UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYTAINND
GUATEMALA

DEL yALLE P®

(

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Evaluacion técnica de la fermentacion de suero lacteo para la
produccion de acido lactico a nivel de laboratorio

Trabajo de graduacion en modalidad de trabajo
profesional presentado por Jassier Andrés
Molina Padilla para optar al grado académico de

Licenciado en Ingenieria Quimica

Guatemala

2024






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYTAINND
GUATEMALA

DEL yALLE P®

(

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Evaluacion técnica de la fermentacion de suero lacteo para la
produccion de acido lactico a nivel de laboratorio

Trabajo de graduacion en modalidad de trabajo
profesional presentado por Jassier Andrés
Molina Padilla para optar al grado académico de

Licenciado en Ingenieria Quimica

Guatemala

2024






AGRADECIMIENTOS

A Ingrid Padilla, mi madre, que siempre vel6 por darme una educacion de valor,
que me nutrié con el amor que solo una madre puede dar y que a pesar de las dificultades
que tuvimos por el fallecimiento de mi padre, no se rindi6é y por su esfuerzo salimos
adelante. Gracias por todo lo que has hecho por mi, nunca lo voy a olvidar.

A Valerie Soberanis, una persona extraordinaria y asombrosa, agradezco
enormemente su amistad. Ademas, le tengo un carifio y amor muy especial. Gracias por
tus consejos, palabras de aliento, tu apoyo incondicional, los buenos momentos que
compartimos y tu motivacioén para ser una mejor persona.

A Rocio Villagran, mi amiga desde la adolescencia, tanto en el colegio como en la
universidad nos hemos apoyado en las dificultades, asi como también compartido risas y
alegrias. Que siempre tendré en la mas alta estima.

A Carlo Martinez, catedratico muy querido y asesor de este trabajo de graduacion,
por su apoyo, aportes y paciencia durante la realizacion de la experimentacion de la tesis.
Por los cursos que me impartid, ademas de la forma dinamica en que lo hizo, decidi
orientarme a este tema.

A José Lam, catedratico que me proporciond mucha ayuda e ideas al momento de
la redaccion de mi trabajo. Agradezco todos los conocimientos que me ensefié durante la
carrera, los considero de amplia utilidad.

Al ingeniero Zambrano, director de mi carrera, siempre se empefid para que
diéramos lo mejor de nosotros, un excelente catedratico y persona admirable, que me apoyo
y asistio en diferentes situaciones, le agradezco por ello.

A Alejandro (Alex) Kong, un catedratico que siempre voy a recordar con mucho
carifio, que con mucha estima y dedicacion nos comparti6 todo su conocimiento.

A Hugo Oliveros, valoro mucho sus ensefanzas no solo referentes a la carrera, sino
que también de vida. Aprendi bastante siendo su estudiante, asi como su auxiliar en la
universidad, lo aprecio bastante.

A Dorval Carias, catedratico del Departamento de Matematica, que me ensefid con
mucho entusiasmo y me motivo a seguir enriqueciendo mis conocimientos y mi pasion por
las matematicas.

A mis amigos, mi grupo de Calabozos y Dragones (Carlos, David y Pablo) y
familiares que estuvieron presentes, me motivaron durante la carrera y me proporcionaron
su apoyo incondicional.

Este trabajo es resultado de una ardua dedicacion y andlisis riguroso de los
resultados, en el que la experimentacion se alargd mas de lo esperado. Espero que aporte e
inspire futuras investigaciones en la ingenieria quimica, una carrera versatil y a su vez
bella.



INDICE

AGRADECIMIENTOS ..ottt sttt sttt ettt et sae e i
INDICE ...ttt ettt ettt e ettt e ettt e e st e s eabe e e ebteesateesbeeenas 1
LISTA DE CUADROS ...ttt sttt ettt v
LISTA DE FIGURAS ..ottt ix
RESUMEN ...ttt ettt ettt et e e e st eteentesseeseenseeneenseensenneans Xi
L INTRODUCCION ....corivirmmrremimmeresssmessesssesessssessesssssssssssassssssssasssesssnssesssnasssssssnssens 1
IL OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt et sete b enee s 2
L JUSTIFICACION.......cmiiirreeeemmmereeeessmessssssssssessssssssassssssssssssssssssssasssssssssssnssssssssnnes 3
IV.  MARCO TEORICO.....ovvvurirmrimeireeirsieeseseesssesssssssssssessssssssessseesssessessssessenas 4
A. Leche y productos [ACLEOS ......c.eevvieriieiiieiieeie ettt et sereereesane e
1. Proceso general de produccion de leche ...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee
2. Proceso general de produccion de productos 14Cte0S. .......eecvveveeeeciienieeiiieniieiieenee
3. Produccion de leche y productos lacteos en Guatemala..........cccoceeveeviiniiniinennen.
B. Azucares presentes en 1a 16Che.........cooviviiiiiiiiiiiiiciccceeeee e

C. ACIAO JACHCO ..o 11

1. Formas de sintetizarlo: quimica o fermentativamente............ccoceeeervveneeneeeeenenn. 11

2. Aspectos de 1a fermentacion ...........cceeeiiieeriieeiiieeiee e 12

a) Microorganismo elegido ........cocooviiiiiiiiinii e 12

b) Fuentes de CarbonO.......c..ooviiiiiiiiie e 13

C) NULTIENLES €SENCIALES ....veeiviiiiiiieciiiecie ettt e 13

d) pH, temperatura y a@itacion .........cccceeeueeeeiiieeriiieeiiieerieeeseeeeieeeeieeeeraeesaee e 13

€)  SUDPIOAUCTOS ...ttt ettt et seeeteesaaeens 14

3. Tipos de fermMeNtaCION .........cceevuiieiiieeiiieerieeesiee et e re e are e s e e saeeeseaeeenanee s 14

4. Inhibicion por 4cid0 TACTICO ...uuieuiiiiiieiieeieee e 14

D. Bacteria acidOIACtICa ........oiuiiiiiiiiieieie e 15

1. Lactobacillus IeiCAMANNIL .............cc.ccoerviiniiiiiiiiieieeiestee et 16

E. Aplicaciones del 4cid0 1ACtICO ...covvieriviiiriiieciee e 16

F. Mercado del 4cido lactico a nivel mundial ............cocooviiriiiiniiniinincee 17

G.  CINELICA QUIMICA ...veeiviieeeiieeiieeeireeeitee et e e eteeesteeesteeessaeeessseessseesnsseeasseaensseeensseens 18

H. Reactor intermitente 10Cal..........ccooiiiiiriiiiiiiiiiiiceeeee e 20



I.  Caracterizacion fiSICOQUIMICA. ........eerruireririeeiieeerteeerteeesaeeeeaeeeaeeesreeeeseeesnseeennnes 21
J. ANALISIS QUIMICOS ...eeetieiiiietieeieeiee ettt et e it eeteetteebeenseeenbeeseeesseenseesnseesseeenseensns 21
1. Cromatografia liquida de alta reSOluCION..........cceeevieeeciieeiiecieeeee e 21
2. Cuantificacion de poblacion miCrobiana .............ccceeeveeeiienieeriienieeieenieereesee e 22
BUffer QUIMICO ......cccuviiiiiieciii ettt e e s rae e sae e e seseeeennee s 22
L. Berkeley Madonna..........ccccieeiiiiiiiiiiiiieeiceiie ettt e 23
EROMIUILK....c.eiiiiiiieiee ettt ettt et e sse s see e 24
V. ANTECEDENTES. ... .ottt sttt s 25
VL. METODOLOGIA .....ccooooiiiiiiriiinnseese e 27
A. Primera parte: caracterizacion del 1actoSUTO ..........ccvveeviiiieiiiieeiiecie e 27
1. Porcentaje de humedad ..........c.cooueeeiieiiiiiiiiiccccecee e s 27
2. POrcentaje de CEMNIZAS ......ccuieiuiieiieiieeieesiee ettt ettt ettt et e et e e eaeeas 28
3. Cuantificacion de proteinas, grasas y densidad ..........cccceevvieciieniiiiiieniieiiecieenen, 28
4. Cuantificacion de AZUCATES .........c.eerueeiiieriieiie ettt ettt e 28
5. Cuantificacion de PH .......c.oooiiieiiiiiiiiieiece ettt e 29
B. Segunda parte: propagacion de Lactobacillus leichmannii ................cccccoeeceeneeenneene. 30
1. Preparacion del MEdIO .........cccueeriieeiieniieiieeiiecie ettt et 30
2. TNOCUIACTON. ...ttt ettt ettt st e bt e e e e aeeenseas 31
C. Tercera parte: fermentacion del 1aCtOSUETO..........eeevvieeriieeiiieeieeeeeeeiee e 32
1. Preparacion de lactosuero HQuido........cocueveeieriinieiieniieniciececccceceee e 32
2. Preparacion de buffer de ftalato de potasio........c.ceeeeeeerveeeiieeeiieeniieeeie e 33
3. Preparacion del medio fermentativo con 1actoSUETO........cocueveevieeiinienieriicnieenne. 33
4. Inoculacion del medio fermentativo con lactosuero y adicion de buffer................ 34
5. Fermentacion variando uso de buffer, dejando fija la agitacion.........c..ccceeeeunneee. 34
6. Fermentacion variando agitacion, utilizando o no buffer ..........ccccceeeeveeecuveencnnenns 34
7. Andlisis de muestras para cuantificar aziicares presentes. .......oo.eeveveervereereenveenne. 35
8. Andlisis de muestras para cuantificar acido lactico presente...........cccccveevvveerneenns 35
9. Analisis de muestras para cuantificar biomasa presente...........coceevvevvereervervennenn 36
D. Cuarta parte: modelo cinético de la fermentacion ...........ccceecvveeeieeeiieeecieenieeeee, 37
1. Generacion de modelo cinético de fermentacion, para azlicares consumidos, acido
lactico producido y desarrollo de biomasa...........ccceeeveeeriieerieeeiiecieeeeeeeen 37
VI RESULTADOS ... oottt ettt s st 38
VIL  ANALISIS DE RESULTADOS .....covtvuimrrirrrimreiressieeisesssssssssesssessssessesnees 54

1ii



IX.  CONCLUSIONES ..ottt ettt ss e sse e seesens 66
X. RECOMENDACIONES.....c..eottitirteeeteseete ettt sttt et 67
XL BIBLIOGRAFIA....coooiiiiicrreviiseeesreeiisee i sessssssssssssssssesssssssssesssssssssee e 68
XIL  ANEXOS ..ottt ettt et et este et e s st e beenae e st e nseenseennenneenneas 71
A, Datos OTIZINALES.......cceiuiiiiiiiiciie ettt e et e e ae e e tae e e raeessreeessbaeesaseeeennes 71
B.  Datos Calculados. ........cooueiieriiiiiiieieere e 83
C. Ecuaciones empleadas para 10s CAICUIOS .........cccueeiiiriieiiieniieiieie e 89
D.  CAlculos de MUESIIA .......evueeriieiiieiietieieeiiest ettt sttt 93
E. ANALISIS A€ ©TTOT .outiiiiiiiiiieiiee ettt ettt sttt 97
F. CrOmMAatOZIAIMAS ...c..eeeuiiiiiiiieeiieeitete sttt ettt ettt ettt eseneesaeesaneenee e 100
G, TTUSTFACIONES ....evieieieiieeee ettt ettt ettt ettt et e et e eab e e st e enseeeeee 105
XL GLOSARIO ...ttt sttt 116

v



LISTA DE CUADROS

Cuadro A: Materiales, equipos y reactivos empleados para la primera parte.........ccccceveeeeruennenne 27
Cuadro B: Materiales, equipos y reactivos empleados para la segunda parte .........cccceeveereennnnnne 30
Cuadro C: Materiales, equipos y reactivos empleados para la tercera parte........c.cceeveeveereennenne 32
Cuadro 1: Porcentaje de humedad del lactosuero sOlido.........cecvveiieiieineenieniinieeeeeere e 38
Cuadro 2: Porcentaje de cenizas del 1actosuero SOld0........coveriieiiieieineenienieee e 38
Cuadro 3: Concentracion peso-volumen de la solucion de lactosuero a emplear en la fermentacion
....................................................................................................................................................... 39
Cuadro 4: Densidad de la solucion de lactosuero 10.001 % mM/V.....oovrverinirneneneeneneeeeseeene 39
Cuadro 5: pH de la solucion de lactosuero al 10.001 % m/v medido a una temperatura de 38 °C
....................................................................................................................................................... 40
Cuadro 6: Contenido de grasas en la solucion de lactosuero 10.001 % m/V ....oceevevevieeneeniennenne 40
Cuadro 7: Contenido de proteinas en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v......cccccvveveninnne. 41
Cuadro 8: Contenido de lactosa en la solucion de lactosuero 10.001 % m/V ..c.eeeeeeieeneenienene 41
Cuadro 9: Contenido de 4cido lactico en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v.......cccevenneeee. 42

