo de mejorar el color, el sabor o propiedades del fluido (Walstra et al., 2006;
Chen et al., 2009).

2.5.4.2 Nanofiltracion (NF)

Es una técnica de separacion que se encuentra entre la ultrafiltracion y la
Osmosis inversa con un peso molecular de corte (MWCO) entre 200-2000 Da; su
tamafo promedio de poro es de 1nm y trabaja con presiones que van desde 100
a 500 psig (Lee y Koros, 2004; Wang et al., 2009). La nanofiltracién no es tan fina
como la 6smosis inversa, pero no requiere la misma energia para lograr la
separacion. Los procesos de separacion por membranas de nanofiltracion se
introdujeron en las aplicaciones industriales como una alternativa factible de los
procesos tradicionales de separacion tales como: extraccion, evaporacion y
destilacién que se aplican al final de los procesos de tratamiento, acompafados
por otras técnicas de separacion (He et al., 2009) y actualmente se usan en un
amplio rango de aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y en el

tratamiento de agua potable.

Entre las aplicaciones de este proceso de membrana se pueden
mencionar la obtencion de acidos organicos (acidos acético, lactico, glucénico)
producidos principalmente por fermentacion. Estas fermentaciones generan un
caldo que contiene la forma disociada del acido (sales de sodio, amonio o calcio) y
diferentes impurezas, tales como residuos de azlcar y sales minerales. Se
requieren operaciones de purificacion, concentracion y conversion para obtener el
acido en la forma apropiada. La integracion de la nanofiltracion en el proceso
puede ser investigada en diferentes etapas dependiendo del &cido organico. Por

un lado para acidos organicos de un peso molecular alto, la nanofiltracién puede

25



ser considerada con un paso de concentracion. Por otra parte puede constituir un
paso de purificacion en el caso de acidos orgéanicos de bajo peso molecular. Se ha
mostrado, por ejemplo, que la nanofiltracibn es un método apropiado para el
procesamiento del caldo de fermentacién del acetato de sodio debido a su
capacidad para permitir el paso del acetato mientras se retienen los nutrientes,
como la glucosa, que pueden ser recirculados al caldo de fermentacion (Bouchoux
et al., 2005).

2.5.4.3 Ultrafiltracion (UF)

Las membranas de ultrafiltracion tienen en promedio un tamafio de poro
mucho menor que las membrana de microfiltracion, son capaces de retener
componentes en el rango de 1-1000kDa de peso molecular, con tamafios de poros
de 0.001-0.1um y operan entre 10 y 100 psig de presion. Las especies de rechazo
tipicas incluyen azucares, biomoléculas, polimeros y particulas coloidales (Chen et
al., 2009). Una aplicacion tipica de las membranas de ultrafiltracion es la filtracién
de macromoléculas disueltas de una solucion como sucede en la concentracion
de proteinas del suero lacteo. Dependiendo del tipo de proteina a retener, son
usados MWCO de la membrana en el rango de 1lkDa a 1000kDa. Con la
ultrafiltracién es posible llevar a cabo separaciones de proteina-proteina basadas
en el tamafo y la carga, resultando una purificacion similar a la cromatografia
(Walstra et al., 2006).

2.5.4.4 Microfiltracion (MF)

Las membranas de microfiltracion tienen el tamafio de poro mas grande
de la categoria de membranas. Las aplicaciones mas comunes son la remocién de
células microbianas y la separacion de macromoléculas. La microfiltraciéon puede
separar células microbianas para su subsecuente recirculacion a un biorreactor
para asegurar la alta concentracion de células y de esta manera lograr una
productividad alta. El tamafio de poro de la membrana usado para este tipo de
separacién se encuentra normalmente en el rango de 0.1-5.0um alta y utiliza

presiones entre 10-25 psig. (Lee y Koros, 2004; Pal, et al., 2009).
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Cuadro 3. Caracteristicas de los diferentes tipos de separacion por membranas

Tamaiio
Tipo de promedio de Presion Aplicaciones
membrana poro (psig)
Osmosis 0.5-1nm 100-1500 Remocioén de sales,
Inversa iones metélicos
Nanofiltracién 1nm 100-500 Recuperacion de
acidos organicos,
azucares
Ultrafiltracion 0.001-0.1um 10-100 Separacion de
macromoléculas, tales
como proteinas
Microfiltracion 0.1-5.0 um 10-25 Separacion de células
microbianas,
tratamiento de agua
residual

2.6 Modelacion matematica de bioprocesos

2.6.1 Generalidades

La modelacion mateméatica es el proceso de crear una representacion
abstracta de un fendmeno con el fin de obtener una mejor comprension del mismo;
es un paso esencial en el desarrollo de un proceso para predecir el
comportamiento del sistema. El objetivo, por supuesto, no es producir una copia
exacta del fendmeno real sino proporcionar una representacion de algin aspecto
relevante. Los modelos mateméaticos son usados principalmente para definir
fundamentos de procesos biologicos, quimicos o fisicos, para planear las
condiciones experimentales y para evaluar los resultados experimentales (Altiok et
al., 2006; Blanchard et al., 2006).

Los modelos mateméticos de sistemas se estudian en muchos casos con
respecto al tiempo, pero con frecuencia dependen también de otras variables. Una
vez construido el modelo matematico, se deben comparar las predicciones
hechas por el modelo con los datos del sistema real. Si el modelo y el sistema
concuerdan, significa que las suposiciones hechas en la creacion del sistema son

razonables y se puede usar el modelo para realizar predicciones. Sin embargo, si
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el modelo y el sistema no concuerdan, se deben estudiar y mejorar las

suposiciones del modelo (Blanchard et al., 2006).

2.6.2 Creacion y resolucion de un modelo matematico

En la creacion de un modelo matematico primero se deben establecer
claramente las suposiciones en las cuales estara basado el modelo. Estas
suposiciones deben describir la relacion entre las variables a ser estudiadas. Se
describe coémo trabaja el sistema fisico, o al menos cuéles son los aspectos mas
importantes. Enseguida se definen operacionalmente las variables y los
pardmetros a ser usados en el modelo. Existen variables dependientes y variables
independientes. La variable independiente mas comun es el tiempo. Por otra parte
las variables dependientes son cantidades que estan en funcion de las variables
independientes y los parametros son cantidades que no cambian con el tiempo.

La mayoria de los modelos dinamicos son expresados en ecuaciones
diferenciales, en otras palabras, se expresan mediante las derivadas de las
variables dependientes respecto al tiempo. Se usan las suposiciones usadas en el
primer paso para derivar ecuaciones relacionando las variables y parametros. Los
sistemas de ecuaciones diferenciales involucran mas de una variable dependiente
(Blanchard et al., 2006). Un proceso biolégico, como el proceso de fermentacién
es un ejemplo de un fenémeno dindmico que puede ser descrito por un sistema de
ecuaciones diferenciales y abordado como un sistema dinamico, debido a que el
proceso de fermentacion involucra distintas variables como son: la concentracion
de microorganismo (biomasa), formacién de producto, concentracion de sustrato,

la temperatura, que cambian en funcién del tiempo.

Existen diferentes maneras para resolver ecuaciones diferenciales, una de
los mas comunes es mediante los métodos numéricos. Los métodos numéricos
proporcionan informacion cuantitativa y grafica acerca de la solucion aunque no se
pueda encontrar una formula. También tienen la ventaja de que la mayor parte del
trabajo puede ser realizado por una computadora. La desventaja es que se

obtienen sélo aproximaciones de la solucion, no precisamente férmulas. Si se esta
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consciente de este hecho, los métodos numéricos se convierten en herramientas

poderosas para el estudio de ecuaciones diferenciales (Blanchard et al., 2006).

2.6.3 Modelos cinéticos de crecimiento microbiano y formacion de producto

Una ecuaciébn ampliamente usada para describir una cinética de
crecimiento microbiano es la ecuacion de Monod (1), la cual relaciona la velocidad
de crecimiento especifico del microorganismo (u) con la concentracion de sustrato
(S), donde umax €s la maxima velocidad de crecimiento alcanzable cuando la
concentracion del nutriente limitante no es limitante; Ks es conocida como la
constante de Monod, la cual es la concentracion del nutriente limitante de
crecimiento a la cual la velocidad especifica de crecimiento tiene la mitad de su
valor maximo.

= Lot ®

Bajo condiciones de crecimiento 6ptimas y cuando los efectos inhibitorios
de sustrato y producto no se presentan, la velocidad de crecimiento celular sigue
la bien conocida relacion exponencial:

i )

La ecuacién 2 implica que X (concentracién de biomasa) incrementa con
el tiempo independientemente de la disponibilidad de sustrato. En realidad, el
crecimiento celular es gobernado por una relacién hiperbdlica y hay un limite para
alcanzar la maxima concentracion celular. Para describir tal crecimiento con
ambas fases exponencial y estacionara, se introduce una ecuacioén logistica:

‘;_); - p’X( 1= Xr:x) )

en donde Xmax €s la concentracion de biomasa maxima, arriba de la cual la
bacteria no crece. Ademas, otras formas de la ecuacion de Monod pueden ser
utilizadas para tomar en cuenta otros efectos de inhibicién, por ejemplo, para el

efecto de inhibicion por producto, Levenspiel propuso la siguiente generalizacion
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simple de la ecuacion de Monod (4), en donde Pmax €s la concentracion de
producto maxima arriba de la cual la bacteria no crece y h es el poder téxico
(Altiok et al., 2006).

h

Para describir la formacion de producto se usa comunmente la ecuacion
de Luedeking-Piret (5) debido a que la produccion de &cidos organicos puede
estar asociada tanto a la fase crecimiento exponencial como a la fase estacionaria,
donde a es el coeficiente asociado a la fase crecimiento exponencial y B es el
coeficiente asociado a la fase de crecimiento estacionaria. De este modo la
formacién de producto depende de la concentraciébn de biomasa X y de la

velocidad de crecimiento dX/dt de una manera lineal.