Cuadro 10: Relacion estequiométrica tedrica acido lactico/lactosa basada en la reaccion de la
fermentacion de la solucion de 1aCtOSUETO........cc.eveevviririiiniiiicc e 42

Cuadro 11: Rendimiento experimental de la fermentacion de una solucidn de lactosuero al 10 % m/v
para la produccion de acido lactico utilizando Lactobacillus leichmannii............c.cccoveveevvceercennnnen. 49

Cuadro 12: Pesos de los beakers de 100 mL individuales, con la muestra de lactosuero y el volumen
de aforo para la preparacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/V .....cocceveveeceninecninnene. 71

Cuadro 13: pH de la solucion 1 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midio...... 71
Cuadro 14: pH de la solucion 2 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midio...... 71
Cuadro 15: pH de la solucion 3 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midio...... 71
Cuadro 16: pH de la solucion 4 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midio...... 71
Cuadro 17: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucion 1 de lactosuero al 10 % m/v .72
Cuadro 18: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucion 2 de lactosuero al 10 % m/v .72
Cuadro 19: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucion 3 de lactosuero al 10 % m/v .72
Cuadro 20: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucion 4 de lactosuero al 10 % m/v .72

Cuadro 21: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 1 de lactosuero al 10 % m/v



Cuadro 24: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 4 de lactosuero al 10 % m/v

Cuadro 25: Pesos de los beakers de 50 mL individuales y con la muestra de lactosuero hiimeda y seca
para la medicion de la humedad del 1actosuero en polvo .......coccveevceeirieeniieeeieesee e 73

Cuadro 26: Pesos de los crisoles individuales, con la muestra de lactosuero y la muestra calcinada
para la medicion de la humedad del 1actosuero en polvo ........ccccveecerineesiinieieeniseee e 73

Cuadro 27: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer —ré€plica L .......cccocvvvvinirvininnniniccnien 74

Cuadro 28: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 100 rpm sin buffer — 1EPLICA 1 ...ocvveeeiiiiieieiieeen e e e 74

Cuadro 29: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — 1€plica 2......ccoveveevireenenenscneneescnene 75

Cuadro 30: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 %
m/v agitada a 100 rpm Sin buffer — 1EPlICA 2...ccuueeueeieeiiiiieiie ettt 75

Cuadro 31: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — 1éplica 3......cccoveveiirienenenicneneesceene 76

Cuadro 32: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 %
m/v agitada a 100 rpm Sin buffer — 18PlICa 3...ccueriiiiiiiiiiieiie e 76

Cuadro 33: Porcentaje de lactosa y 4acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — r€plica 1 .......ccovveveevereenenenicrenesceene 77

Cuadro 34: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 100 rpm con buffer — 1EPIIca 1 ....cocuiiiiiiiiiiiiiie ettt 77

Cuadro 35: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — ré€plica 2 ........ccoceevvverveneneeccniceneneenn 77

Cuadro 36: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 100 rpm cOn Duffer — 1EPIICA 2 ....evvueireiriieiieerieesieesee ettt sie s e e seeesreesteesbeesaaesanesns 78

Cuadro 37: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 3 ......cccoceevivirvenineeicnicencene 78

Cuadro 38: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 100 rpm con buffer — 1PIICA 3 ...evvuiiiiiriiieiiee ettt ettt sre e saaesene e 78

Cuadro 39: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer —réplica 1 .......cccovvvevinircinineiiieccee 78

Cuadro 40: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 50 rpm con buffer — TEPIICA 1 ....ovveeviriiieiiiieee e 78

Cuadro 41: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — 1EPlICa 2 .....coevveveeneerierrieeiieeneeseeseeeneens 79

Cuadro 42: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 50 rpm con Huffer — TEPIICA 2 ....ocvveueeriirieierieee e e 79

Cuadro 43: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — 1éplica 3 .......cccvveveereerieeriienieeneeseeseesneens 79

Cuadro 44: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 50 rpm con buffer — EPIICA 3 ....ocvvveeriiieeie e s 80



Cuadro 45: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de

lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — ré€plica 1 ......ccoceeveerirceneneeicneeeenene 80
Cuadro 46: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 150 rpm con buffer — 1EPlIca 1 ....cocueiriiriiiiiiiieee e 80
Cuadro 47: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — r€plica 2 ........coceevererceeneneeseneeesenene 80
Cuadro 48: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 150 rpm con buffer — 1PIICA 2 ....cccueirueiriiiiieieeceeeee et 81
Cuadro 49: Porcentaje de lactosa y 4cido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — ré€plica 3 .......ccoceeverirveneneeseneeesenene 81
Cuadro 50: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 150 rpm con buffer — 1EPIICA 3 .....eoeeriirieiiriieee e e 81
Cuadro 51: Porcentaje de lactosa y 4acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — Madre .........ccccoeveevinircenineicnecccee, 81
Cuadro 52: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
agitada a 100 rpm Sin Huffer — Madre.......cc.eeceeriiieienieieeeceese e e 81
Cuadro 53: Masas calculadas de lactosuero en polvo para la preparacion de las soluciones de
1aCtOSULTO Al 10 Y0 TN/V 1.ttt st sttt e b e b e s b sae e et e e beenbeesbeesanenas 82
Cuadro 54: Estadistica de la preparacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v.................. 82
Cuadro 55: Medias de pH de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v ............... 82
Cuadro 56: Estadistica de las mediciones de pH de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10
0 TN/ V ettt bttt ettt e be e he e she e eae e e bt e bt e bt e bt e e beeehe e et e e bt e nbeesheesatena 82
Cuadro 57: Medias del porcentaje de proteina de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10
B3 117 OSSPSR 82
Cuadro 58: Estadistica de las mediciones del porcentaje de proteina de los cuartetos de las soluciones
de 1actoSUETO Al 10 Y0 TN/V c.eeeuiiiieieieeeeest ettt sttt sr e bbb e e b e enee 82

Cuadro 59: Medias del porcentaje de grasa de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 %

Cuadro 60: Estadistica de las mediciones del porcentaje de grasa de los cuartetos de las soluciones de
1actoSUETO @l 10 %0 I/V vttt 83

Cuadro 61: Medias de la densidad de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v .. 83

Cuadro 62: Estadistica de las mediciones de la densidad de los cuartetos de las soluciones de
JACTOSUETO Al 1O Y0 M1/ V eeeiiiieeieeeeeee ettt ettt e e e e s ettt e e e s s seaba b et e eessssssabeateesesssesssareaeeeeas 83

Cuadro 63: Medias del contenido de lactosa de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 %

00V V2N 83
Cuadro 64: Estadistica de las mediciones del contenido de lactosa de los cuartetos de las soluciones
e 1aCLOSUETO A1 10 20 IT1/V ettt ettt e e ettt e e e e s s sab b et e e e ssssssaabeaeeeeesssssssareaeeees 83

Cuadro 65: Medias del contenido de acido lactico de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al
1O 20 IN/V ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e et e e e s bt e e e sa—a e e e aa bttt e sa—ateeea—aaeesa bt e e saaateesarbteesaaraeesas 84

Cuadro 66: Estadistica de las mediciones del contenido de acido lactico de los cuartetos de las
soluciones de 1actOSUETO @l 10 U0 N1/ V.uuuruuururerereieriiiieierieersiseerssesssssersssssseresaea———.———————————————————————————. 84



Cuadro 67: Masas de lactosuero en polvo humedo y seco para la determinacion del porcentaje de
humedad en base seca y hNIMEda.........cceeveiirieninieieeeeee e 84

Cuadro 68: Estadistica de la determinacion del porcentaje de humedad en base seca y himeda ... 84

Cuadro 69: Masas de lactosuero en polvo humedo y seco para la determinacion del porcentaje de

CIMIZAS -t uveeuveetteruteeute et e e bt e steesueesaee e bt ea bt e bt e e bt e sheesae e e a e e e bt e b e e abeeeaeeeabeeab e e bt e b e e e beeeheeeab e e teenbeenheenaneeas 84
Cuadro 70: Estadistica de la determinacion del porcentaje de Cenizas..........ceeceevereereeneneesennene 85
Cuadro 71: Relacion estequiométrica tedrica en la reaccion de la fermentacion.........c.occveevveenneee. 85

Cuadro 72: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y acido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 100 rpm de
agitacion y sin uso de buffer — corrida L.......occevirieieiirieniiceeseee e e 85

Cuadro 73: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y acido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 100 rpm de
agitacion y sin uso de buffer — CoOTTida 2.......ccuevirieieriiriierenceese e e 86

Cuadro 74: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y acido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 100 rpm de
agitacion y sin uso de buffer — corrida 3.......ccuevirieiiniriiere e e 86

Cuadro 75: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y 4cido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 100 rpm de
agitacion y con uso de buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico........ccccveveereereennnnns 87

Cuadro 76: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y 4cido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 50 rpm de
agitacion y con uso de buffer de ftalato 4cido de potasio y acido clorhidrico........c.cceeveereeneennnenns 88

Cuadro 77: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y 4cido lactico, con el tiempo en la
fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de 38 °C, 150 rpm de
agitacion y con uso de buffer de ftalato 4cido de potasio y acido clorhidrico........cccceeveereeneennnns 89

Cuadro 78: Rendimiento de la experimentacion basado en los resultados obtenidos de la fermentacion
de la solucidn de lactosuero 10 % m/v a 50 rpm y empleando buffer.......cocvvvvvvevervvinieenieenieencnnnns 89

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de proceso para el aseguramiento de la calidad de la leche en la planta

Procesadora de TACTEOS ...evvirveriiirieieitirieet et sre e 6
Figura 2. Diagrama general del proceso de produccion de queso fresco.......ocvvvveeveeneeneeniennen. 7
Figura 3. Diagrama general del proceso de produccion de crema...........cecevveeeerreneeneeneeseeneneens 8
Figura 4. Comercio centroamericano de leche y productos lacteos — al 30 de junio de 2021 ....... 9
Figura 5. Enlace O-glicosidico en una molécula de maltosa...........cceeeeveeriiniinieeneenieniccieeeen 10
Figura 6. Estructura quimica de la molécula de 1actosa........c.ceevueeveenienieniicniineeeeeeeceeeeen 10
Figura 7. ISOMET0S de 18 [ACTOSA ...veeeieriieeieiiieecciiee e ettt ettt e e e e etae e e e e bte e e e ebtee e e eaneeeeeebaneeesanes 11
Figura 8. Ruta homofermentativa (izquierda) y heterofermentativa (derecha) de la glucosa........ 12
Figura 9. Familias y géneros de las bacterias acidolacticas — Especies utilizadas para la fermentacion
A€ VINIOS 1.ttt ettt R e r e sr et s r e e ae e r e e 15
Figura 10. Aplicaciones del acido lactico en diferentes AMDItOS .........ceceeveerversiereneesenenienenene 17
Figura 11. Prondstico del crecimiento del mercado mundial de acido lactico.........cecerereevennenne. 18
Figura 12. Aplicacion del 4cido lactico en diferentes industrias .........cceeceeeeeeseeieeseeneeneenieeeen. 18
Figura 13. Ejemplo de funcionamiento del software Berkeley Madonna...........cceccevereneeniennnne. 24

Figura 14. Curva de crecimiento de /actobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la corrida 1 de la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer
a 100 rpm de agitacion ¥ 38 OC ......ciiiiiiiiieeeiieeerree e e s e 43

Figura 15. Curva de crecimiento de lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la corrida 2 de la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer
a 100 rpm de agitacion ¥ 38 OC ......cviiiiiiiiieeieeerr e e e 44

Figura 16. Curva de crecimiento de lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la corrida 3 de la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer
a 100 rpm de agitacion ¥ 38 OC ......coiiiiiiiieeeiieeerr e e e e 45

Figura 17. Curva de crecimiento de lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la fermentacion de la solucién de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 100 rpm de
AZILACTON Y 38 PC ittt e 46

Figura 18. Curva de crecimiento de lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 50 rpm de
AZITACION ¥ 38 OC ..iiiiiiiieitieiee it sttt ettt et e st st e s te s te e sbeesaeesatessbeesteenbeesbeesseesssesnseenteesseessnssseesns 47

Figura 19. Curva de crecimiento de lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de
acido lactico para la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 150 rpm de
AZITACION ¥ 38 C ..iiiuiiiiieiieiie st sttt et ste e st e st e st e e te e teesbeesaeesateesbeesteenbeesseesseessseenseenteessesssnsssneans 48

Figura 20. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales de crecimiento de Lactobacillus
leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la fermentacion del lactosuero
al 10 % m/v con buffer a S0 rpm de AItACION .....ccveevreereereerieiieeteeseeneeseeseeseeseeesseeseeeseeesnneens 53

Figura 21. Curva de calibracion en HPLC de la lactosa empleada para cuantificacion de lactosa en
BTl (5300015 11 1o 10 8 1SS 100



Figura 22. Curva de calibracion en HPLC del acido lactico empleada para cuantificacion de lactosa
I B I 1<) 400 1 72Tt (o) 1 Lt DS 101

Figura 23. Cromatograma de la medicion de lactosa para la caracterizacion de la solucion de

1aCtOSUETO Al 10 Y0 TN/ V.eiintiiiiiiiiieieete ettt sttt e sb e s sae e st e e beesbeeseeesaneeas 102
Figura 24. Cromatograma de la medicion de lactosa para la fermentacion empleando buffer y a una
velocidad de agitacion de 100 rpm para 72 ROTas .........eecvervirierienierienineesesie e 103
Figura 25. Cromatograma de la medicion de acido lactico para la fermentacion empleando buffer y
a una velocidad de agitacion de 100 rpm para 72 horas ......c.cceeveeecieerieeieeneeneenieeeeeesee e 104
Figura 26. Solucion de [actosuero al 10 % 1/V ..ooeeviriieiiiinieiereeeese e 105
Figura 27. Solucién de lactosuero al 10 % m/v desproteinizada y filtrada..........coceeverervenenneens 105
Figura 28. Caja Petri con Lactobacillus leichmannii incubado ........c.ccoeceeeiieiinieniieniiniinieeen, 106
Figura 29. Medicion del pH de la solucion de lactosuero al 10 % m/v mezclado con el buffer de
ftalato acido de potasio y 4cido ClOThidIiCo .......cocveveerieriieniinieiereeee e 106
Figura 30. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el buffer y un
tiempo de fermentacion de 2 NOTaS ......cc.eeieiiiiiiieeeeeee e 107
Figura 31. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el buffer y un
tiempo de fermentacion de 24 NOTAS .........cceevverereeriineeiee et seesaeens 107
Figura 32. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el buffer y un
tiempo de fermentacion de 72 NOTAS .........cceecueriereeriinieiee ettt see e 108
Figura 33. Biomasa generada en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v mezclada
con buffer y un tiemMpPo de 24 NOTAS......c.eeieeriiiieiiieieee ettt sttt sbe e b e saee e 108
Figura 34. Biomasa generada en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v mezclada
con buffer y un tieMPo de 72 NOTAS....cccveereeriiiiiiieeieereestee st ste e ereesbeesteesreesseesreeseesseesaaessnenns 109
Figura 35. Agar MRS marca Scharlau empleado para el cultivo del lactobacilo .........c.ccecernennees 109
Figura 36. Acido clorhidrico fumante al 37% marca Supelco empleado para la preparacion del buffer
....................................................................................................................................................... 110
Figura 37. Ftalato acido de potasio marca Supelco empleado para la preparacion del buffer ....... 110
Figura 38. Balanza analitica marca OHAUS empleada en la experimentacion...........cc.cceeveruerneene 111
Figura 39. Ekomilk marca BULTEH empleado para la caracterizacion del lactosuero ................ 111
Figura 40. Mufla marca Thermo Scientific empleada para la caracterizacion del lactosuero ....... 112

Figura 41. Horno de secado por conveccion marca VWR empleado para la experimentacion..... 112

Figura 42. Autoclave marca Tuttnauer empleada para la experimentacion...........coceevererveerenneens 113
Figura 43. Agitadora marca Lab. Companion empleada para la fermentacion de la solucion de
1actoSUETO Al 10 90 TN /V.cuiiiiiiiiiieeeeeeete et e s 113
Figura 44. Centrifuga marca Fisher Scientific empleada para la experimentacion .............c.c....... 114

Figura 45. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales de crecimiento de Lactobacillus
leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la fermentacion del lactosuero
al 10 % m/v con buffer a 50 rpm de agitacion empleando Qp = Yrx - 1L * X coevvveeveneneenennenes 114

Figura 46. Diagrama de bloques y balance de masa para la fermentacion del lactosuero al 10 % m/v
con buffer a SO 1PM de AZILACION. ..eeveerveereerieiieiieeieeseeseeseesreebeebeesseesseesseesseesseesseessesssesssesans 115
X



RESUMEN

Este trabajo de graduacion tiene como objetivo realizar un estudio técnico de la
fermentacion de lactosuero empleando como microorganismo fermentador Lactobacillus
leichmannii para la produccion de acido lactico. Primero se caracterizoé el lactosuero tanto
en su forma so6lida como en una solucion al 10 % m/v. Teniendo como pardmetros el
porcentaje de humedad (2.102 % m/m) y cenizas (30.789 % m/m) para el polvo; para la
solucion se midi6 la densidad (1.0210 g/mL), el pH (5.90), el porcentaje de grasa (0.00 %
m/v) y proteina (0.13 % m/v); el contenido de lactosa (8.38205 % m/v) y acido lactico
(0.19912 % m/v) inicial. Definiendo como relacidon estequiométrica tedrica entre producto
y reactivo un valor de 1.076, que indica que por cada gramo de lactosa fermentado se
obtienen 1.076 gramos de acido lactico. Posteriormente se realizaron fermentaciones a 38
°C variando condiciones como la agitacion a 50, 100 y 150 revoluciones por minuto y el
empleo de un buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico. Con el fin de determinar
las condiciones que maximizaban el rendimiento de la fermentacion, que fueron a una
agitacion a 50 rpm y utilizando el buffer. Obteniendo un rendimiento experimental del
10.474% que indica que de cada 100 gramos tedricos de acido lactico que se pueden
producir, realmente solo se pueden obtener 10.474 gramos experimentalmente a las
condiciones establecidas. Finalmente, se obtuvo un modelo cinético de la fermentacion
basado en los datos experimentales de los resultados de la fermentacion indicada
anteriormente. Para poder predecir el comportamiento de las especies involucradas en la
reaccion con el tiempo, que son el consumo de lactosa, el crecimiento de la cepa
Lactobacillus leichmannii y la generacion de acido lactico en el medio fermentativo. Las
ecuaciones planteadas se observan en el apartado de resultados, siendo las Ecuaciones R4,
RS y R6 respectivamente, que se graficaron en la Figura 20. Validando el ajuste de datos
que realizan las ecuaciones de la cinética, se obtuvo un error medio cuadratico para la curva
de lactosa de 1.88275, para la curva del crecimiento de la biomasa de 0.51547 y para la
generacion de 4cido lactico de 0.55300. Este modelo es beneficioso como una herramienta
para reconocer tanto los logros como las restricciones del sistema en las condiciones en las
que se llevo a cabo. Asi, facilita la exploracion de posibles oportunidades de mejora que se
pueden implementar en futuras investigaciones, asi como la posibilidad de escalar el
proceso a nivel industrial.
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I. INTRODUCCION

La generacion de residuos industriales, como el lactosuero en la industria lactea,
plantea una problematica ambiental debido a su descarga sin tratamiento previo, lo que
afecta la calidad del agua y promueve el crecimiento bacteriano. Sin embargo, la
fermentacion del lactosuero puede ser una solucion viable. Esta ofrece ventajas
significativas frente a los métodos quimicos de sintesis, en los que se ve involucrado el
cianuro de hidrégeno para hacerlo reaccionar con acetaldehido y obtener lactonitrilo.
Siendo una reaccion que tiene alto riesgo para la salud, por la toxicidad de los reactivos
involucrados, ademas de ser un proceso nocivo para el medio ambiente (Datta et al., 1995).
Por lo que fermentar azicares, como la lactosa, para producir acido lactico es un proceso
mas sostenible. Los lactobacilos, especialmente los clasificados como GRAS (Generally
Recognized as Safe), son microorganismos clave en este proceso, ya que no solo convierten
eficientemente azicares en acido lactico, sino que también mejoran la calidad del producto
final al aportar propiedades probioticas y prolongar la vida ttil (Konig et al., 2017).

En este contexto, el acido lactico, un producto de la fermentacion lactica, tiene
diversas aplicaciones en industrias como alimentos, farmacia, cosméticos y quimica. En la
industria alimentaria, se utiliza como aditivo para regular el pH, mejorar la calidad y sabor,
y como conservante. En la industria farmacéutica, se emplea en soluciones intravenosas y
en la fabricacion de productos médicos. En la industria cosmética, se utiliza para regular el
pH y como humectante. Ademas, el acido lactico tiene aplicaciones en la industria quimica
como agente neutralizante, solvente y precursor de compuestos quimicos. También se
utiliza en la produccion de acido polilactico (PLA), un plastico biodegradable utilizado en
diversos productos. Estas aplicaciones demuestran el potencial del acido lactico como una
alternativa valiosa para aprovechar el lactosuero y reducir la generacion de residuos
industriales (Martinez, 2014; Wee, 2006).

Este proyecto busca evaluar la fermentacion de lactosuero a nivel de laboratorio
para la produccion de 4cido lactico utilizando el microorganismo Lactobacillus
leichmannii. El estudio se realizara a diferentes condiciones de proceso. Determinando el
efecto que tiene distintas velocidades de agitacion y la regulacion del pH mediante la
utilizacion de un buffer. Ademas, de generar un modelo cinético de la fermentacion para
pronosticar el comportamiento de las especies involucradas en la fermentacion. Este
modelo permitird analizar los mecanismos implicados en la reaccion, asi como ser una
herramienta para el disefio y control de los procesos que ocurren en la produccion de acido
lactico mediante fermentacion, asi como poder escalar el proceso a nivel industrial.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Evaluar técnicamente la produccion de acido lactico a nivel laboratorio utilizando
Lactobacillus leichmannii.

B. Objetivos especificos

- Caracterizar el suero lactico, cuantificando porcentaje de humedad y cenizas,
densidad, pH, cantidad de grasa, proteina y lactosa en la muestra, para determinar el
rendimiento basado en la reaccion de la fermentacion estequiométrica.

- Cuantificar la concentracion de acido lactico y lactosa en sistemas fermentativos con
variaciones de agitacion y el uso de buffer para determinar las condiciones que
maximizan los rendimientos de la reaccion.

- Obtener el modelo cinético de la fermentacion de suero lactico usando Lactobacillus
leichmannii para predecir el comportamiento de las concentraciones de las especies
que participan en la fermentacion con el tiempo.



III. JUSTIFICACION

El aumento de la preocupacion por cuidar el ambiente ha promovido la disminucion
de generacion de residuos de los procesos industriales, entre ellos, los de la elaboracion de
alimentos. En la industria lactea, un residuo comun observado en las aguas residuales del
proceso es el lactosuero, presentando altas cantidades. En Guatemala se producen alrededor
de 511 millones de litros de leche anualmente. También, por cada litro de leche empleado
para la produccion de sus derivados se produce entre 0.5 a 0.7 litros de lactosuero,
generando residuos liquidos que terminan en el desagiie. Este subproducto es obtenido de
los procesos de cuaje, estrujado y desuerado, que hay en la produccion de quesos (Salinas
& Pantaleon, 2022).

El lactosuero no es sometido a un tratamiento previo al momento de verterlo a las
aguas residuales, aumentando la demanda quimica y bioquimica de oxigeno, contenido de
grasas, solidos suspendidos, materia flotante y modificando su color. En presencia de
coliformes fecales, el lactosuero permite crecimiento bacteriano, al suplementar los
requerimientos quimicos necesarios para su proliferacion (Martinez, 2014).