ap ax

E =a E + BX (5)
2.6.4 Modelacion matematica de produccion de acido lactico

Con relacion a la produccién de acido lactico, se han usado modelos
matematicos para predecir la influencia de los parametros de operacion de la
fermentacion en la velocidad de crecimiento celular, en la concentracion de
células, en la velocidad de utilizacién de sustrato y velocidad de produccion de
acido lactico; dichos modelos pueden tomar en cuenta el efecto de la limitacion de
sustrato, la inhibicién por sustrato y la inhibicién por producto, asi como también la
muerte celular en el crecimiento y metabolismo microbiano. El uso de estos
modelos puede guiar al desarrollo de mejores estrategias para la optimizacion de
los procesos de fermentacion (Tango y Ghaly, 1999) y la mayoria de ellos han sido
desarrollado principalmente para sustratos puros, sin embargo, se han reportado
algunos estudios cinéticos para sustratos como melaza, almidon, harina de trigo y
suero de queso para la produccion de acido lactico por fermentacién (Anjana y
Kumar, 2008).
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Diversos modelos para la produccion de acido lactico por fermentacion a
partir de diferentes sustratos y microorganismos han sido reportados por la
literatura cientifica. Por ejemplo, Ghaly y Tango (1999), propusieron las siguientes
ecuaciones para la produccion de acido lactico a partir de suero lacteo utilizando
como microorganismo Lb. helveticus, para el crecimiento celular (6), formacion de

producto (7) y utilizacion de sustrato (8), respectivamente:

P

S n
dXn S _(_.)nl —(g)"?
ac Mmoo © “ile Mt —Kq X (6)
S P \n
ar _ s - -G
dt_Xum Cers ¢ 1 € ’ Ka + P ()
P \n
_ds_ X s G~ 1 dp
o m mKs+5 e i e p Kd +m5X+mE (8)

En donde Ks es la concentracion de sustrato inicial a la mitad de la
maxima velocidad de crecimiento especifica, S es la concentracion inicial de
sustrato, Uy, es el crecimiento maximo especifico, X es la concentracién de células,
Ki es la concentracion de sustrato a la cual el factor de inhibicién de sustrato es
0.368 (g/L), n; es la forma de la constante para la funcion exponencial, K, es la
concentracion inhibitoria de acido lactico a la cual el factor de inhibiciébn de
producto es 0.368, P es la concentracién de acido lactico, n, es la forma de la
constante para la funcion exponencial, ms es el coeficiente de mantenimiento de

energia y Ky es la velocidad especifica de muerte celular.

Por su parte Altiok et al. (2006) estudiaron la produccion de acido lactico
por fermentacién de suero lacteo usando Lb. casei y reportaron un modelo cinético
gue describe el crecimiento celular, la formacion de producto y la utilizacion de
sustrato. La ecuacién para el crecimiento de biomasa (9) fue desarrollada en base

a la ecuacion de crecimiento microbiano de Monod y a la ecuacion logistica (3).

31



Sew(-5) (-2 ©

La ecuacién para la formacion de producto (5) es descrita por la cinética
de Luedeking-Piret, mencionada anteriormente. El consumo de sustrato (10)
puede ser expresado como la conversion de sustrato a producto y consumo de
sustrato para su mantenimiento, donde mg es el coeficiente de mantenimiento de

energia y Yps es el rendimiento de producto con respecto al sustrato.

as 1 dpP
dt Yps dt

La forma de obtener los diferentes parametros de las ecuaciones
diferenciales para los modelos de Altiok et al. (2006) y Tango y Ghaly (1999) se

resume en el cuadro 4.

Cuadro 4. Calculos de los parametros de las ecuaciones de Altiok et al. (2006) y

Tango y Ghaly (1999).
Parametro Modelo Altiok et al. 2006 Modelo Tango y Ghaly
(1999)
Himax T 1 +Ks 1 S Kn S
u Hmax  Hmax S u HUmax Hmax
Ks 11 K 1 S_ Knm N S
u Hmax  Hmax S u Hmax Hmax
Xmax Datos experimentales No aplica
Pmax Datos experimentales No aplica
f No reportado No aplica
h No reportado No aplica
a P - PO YP/S
a = aQ = ——
X —X, Yx/s
B No reportado _ Yps
P =g
S
Mms No reportado g = Ye/s
mg
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El uso de cualquier modelo tiene que ser validado en cada aplicacion
experimental de interés, para obtener su comportamiento contra el fenomeno y asi

afirmar los supuestos realizados o proponer otras alternativas de modelaje.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios el acido lactico y sus derivados, han atraido la
atencion del mundo de la investigacion debido al uso tan versatil que poseen. Sin
embargo, la explotacion de todo su potencial depende en gran medida de cémo
producirlo de una manera rentable con altos niveles de pureza. La principal
barrera en la produccion de acido lactico de alta pureza se encuentra en el
proceso de separacion y purificacion una vez realizada la fermentacion. Es en esta
etapa donde interviene la tecnologia de membrana; los procesos de separacion
basados en la tecnologia han mostrado su eficiencia y ventajas en la separacion
de diversos tipos de compuestos en comparacion con otra clase de procesos de
separacion. Las membranas de nanofiltracion han sido utilizadas en etapas de
separacién, purificacion y concentraciéon de acidos organicos. Por otro lado, se
requieren fuentes de sustrato baratas, de elevada disponibilidad y con alto
rendimiento en la produccion de acido lactico por fermentacion. Una alternativa es
el suero de leche, un subproducto de la industria del queso, debido a la cantidad
considerable de lactosa que contiene como componente solido. Las industrias
queseras en todo el mundo generan grandes cantidades de suero por litro de
leche. Dado que en México se producen aproximadamente 1, 348,992 ton de
suero de leche al afio (SIAP, 2008), y su aprovechamiento es escaso, es relevante
el uso del suero lacteo como fuente de sustrato para la produccion de &acido
lactico. Por lo anterior se pretende estudiar una alternativa novedosa para la
separacion de &cido lactico usando la tecnologia de membranas de nanofiltracion
para la separacion de acido lactico una vez producido por fermentaciéon. Ademas,
se pretende encontrar un modelo matematico que permita predecir
adecuadamente el proceso de produccion de &cido lactico con el fin de optimizar

el proceso en una etapa posterior.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Caracterizar el proceso de obtencion de acido lactico a partir de la
fermentacion de suero lacteo por Lactobacillus casei y su separacion utilizando la

tecnologia de membranas.

4.2 Objetivos especificos
1. Determinar el efecto de distintas concentraciones de sustrato y de inéculo
inicial en un medio de cultivo a base de suero lacteo sobre el crecimiento de
Lactobacillus casei ATCC334.

2. Evaluar el proceso de produccion de acido lactico a partir de la
fermentacion de suero lacteo a través de cinéticas de produccion de
biomasa y acido lactico, y de la evolucion del consumo de sustrato en un

proceso tipo lote.

3. Evaluar la separacion del &cido lactico del caldo de fermentacién por medio

de la tecnologia de membranas de nanofiltracion.
4. Modelar matematicamente la produccion de acido lactico en un proceso

fermentativo tipo lote, en lo referente a la formacion de producto y biomasa,

asi como del consumo de sustrato a traves del tiempo.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material Biologico

5.1.1 Microorganismo
Se emple6 una cepa de Lactobacillus casei (ATCC334) obtenida de la
Coleccion de Cultivos Tipo Americano. La cepa se conservé en caldo soya

tripticaseina (Bioxon) adicionado de glicerol (15%) a -20°C.

5.1.2 Medio de Cultivo

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizé suero lacteo dulce
proveniente del Laboratorio de Productos Lacteos de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, el cual recibié un tratamiento previo para la precipitacion de proteinas
gue consiste en bajar el pH a 4.5 con éacido fosfoérico, calentar el suero por 20
minutos a 90°C y dejar enfriar. Por ultimo para separar las proteinas, el suero fue
filtrado en papel Whatman numero 42. La composicion del medio de cultivo
empleado en las fermentaciones fue el siguiente: suero desproteinizado
suplementado con 10 g/L de extracto de levadura (Difco), 0.5 g/L de KH,PO, (J.T.
Baker), 0.5 g/L de K;HPO, (J.T. Baker), 0.05 g/L de MnSO,4 « H,O (J.T. Baker),
0.05 g/L de MnSO, (J.T. Baker). El pH fue ajustado con una solucion de NaOH al
10%. El medio de cultivo fue esterilizado a 121°C por 15 min.

5.1.3 Preparacion del inéculo

La activacion de la cepa se realizé en condiciones asépticas transfiriendo
una asada del cultivo almacenado a caldo Man Rogosa Sharpe (MRS, Difco) e
incubando por 24 h a 37°C. Una vez activada la cepa, para la segunda resiembra
se transfirid una asada a caldo MRS y se incubo6 a 37°C por un periodo de 5-8 h
para tener al microorganismo en su fase exponencial o 24 h a 37°C cuando se
requirié al microorganismo en su fase estacionaria. A cada inéculo preparado se le
efectud un recuento en placas de agar MRS mediante la técnica de vaciado en
placa para garantizar una cantidad de entre 10° y 10® UFC/ml en el medio de
cultivo. Las placas se incubaron a 37°C/24 h.
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5.2 Métodos

5.2.1 Evaluacion del nivel de in6culo y concentracion de lactosa sobre el
desarrollo de Lb. casei

Las cinéticas de crecimiento para Lb. casei se llevaron a cabo a partir de
diferentes concentraciones de lactosa en suero lacteo (20, 30, 40, 50 g/L) y de
diferentes porcentajes de inoculo inicial (1, 5, 10, 20 v/v) en fase de crecimiento
exponencial y estacionaria, el experimento se realizdé en un sistema de monitoreo
automético Bioscreen. Se distribuyeron 270ul del medio de cultivo a base de suero
lacteo con las diferentes concentraciones de lactosa en las placas del equipo y
enseguida se inocularon 30 pl de las suspensiones con diferentes concentraciones
de la cepa activada y lavada, cada tratamiento se realiz por triplicado y se incluy6
como control negativo (300ul) de los medios sin inocular. El equipo fue
programado para realizar lecturas cada 20 min a 37°C a 600 nm durante 48 h. La
densidad Optica registrada por el equipo se relacioné con las UFC a partir de una

curva de calibracion realizada en el mismo equipo.

5.2.2 Produccién de acido lactico en fermentaciones tipo lote

Las fermentaciones en un proceso tipo lote se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 500 ml con un volumen de 300 ml del medio de cultivo en un
agitador orbital con control de temperatura (Lab-line 3527) operado a 150 rpm y
37°C. Los matraces fueron inoculados asépticamente con los cultivos de Lb. casei.
Se tomaron muestras del caldo de fermentacion a distintos tiempos para el analisis

de lactosa, biomasa y acido lactico.