Ahora bien, el lactosuero es una fuente considerable de lactosa. Como solucion a
desechar este subproducto del sector lacteo, se puede utilizar como materia prima para la
produccion de 4cido lactico. La sintesis de este compuesto se logra mediante la
fermentacion de la lactosa, utilizando bacterias acidolacticas. El proceso no requiere de un
pretratamiento exhaustivo del lactosuero, puesto que unicamente debe someterse a un
tratamiento térmico para la eliminacion de las proteinas presentes (Cabra & Rodriguez,
2006). Este componente es de alto interés a nivel industrial, especialmente en los procesos
que involucran alimentos, la manufactura de cosméticos, farmacos y un sustrato para la
sintesis de diversos productos, entre ellos el acido polilactico; haciendo que esta alternativa
sea viable econdmica y ambientalmente (Wee, 2006). Por ello, este trabajo busca evaluar
técnicamente la produccion del acido lactico al fermentar el lactosuero, utilizando
Lactobacillus leichmannii.

Se selecciond la cepa Lactobacillus leichmannii debido a la capacidad
homofermentativa que esta posee. Permitiendo una conversion mas eficiente de lactosa a
acido lactico, minimizando la generacion de subproductos. De igual forma, tiene
resistencia a variaciones de pH y afinidad por sustratos lacteos. Ademas, se optd por
fermentar con una cepa que no se ha estudiado en su totalidad frente a reacciones de
fermentacion, a diferencia de cepas como Lactobacillus lactis o Lactobacillus bulgaricus
(Weiss et al., 1983). Siendo una opciéon viable para evaluar el rendimiento en las
condiciones experimentales planteadas en este estudio.



IV. MARCO TEORICO

A. Leche y productos lacteos

La leche es considerada un alimento completo, por su alto contenido de nutrientes
esenciales, proporciona un alto contenido de energia alimenticia y es fuente de azucares
como lactosa, proteinas y grasas. Ademas, contribuye con la ingestion de calcio, magnesio,
vitamina B12, riboflavina, &cido folico, entre otros. La leche de origen animal se ve
influenciada por la especie y caracteristicas del animal lechero el entorno fisico en el que
se desarrolle y la estacion del afio, modificando el color, sabor y composicion de la leche.
Dos animales lecheros de gran importancia son la vaca y la cabra. La leche de vaca tiene
un contenido del 3 al 4 % de grasas, 3.5 % de proteinas y 5 % de lactosa. Sin embargo, la
composicion quimica, es decir, los nutrientes que tiene varian segun la raza de la vaca. La
leche de cabra tiene una composicion similar a la leche vacuna, pero es menos frecuente
su consumo. En general se utiliza para la fabricacion de productos lacteos como lo es el

queso y yogur. Otras leches provienen de bufalo, camello, oveja, yak y equino (FAO,
2022).

En general, la leche con calidad 6ptima para su consumo no debe presentar un mal
sabor, olor ni color. No debe de haber s6lidos como residuos o sedimentos, su contenido
microbiano debe de ser leve, tampoco contener sustancias quimicas ajenas a la
composicion normal de la leche; por ultimo, la acidez también debe de ser la adecuada. De
estos factores depende que la leche sea una materia prima util para la fabricacion de los
productos lacteos. Es necesario el uso de buenas practicas de higiene durante el proceso de
produccion de la leche, desde que las vacas son ordefadas hasta que es procesada y
distribuida para su venta (FAO, 2022). Las pruebas que se realizan a la leche incluyen:

e C(Cantidad: medida en porcentaje de volumen o peso.
e Caracteristicas organolépticas: sabor, olor y aspecto.
e Caracteristicas de composicion: grasa, proteinas, azlicares y materia solida.
e (aracteristicas fisicoquimicas
e (Caracteristicas higiénicas: condiciones de higiene y limpieza.
e Adulteracion: agua, solidos afiadidos y conservantes.
e Residuos de medicamentos
(FAO, 2022)

Los productos lacteos son aquellos que son obtenidos mediante cualquier
elaboracion de la leche, teniendo aditivos alimenticios e ingredientes necesarios en su
composicion para su produccion. Los productos lacteos mas comunes son:

e Leche liquida: principal producto lacteo, siendo el mas comercializado a nivel
mundial. Entre sus tipos se encuentra la leche entera, desnatada, semi y totalmente
descremada, semi y totalmente deslactosada, leche pasteurizada y de larga
conservacion (UHT).

e [Leche fermentada: mediante fermentacion utilizando microorganismos,
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generalmente Lactobacillus, se obtiene un mayor grado de acidez, siendo el ejemplo
mas comun el yogur.

e Quesos: estos se obtienen al coagular la caseina, que es la proteina principal de la
leche y remover el producto del suero lacteo. Los tipos van desde quesos duros,
semiduros hasta maduros o no madurados. Estos quesos dependeran de las
caracteristicas de la leche, al igual que el proceso de produccion e incluso los
microorganismos utilizados en ello.

e Mantequilla: productos que consisten en su mayoria de las grasas de la leche. Son
producidos al batir la nata o la leche entera agria.

e Leche condensada: al remover parcialmente el contenido de agua se obtiene este
producto. Se requiere de un tratamiento térmico para obtener la consistencia
deseada, posteriormente puede ser o no endulzada.

e Leche evaporada: también se remueve parte del agua que constituye la leche,
mediante tratamiento térmico, a diferencia que es menos espesa que la leche
condensada.

e Leche en polvo: se obtiene al someter la leche a un proceso de deshidratacion.

e Nata: es la parte de la leche en la que se encuentra la mayor cantidad de grasas,
obtenida al centrifugar o descremar la leche. Entre sus variedades se encuentra la
nata recombinada, reconstituida, preparada, liquida, para batir, fermentada y
acidificada.

e Sueros: este es el subproducto liquido que se obtiene en el proceso de fabricacion
de quesos, después de la cuajada. Se utiliza para preparar queso de suero, bebidas a
base de suero normal y fermentado. Existen dos tipos de suero, el suero dulce
obtenido en la cuajada del queso y el suero acido, obtenido de una coagulacion acida
de los quesos.

e (aseina: siendo la principal proteina de la leche, es usado como un ingrediente en
diversas elaboraciones, como lo son quesos, productos de reposteria, pinturas y
pegamentos.

(FAO, 2022)

1. Proceso general de produccion de leche

El proceso de produccion de la leche inicia desde la alimentacion del ganado,
obteniendo la leche cruda al momento de ordefiarlo. Esta leche es vertida en tambos
lecheros y es transportado a las instalaciones de la empresa productora. Esta leche es
filtrada, eliminando cualquier impureza sélida. Posteriormente, se somete a un proceso de
desnatado, precalentando la leche a 38 °C y centrifugandola para remover la nata. Luego
se realiza la pasteurizacion, calentdndola a una temperatura alrededor de 70 °C,
aproximadamente por 20 segundos, mediante vapor de agua caliente, logrando la
destruccion de bacterias patogenas y reducir a flora banal de la leche, sin afectar las
propiedades fisicoquimicas. Después de ser pasteurizada, la leche ya estd lista para ser
envasada y comercializarla o bien, ser empleada para el proceso de produccion de algin
producto lacteo.
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Figura 1. Diagrama de proceso para el aseguramiento de la calidad de la leche en la

planta procesadora de lacteos (FAO, 2011)

2. Proceso general de produccion de productos lacteos

El proceso de produccion de los derivados de la leche es variado. Sin embargo,
todos requieren el procesamiento de la leche, especificamente por la pasteurizacion para la
remocion de patdgenos. Se ilustran a continuacion el proceso de produccion para crema y

queso fresco.
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Figura 2. Diagrama general del proceso de produccion de queso fresco (FAO, 2011)
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Figura 3. Diagrama general del proceso de produccion de crema (FAO, 2011)

3. Produccioén de leche y productos lacteos en Guatemala

El sector lacteo de Centroamérica posee alrededor de 250 mil productores,
generando 1.2 millones de toneladas de leche al afio, viéndose reflejado en $400 millones
en divisas (Pérez, 2021). En Guatemala, este sector se ve afectado por diversos retos. Sin
embargo, es un pilar importante de la economia guatemalteca, puesto que origina
aproximadamente 56 mil empleos directos y 168 mil empleos indirectos, segin la camara
de industria (Salinas & Pantaleon, 2022). La produccion en Guatemala gira en torno a 1.4
millones de litros diarios de leche, siendo un estimado anual de 511 millones de litros. Sin
embargo, Guatemala tiene uno de los consumos de leche y produccion mas bajos de
Centroamérica y Latinoamérica, puesto que, segun la OMS, una persona debe consumir en
promedio 160 litros de leche al afio, consumiendo los guatemaltecos entre 55 y 60 litros
por afio (MINECO, 2019; Salinas & Pantaleén, 2022).

El mercado de la leche ha ido en aumento en Centroamérica, incluyendo levemente
a Guatemala. Se vio un aumento del 7 % en el comercio de productos lacteos registrado en
2020 al compararlo con las cifras del 2019 (CAD, 2021). Tanto el MAGA como el Consejo
Agropecuario Centroamericano buscan establecer y mejorar las normativas al igual que
promover las buenas practicas de produccion, haciendo énfasis en el control de calidad y
de remocion de patogenos dafiinos para la seguridad del consumidor. Siendo esta una gran
oportunidad para el desarrollo de la economia del pais, para poder comercializar
competitivamente a nivel mundial (Pérez, 2021).
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B. Azucares presentes en la leche

El azucar principal que se encuentra en la leche de forma natural es la lactosa.
Industrialmente se puede afiadir sacarosa a la leche para afiadirle un sabor dulce. La lactosa
es un disacarido, conformado por una molécula de glucosa y otra de galactosa. La union
de estos dos monosacaridos se logra mediante un enlace covalente O-glicosidico, este se
obtiene cuando el grupo hidroxilo de una molécula de azlicar en forma ciclica reacciona
con el carbono anomérico de otra molécula. La lactosa es un azucar reductor, posee un
grupo carbonilo libre que se puede oxidar, pasando a ser un grupo carboxilo. Esto se
ejemplifica en la prueba de Benedict, en la que se utilizan iones de cobre (I) para oxidar
los azucares reductores y asi identificar si la muestra analizada tiene o no presencia de estos
(Lehninger & Cox, 2012).

La lactosa de igual forma es de interés médico, puesto que las personas pueden
presentar intolerancia a la lactosa. Las personas con este padecimiento al ingerir alimentos
que contengan glucosa pueden presentar sintomas como hinchazén abdominal, diarrea,
gases, nauseas, dolor de abdomen, ruidos estomacales y vomitos. Los sintomas pueden
empeorar segin el contenido de lactosa que se haya ingerido. La intolerancia se produce
debido a que el organismo de la persona absorbe ineficientemente la lactosa. Su intestino
delgado no produce suficiente lactasa, que es la enzima que degrada la lactosa a sus
monosacaridos constituyentes. Por lo tanto, la lactosa que no se descompone pasa al colon,
donde las bacterias alojadas en ¢l la descomponen produciendo fluidos y gases, causando
los sintomas (NIDDK, 2022).
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Figura 5. Enlace O-glicosidico en una molécula de maltosa (Lehninger & Cox, 2012)

Lactose (8 form)
B-D-galactopyranosyl-(1—4)-B-D-glucopyranose
Gal(B1—4)Glc

Figura 6. Estructura quimica de la molécula de lactosa (Lehninger & Cox, 2012)
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C. Acido lactico

El 4cido lactico es una molécula orgénica, perteneciente a los acidos carboxilicos.
En el ser humano, puede ser hallado en los musculos, la sangre y otros 6érganos del cuerpo.
Se encuentra en estado liquido, presentando una coloracién amarilla y tiene un sabor
parcialmente acido. Este compuesto fue descubierto en 1780 por Scheele, un quimico sueco
al aislarlo de la leche agria. En 1847 Blonodeaur lo identific6 como un producto
proveniente de una fermentacion, estableciendo en 1881 Littleton un proceso de
produccion a nivel industrial (Grupo Pochteca, 2022).

1. Formas de sintetizarlo: quimica o fermentativamente

Las rutas mediante una sintesis quimica tienen la desventaja de que producen una
mezcla racémica de los isomeros de la lactosa, que son L(+)-lactosa y D(-)-lactosa. Entre
las rutas se encuentra la sintesis de acido lactico mediante lactonitrilo, que es un
subproducto formado de la reaccion para obtener acetonitrilo. El lactonitrilo se obtiene al
afiadir en medio basico un catalizador de cianuro de hidrogeno a acetaldehido. Siendo una
sintesis de alto cuidado, por el uso del cianuro de hidrégeno, que resulta altamente
peligroso para la salud. Otras posibles rutas para seguir para sintetizar el acido lactico son:
degradacion catalizada en medio basico de azucares, oxidacion de polipropilenglicol,
oxidacion acido-nitrica de propileno, reaccionar acetaldehido, monoxido de carbono y agua
a alta presion y temperatura, entre otras. Sin embargo, ninguna de estas rutas ha demostrado
ser viable econdmica y técnicamente eficiente (Datta et al., 1995).

H  CH,

L - Lactic acid D - Lactic acid

Figura 7. Isomeros de la lactosa (Lehninger & Cox, 2012)

En cuanto a la sintesis mediante via fermentativa, es posible obtener un isomero
unicamente de acido lactico o bien la mezcla de ambos si se tuviera la necesidad. Esto
dependera del microorganismo que sea seleccionado para llevar a cabo la fermentacion. En
general, hay dos rutas posibles de fermentacion, la homofermentacion lactica, en la que
solo se sintetiza en su mayoria un Unico producto, cualquiera de los dos isémeros; o bien,
la heterofermentacion lactica, en la que se obtienen otros subproductos como didéxido de
carbono, etanol, 4cido glucdnico, entre otros. Ademés de depender del microorganismo
utilizado, las condiciones en las que se lleve a cabo la experimentacion también
determinardn el tipo de trayectoria a seguir (Wee et al., 2000).
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Figura 8. Ruta homofermentativa (izquierda) y heterofermentativa (derecha) de la
glucosa (Wee et al., 2006)

Los microorganismos empleados para la fermentacion de los azlcares y la obtencion de
acido lactico se pueden clasificar en dos grupos: bacterias y fungi. En el fungi los géneros
comunmente utilizados son Monilia, Mucor y Rhyzopus, especificamente las especies R.
oryzae y R. arrhizus. Estos tienen la caracteristica de realizar la fermentacion en presencia
de oxigeno, con fuentes de nitrogeno inorganico, sin requerir suplementos o aminoacidos.
En cuanto a las bacterias, las que se utilizan son las bacterias acidolacticas (BAL o LAB
en inglés). La bacteria por excelencia a utilizar en la fermentacion es el Lactobacillus, las
especies mas utilizadas son L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, L. lactis, L. delbrueckii,
entre otras (Wee et al., 2006).

2. Aspectos de la fermentacion

Los aspectos que se enlistaran a continuacion influyen el rendimiento de la
fermentacion de azlcares para la obtencion de acido lactico:

a) Microorganismo elegido

Las caracteristicas del microorganismo que se utilice para llevar a cabo el proceso
seran las que determinen las demas condiciones del proceso. Puesto que cada
microorganismo funciona en un rango de temperatura, pH distinto; el requerimiento de
nutrientes, si funciona en un medio que contenga o no oxigeno presente, el tipo de sustrato
que se puede emplear en la fermentacion, si es homofermentativa o heterofermentativa la
fermentacion, el isomero del producto que se obtiene, la factibilidad econdémica y el
rendimiento que se obtenga, entre otros puntos (Hofvendahl, & Hahn-Hégerdal, 1999).
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b) Fuente de carbono

Se refiere al sustrato que se utilice para la fermentacion y produccién de acido
lactico. Segun la teoria, se obtienen rendimientos mayores y pureza del producto al utilizar
fuentes puras de sustrato. En términos industriales, esto disminuye la inversion que se debe
realizar para purificar los compuestos obtenidos, haciendo que sea economicamente viable
el uso de materias primas de este tipo. Sin embargo, esto repercute en los costos de la
obtencion y compra de los materiales. A consecuencia de ello, se ha optado por utilizar
fuentes de carbono que provengan de recursos renovables, como lo es el suero, almidon,
desechos y residuos alimenticios. Pero, al tener mayor complejidad en su estructura
fisicoquimica, es necesario someterlos a un pretratamiento para que las impurezas no
afecten considerablemente al rendimiento de la reaccion (Hofvendahl, & Hahn-Hégerdal,
1999).

C) Nutrientes esenciales

Para que el microorganismo se pueda desarrollar, es necesario proporcionar los
nutrientes necesarios. Estos normalmente no los provee el sustrato utilizado para la
fermentacion, por lo que es necesario suplementarlos. Sera necesario proporcionar fuentes
de nitrébgeno como aminoacidos, fosforo, vitaminas y minerales. De esta forma, el
rendimiento obtenido en la reaccidon aumentara mientras mas rico en nutrientes sea el medio
(Hofvendahl, & Hahn-Hégerdal, 1999).

d) pH, temperatura y agitacion

De estas condiciones depende el rendimiento de la fermentacion, ademas de que
estan ligadas a la seleccion del microorganismo. Un cambio en uno de estos parametros
puede perjudicar apreciablemente la fermentacion, al dificultar el desarrollo del
microorganismo. Es necesario definir el pH al inicio de la fermentacion. Puesto que se
estard produciendo un acido, el medio se volvera acido conforme avanza el proceso. Es
importante respetar el pH al que trabaja el fermentador. En general, existen dos opciones,
si el microorganismo trabaja Optimamente en un medio acido, no serd necesario
controlarlo. Si esta restringido este invervalo de pH y no puede disminuir, sera necesario
mantenerlo estable mediante una titulacion con una base o bien, la utilizacién de un buffer
para mantener constante el pH del medio. Se han obtenido mejores rendimientos al
mantener el pH en un rango fijo que dejar que aumente con el paso del tiempo (Hofvendahl,
& Hahn-Hégerdal, 1999).

En cuanto a la temperatura, esta nuevamente dependera del microorganismo
elegido. Puesto que cada uno trabaja en intervalos distintos, se debe acomodar la
temperatura de modo que se obtenga un rendimiento favorable de acido lactico. Si se
trabaja a una temperatura inferior de la requerida, se corre el riesgo de que el
microorganismo se inactive, dejando de fermentar los azlicares y afectando drasticamente
la produccion. Por el contrario, si la temperatura es elevada, el microorganismo no lo
tolerard y perecerd. Ahora bien, la agitacion permite que el medio se mantenga estable y
homogéneo, respecto a nutrientes, temperatura, pH y sustrato (Hofvendahl, & Hahn-
Hagerdal, 1999).
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e) Subproductos

Los subproductos son compuestos producidos en la fermentacién ajenos al
producto de interés. Estos influiran en dos sentidos: el primero, si se estd formando otra
especie quimica, el rendimiento de la reaccion disminuird porque se estara obteniendo
menor cantidad de dacido lactico. Los subproductos seran comunes para las rutas
heterofermentativas, siendo comun la obtencién de acido acético, etanol, didxido de
carbono, acido formico, entre otros. El segundo, esto complicara la extraccion del acido
lactico, puesto que se debe de incurrir en técnicas de separacion para removerlo del
subproducto obtenido, de igual forma aumentando los costos globales del proceso
(Hofvendahl, & Hahn-Hégerdal, 1999).

3. Tipos de fermentacion

El tipo de fermentacion (proceso continuo, semicontinuo, por lotes o por lotes
alimentado) que se realice dependera de las condiciones del medio que requieran utilizarse
y la resistencia que tenga el microorganismo a la presion osmotica que se ejerce en el
proceso. Si no se ve afectado por este ultimo se elige una fermentacion por lotes. De lo

contrario, se opta por un proceso continuo, semicontinuo o por lotes alimentado (Barillas,
2021).

Cabe destacar que trabajar en un proceso por lotes presenta ciertas ventajas frente
a un proceso continuo. En una fermentacion batch, se puede controlar el proceso y las
variables que lo acompafian, mientras que en uno continuo es probable que haya
contaminacion cruzada con otro microorganismo. También, en un proceso batch se utiliza
completamente el sustrato al permitir que se agote la materia prima empleada. En un
proceso continuo es mas probable que una fraccion significativa de la alimentacion no sea
usada, afectando en términos econdmicos al proceso. Por otro lado, en un proceso continuo
se trabaja con soluciones mas diluidas, si bien esto puede resultar oportuno para algunos
casos, tanto los nutrientes como la concentracion de sustrato en el medio disminuyen,
necesitandose mas para no afectar el rendimiento de la fermentacion (Barillas, 2021).

4. Inhibicion por acido lactico

A medida que avanza la reaccion, se acumula mas acido lactico en el medio. Este
compuesto tendrd un efecto osmotico negativo para el microorganismo, ralentizando el
proceso y haciendo que el organismo no sobreviva en estas condiciones de estrés. Para
evitar que esto suceda, la cepa puede ser inducida a una climatizacion en medio acido
gradualmente, para que esta se acostumbre y permita desarrollarse en esas circunstancias.
Sin embargo, para que esta se propague luego, sera necesario someterla a un medio todavia
mas acido, complicando el proceso. Otra opcion es modificar genéticamente la cepa, para
que su pared celular sea mas resistente a la presion osmética que se ejerce en la produccion
del acido. Finalmente, una opcion que resulta mas viable sin necesidad de modificar al
organismo fermentador es remover el acido lactico conforme este se estd produciendo;
mediante electrodidlisis, extraccion o intercambio i6nico (Barillas, 2021).
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D. Bacteria acidolactica

La bacteria acidolactica (BAL o LAB en inglés) es un grupo clasificado como
grampositivo caracterizados por transformar la glucosa, mediante catabolismo, en acido
lactico, siendo este el producto mayoritario del proceso. Estos microorganismos se ordenan
en forma de varillas o cocos. Para que la BAL crezca, requiere de un ambiente rico en
nutrientes, como carbohidratos, adcidos grasos, aminoacidos, vitaminas y minerales. Tienen
un amplio rango de temperatura en el que pueden desarrollarse, entre 15 y 45 °C, deben de
estar en un pH 4cido, en un rango de 3.0-5.0, algunas hasta 7.2. Algunas especies pueden
crecer en ambientes con alto contenido de sales (6.5 %-18 % NaCl). Presentan tolerancia
a medios acidos, alcalinos y que contenga etanol. Las bacterias acidolacticas son un
componente importante de la flora intestinal humana. Son considerados no patogénicos, a
excepcion de las caries dentales. Pertenecen a la clasificacion de “generalmente
considerados como seguros” (GRAS, en inglés), al ser ampliamente utilizados para la
fermentacion de los alimentos y usados como probidticos (Konig et al., 2017).

Table 1.1 Current taxonomic outline of lactic acid bactenia® of the order “Lactobacillales™ in the
Clostridiun branch

Family Genus Species from must and wine

1. Abiotrophia

Il. Aerococcus

1L Dolosicoccus
IV. Eremococcus
V. Facklamia

VL. Globicatella
VIL. Ignavigranum

1. “Acrococcaccae™

1. Alkalibacterium

1. Allofustis

1. Allviococcus

IV. Atopobacter

V. Aropococcus

V1. Awopostipes

VIL Carnobacterium
VL. Desemzia

IX. Dolosigranulum
X. Granulicatella
X1. Isobaculum

XIL Marinilactibacillus
XL Trichococcus

IL. “Carnobacteriaceac”

l. Enterococcus E. faecium
1. Melissococcus
1L Tetragenococcus
IV. Vagococcus

I. Lactobacillus®

111. “Enterococcaceac™

Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb.
curvatus, Lb. delbrueckii, Lb.
diolivorans, Lb. fermentum, Lb. florum,
Lb. fructivorans, Lb. hilgardii. Lb.
Jjensenii, Lb. kunkeei, Lb. mali, Lb.
nagelii, Lb. oeni, Lb. paracasei, Lb.
plantarum, Lb. vim

IV. Lactobacillaccae

1. Paralactobacillus
1L Pediococcus

P. damnosus, P. inopinatus, P. parvulus,
P. pentosaceus

V. “Leuconostocaceace™

I. Leuconostoc
1. Oenococcus
L. Weissella

Le. mesenteroides
0. oeni
W. paramesenteroides

VL Streptococcaceae

I. Lactoc m'ru.\"
I1. Lactovum
1L Streptococcus

Figura 9. Familias y géneros de las bacterias acidolacticas — Especies utilizadas para la
fermentacion de vinos (Konig et al., 2017)
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El género Lactobacillus se puede dividir en tres grupos, dependiendo de la
fermentacion que realicen:

a) Homofermentativo, que producen un producto mayoritario o
unico en la fermentacion.

b) Facultativamente heterofermentativo, dependiendo de Ia
configuracion del azicar se hard la fermentacion. Sera de modo
homofermentativa si son hexosas y heterofermentativa si son pentosas.

c) Heterofermentativo, producen una mezcla de productos en la
fermentacion.