Se estudiaron tres condiciones distintas de pH, la primera de ellas fue sin
control de pH durante el proceso de fermentacion y las siguientes fueron con pH
controlado utilizando CaCO3; como agente neutralizante:

a) pH inicial de 6.5
b) pH controlado a 6.5 (10g/L CaCO3)
c) pH controlado a 6.0 (6 g/L CaCOs3)
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La productividad del proceso fermentativo para la obtencion de &acido

lactico fue calculada de acuerdo a la siguiente formula:

Acido lactico producido (g)

Productividad de acido lactico =
roductividad de actao factico Volumen inicial del medio * Tiempo (h)

5.2.3 Evaluacion del funcionamiento de membranas de nanofiltracion para la
separacion de acido lactico

Se evaluo el funcionamiento de membranas de nanofiltracion en la
separacion del acido lactico, empleando soluciones de &cido lactico y lactosa a
concentraciones similares a las encontradas en el caldo de fermentacion al final
del proceso. La separacion del acido lactico se realizdé en un sistema experimental
como el que se muestra en la Figura 6. El sistema consisti6 de un matraz
Erlenmeyer donde se colocaba la solucion a separar, un médulo de membrana
(Figura 7) y una bomba. EI mdédulo de membrana utilizado en el proceso es de
flujo cruzado con una membrana de nanofitlracion (SEPA CF Il, Osmonics) con
una presion maxima de operacion de 1000 psig. El area de superficie de la
membrana es de 140 cm? y el volumen de retencién de la membrana es de 70 ml.
Se utiliz6 una bomba de vacio (M03-S, Hydra cell) para bombear la solucion a

través del médulo de membrana.

Se tomaron muestras de las soluciones originales antes de iniciar la
separacion, en el permeado y retenido a diferentes tiempos (5, 20 y 40 min). Se
probaron dos membranas de nandfiltracion, denotadas CK y TFC-SR3 (Cuadro 5)
y dos presiones en el flujo de salida del permeado, 150 y 300 psig para cada una

de las membranas.
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Figura 6. Esquema del sistema experimental para la produccion y separacion de
acido lactico.

Figura 7. Unidad de membrana (SEPA CF Il, Osmonics) utilizada para la
separacion de acido lactico.

El funcionamiento de las membranas fue evaluado usando tres criterios: El
flujo de permeado, la retencion de lactosa y la recuperacion de acido lactico en el
permeado. El flujo de permeado fue calculado midiendo la cantidad de permeado
recolectado durante un cierto tiempo y dividiendo dicho tiempo por el area de la

membrana efectiva para la filtracion:
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] Volumen permeado (L)
Flujo del permeado =

Area membrna (m?) * Tiempo(h)

Los porcentajes de retencion de lactosa y recuperacion de acido lactico
fueron definidos como:

Ret on de lact = — 100
— *
etencion dae cactosa I

en donde:
C.L.P=Cantidad de lactosa en el permeado (concentracion * volumen).

C.L.A= Cantidad de lactosa en el flujo de alimentacion (concentracion * volumen).

C.A.L.P

CALa 10

Recuperacion de acido lactico =

en donde:
C.A.L.P= Cantidad de acido lactico en el permeado (concentracion x volumen).
C.A.L.A= Cantidad de acido lactico en el flujo de alimentacién (concentracion X

volumen).

Cuadro 5. Especificaciones de membranas de nanofiltracion utilizadas para la
separacion de &cido lactico.

Designacion | Material de la Tipo de Tamafio Presion | Hidrofobicidad
capa superior | Superficie | de poro (psig)
(MWCO)
TFC-SR3 Aleacion de Globular 200 100-500 Baja
poliamida
CK Acetato de Rugosa 0 100-500 Alta
celulosa
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5.2.3.1 Limpieza de las membranas
Para llevar a cabo la limpieza de la membrana después de cada
experimento fue necesario el siguiente procedimiento:
1.- Recirculacion de agua tibia (35-45°C) de 20 a 30 minutos.
2.- Drenado del agua y repetir el paso 1 si la membrana esta muy sucia.
3.- Recirculacion de una solucion de NaOH al 0.5% de 20 a 30 minutos.
4.- Drenado de la solucién de limpieza y repetir el paso 1y 2.
5.- Recirculacion de una solucion de HCI 0.1 N de 20-30 minutos.
7.-Drenado de la solucion y repetir los pasos 1y 2.
9.- Recirculacién de una solucion de 0.5% NaOH+0.5%EDTA de 20 a 30 minutos.
10.-Drenado de la solucion y repetir el paso 1y 2.
12.-Desinfeccion de la membrana con una solucién de 0.5-1% de Formalina al
40%.

13.- Almacenamiento de lo membrana en una solucién de formalina al 1.5%.

5.3 Técnicas Analiticas

5.3.1 Cuantificacion de Acido Léactico y Lactosa

Las concentraciones de acido lactico y lactosa fueron determinadas por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). El sistema de HPLC (Agilent
Technologies 1200 Series) fue equipado con una columna ZORBAX
Carbohydrate (Agilent Technologies) operada a 45°C, acoplado a un detector de
indice de refraccibn mantenido a 35°C y controlado por el software Agilation
ChemStation. La fase moévil fue H3PO4 al 0.1% a un flujo de 0.8 ml/min. Los
tiempos de retencion para la lactosa y acido lactico fueron de 2.7 min y 3.6 min,
respectivamente. Las curvas de calibracion para lactosa y acido lactico se

muestran en la Figura A.1y Figura A.2 del Anexo A.
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Las muestras tomadas durante la fermentacion fueron centrifugadas a
6,000 rpm por 15 min con el fin de separar la masa celular y otros componentes
insolubles y el supernadante fue filtrado en filtros de celulosa Agilent de 0.45um.

5.3.2 Determinacién de Biomasa

La biomasa en el caldo de fermentacién fue medida por densidad Optica a
una longitud de onda de 610 nm en un espectrofotdmetro Genesys 12. Para
convertir la densidad celular a concentracién de biomasa se utiliz6 una curva de

calibracion de densidad éptica vs peso seco (Figura 3. Anexo A).

5.4 Desarrollo del modelo matematico

La modelacion del proceso de produccién de acido lactico fue basada en
ecuaciones diferenciales propuestas por Altiok et al. (2006) quienes estudiaron la
produccion de &cido lactico por fermentacion de suero lacteo usando Lb. casei.
Dichas ecuaciones diferenciales permiten estudiar el crecimiento de la biomasa, la
formacion del producto y la utilizacion de sustrato durante la fermentacion. La
modelacién de los datos experimentales utilizando estas ecuaciones fue evaluada

con el programa estadistico JMP versién 5.0.1.

Para llevar a cabo la evaluacion del crecimiento de biomasa se aplico la
ecuacion 9, para la formacién de producto se utilizé la ecuacion 5y el consumo de

sustrato se evalu6 por medio de la ecuacion diferencial 10.

5.4.1 Estimacion de parametros

Para el célculo de pmax Y Ks pertenecientes a la ecuacion de Monod
(Ecuacion 1) fue necesario realizar un experimento en donde la concentracion
inicial de sustrato fue modificada y los otros factores del medio de cultivo se
mantuvieron constantes para poder observar las caracteristicas de la velocidad de

crecimiento del microorganismo a diferentes concentraciones de sustrato.

42



La velocidad especifica de crecimiento fue calculada de dos maneras, la
primera de ellas fue a partir de la ecuacion 11 y la segunda utilizando la ecuacion
12, donde k representa una constante.

ax
E = ‘uX (11)

ax

<=k (12)

Asumiendo la ecuacion 11, su integracién da como resultado la ecuaciéon
13, donde X es la concentracion de biomasa y t es el tiempo, y la integracion de la
ecuacion 12 resulta en la ecuacion 14.

_InX(t)-InX(to)

— (13)

_ X(O-X (t)

— (14)

Una vez obtenidas las velocidades de crecimiento se aplico un ajuste no
lineal de la ecuacion de Monod (Figura 8) mediante el programa estadistico JMP
5.0.1 para obtener la estimacion de los paramétros.

Vel, espocifica de crecimiento
F max

8 Concentracion de sustrato

Figura 8. Cinética de Monod
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Los coeficientes de rendimiento de biomasa y producto con respecto al
sustrato fueron definidos como los coeficientes estequiomeétricos. El rendimiento
de biomasa fue calculado como el peso de la biomasa producida por el peso del

sustrato utilizado (Ecuacion 15).

YXS = (15)

El rendimiento de producto fue definido como el peso del producto
producido por el peso del sustrato utilizado (Ecuacion 16).

Yps = (16)

Por otra parte los valores de Xmax Y Pmax, COrrespondientes a la biomasa y

producto maximos alcanzados fueron observados de manera experimental.

5.5 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Para encontrar las mejores condiciones de crecimiento de Lb. casei en
suero lacteo suplementado se plante6 un disefio experimental completamente al
azar con dos repeticiones. El disefio de tratamientos fue trifactorial, los factores
de estudio fueron: la concentracion de sustrato (20, 30, 40, 50 g/L), el porcentaje
de in6culo (1, 5, 10, 20 v/v) y la fase de crecimiento del microorganismo (fase
exponencial y fase estacionaria). Asimismo se establecié un disefio experimental
para evaluar la recuperacion de acido lactico por medio de las membranas de
nanofitracion, en este caso se planted un disefio completamente al azar con dos
repeticiones, los factores de estudio fueron el tipo de membrana (CK y TFC-SR3),
la presion (150 y 300 psig) y el tiempo al que se tomé la muestra en el permeado.

Se tomé la muestra en el permeado a los tiempos: 5, 20 y 40 min.

Los datos fueron analizados por medio de un andlisis de varianza y
haciendo una comparacion de medias de Tukey (a=0.05) con el programa
estadistico JMP version 5.0.1, los resultados se expresaron como la media * el

error estandar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Evaluacion del efecto de la concentracion de sustrato inicial y el

porcentaje de in6culo inicial en el crecimiento de Lb. casei

Para determinar las condiciones mas adecuadas para el crecimiento de
Lb. casei en un medio de cultivo de suero lacteo suplementado se llevo a cabo la
evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de sustrato (20, 30, 40, 50 g/l)
y diferentes porcentajes de inoculo inicial (1, 5, 10, 20% v/v) en dos fases de
crecimiento, exponencial y estacionaria. Las cinéticas de crecimiento microbiano

para todos los tratamientos aplicados se muestran en las Figuras 9y 10.