(Konig et al., 2017)

1. Lactobacillus leichmannii

La especie Lactobacillus leichmannii presenta caracteristicas similares a las de
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis y Lactobacillus bulgaricus. Estas bacterias
crecen Optimamente a temperaturas de alrededor de 38 °C (= 4 °C), su crecimiento se
detiene debajo de los 15 °C y se muere a 60 °C. Lactobacillus leichmannii se desarrolla en
pH acidos, entre 4.0-6.0, también esta caracterizado por producir inicamente el isomero D
(-)-lactosa de carbohidratos configurados en hexosas, como la glucosa, sacarosa, lactosa,
entre otras (Weiss et al., 1983).

E. Aplicaciones del acido lactico

El 4cido lactico tiene un amplio campo de aplicacion en las industrias. En general,
hay cuatro categorias principales en las que se usa exhaustivamente este compuesto, siendo
estas: alimentos, farmacia, cosméticos y aplicaciones quimicas. El 4cido lactico esta
clasificado como una sustancia generalmente reconocida como segura (siendo las siglas en
inglés GRAS), al ser utilizado como aditivo de alimentos en los procesos de manufactura.
Entre las funciones del acido lactico dentro del &mbito alimenticio, se encuentra: regulador
de pH, como saborizante, mejora la calidad microbiana y provee fortificacion mineral. De
igual forma, es utilizado como conservante de alimentos, como carnes; también es
empleado como acidulante para aderezos de ensalada, jaleas, bebidas, productos de
reposteria, entre otros (Wee, 2006).

En cuanto a la industria farmacéutica, el acido lactico se usa como un electrolito en
las soluciones intravenosas, para restituir los fluidos del cuerpo. Por otro lado, es aplicado
en la preparacion de tabletas, suturas quirtirgicas y protesis. En el sector cosmético, la
propiedad mas empleada de este acido es su capacidad para regular el pH, ademas de
funcionar como un humectante, eliminar actividad microbiana, aclaramiento de la piel.
Puesto que es un compuesto que no es ajeno al cuerpo humano, el acido lactico al igual
que su sal es un ingrediente ideal, al ser natural y seguro de uso (Wee, 2006).

Ahora bien, el uso del 4cido lactico en la industria quimica es variado. Funcionando
como agente neutralizante y desincrustante, regulador de pH, solvente, agente complejante

de metales; siendo empleado en detergentes, herbicidas, removedor de resinas y polimeros.
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Finalmente, este componente también es de alto interés para reacciones quimicas, al poseer
dos grupos funcionales reactivos, un carboxilo y un hidroxilo. Al someterlo a
hidrogenacion, se produce 6xido de propileno, al descarboxilarlo, se obtiene acetaldehido,
en una reaccion de deshidratacion consigue acido acrilico, mediante reduccidn se sintetiza
acido propanoico. Para la industria de polimeros, el acido lactico es 1til para formar acido
polilactico (PLA), un plastico biodegradable. Para ello se requiere un alto grado de pureza
de la materia prima. Este polimero se obtiene al utilizar reacciones de policondensacion,
despolimerizacion y polimerizacion por apertura de anillo. Este material es destinado a la
fabricacién de ropa protectora, empaques de alimentos, bolsas de basura, entre otros (Wee,
2006).
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Figura 10. Aplicaciones del acido lactico en diferentes ambitos (Datta et al., 1995)

F. Mercado del acido lactico a nivel mundial

El mercado del acido lactico tuvo una valoracion de $2.9 billones en 2021 y $3.1
billones en el 2022, se predice que este continuard su desarrollo, teniendo una tasa
compuesta de crecimiento anual (CAGR siendo su abreviacion en inglés) del 8 % en el
periodo del 2022-2030. La demanda se estima que sera en los paises con economias
emergentes, como lo es China, India, e Indonesia. Durante la pandemia de COVID-19, el
acido lactico fue de gran importancia, al ser utilizado para la produccion de PLA. Por otro
lado, aumento6 el consumo de alimentos empacados, por lo que la propiedad del acido
lactico para ser un conservante alimenticio fue de gran utilidad, promoviendo su
comercializacion. Las materias primas que mas se han utilizado para la sintesis y que han
aportado mayor cantidad de ingresos son la cafia de azucar y el maiz. La region que domino
la oferta y demanda del acido lactico fue Norteamérica, ocupando aproximadamente el
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45% de las transacciones. Esto se debe al desarrollo de las industrias de cosméticos,
farmacéuticas, comida y bebidas (GVR, 2022).

U.S. Lactic Acid Market BEvE
size, by raw material, 2020 - 2030 (USD Billion) GRAND VIEW RESEARCH
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Figura 11. Prondstico del crecimiento del mercado mundial de acido lactico (GVR, 2022)
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Figura 12. Aplicacion del acido lactico en diferentes industrias (GVR, 2022)

G. Cinética quimica

La cinética quimica o cinética de reacciones comprende el estudio de las
velocidades y mecanismos que estan involucrados al momento de que ocurre una reaccion
quimica. Para que la reaccion se pueda llevar a cabo, esta no debe de estar en el equilibrio.
Las reacciones pueden clasificarse segun la fase en la que est4 ocurriendo. Se conoce como
reaccion homogénea cuando esta solo ocurre en una Unica fase y la reaccion heterogénea
que los componentes quimicos estdn presentes en dos o mas fases. Una reaccion
homogénea se puede escribir como:
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aA+DbB + - > eE + fF + -

Ecuacion 1. Forma general de una reaccion homogénea (Levine, 2014).

Donde:
a, b, ..., e f, ... son los coeficientes estequiométricos de la ecuacion balanceada
de las especies quimicas A, B, ..., E, F, ....

La velocidad con la que se consume cualquier reactivo es proporcional a su
coeficiente estequiométrico que tenga en la reaccion (Levine, 2014). Por lo tanto, se puede
definir una velocidad de conversion como:
ldy, 1ldy, . _ldnE _lan

adt bdt T edt fdt

Ecuacion 2. Velocidad de conversion (Levine, 2014).

Donde:
J: es la velocidad de conversion para una reaccion homogénea.
n;: namero de moles para una especie 7 en el sistema.

t: tiempo.
d‘l’ll . .« y ’ . . .
—; Variacion del numero de moles de la especie i respecto al tiempo.

Esta velocidad depende del tamafio del sistema. Puesto que los reactivos se estan
transformando en productos y se estan agotando, la variacion de los moles serd negativa,
mientras que para los productos sera positiva. Derivado de esta velocidad se puede modelar
la velocidad de la reaccion » que hay en el proceso, como la velocidad de conversion por
volumen unitario (Levine, 2014).

] 1( 1dg,
"=y Ty T

Ecuacioén 3. Velocidad de reaccion en términos de la especie A (Levine, 2014).

La velocidad de reaccion depende de la temperatura y presion del sistema, al igual
que las concentraciones de las especies presentes. Para la mayoria de las situaciones, el
volumen se mantendra constante o con cambios insignificantes, permitiendo reescribir la
expresion anterior como:

1d[A]  1d[B] _ o 1d[E] 1d[F]
a dt b dt e dt f dt
Ecuacioén 4. Velocidad de reaccion a volumen constante (Levine, 2014).
Donde:

[i]: es la concentracion molar de la especie i en la reaccion.

La velocidad de reaccion se ve influenciada con el cambio de la temperatura del
sistema. ComUnmente al aumentar la temperatura aumentard la velocidad de reaccion,
puesto que se le esta impartiendo mayor cantidad de energia térmica y cinética a las
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moléculas, aumentando las colisiones entre ellas y acelerando la reaccion. Arrhenius en
1889, modeld una ecuacion que permite identificar el cambio de la velocidad de reaccion,
segun el cambio de la constante de proporcionalidad &, que se denomina coeficiente de
velocidad (Levine, 2014).

_Eq
k = Ae RT

Ecuacion 5. Ecuacion de Arrhenius (Levine, 2014)
Donde:
A: es el factor pre-exponencial o factor 4 de Arrhenius.
Eq: es la energia de activacion de Arrhenius.
R: es la constante de los gases ideales.
T: temperatura.

Las constantes 4 y E, son caracteristicas de la reaccion que se estd llevando a
cabo.

H. Reactor intermitente local

Este es un reactor por lotes, operando de forma no estacionaria. Este reactor es
cargado con materia una Unica vez, al reaccionar esta tendra un tiempo de reaccion y al
finalizar esta, se descarga por completo el volumen obtenido. A pesar de que la
composicion estd constantemente cambiando con el tiempo, se considera que es uniforme
en cualquier punto que se mida del reactor. Al no haber entradas y salidas durante el
proceso, se puede modelar el balance de materia para una sustancia como la velocidad en
la que se consume el reactivo en un volumen determinado es igual al negativo de la
velocidad con la que se acumula el reactivo en el mismo volumen en el reactor (Levenspiel,
1999). Por lo tanto, la ecuacion que relaciona este comportamiento es:

dX,
— =N, —=
(r)V 40~ 1y

Ecuacion 6. Velocidad de reaccion del componente A en un reactor por lotes
(Levenspiel, 1999).
Donde:
1, es la velocidad de reaccion del componente A.
V. el volumen que ocupa el reactor.

Nyo: es el nimero de moles del componente A al inicio de la reaccion.

dx . .,
d—tA: representa el cambio que hay en la fraccion molar del componente A

respecto al tiempo.

Al resolver la ecuacion diferencial y despejando para el tiempo, se obtiene la
ecuacion que indica el tiempo de la reaccion para que esta se complete.
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foN fXA dx,
40 0 (_rA)V

Ecuacion 7. Tiempo necesario de reaccion respecto al componente A en un
reactor por lotes (Levenspiel, 1999).

I. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica se refiere a determinar las propiedades fisicas y
quimicas de una muestra o analito en cuestion. Esta serie de procedimiento son realizados
para poder determinar el uso que se le puede dar la materia prima o producto y también, si
este sera utilizado en algun proceso, los tratamientos previos a los que se debe de someter
para no afectar el rendimiento de la produccion por impurezas o haya contaminacién. Para
los lactosueros, los pardmetros que se buscan determinar son: el contenido de grasas, las
proteinas presentes, aziicares en el medio, el porcentaje de solidos totales y cenizas, el pH,
la densidad que tiene y el porcentaje de humedad que tiene si este estd en forma sélida
(Guerrero et al., 2010).

J. Andlisis quimico

El andlisis quimico implica un conjunto de técnicas y procedimientos para la
cuantificacion e identificacion de los componentes quimicos de una muestra. A los
constituyentes de interés normalmente se les conoce como analitos. Se pueden realizar dos
tipos de analisis: el andlisis quimico, que revela la identidad de los elementos y compuestos
en la muestra; el andlisis cuantitativo, que determina la cantidad de cada sustancia en la
muestra. Los analisis quimicos son ampliamente utilizados en la ingenieria, medicina,
agricultura, ciencias ambientales, geologia, biologia, quimica, entre otros campos (Skoog
etal., 2015).

Los métodos analiticos pueden ser clasificados como: métodos gravimétricos, en
los que se determina la masa de un analito o especie quimica relacionado a este. Métodos
volumétricos, se mide el volumen de una solucidon que contiene suficiente cantidad de
reactivo para que reaccione completamente con el analito. Métodos electroanaliticos, se
miden propiedades eléctricas como el potencial, corriente, potencia, resistencia y cantidad
de carga eléctrica. Métodos espectroscopicos, mediante el uso de equipos se explora la
interaccion que existe entre la radiacion electromagnética y las moléculas o dtomos que
conforman al analito, también, se mide la radiacion electromagnética que emiten las
sustancias estudiadas (Skoog et al., 2015).

1. Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC en inglés) es un tipo de
cromatografia por elusion mas versatil y que mas se utiliza. Esta técnica es ampliamente
utilizada para determinar y separar especies en diversos materiales organicos, inorganicos
o biologicos. En el método de la cromatografia liquida, la fase mévil serd un disolvente
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liquido conteniendo a la muestra, que a su vez es una mezcla de diferentes componentes y
solutos. Por interacciones quimicas con la columna, que es la fase estacionaria, los
componentes serdn separados por afinidad, permitiendo realizar una cuantificacion del
analito. Existen diversos tipos de HPLC, segiin el mecanismo de separacion o tipo de fase
estacionaria empleada, estos son: cromatografia de particion (liquido-liquido),
cromatografia de adsorcion (liquido-solido), cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de afinidad y cromatografia quiral
(Skoog et al., 2015).

2. Cuantificacion de poblacion microbiana

La cuantificacion de la poblacién microbiana se puede realizar utilizando distintos
métodos. Dos funciones pueden tener los métodos seleccionados, pueden determinar el
numero de células presentes en una muestra o bien, la densidad celular existente. Para
cuantificar los microorganismos presentes, el método por que se opta es el recuento en
placa. Su procedimiento consiste en diluir la muestra de interés, facilitando el conteo
individual de las células, con el objeto de cuantificar y distinguir por forma o tamaio la
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC). Se realiza el supuesto de que cada
célula en el contenedor sera una UFC. Al realizar el conteo, el nimero de colonias indicara
cuantos microorganismos podran crecer en las condiciones en que fueron incubados. Para
realizar el conteo, se utilizan herramientas adecuadas para ello, como lo es la camara de
Neubauer, delimitando mediante secciones y subsecciones cuadriculadas la poblacion a
contar (Barillas, 2021).

En cuanto a la densidad molecular, los métodos utilizados son: gravimetria o peso
seco y turbidimetria. El primero consiste en realizar un pesado de la masa bacteriana de
una muestra, después de que esta fue sometida a un proceso para remover el agua del
medio. Este método resulta impractico en algunos casos, puesto que no se permite hacer la
diferenciacion de las células que estdn vivas y muertas, de igual forma, si hay
contaminantes, como solidos residuales, se puede cometer un error de célculo si esto no es
corregido adecuadamente. Por otro lado, la turbidimetria mide mediante un
espectrofotometro la cantidad de radiacion en la longitud de onda que absorbe el
microorganismo, siendo proporcional la cantidad de células a la turbidez del medio. Al
emplear las ecuaciones respectivas se puede determinar el nimero de células presentes en
la muestra (Barillas, 2021).

K. Buffer quimico

Un buffer o disolucién amortiguadora tiene como caracteristica resistir los cambios
en su pH cuando esta es diluida o se le adicionan bases o 4cidos. Las disoluciones
reguladoras son preparadas al utilizar un par acido/base conjugado. Esto implica que, para
un acido fuerte, este tendra una base débil como conjugada; para una base fuerte, su
conjugado serd un &cido débil (Skoog et al., 2015). Para un sistema en equilibrio, en el que
hay un acido débil HA y su base conjugada A" se tiene la reaccion:
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[H;0"][A7]
[HA]
Ecuacion 8. Reaccion de la disolucion de un acido débil (Skoog et al., 2015).
Donde:

ka: es la constante de disociacion de un acido débil.

HA + H,0 & H;0t +A~, Kk, =

La ecuacion también se puede escribir en términos de una base débil, siendo B la
base débil y BH' su acido conjugado.

[OH™][BH*]
[B]
Ecuacion 9. Reaccion de la disolucion de una base débil (Skoog ef al., 2015).
Donde:

kp: es la constante de disociacion de una base débil.

B+ H,0 & OH™ +BH*, k=

Al reescribir las expresiones de las constantes de disociacion en términos
logaritmicos y reordenando la relacién de concentraciones, Lawrence Joseph Henderson y
Karl Albert Hasselbach determinaron una expresion que permite determinar el pH de la
disolucion realizada y es util para los célculos que involucran buffer (Skoog et al., 2015).

[A7]
pH = pka + log (ﬁ)
pOH = pkb + log<[BH+]>
[B]
Ecuacion 10. Ecuacion de Henderson-Hasselbach (Skoog et al., 2015).
Donde:
pH = —log[H;0"] = —log[H"]
pOH = —log[OH ]
pka = —logka
pkb = —logkb

L. Berkeley Madonna

Es un software utilizado para resolver ecuaciones diferenciales ordinarias,
ecuaciones en diferencias, que son ecuaciones similares a las diferenciales, en forma
discreta y cuya solucion es una sucesion. También es utilizado para resolver ecuaciones
algebraicas trascendentales multidimensionales y realizar simulaciones de modelos
discretos. El programa se caracteriza por ser de un uso simple y no requiere de mayor
preparacion en el ambito de los lenguajes de programacion. Las ecuaciones se ingresan en
una ventana, utilizando una notacion matemadtica sencilla. Después de ingresar todos los
parametros, el programa interpreta y ajusta las ecuaciones, posteriormente se le pide al
programa que despliegue la solucion de forma grafica (Marcoline et al., 2021).

23



METHOD RK4 X| Graph 1

»r oa %mb\e it legendfiit] == BEH <5 B &\ 4 Jh. 0

STARTTIME = 9.8 600.0 r45.00
STOPTIME = 10
DT =0.02

r40.00
500.04

T Equations Here.
{Type Equations Here.} F35.00

{Ecuaciones diferenciales}

400.04 r30.00

/A A)=(A*K1*K2)-(K3*B)+C
d/dt(B)=A+B+C
/A CY=(K2*CyHK1*B)+ARCSIN(K3)}+500 | < 39004

r25.00

F20.00
{Valores iniciales de las variables}

200,04 r15.00

it A=1
it B=2
init C=3 F10.00

100.04

{Constantes} F5.000

Kl=4.6 D000+ =——— Lo.ona
K2=6.2 T T T T T T T T T T T

2=6.2 979 9620 9640 9859 9679 @800 8930 9938 6856 9980 1000
K3=0.89 TIME

A B C Runi:10stepsin0.077 seconds

Figura 13. Ejemplo de funcionamiento del software Berkeley Madonna (Autoria propia)

M. Ekomilk

El equipo Ekomilk es un analizador de leche de alta precision. Su principio de
funcionamiento se basa en la tecnologia de ultrasonido. El equipo succiona una pequefia
muestra de leche y la hace pasar a través de un capilar, donde es sometida a ondas de
ultrasonido. Esto le permite medir variables como el tiempo de flujo de la leche a través
del capilar, a partir del cual determina el recuento de células somaticas. Ademas, el equipo
también puede medir otros parametros importantes de la leche, como el contenido de grasa,
proteina, lactosa, densidad y solidos totales. Todo esto lo hace de manera rapida y
econdmica, lo que lo convierte en una herramienta muy util para los productores lecheros,
ya que les permite realizar analisis de calidad de la leche de manera sencilla y a bajo costo.
Para la calibracion del equipo se hace el ajuste de punto cero, empleando agua destilada y
también empleando patrones estdndar para realizar la curva de calibracion del Ekomilk,
teniendo estos patrones concentraciones conocidas de solidos, proteinas y grasas para
ajustar el sensor del equipo y asegurar una correlacion lineal de las mediciones
experimentales. Cabe destacar que posterior a realizar una medicion del liquido
experimental es necesario realizar una medicion con agua destilada para la limpieza del
equipo y eliminar cualquier residuo que la muestra pueda haber dejado (Bulteh 2000,
2024).
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V. ANTECEDENTES

En la Universidad del Valle de Guatemala se hizo un estudio en 2021 de produccion
del acido lactico a partir de melaza de cafia de azucar. Titulado “Cinética de reaccion para
la sintesis fermentativa de acido lactico usando melaza de cafia de azlicar mediante la
utilizacion de Lactobacillus leichmannii”. Por Anna Barillas de la carrera de ingenieria
quimica industrial. El objetivo del estudio fue desarrollar un modelo cinético de
fermentacion para la produccion de acido lactico a partir de melaza de cana de aztcar
utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830. El proyecto comenzd evaluando las
condiciones de la fuente de carbono, especificamente comparando el uso de melaza con y
sin sacarosa hidrolizada para determinar qué opcidon proporcionaba un rendimiento mas
alto de acido lactico durante la fermentacion. Durante la experimentacion con melaza sin
azucares invertidas se obtuvo un consumo del 81 % de los azucares totales iniciales y una
produccion de acido lactico entre 0.0162 a 0.0339 g/mL. En comparacion, la fermentacion
con melaza hidrolizada result6é en una produccion de acido lactico de 0.0039 g/mL y un
consumo del 77 % de los azucares. Esto indicd que, al no realizar la inversion de los
azlcares se obtiene un mejor rendimiento en la fermentacion (Barillas, 2021).

En cuanto al modelo cinético que planted Barillas, este se basé en las ecuaciones
propuestas por Amrane y Prigent en 1994. Las cuales se desarrollaron para una
fermentacion de lactosa para la produccion de acido lactico, empleando Lactobacillus
helveticus cepa milano. Este se realizd dado que, en ocasiones no es posible modelar un
crecimiento microbiano estando ligada la tasa de crecimiento especifica a la concentracion
de sustrato, como lo exhibe la ecuacion de Monod. La curva que se genera es tipo
sigmoidea, siendo la tasa de crecimiento especifica una funcion que depende de la
concentracion de acido lactico formado y coeficientes constantes de inhibicion. En cuanto
al consumo de 4cido lactico, la ecuacion disenada denota la dependencia de la
concentracion del producto con la tasa de crecimiento especifica, aplicando coeficientes
constantes asociados al crecimiento, mantenimiento y una constante adicional para
asegurar que los datos converjan adecuadamente. Barillas en su modelado de ecuaciones
readecud los términos e incluyo coeficientes constantes en el modelo original de Amrane
y Prigent a modo de correccion por transferencia de masa. Estas ecuaciones pueden
observarse en el apartado de resultados, correspondientes a las Ecuaciones R1, R2 y R3.
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Ecuacion Al: tasa de crecimiento especifico para el modelado del cambio de
concentracion de microorganismos en el tiempo desarrollado por Amrane y Prigent en
1994.

F_dx -y 1
xde " c e
|4

Donde:

Las unidades de pim ¢ y d son (tiempo) .

Ecuacion A2: tasa de crecimiento especifico para el modelado del cambio de
concentracion de microorganismos en el tiempo desarrollado por Amrane y Prigent en
1994.

d
= {Au + B[1 — exp(~ Fu))}x

Donde:

Las unidades de A son (adimensional), B en (tiempo)™ y F en (tiempo).
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VI. METODOLOGIA

A.  Primera parte: caracterizacion del lactosuero

Cuadro A: Materiales, equipos y reactivos empleados para la primera parte

Cristaleria empleada 1,000 mL. Crisoles. Tubos de ensayo.

Beakers de 50 mL, 100 mL y 500 mL. Balones aforados de

Marca: OHAUS, modelo: PIONEER.
Rango: 0-160 g. (= 0.001 g)

Balanza analitica

Marca: OHAUS. Modelo: STARTER300
Potenciometro Rango temperatura: 0-100 °C. (£ 0.5 °C)
Rango pH: 0.00-14.00. (£ 0.01)

Mufl Marca: Thermo Scientific. Modelo: Thermolyne.
ufla
Temperatura empleada: 1,000 °C.

Horno secador por | Marca: VWR, modelo Symphony.

conveccion Temperatura de secado empleada: 60 °C

Marca: Bulteh 2000, modelo: Milkana Kam98-2A.
Rango grasas:0.5 a 12 % m/v (x 0.1 % m/v)

Ekomilk
Rango proteinas: 0.1 a 6 % m/v (£ 0.02 % m/v)
Rango densidad: 1.0200 a 1.0400 g/mL (+ 0.0005 g/mL)
1. Porcentaje de humedad
a) Pesar 5 gramos de lactosuero en una balanza analitica, someter a
proceso de secado en horno a 60 °C por 48 horas o hasta alcanzar peso
constante.
b) Dejar reposar en desecador por 12 horas. Se obtiene la cantidad de
materia seca al dividir el peso obtenido dentro del peso humedo.
c) El porcentaje de humedad es la diferencia de la unidad con el
porcentaje de masa seca.
d) Repetir el procedimiento para realizar en cuadruplicado la
medicion.
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Porcentaje de cenizas

a) Pesar 5 gramos en un crisol de lactosuero en una balanza
analitica, calcinar la muestra en una mufla a 1,000 °C por 5 horas.

b) Dejar enfriar la muestra e ingresarla en una desecadora por 12
horas.

c) El porcentaje de cenizas se obtiene al dividir el peso de las
cenizas resultantes dentro del peso de la muestra.

d) Repetir el procedimiento para realizar en cuadruplicado la
medicion.