De acuerdo con el andlisis estadistico realizado (Anexo B) los factores que
influyen en el desarrollo del microorganismo (incremento en la poblacién a las 20
h) son la concentracion de sustrato y la interaccion fase-indculo. De sustrato se
encontré que las mejores condiciones fueron 50 y 40 g/L y un in6culo al 1% en
fase exponencial o un indculo al 1% en fase estacionaria (Figuras 11 y 12). Segun
la prueba de Tukey (a=0.05) estas dos condiciones no mostraron diferencia
significativa en el crecimiento del microorganismo. Por lo tanto se decidié probar
estas condiciones a nivel matraz para verificar la produccién de &cido lactico en la

siguiente etapa experimental.
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento de Lb .casei en un medio de cultivo a base de
suero lacteo suplementado, con diferentes concentraciones de lactosa (20, 30, 40,
50 g/L) y con in6culos (v/v) del 1% (A), 5% (B), 10% (C) y 20% (D), agregados en
fase de crecimiento estacionaria.
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de Lb. casei en un medio de cultivo a base de
suero lacteo suplementado, con diferentes concentraciones de lactosa (20, 30, 40,
50 g/L) y con in6culos (v/v) del 1% (A), 5% (B), 10% (C) y 20% (D), agregados en
fase de crecimiento exponencial.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de sustrato sobre el crecimiento microbiano.

Log ganados
o
|

InGculo

Figura 12. Efecto de la interaccion entre la fase de crecimiento microbiano
(estacionaria y exponencial) y los porcentajes de inéculo sobre el crecimiento
microbiano.
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Con la condicion de 50 g/L de sustrato con 1% de inoculo en fase
estacionaria se obtuvo una poblacién maxima de 9.42+0.01 log (UFC/ml) después
de 20 h de iniciada la fermentacion (Figura 9A) y se obtuvo un incremento en el
crecimiento del microorganismo de 1.98 log (Figura 13). Con las mismas
condiciones de cultivo pero el microorganismo en fase exponencial se alcanzaron
9.29+0.01 log (Figura 10A) con 2.23 log de incremento (Figura 14). Cabe sefalar
que en ambas condiciones se observo un crecimiento rapido del microorganismo
debido a que no se presentd una fase de latencia del microorganismo en el medio
de cultivo a base de suero lacteo. Después de 7 horas de iniciada la fermentacion
ya se habian alcanzado alrededor de 8.5 log para ambas condiciones y la
viabilidad fue incrementando hasta alrededor de las 20 horas. Las cinéticas

correspondientes a estas dos mejores condiciones se muestran en la Figura 15.
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Figura 13. Log (UFC/ml) de crecimiento microbiano a las 20 h para los inéculos
agregados en fase estacionaria en las diferentes concentraciones de sustrato.
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Figura 14. Log (UFC/ml) de crecimiento microbiano a las 20 h para los inéculos
agregados en fase exponencial en las diferentes concentraciones de sustrato.
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Figura 15. Cinéticas de crecimiento de Lb. casei con una concentracion de
lactosa en suero lacteo de 50 g/L, para la condicion de 1% de inOculo agregado en
fase estacionaria y 1% de inOculo agregado en fase exponencial.
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Diversos autores han evaluado el crecimiento de Lb. casei en una gran
variedad de sustratos. Pereira et al. (2010) encontraron que las condiciones
Optimas para el crecimiento de Lb. casei en jugo de manzana fueron indculos
iniciales de 7.48 y 7.3 log (UFC/ml), con estas condiciones el microorganismo
presentd un crecimiento rapido logrando una poblacion maxima de 8.45+0.06 y
8.49+0.02 log (UFC/mI), respectivamente después de 14 horas. Con respecto a la
cantidad de inoculo inicial, los resultados anteriores son similares a los obtenidos
en el presente trabajo, dado que los porcentajes de inéculo de 1% en fase de
crecimiento estacionaria y de 1% en fase de crecimiento exponencial
corresponden a valores entre 7.0y 7.5 log (UFC/ml). Sin embargo las poblaciones
méaximas alcanzadas fueron mayores en el presente trabajo, 9.42+0.01 y

9.29+0.01 log (UFC/ml), para ambas condiciones de in6culo inicial.

Asimismo Nancib et al. (2009) estudiaron el crecimiento de Lb. casei a
partir de la fermentacion de extractos de jugo donde consiguieron poblaciones
méaximas del microorganismo de 9 log (UFC/ml) en un tiempo de 19 horas usando
un inéculo inicial de 10%(v/v) en fase exponencial, esta cantidad de células
coincide con los 9.4 log (UFC/ml) obtenidos en la presente investigacion cuando

se probé la misma cantidad de indculo inicial.

Otros autores, Yoon et al. (2004) probaron el crecimiento de Lb. casei
usando como sustrato jugo de tomate y reportaron que el microorganismo alcanza
una poblacion mayor a 8 log (UFC/mI) después de 48 h de fermentacion partiendo
de un inéculo de 6 log (UFC/ml) en fase estacionaria y Yoon et al. (2005)
investigaron de nuevo el crecimiento de Lb. casei, pero a partir de jugo de betabel,
también partieron de un in6culo de alrededor de 6 log (UFC/ml) en fase
estacionaria y encontraron resultados similares a los anteriores, consiguiendo un
crecimiento alrededor de 9.2 log (UFC/ml) después de 48 h de fermentacion. Lo
anterior demuestra que el suero lacteo proporciona un crecimiento superior del
microorganismo en un menor tiempo en comparacion con jugos de vegetales

usados como sustratos.
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6.2 Evaluacién de la produccion de acido lactico a partir de suero lacteo
Durante la segunda etapa del presente trabajo se estudio la produccion de
acido lactico usando Lb. casei a partir de la fermentacion de suero lacteo
suplementado en un proceso tipo lote. Se tomaron como base las mejores
condiciones de crecimiento del microorganismo obtenidas en la etapa anterior, es
decir, la concentracion de lactosa en el suero de 50 g/L, con 1% de in6culo inicial
en fase exponencial y 1% de indculo inicial en fase estacionaria. Durante el

proceso de fermentacién se tomaron muestras cada hora.

Los resultados de la Figura 16 manifiestan que la producciéon de acido es
muy similar para ambos casos, 12.75+0.25 g7L después de 24 h de fermentacion
empleando el microorganismo en fase estacionaria y 13.42+0.44 con el cultivo en
fase exponencial. A pesar de que la cantidad inicial de células en el in6culo
agregado en fase exponencial es ligeramente menor en comparacion con las
células agregadas en fase estacionaria, dichas células empiezan su crecimiento
inmediatamente una vez en el medio de cultivo, alcanzando un nivel similar de
poblacion méxima (Figura 15). Asi también, las células agregadas en fase
estacionaria logran un namero grande de UFC/ml. Lo que demuestra que cuando
se utiliza 1% de in6culo no hay diferencias significativas entre la fase de desarrollo

del microorganismo para la produccion de acido lactico.

Cabe mencionar que para los experimentos posteriores se selecciond la
condicion de 1% (v/v) en fase de crecimiento exponencial debido a que se
requiere un menor tiempo para la preparacion de la cepa y se logré una cantidad

de acido lactico ligeramente mayor.
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Figura 16. Produccion de acido lactico a través del tiempo a partir de las mejores
condiciones obtenidas para el crecimiento del microorganismo.

6.3 Efecto del control del pH en el crecimiento del microorganismo,
formacion de producto y en el consumo de sustrato

En el presente estudio se evalu6 el efecto que tiene el pH en la produccién
de &cido lactico en un proceso de fermentacion tipo lote, asi como en el
crecimiento del microorganismo y en el consumo de sustrato a través del tiempo.
Se estudiaron tres condiciones de pH del medio de fermentacién, en la primera de
ellas se partié de un pH inicial de 6.5 y posteriormente el pH no fue controlado; en
la segunda condicion el pH se controlé a 6.5 y en la tercera el pH se mantuvo a
6.0

Con relacion al crecimiento microbiano (Figuras 17A y 17B), durante las
primeras 12 h se observa una tendencia similar en el crecimiento para las tres

condiciones de pH, aunque el crecimiento sin control de pH es ligeramente mayor;
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de forma congruente, la produccion de acido lactico es ligeramente mayor en esta
misma condicién (Figura 18). Después de las primeras 12 h la tendencia cambia,
el crecimiento en la fermentacion con pH controlado a 6.0 sigue aumentando,
excede el crecimiento logrado en la fermentacion sin control de pH hasta alcanzar
9.68+0.01 log (UFC/ml) después de 24 h de fermentacion lo que equivale a una
biomasa de 1.15 (g/L), mientras que el crecimiento sin control de pH alcanza un
valor médximo de 9.33 log (UFC/ml) equivalente a 1.09 g¢g/L de biomasa y la
fermentacién con pH controlado a 6.5 mostr6 el menor crecimiento, con solo
8.80%0.05 log (UFC/ml) alcanzados en el mismo tiempo lo que representa un valor
de biomasa de 1.04 g/L.

Los valores de biomasa obtenidos en este trabajo en general son menores
a los reportados previamente por Mussatto et al. (2009) quienes trabajaron con la
produccion de acido lactico usando Lb. delbrueckii e hidrolizados de granos como
sustrato y consiguieron valores de biomasa aproximadamente de 2 g/L para
ambas condiciones, sin control de pH y bajo con control de pH (6.0). Sin embargo,
resultados de biomasa inferiores a los nuestros han sido reportados para Lb.
casei durante la produccion de acido lactico a partir de yogurt caducado por
Alonso et al. (2010), ellos reportaron un valor maximo de 0.97 g/L bajo condiciones
de pH controlado a 6.5 y Fajardo et al. (2008) reportan un valor maximo de
biomasa para Lb. casei crecido en suero lacteo diluido de 0.33 g/L, que representa
aproximadamente una tercera parte de los valores obtenidos en la presente

investigacion.
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Figura 17. Cinética de crecimiento de Lb. casei

(A) y formacion de biomasa

durante el crecimiento del microorganismo (B) en la fermentacion de suero lacteo

suplementado en un proceso tipo lote.
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Los resultados obtenidos con respecto a la produccion de acido se
muestran en la Figura 18 donde se observa que durante las primeras 15 h, las
fermentaciones realizadas con y sin control de pH mostraron un compartimiento
similar. Sin embargo, después de este tiempo la produccion de acido lactico si fue
influenciada notablemente por el pH. Después de las primeras 15 h, cuando la
fermentacién fue controlada a pH de 6.0, la generacion de acido lactico fue en
constante aumento, ascendiendo de manera lineal hasta obtenerse una cantidad
maxima de 25.01+0.27 g/L después de 21 h de horas, lo que equivale
productividad maxima de 2.08 g/L h; mientras que cuando el pH se control6 a 6.5,
después de las primeras 15 h, la generacién de &cido lactico casi no aumento,
permaneciendo casi constante, de esta forma la produccién fue solo de 6.71+0.05
g/L y sin control de pH se alcanzaron 12.45+0.52 ¢/L, lo que representa

productividades de 1.12 y 1.45 g/L h, respectivamente.

30
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Figura 18. Produccion de acido lactico en la fermentacion de suero lacteo
suplementado en un proceso tipo lote.
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En cuanto al consumo de sustrato (Figura 19), la mayor disminucion de
sustrato se logré en la fermentaciéon controlada a pH 6.0, donde la lactosa
disminuye de 40.91+1.04 a 11.16+0.82 g/L, lo que significa que después de 24 h
de iniciada la fermentacion, ya se habia consumido aproximadamente el 75% de
sustrato; este resultado concuerda con la mayor produccion de acido y el mayor
crecimiento microbiano obtenidos para esta misma condicién de pH. El hecho de
que no se logre un consumo de sustrato completo y aun asi se logre una
importante produccion de acido lactico sustenta lo reportado para otro tipo de
sustratos, betabel e hidrolizados de granos (Monteagudo et al., 1997; Mussatto et
al., 2008). En contraste, el consumo de lactosa solamente disminuye de
42.19+0.02 a 29.96+0.31 g/L en la fermentacion controlada a pH 6.5, lo que
representa solo un 25% de sustrato consumido y de 42.59+0.50 a 23.27+0.84 g/L
en la fermentacion sin control de pH, equivalentes a un 62.5% de sustrato

consumido.
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Figura 19. Concentracion residual de sustrato mostrado a través del tiempo en la
fermentacion de suero lacteo suplementado en un proceso tipo lote.
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La produccion de acido lactico por fermentacion a partir de distintos
sustratos con alto contenido de azlcares ha sido objeto de estudio de diversos
autores. Mussatto et al. (2008) estudiaron la produccién de acido lactico a partir de
un medio de cultivo suplementado a base de hidrolizados de grano cervecero en
un proceso tipo lote y compararon la produccién de acido lactico en un medio de
fermentacién con un pH controlado a 6.0 contra un medio de fermentacion sin
control de pH partiendo de un pH de 6.0. Ellos reportaron que la produccion de
acido lactico en el medio de cultivo con pH controlado es de 35.54 g/L partiendo
de una concentracion de glucosa como sustrato de 50 g/L en un tiempo de
fermentacién de 60 h, la cual disminuye hasta 15 g/L; mientras que en el medio sin
control de pH solo se obtuvo una cantidad de acido lactico de 13.02 g/L, y la
reduccion de glucosa fue de 50 g/L a 37 g/L. Aunque en el presente trabajo se
obtuvieron valores un poco menores de acido lactico (25 g/L), es importante
mencionar que la tendencia respecto a las fermentaciones sin y con control de pH,
coincide en el sentido de que la produccion de acido lactico con control de pH (6.0)
es casi el doble de la obtenida en la fermentacion sin control de pH y el porcentaje
de sustrato consumido con control de pH (6.0) es parecido en ambos casos. Por
otra parte, en el presente trabajo, el tiempo de fermentacion fue mucho menor (24
h), lo que se refleja en una mayor productividad, a partir de una menor

concentracion de sustrato.

Por su parte Alonso et al. (2010) investigaron la produccion de &cido
lactico usando como sustrato yogurt caducado suplementado con extracto de
levadura y Lb. casei como microorganismo en fermentaciones tipo lote sin y con
control de pH, quienes encontraron valores maximos de &cido lactico similares a
los nuestros; reportan un valor maximo de &cido lactico de 14.5g/L para la
fermentacién sin control de pH a las 34 h de iniciada la fermentacién y de 23 g/L
para la fermentacion con control de pH también a las 34 h, mientras en este
trabajo se lograron concentraciones similares de &cido lactico, pero en un tiempo
de 24 h. El consumo de sustrato, en este caso, no es adecuado para fines

comparativos debido a que el yogurt, comparado con el suero lacteo, ademas de
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contener lactosa, contiene gran cantidad de glucosa y fructosa, lo que provoca que

el microorganismo los asimile de manera distinta.

Cabe destacar que aunque la cantidad de &cido acético como posible
subproducto formado durante la fermentacion del suero lacteo no fue medida en
esta investigacion, se ha reportado que el Lb. casei no es productor de &cido
acético a partir de la fermentacion de suero lacteo en procesos tipo lote (Fajardo
et al., 2008).

Es importante mencionar que los resultados obtenidos para la condicion de
pH controlado a 6.5 no fueron los esperados, Buyukkileci y Harsa en el 2004
reportaron que el Lb. casei tiene un rango de crecimiento 6ptimo de 5.5-6.5 por lo
gue se esperaba una mayor produccidén de acido lactico para el valor de pH de
6.5. La falta de crecimiento del microorganismo y de produccién de acido lactico
se atribuye a que la cantidad de CaCO3; agregada alcanzé una concentracion
critica lo que provocé el fendmeno de floculacion en el caldo de fermentacién que
se puede presentar a altas concentraciones de lactato de calcio; este fendbmeno
causa que la masa se consolide y por consiguiente que la fermentacién sea
incompleta, sin embargo los componentes nutricionales pudieron ser suficientes y
quedarse en el caldo lo que permite que exista cierto crecimiento del
microorganismo (Hetényi et al., 2011).

El pH es uno de los principales factores que influyen en la produccion de
acido lactico por procesos de fermentacion debido a que la actividad metabdlica
de los microorganismos depende del pH intracelular. Algunos autores (Kashket,
1987; Yoo et al., 1996; Hofvendahl y Hagerdal, 1997; Mussatto et al., 2008),
reportan que los acidos débiles, como el acido lactico, inhiben el crecimiento
bacteriano debido a que el pH externo declina conforme aumenta la produccion de
acido, lo que provoca que el acido se encuentre protonizado, o0 sea sin disociar,
tan pronto como es exportado fuera de la bacteria. Normalmente el pH intracelular
se mantiene mas alto que el pH del cultivo, esta diferencia es mayor conforme
disminuye el pH del medio. Cuando el acido no esta disociado, se difunde al

interior de la célula apoyandose en la permeabilidad de la membrana celular y se
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disocia debido al pH intracelular mas alto y en consecuencia la célula tiene que

usar ATP para bombear fuera el exceso H'. En presencia de grandes

concentraciones de &cido lactico la diferencia entre el pH del medio extracelular y

el pH intracelular es muy grande causando que las células no sean capaces de

expulsar H* lo suficientemente rapido para alcalinizar el citoplasma, y por

consiguiente la célula realiza un gasto de energia cada vez mayor para tratar de

mantener un pH intracelular alcalino, causando que el crecimiento celular se

detenga y finalmente la bacteria muera.

Cuadro 6. Caracteristicas de la produccion de acido lactico por Lb. casei a partir
de suero lacteo en diferentes condiciones de pH después de 24 h de fermentacion.

Fermentacién con
pH controlado (6.0)

Fermentacién con
pH controlado (6.5)

Fermentacion sin
control de pH

Acido Léctico (g/L) 25.01 6.71 12.45
Productividad 2.08 1.03 0.55
(g/L h)
Biomasa (g/L) 1.15 0.99 1.08
Lactosa inicial 40.19 42.19 42.59
(g/L)
Lactosa final(g/L) 11.16 29.96 23.27
Y pis(9/9) 0.84 0.54 0.64
Y pix (9/9) 0.014 0.022 0.018
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6.4 Analisis de los perfiles de formacion de producto, biomasa y consumo
en la condicion de pH 6.0

En el Lb. casei los azUcares de los sustratos se metabolizan a través de la
ruta metabdlica llamada glucdlisis, también denominada via de Emden-Meyerhof
(Seccion 2.3.2). La glucdlisis se puede dividir en tres etapas principales, cada una
de las cuales comprende una serie de reacciones individuales catalizadas
enzimaticamente. La etapa | incluye una serie de reacciones preparatorias que no
implican oxidacién ni reduccion y que no liberan energia, pero que conducen a la
produccion de dos moléculas del intermediario clave gliceraldehido-3-fosfato. En la
etapa Il ocurre un proceso redox, la energia se conserva en forma de ATP, y se
forman dos moléculas de piruvato. En la etapa Il tiene lugar una segunda reaccion
redox y se originan los productos de fermentacion (por ejemplo, acido lactico,
etanol y CO,). En el caso de Lb. casei se produce principalmente acido lactico. El
resultado final de la glucdlisis es el consumo de glucosa, la sintesis neta de dos

ATPs y la formacion de productos de fermentacion (Madigan et al., 2004).

Dado que los productos de fermentacion se forman en la tercera etapa del
metabolismo, se especula que es por esta razén que la produccion de acido
lactico es notablemente mayor después de 12 h (Figura 20). De esta manera el
acido lactico se comienza a producir en mayor cantidad a la mitad de la fase de
crecimiento exponencial (12 h) y su produccién continla hasta al final de la fase
exponencial, alrededor de las 20 h. Mientras tanto, la energia que se genera en
forma de ATP durante la glucélisis es utilizada por las células para llevar a cabo
complejas reacciones quimicas que tienen como finalidad el crecimiento del
microorganismo. La formacion de biomasa es de manera constante hasta cerca de
las 24 h, después de este tiempo el crecimiento de la bacteria comienza a

detenerse con lo que da inicio la fase estacionaria (Figura 20).

Durante la fase de crecimiento la lactosa, se descompone en dos
azucares glucosa y galactosa, por medio de un sistema enzimatico que se
encuentra en la bacteria, algunas veces la bacteria necesita cierto tiempo para

adaptar este sistema enzimatico para la hidrolisis de la lactosa, lo que puede
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ocasionar que el consumo de sustrato se realice de una manera lenta al inicio de
la fermentacion (Alvarez et al., 2010). Ambos azUlcares, la glucosa y galactosa son
metabolizados posteriormente para la generacion de energia y de productos de
fermentacion. Al final de la fase de crecimiento, la mayor parte del sustrato ha sido
consumido, por lo que la poca cantidad de sustrato disponible se convierte en un

factor limitante de crecimiento.

De acuerdo con Idris y Suzana (2006) la produccién de acido lactico
depende del crecimiento bacteriano, asi que el incremento en la poblacion del
microorganismo promueve un incremento en la produccion de acido lactico.
Durante la fermentacién de residuos de pifia para la produccion de acido lactico
dichos autores observaron que la biosintesis del &cido lactico se llevd a cabo
durante la fase de crecimiento del microorganismo. En el presente trabajo se
consiguieron resultados similares, en donde se observa que la produccién de
acido lactico comienza a incrementarse de forma considerable cerca de la mitad
de la fase de crecimiento exponencial, alrededor de las 21 h se obtiene la mayor
cantidad de &cido lactico y este tiempo coincide con la etapa final de la fase de

crecimiento exponencial de la bacteria.
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Figura 20. Perfil de la produccion de acido lactico, consumo de sustrato,
formacion de biomasa a un pH controlado de 6.0.
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6.5 Evaluacién de la separacion de acido lactico por medio de membranas de
nanofiltracién

En la dltima parte experimental se llevd a cabo la evaluacion el
funcionamiento de membranas de nanofiltracion en la separacion de acido lactico,
para lo cual se probaron dos membranas, denominadas CK y TFC-SR3. El analisis
estadistico (Anexo B), mostré que los factores de estudio, presién en el flujo del
permeado (150 y 300 psig) y el tiempo de separacion (5, 20 y 40 min) no son
significativos en la separacion de acido lactico y recuperacion de lactosa (Figuras
21, 22, 23, 24), a diferencia del tipo de membrana. Los resultados sefalan que la
membrana CK retiene un alto porcentaje de ambos compuestos, 88.70% + 0.66 de
acido lactico y 83.77% + 3.26 de lactosa. Con respecto a la membrana TFC-SRS3,
los resultados muestran que retiene un alto porcentaje de acido lactico y un bajo
porcentaje de lactosa. Se consiguié una recuperacion de acido lactico de 75.07%
+1.43 y de lactosa de 4.11% + 0.18 (Figura 25 y 26).

Los resultados con respecto a la alta retencion de lactosa con la
membrana TFC-SR3 coinciden con los reportado por Pontalier et al. (1997)
quienes estudiaron la separacion de lactosa y glucosa utilizando una membrana
con las mismas caracteristicas de la TFC-SR3, es decir, de capa delgada,

compuesta de poliamida.

Li y Shahbazi (2006) estudiaron la separacion de &acido lactico de caldo de
fermentacibn usando membranas de nanofiltracion de material similar a la
membrana TFC-SR3 utilizada en la presente investigacién, y reportaron altos
porcentajes de retencién de lactosa (94.7%) y altos porcentajes de recuperacion
de acido lactico (76.9%) a una presion de 1.4 MPa (200 psig).

Por otra parte Weng et al. (2009) evaluaron la separacion de acido acético a
partir de soluciones artificiales de acido acético y xilosa y reportan tendencias
similares a las encontradas en este trabajo para la separacion de ambos
compuestos, encontraron porcentajes de retencién de xilosa alrededor del 60% y

de acido lactico cerca del 0%, a una presion de 9.8 bar (147 psig) con una
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membrana de nandfiltracion (150-300 MWCO) fabricada del mismo material que
la membrana TFC-SR3.

En el presente trabajo también se evalud el flujo de permeado al inicio de
la separacion a dos diferentes presiones (150 y 300 psig) para las dos membranas
(CK y TFC-SR3), de acuerdo al analisis estadistico (Anexo B), la presion fue
solamente el factor significativo en el flujo de permeado (Figura 27), donde se
puede observar que se logré un flujo mayor cuando se trabajo con la presidbn mas
alta (300 psig). Para la presion de 150 psig, el flujo fue 7.38 L/m?h + 0.44 y para
300 psig el flujo fue de 11.13 L/m?h + 0.63. Li et al. (2008) evaluaron el flujo de
permeado en membranas de nanofiltracién similares a las usadas en este trabajo
y reportan un flujo de 18 L/m*h para una presién de 1.4 MPa (200 psig), el cual es

mayor a los obtenidos en la presente investigacion.

La retencion de pequefios compuestos organicos por nanofitlracion
depende no solo de las propiedades fisicas, sino también de las propiedades
guimicas. La exclusion por tamafio es uno de los principales factores fisicos que
afectan la separacién por membranas de nanofiltracién (Bellona et al., 2004;
Boussu et al., 2008; Weng et al.,, 2009), es decir, la relacion entre el tamafio
molecular del compuesto a separar y del poro de la membrana a utilizar. En este
caso, la lactosa tiene un peso molecular de 360.32 g/mol, el cual es mayor al
tamafo de corte de las dos membranas de nanofiltracién utilizadas en el presente
trabajo (Ver cuadro 5). En contraste, el peso molecular del &cido lactico es de
90.08 g/mol, el cual es menor del tamafio de corte de la membrana TFC-SR3 y es
comparable con el de la membrana CK. Por consiguiente, se esperaba que el
acido lactico atravesara los poros de las membranas mientras que la lactosa por
su mayor tamafio molecular fuera retenida en ambas membranas. No obstante, los
resultados obtenidos no fueron los esperados para ambas membranas de
nanofiltracion TFC-SR3 (200 MWCOQO) y CK (0 MWCO), ya que se esperaba un alto
porcentaje de acido lactico y un bajo porcentaje de lactosa en permeado debido a
los tamafios de poro de las membranas. Los resultados mostraron que la

membrana CK no logré una adecuada separacion de acido lactico de la lactosa y
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gue la membrana TFC-SR3 si logré una buena separacion de ambos compuestos,
consiguiendo un alto porcentaje de acido lactico y un bajo porcentaje de lactosa de
recuperacion en el permeado (Figura 25y 26).

Un factor quimico que puede afectar la separacion en la tecnologia de
membranas es el efecto de la carga (Weng et al., 2009), si el compuesto a separar
se encuentra cargado, su retencion se puede ver influenciada. Considerando que
el acido lactico tiene un pKa de 3.86 a 25°C (Gonzélez et al., 2008). A un pH de
2.7 solamente el 6.47% de &cido lactico estd disociado, considerando que las
soluciones artificiales usadas en los experimentos tenian un pH de alrededor de
2.5, practicamente la mayor parte del acido lactico se encontraba en su forma no
disociada. Es claro que un cambio en el pH podria influenciar el grado de
disociacion del &cido lactico, sin embargo en este caso, el pH de las soluciones se
mantuvo alrededor el 2.5 por lo que se considera que el acido lactico se
encontraba practicamente en su forma no disociada, o0 sea sin carga. Por otra
parte se ha reportado que los azucares son neutros en soluciones acuosas
(Goulas et al., 2002). Por lo anterior se atribuye que el efecto de la carga fue

despreciable para ambos compuestos.

Ha sido reportado que las propiedades de hidrofilicidad e hidrofobicidad de
las membranas juegan un papel importante en el funcionamiento de la separacion
en membranas de nandfiltracion (Bellona et al., 2004; Cuartas-Uribe et al., 2007;
Yu et al., 2010), y que la retencion de compuestos no cargados depende de las
propiedades de hidrofilicidad e hidrofobicidad de los compuestos a separar
(Bellona et al., 2004; Manttari et al.,, 2006; Boussu et al., 2008). Benitez et al.
(2011) reportan que el material con que esta fabricada la membrana CK, acetato
de celulosa, presenta un caracter hidrofébico y que las membranas fabricadas de
una aleacion de un film delgado de poliamida como es el caso de la membrana
TFC-SR3 presentan un caracter hidrofilico. Asi también, se atribuye que la
presencia de varios grupos OH en la estructura quimica de lactosa (Figura 2) le
confieren un caracter altamente hidrofilico, mientras que la molécula de acido

lactico (Figura 1) presenta un caracter menos hidrofilico debido a la menor
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presencia de grupos OH. Por lo anterior, se puede decir que los grupos OH de la
molécula de lactosa tiene una alta afinidad por el material hidrofilico del que esta
fabricada la membrana TFC-SR3 y por consecuencia hay una mayor retencién de
este compuesto, mientras que el acido lactico por su caracter menos hidrofilico
tiene una menor afinidad por la membrana y por consecuente pasa con mayor
facilidad la membrana, obteniéndose una mayor cantidad de este compuesto en el
permeado. Esto aunado a que el acido lactico tiene un tamafio menor que el poro
de la membrana lo que permite también su paso a través de la membrana. Por
otro lado, se piensa que la membrana CK por su caracter hidrofébico es incapaz
de retener ambos compuestos, a pesar de que el tamafio de poro nominal

reportado por el proveedor sea de 0 MWCO.
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Figura 21. Efecto de la presion en la recuperacion de lactosa.

Los resultados son la media de dos repeticiones = el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 22. Efecto de la presion en la recuperacion de acido lactico.

Los resultados son la media de dos repeticiones * el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 23. Efecto del tiempo en la recuperacion de lactosa.

Los resultados son la media de dos repeticiones = el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 24. Efecto del tiempo en la recuperacion de acido lactico.

Los resultados son la media de dos repeticiones + el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 25. Efecto de la membrana en la separacion de lactosa.

Los resultados son la media de dos repeticiones * el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 26. Efecto de la membrana en la separacion de acido lactico.

Los resultados son la media de dos repeticiones + el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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Figura 27. Efecto de la presién en el flujo del permeado.

Los resultados son la media de dos repeticiones * el error estandar. Letras diferentes por barra
indican diferencia significativa (a=0.05) prueba de Tukey.
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6.6 Desarrollo del modelo

6.6.1 Determinacion de pmax Yy Ks

Para llevar a cabo la determinacion de los valores de pmax Y Ks se llevd a
cabo un ajuste no lineal de la ecuacion de Monod con las velocidades especificas
obtenidas a partir de la ecuacion 13 (Cuadro 7 y Figura 28) y otro ajuste con las
velocidades especificas estimadas con la ecuacién 14 (Cuadro 8 y Figura 29). De
acuerdo al ajuste realizado con los datos obtenidos de la ecuacion 13 el valor de
Hmax €S de 0.028 h'y para Ks el valor es de 6.72 g/L, mientras que el ajuste hecho
a partir de la ecuacién 14 proporciona un valor de pmaxigual a 0.024 h™* y un valor
de Ks igual a 6.68 g/L.

Es importante mencionar que la razén de haber calculado las velocidades
especificas usando dos ecuaciones diferentes es debido a que la ecuacion 11
asume que la formacion de biomasa depende de la velocidad de crecimiento, sin
embargo esta ecuacion no logré un buen ajuste de los datos experimentales
obtenidos en la presente investigacion. Por consiguiente se busco una ecuacion
gue lograra un mejor ajuste de los datos (Ver seccion 6.6.2) y se encontré que la
formacion de biomasa fue constante durante las primeras 20 h. Para ambos casos

los valores estimados de pmax Y Ks resultaron muy similares.

Cuadro 7. Valores estimados de umax Y Ks mediante el ajuste no lineal realizado a
partir de la ecuacion 13.

Parametro Estimacién Error estdndar | Limite inferior | Limite superior
Umax 0.0285 0.0024 0.0240 0.0349
Ks 6.7299 3.2339 0.9107 15.7255

Cuadro 8. Valores estimados de pumax Y Ks mediante el ajuste no lineal realizado a
partir de la ecuacion 14.

Parametro Estimacién Error estandar | Limite inferior | Limite superior
Umax 0.0247 0.0015 0.0216 0.0287
Ks 6.6866 2.4345 2.0245 13.1832
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Figura 28. Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Monod con las
velocidades especificas obtenidas a partir de la ecuacion 13.
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Figura 29. Ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de Monod con las
velocidades especificas obtenidas a partir de la ecuacion 14.

De acuerdo al ajuste no lineal realizado de la ecuacién de Monod a partir
de la ecuacién 13 se puede concluir que con un sustrato no mayor a 15 g/L la
reaccion alcanza un medio de la velocidad inicial maxima. Esto quiere decir que
aproximadamente a partir de 30 g/L se tendria la velocidad maxima, lo anterior se
puede apreciar en la Figura 28. Por otra parte, de acuerdo al ajuste de Monod
efectuado a partir de la ecuacion 14, se puede decir que con un sustrato no mayor

a 10 g/L la reaccién alcanza un medio de la velocidad maxima, lo que significa que
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aproximadamente a partir de los 20 g/L de sustrato se logra la velocidad maxima
(Figura 29).

Los valores de umax obtenidos en el presente trabajo son similares a los
valores reportados por Kumar et al. (1996) e Idris y Suzana (2006) (Ver Cuadro 9).
Para la constante de Monod (Ks) se han reportado un amplio rango de valores
(Cuadro 9). Los valores de Ks estimados en esta investigacion (6.72 g/L y 6.68
g/L) son mayores a lo reportado previamente para Lb. casei (Altiok et al., 2006),
sin embargo, son similares a lo reportado por Idris y Suzana (2006). Por otra parte,
se han reportado valores muy grandes (44.4 g/L) para otras especies de
Lactobacillus (Fu y Mathews, 1999).

Los valores de y umax Y Ks dependen de diferentes factores como son: el
microorganismo, el nutriente limitante de crecimiento, el medio de fermentacion y
de los factores ambientales tales como pH y temperatura (Altiok et al., 2006). Por
lo anterior se especula que el hecho de haber estimado valores de Ks altos en
comparacién a los reportados por Altiok et al. (2006) se atribuye a diferencias en
las condiciones de fermentacion, como son el valor de pH al cual se llevo a cabo la
fermentacién y la forma de controlar el pH en el medio de fermentacion. Fu y
Mathews (1999) reportan que a pesar de un obtener un valor de Ks muy alto,
lograron un buen ajuste de sus datos a la ecuacion de Monod, este hecho coincide
con nuestros resultados, en donde también se logré un buen ajuste de la ecuacién
de Monod aunque los valores de Ks obtenidos son un poco altos en comparacién
con lo reportado previamente para Lb. casei (Figura 30).
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Cuadro 9. Parametros cinéticos reportados en distintos trabajos.

Referencia Microorganismo Sustrato Hmax (h™) Ks(g/L)
Altiok et al. Lb. casei Suero lacteo 0.265 0.72
(2006)
Tango y Ghaly Lb. helveticus Suero lacteo 0.25 0.90
(1999)
Fuy Mathews Lb. plantarum Lactosa 0.364 44 .4
(1999)
Kumar et al. Lb. delbrueckii Glucosa 0.0696 0.0967
(1996)
Idris y Suzana Lb. delbrueckii Residuo 0.0903 9.26
(2006) liquido de
pifia
En el presente Lb. casei Suero lacteo 0.024 6.68
trabajo

6.6.2 Modelacion matematica de la formacién de biomasa, del producto y del
consumo de sustrato

Para llevar a cabo la modelacién matematica en primer lugar se decidié
aplicar el modelo reportado previamente por Altiok et al. (2006) debido a que las
caracteristicas de su estudio son similares a las del presente trabajo, a diferencia
de otros modelos también reportados previamente para la produccién de &cido
lactico como el de Tango y Ghaly (1999) quienes consideran un periodo de tiempo
mas largo en el proceso fermentativo, lo que permite observar fenémenos
adicionales en el proceso de fermentacion como la inhibicién y descenso del
crecimiento microbiano, los cuales no son aplicables al presente estudio porque el

periodo de tiempo considerado para nuestra fermentacion es menor.

Por ello la formacion de biomasa representada en la ecuacion 9 propuesta
por Altiok et al. (2006) fue aplicable a nuestros datos dado que los coeficientes de
poder toxico tanto para inhibicion por producto como para biomasa, h y f,
respectivamente, no tienen sentido en nuestros datos experimentales porque la
velocidad de formacién de biomasa es practicamente constante hasta las 20 h, en

este periodo de tiempo no se observa ningun tipo de inhibicién (Figura 30).
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Figura 30. Perfil de la formacion de biomasa a través del tiempo para la condicion
de pH controlado a 6.0.

Para el consumo de sustrato y formacién de producto, las ecuaciones
propuestas por Altiok et al. (2006) tampoco fueron adecuadas para los datos
experimentales obtenidos en este trabajo (Figuras 31 y 32). Los datos
experimentales para el consumo de sustrato y formacion de producto obtenidos en
la presente investigacion muestran un comportamiento diferente al reportado
previamente por Altiok et al. (2006). En nuestro caso, el sustrato comienza a
disminuir inmediatamente que inicia la fermentacién, de las 5 h a las 10 h el
consumo es muy lento, transcurrido este tiempo el sustrato reinicia a descender de
manera lineal aproximadamente hasta las 20 h y después el consumo de sustrato
se detiene. La produccién de acido lactico es muy lenta durante las primeras 12 h,
transcurrido este tiempo la produccion se incrementa de forma considerable hasta
alrededor de las 20 h, punto en el que la generacion de acido lactico comienza a
detenerse. Por lo anterior, se decidio formular otra serie de ecuaciones, en base al

comportamiento observado en nuestros datos experimentales.
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Figura 31. Perfil del consumo de sustrato a través del tiempo para la condicion de
pH controlado a 6.0.
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Figura 32. Perfil de la produccién de acido lactico a través del tiempo para la
condicién de pH controlado a 6.0.

Para la modelacion de los datos experimentales, se tomaron en cuenta los

datos obtenidos para la fermentacion a un pH de 6.0 dado que fue la mejor
condicion lograda.
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Para la formacion de biomasa, debido a que se observo que el crecimiento
de biomasa tiene una velocidad de crecimiento practicamente constante durante
las primeras 20 h se decidio aplicar un ajuste lineal a los datos (Figura 33) dentro
de este periodo de tiempo, el cual si fue estadisticamente significativo (Anexo C).
De esta forma el andlisis del ajusto lineal (Anexo C) dio como resultado la
ecuacion 17, es decir que la derivada de la formacion biomasa es igual a una
constante (Ecuacion 18).

x = 0.7190 + 0.018 (17)

&~ 0.018 (18)
dt

Biomasa 6.0

I I I I
5 0 5 10 15 20 25 30
Tiempo

Figura 33. Ajuste lineal de los datos experimentales relativos a la formacion de
biomasa.

Con respecto a la formacion se producto se decidié estudiar cémo la
formacién de producto es afectada con respecto a la biomasa, para la cual se
aplicé una regresion polinomial; se logré un buen ajuste aplicando un polinomio
cuadratico de los datos (Figura 34), de acuerdo al analisis estadistico el modelo si
es significativo (Anexo C). El ajuste polinomial aporté como resultado la ecuacion

19. La derivacion de la ecuacion 19 resulta en la ecuacion diferencial 23.
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Figura 34. Ajuste polinomial de los datos experimentales para la formacion de
acido lactico con respecto a la biomasa.

P = —43.12 4+ 55.26x + 128.17 (x — 0.9136)

ar

dt

ap

dt

ap

dt

dap

dt

55.262—); +2(128.17)(X — 0.9136) ‘;—’t‘

= 0.99468 + 4.614(X — 0.9136)

0.99648 + 4.61X — (4.61)(0.9136)

—3.22+ 4.61X

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

El consumo de sustrato se estudié con respecto a la formacion de

producto y de biomasa; como resultado se obtuvo el polinomio 24, a partir del cual

se logro la ecuacion diferencial 28.

S =53.76 — 0.91P + 0.02(P — 9.52)% — 22.13X
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B =091 2L +004P-952)L 2213 <
dt dt dt dt

(25)
das dP
o == (-0.9140.04 (P —9.52)) — 039 (26)
ds dP
= =22 (0.04P + 1.29) — 0.39 27)
% — 1.34X — 0.13P + 0.18 XP + 4.9 (28)

La ecuacion 28 sefiala que el sustrato depende de la biomasa (X) de una
forma lineal, al igual que el producto (P), asi también declara que hay una
interaccion de la biomasa y el producto, la cual crea una funcion compleja, este
comportamiento complejo se puede observar en la Figura 35.
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Figura 35. Comportamiento tridimensional de la formacién de biomasa y producto
con respecto al consumo de sustrato.
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7. CONCLUSIONES
El suero lacteo suplementado mostré ser un buen sustrato para el
crecimiento de Lb. casei y para la obtencion de acido lactico por fermentacion.
Asimismo, el suero lacteo empleado como sustrato en bioprocesos constituye una
alternativa para su aprovechamiento como subproducto industrial y de esta
manera disminuir la contaminacion que se genera cuando es drenado sin alguin

tratamiento previo por parte de las industrias queseras.

Es necesario mantener un control del pH optimo para la bacteria durante
el proceso de fermentacion en la produccion de &cido lactico para lograr altos

rendimientos de producto.

Para llevar a cabo la separacion de acido lactico es factible el uso de la
tecnologia de membranas de nanofiltracion, las cuales pueden servir como una
etapa de separacion, concentracion y purificacion de compuestos, no obstante es
necesario la aplicacion de procesos adicionales para la obtencion de un

compuesto con alta pureza.

En la seleccion de una membrana de nanofiltracion, ademas del tamafio
de poro se deben considerar otras caracteristicas como son: el tipo de material
con que esté fabricada la membrana, su afinidad por el compuesto a separar, la
carga o neutralidad de los compuestos a separar y la hidrofilicidad e hidrofobicidad

tanto de la membrana como de los compuestos a separar.

El modelo matematico reportado previamente por Altiok et al. (2006) no
fue adecuado para modelar la formacion de biomasa, el consumo de sustrato y la

formacion de producto en nuestros datos.

La aplicacion de regresiones por polinomios en base al comportamiento
observado en los datos experimentales mostré tener un ajuste adecuado de los
datos. De la misma manera, es factible estudiar ecuaciones diferenciales con

funciones mas complejas que logren un buena modelacién de los datos.
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ANEXO A
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Figura A.1. Curva de calibracion para determinar concentracion de lactosa.
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Figura A.2. Curva de calibracion para determinar concentracion de acido lactico.
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Figura A.3. Curva de calibracion para determinar concentracion de biomasa.
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ANEXO B

ANALISIS ESTADISTICO (EXPERIMENTOS)

Crecimiento microbiano en suero lacteo
(Andlisis estadistico asociado alas Figuras 12y 13)

Sustrato (g/L) % Indculo Fase Log (UFC/ml) | Log (UFC/ml) Log
al inicio después de (UFC/mL)
20 h ganados a
las 20 h
20 1 E 7.54 9.27 1.73
30 1 E 7.48 9.38 1.9
40 1 E 7.49 9.39 1.9
50 1 E 7.44 9.42 1.98
20 5 E 8.10 9.17 1.07
30 5 E 8.10 9.24 1.14
40 5 E 8.04 9.28 1.24
50 5 E 8.05 9.33 1.28
20 10 E 8.55 9.26 0.71
30 10 E 8.47 9.28 0.81
40 10 E 8.48 9.44 0.96
50 10 E 8.37 9.34 0.97
20 20 E 8.72 9.36 0.64
30 20 E 8.66 9.38 0.72
40 20 E 8.75 9.43 0.68
50 20 E 8.6 9.47 0.87
20 1 L 7.08 9.09 2.01
30 1 L 6.98 9.11 2.13
40 1 L 6.99 9.33 2.34
50 1 L 7.07 9.30 2.23
20 5 L 7.88 8.99 1.11
30 5 L 7.80 9.17 1.37
40 5 L 7.79 8.75 0.96
50 5 L 7.88 8.95 1.07
20 10 L 8.00 9.36 1.36
30 10 L 7.83 9.32 1.49
40 10 L 7.80 9.52 1.72
50 10 L 7.80 9.43 1.63
20 20 L 8.51 9.47 0.96
30 20 L 8.48 9.49 1.01
40 20 L 8.36 9.58 1.22
50 20 L 8.41 9.74 1.33

*Los datos son el promedio de tres réplicas.
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Respuesta: Logaritmos ganados alas 20 h

Andlisis of Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado de la Media F Ratio
0.333801
0.012618

Model 22 7.3436250
Error 9 0.1135625
C. Total 31 7.4571875

Prueba de Efectos

Fuente GL Suma de Cuadrados
Sustrato 3 0.2212625
In6culo 3 5.5475625
Fase 1 0.8911125
In6culo*Sustrato 9 0.1122625
Sustrato*Fase 3 0.0071625
Fase*In6culo 3 0.5642625
Prueba de Tukey

Sustrato (g/L)

Alfa= 0.050

Nivel Media CM

50 A 1.4200000

40 A 1.3775000

30 A B 1.3212500

20 B 1.1987500

26.4542
Prob > F
<.0001

F Ratio
5.8451
146.5509
70.6220
0.9886
0.1892
14.9062

Prob >F
0.0169
<.0001
<.0001
0.5067
0.9011
0.0008

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Inoculo (%)
Alfa=0.050

Nivel

1 A

10 B

5 B

20 C

Media CM
2.0275000
1.2062500
1.1550000
0.9287500

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Fase

Alfa= 0.050

Nivel Media CM
E 1.1625000
L 1.4962500

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
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Inoculo (%)*Fase

Alfa=0.050

Nivel Media CM
L,1 A 2.1775000
E,1 A 1.8775000
L,10 B 1.5500000
E,5 C 1.1825000
L,20 C D 1.1300000
L,5 C D 1.1275000
E,10 D E 0.8625000
E,20 E 0.7275000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
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Recuperacion de acido lactico y lactosa
(Prueba estadistica asociada a las Figuras 20, 21, 22, 23, 24, 25)

RESPUESTA: Lactosa

Andlisis of Varianza

Fuente GL Sumade Cuadrados Cuadrado media F Ratio
Modelo 4 38301.820 9575.45 153.5658
Error 19 1184.728 62.35 Prob > F
C. Total 23 39486.548 <.0001

Prueba de Efectos

Fuente GL Suma de Cuadrados F Ratio Prob >F
MEMBRANA 1 38071.107 610.5630 <.0001
PRESION 1 176.475 2.8302 0.1089
TIEMPO 2 54.237 0.4349 0.6536

Prueba de Tukey

MEMBRANA

Alfa=0.050

Nivel Media CM
Acetato A 83.773333
TFC-SR3 B 4.116667

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

PRESION

Alfa=0.050

Nivel Media CM
300 A 46.656667
150 A 41.233333
Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
TIEMPO

Alpha=0.050

Nivel Media CM
20 A 45.747500
40 A 44.020000
5 A 42.067500

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

RESPUESTA: Acido LActico

Anadlisis de Varianza

Fuente GL Suma of Cuadrados Cuadrado media F Ratio
Modelo 4 1183.7449 295.936 21.5232
Error 19 261.2431 13.750 Prob > F
C. Total 23 1444.9880 <.0001
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Prueba de Efectos

Fuente GL Suma of Cuadrados F Ratio Prob >F
MEMBRANA 1 1114.6614 81.0684 <.0001
PRESION 1 2.0184 0.1468 0.7059
TIEMPO 2 67.0651 2.4388 0.1141

Prueba de Tukey

MEMBRANA

Alfa=0.050

Nivel Media CM

Acetato A 88.700000

TFC-SR3 B 75.070000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
PRESION

Alfa=0.050

Nivel Media CM

300 A 82.175000

150 A 81.595000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
TIEMPO

Alfa=0.050

Nivel Media CM

20 A 83.712500

40 A 82.270000

5 A 79.672500

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Flujo de permeado

(Prueba estadistica asociada a las Figura 26)

Andlisis de Varianza

Fuente GL Sumade Cuadrados Cuadrado media F Ratio
Modelo 2 28.329800 14.1649 10.2263
Error 5 6.925750 1.3851 Prob > F
C. Total 7 35.255550 0.0171

Prueba de Efectos

Fuente GL Sumade Cuadrados F Ratio Prob > F
Membrana 1 0.204800 0.1479 0.7164
Presién 1 28.125000 20.3047 0.0064
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Prueba de Tukey

Membrana
Alfa=0.050
Nivel Media CM
TFC-SR3 A 9.4225000
Acetato A 9.1025000

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes

Presion

Alfa=0.050

Nivel Media CM
300 A 11.137500
150 B 7.387500

Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
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ANEXO C

Ajuste lineal de la formacién de biomasa
Biomasa 6.0 = 0.7190407 + 0.0180594*Tiempo

1.2

=
[EY
P

Biomasa 6.0
=
L ]

0.7
5 0 5

Resumen del ajuste

10 15 20 25 30

Tiempo

R cuadrada

Raiz de la media del error cuadrado
Media de la respuesta
Observaciones

Andlisis de varianza

0.9643
0.0271
0.9354

39

Fuente GL Suma de cuadrados Cuadrado medio F Ratio
Model 1 0.71229651 0.712297 950.07
Error 37 0.02771900 0.000749 Prob F
C. Total 38 0.74001552 <.0001
Parametros estimados

Término Estimado Error Std t Ratio Prob>|t|
Intercepto 0.719047 0.00823 861 <.001
Tiempo 0.018054 0.00086 303 <.001
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Respuesta acido lactico con respecto a la biomasa

o
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Biomasa 6.0
Resumen del ajuste
R Cuadrada
Media de la raiz del error cuadrado
Media de la respuesta
Observaciones
Analisis de varianza
Fuente GL Suma of Cuadrados
Modelo 2 1435.9981
Error 21 225.4613
C. Total 23 1661.4594

Parametros estimados

Término
Intercepto

Biomasa 6.0

(Biomasa 6.0-0.91361)*(Biomasa 6.0-0.91361)

0.8699
3.2722
9.5117

24

Cuadrado medio

Estimado
-43.12218
55.263011
128.17341
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717.999
10.736

Error std
4.764516
5.201147
39.54431

F Ratio
66.871
Prob>F
<.0001

Ratio Prob>|t|

-9.05 <.0001
0.63 <.0001
3.24 0.0039



Residuales

Acido Lactico
6.0 Residual

0 5 10 15 20 25 30
Acido Lactico 6.0 Predicted

Respuesta sustrato con respecto ala biomasay acido lactico

o
S -
o
s
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>
]
10 T T T T T T T T
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o A
S % 35
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Acido Lactico 6.0
Leverage, P<.0001

Resumen del ajuste

R Cuadrado 0.9678
Media de la raiz del error cuadrado 1.8825
Media de la respuesta 26.333
Observaciones 24
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Anadlisis de varianza

Fuente GL Sumade cuadrados Cuadrado de la media F Ratio

Modelo 3 1956.8712 652.290 183.91
Error 20 71.0211 3.551 Prob >F
C. Total 23 2027.8923 <.0001

Parametros estimados

Término Estimado  Errorstd tRatio Prob>|t|
Intercepto 53.766158 6.614778 8.13 <.0001
Acido Lactico 6.0 -0.912724  0.187904  -4.86 <.0001
(Acido Lactico 6.0-9.51792)*(Acido Lactico 6.0-9.51792) 0.0210945 0.010778  1.96 0.0644
Biomasa 6.0 -22.12755  8.470908  -2.61 0.0167

Residuales
4
3_
2_-

Sustrato
6.0 Residual
o

10 15 20 25 30 35 40 45
Sustrato 6.0 Predicted
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