Cuantificacion de proteinas, grasas y densidad

a) Se pesan 100 g de lactosuero y se colocan en un beaker de 500
mL, adicionando agua destilada y agitando hasta que se disuelva la
muestra.

b) La muestra es trasvasada a un balon aforado de 1,000 mL,
realizando lavados al beaker para recuperar la muestra.

c) Se adiciona agua destilada hasta aforar el balon y se homogeniza
la solucidn, obteniendo una solucion al 10 % m/v de lactosuero.

d) Se toma una muestra de 5 mL del balon aforado y se almacena en
un tubo de ensayo.

e) La muestra es ingresada al equipo Ekomilk, que realizara la
determinacion de las proteinas, grasas y densidad presentes en la
solucion de lactosuero.

f) Repetir el procedimiento para realizar en cuadruplicado la
medicion.

Cuantificacion de azucares

a) Se pesan 100 g de lactosuero y se colocan en un beaker de 500
mL, adicionando agua destilada y agitando hasta que se disuelva la
muestra.

b) La muestra es trasvasada a un balon aforado de 1,000 mL,
realizando lavados al beaker para recuperar la muestra.

c) Se adiciona agua destilada hasta aforar el balon y se homogeniza
la solucidn, obteniendo una solucién al 10 % m/v de lactosuero.

d) Se toma una muestra de 5 mL del baldn y se almacena en un tubo
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de ensayo.

e) Mediante una micropipeta de 1,000 uL, se obtienen 0.5 mL de la
solucion de lactosuero y verter en un tubo de ensayo con tapon.

f) Al tubo de ensayo agregar 4.5 mL de agua destilada medidos con
la micropipeta, luego cerrar el vial y agitar para homogeneizar el
contenido.

g) Se extrae una alicuota de 1.00 mL de la solucion preparada.

h) Se realiza una cromatografia liquida de alta resolucion con
detector de indice de refraccion, utilizando una columna Hi plex H, para
determinar la concentracion de azlcares en la muestra.

1) Repetir el procedimiento para realizar en cuadruplicado la
medicion.

Medicion de pH

a) Se pesan 100 g de lactosuero y se colocan en un beaker de 500

mL, adicionando agua destilada y agitando hasta que se disuelva la
muestra.

b) La muestra es trasvasada a un balon aforado de 1,000 mL,
realizando lavados al beaker para recuperar la muestra.

c) Se adiciona agua destilada hasta aforar el balon y se homogeniza
la solucidn, obteniendo una solucion al 10 % m/v de lactosuero.

d) Se utiliza un potencidometro (pH-metro) para medir el valor del
pH de la solucion.

e) Repetir el procedimiento para realizar en cuadruplicado la
medicion.
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B.

Segunda parte: propagacion de Lactobacillus leichmannii

Cuadro B: Materiales, equipos y reactivos empleados para la segunda parte

Cristaleria Beakers de 100 mL y 500 mL. Balones aforados de 1,000 mL.
empleada Tubos de ensayo. Erlenmeyer de 100 mL.

Balanza analitica

Marca: OHAUS, modelo: PIONEER.
Rango: 0-160 g. (= 0.001 g)

Autoclave

Marca: Tuttnauer, modelo: LABSCI 11LV.

Temperatura de operacion: 121 °C.

Agar s6lido MRS

Marca: Sharlau. CAS-No. 01-135-500.
Preparacion: 66 g de so6lido por 1 L de agua.

Preparacion del medio

a) Se prepara la cristaleria que se empleara para preparar el medio
en el que crecera el microorganismo. Se pesan 1.65 g de agar MRS y se
agregan en 25 mL de agua destilada en un erlenmeyer de 100 mL.

b) Se coloca el recipiente en una estufa, se enciende a temperatura
que permita llevarlo a punto de ebullicion y con agitacion, mediante un
agitador magnético, para que se disuelva por completo.

c) Se enciende la autoclave, programado a una temperatura de 121
°Cy en un ciclo para caldo de cultivo.

d) Se llena la autoclave con agua destilada hasta la capacidad
requerida, alrededor de una pulgada arriba de la parte superior.

e) La cristaleria con el agar MRS es ingresada a la autoclave,
utilizando guantes aislantes de calor por seguridad; cubriendo cada
erlenmeyer con papel aluminio los contenedores.

f) Se cierra la puerta y se bloquea, enroscandola. Se espera a que el
ciclo de tiempo se complete, tardando aproximadamente 60 minutos, sin
abrir la puerta durante su operacion.

g) Al terminar el ciclo, se debe asegurar que la presion de la camara
sea de 8 psi antes de abrir la compuerta.

h) Se abre la puerta con cuidado y utilizando los guantes de
seguridad.

1) Esta no se abre por completo, sino nada mas una seccion,
permitiendo que se libere la presion residual y también la presion del

30




liquido y recipiente se normalice.

1) Se deja en reposo la cristaleria por 10 minutos en la recamara.
Los recipientes son retirados utilizando los guantes aislantes de calor, sin
agitar el liquido o destapandolos.

k) Se dejan enfriar en un area apartada para ello.

1) Después de enfriar se trasvasa el agar a una caja Petri esterilizada.
Inoculacion

a) Se prepara el area de esterilizacion, utilizando un mechero.

b) El asa de siembra se esteriliza con la llama del mechero.

c) Se obtiene una muestra de Lactobacillus leichmannii con el asa

de siembra del cultivo madre y se realizan estriados en el medio
preparado.

d) Se repite el procedimiento hasta haber propagado el
microorganismo en la caja.

31



C.  Tercera parte: fermentacion del lactosuero

Cuadro C: Materiales, equipos y reactivos empleados para la tercera parte

Cristaleria empleada

Beakers de 100 mL, 500 mL y 1,000 mL. Balones aforados
de 250 y 1,000 mL. Tubos de ensayo. Erlenmeyers de 250
mL. Pipetas de 10 mL graduadas.

Balanza analitica

Marca: OHAUS, modelo: PIONEER.
Rango: 0-160 g. (£ 0.001 g)

Autoclave

Marca: Tuttnauer, modelo: LABSCI 11LV.

Temperatura de operacion: 121 °C.

Agitadora “shaker”

Marca: Lab. Companion. Modelo: SI-600
Temperatura empleada: 38 °C

Velocidades de agitacion empleadas: 50, 100 y 150 rpm.

Centrifuga

Marca: Fisher Scientific, modelo: Centrific Model 228.

Revoluciones por minuto empleadas: 3,400.

Ftalato acido de
potasio

Marca: Supelco. CAS-No. 877-24-7. Pureza: 99.5 %.
Masa molar: 204.22 g/mL. pka=5.4.

Acido clorhidrico

Marca: Supelco. CAS-No. 7647-01-0Pureza: 37 % fumante.
Densidad: 1.19 g/mL. Masa molar: 36.458 g/mol.

l. Preparacion de lactosuero liquido

a) Se pesan 100 g de lactosuero y se colocan en un beaker de 500

mL, adicionando agua destilada y agitando hasta que se disuelva la
muestra.

b) La muestra es trasvasada a un baldén aforado de 1,000 mL,
realizando lavados al beaker para recuperar la muestra.

c) Se adiciona agua destilada restante hasta aforar el balon y se
homogeniza la solucion, obteniendo una soluciéon al 10 % m/v de
lactosuero.

d) Para el pretratamiento de lactosuero liquido, se debe
desproteinizar el lactosuero mediante un tratamiento térmico.
e) Se afiaden 450 mL la solucion a un beaker de 500 mL.
f) La solucidn se calienta a 90 °C por 5 minutos, permitiendo que

las proteinas precipiten.
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2) Luego se remueven mediante un proceso de filtrado.

Preparacion de buffer de ftalato de potasio

a) En un erlenmeyer se agregan 100 mL de agua destilada.

b) Se adicionan 4.5965 mL de acido clorhidrico al erlenmeyer y se
agita para homogeneizar la solucion.

c) La solucion se trasvasa a un balon aforado de 250 mL y se afora
con agua destilada, obteniendo una soluciéon 0.2220 M.

d) En un erlenmeyer se agregan 100 mL de agua destilada.

e) Se adicionan 1.4416 g de ftalato 4cido de potasio al erlenmeyer y

se agita para disolver el reactivo y homogeneizar la solucion.

) La solucion se trasvasa a un balon aforado de 250 mL y se afora
con agua destilada, obteniendo una solucion 0.0280 M.

g) En un beaker de 1,000 mL se mezclan 250 mL de la solucién
0.2220 M de 4acido clorhidrico y 500 mL de la solucion 0.0280 M de
ftalato de potasio, obteniendo un buffer de un pH de 4.5 y concentracion
total de 0.2500 M.

h) Se trasvasa la solucion amortiguadora a un contenedor de 1,000
mL.

Preparacion del medio fermentativo con lactosuero

a) Se enciende la autoclave, programado a una temperatura de 121
°Cy en un ciclo para caldo de cultivo.

b) Se llena la autoclave con agua destilada hasta la capacidad
requerida, alrededor de una pulgada arriba de la parte superior.

c) La cristaleria con el caldo de cultivo es ingresada a la autoclave,
utilizando guantes aislantes de calor por seguridad; cubriendo y sellando
los contenedores con papel aluminio.

d) Se cierra la puerta y se bloquea, enroscandola. Se espera a que el
ciclo de tiempo se complete, tardando aproximadamente 60 minutos, sin
abrir la puerta durante su operacion.

e) Al terminar el ciclo, se debe asegurar que la presion de la camara
sea de 8 psi antes de abrir la compuerta.

f) Se abre la puerta con cuidado y utilizando los guantes de
seguridad. Esta no se abre por completo, sino nada més una seccion,
permitiendo que se libere la presion residual y también la presion del
liquido y recipiente se normalice.

g) Se deja en reposo la cristaleria por 10 minutos en la recamara.
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Los recipientes son retirados utilizando los guantes aislantes de calor, sin
agitar el liquido o destapandolos.

h) Se dejan enfriar en un area apartada para ello.

Inoculacion del medio fermentativo con lactosuero y adicion de buffer

a) Se toma una muestra de Lactobacillus leichmannii de las cajas
Petri en las que previamente se realizé el crecimiento bacteriano, con un
asa metalica.

b) Se agrega al recipiente preparado con el medio fermentativo con
solucion de lactosuero 50 mL del buffer de ftalato de potasio.

Fermentacion variando uso de buffer, dejando fija la agitacion

a) Se colocan las soluciones en una agitadora con las condiciones
descritas a continuacion.

b) Se ajustan las condiciones en el fermentador a 38 °C de
temperatura y agitacion a 100 rpm.

c) Se inicia la fermentacion del equipo, haciendo dos corridas
distintas. Una utilizando una solucion de lactosuero que contenga el
buffer de ftalato de potasio y la otra corrida se utilizara la misma solucion
sin el uso de buffer.

d) Se deja fermentar el lactosuero por 48 horas, tomando muestras
(intermedias) en estos tiempos: 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8§ horas, 24 horas, 48 horas y
72 horas; para cuantificacion de azucares, acido lactico y biomasa
presente.

e) Las muestras (intermedias) son guardadas en tubos de ensayo
identificados con los datos del procedimiento y hora en que fue extraida
la muestra, almacendndolas en un refrigerador.

) Pasado el tiempo de la fermentacion se abre el contenedor con la
muestra ya fermentada y se deposita en un beaker de 200 mL.

g) Se obtienen muestras (finales) de la solucion fermentada y se
depositan en tubos de ensayo de vidrio identificados con los datos del
procedimiento y hora en que fue extraida la muestra, almacenandolas en
un refrigerador.

Fermentacion variando agitacion, utilizando o no buffer

a) Se colocan las soluciones en una agitadora con las condiciones
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descritas a continuacion.

b) Se ajustan las condiciones en el fermentador a 38 °C de
temperatura.
c) Para hacer tres experimentaciones distintas se agitara a 50 rpm,

100 rpm y 150 rpm por experimento.

d) Se inicia la agitacion del equipo, haciendo tres corridas
diferentes, utilizando en las tres la solucion amortiguadora en la muestra
a fermentar.

e) Se deja fermentar el lactosuero por 48 horas, tomando muestras
(intermedias) en estos tiempos: 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 24 horas, 48 horas y
72 horas; para cuantificacion de azucares, acido lactico y biomasa
presente.

f) Las muestras (intermedias) son guardadas en tubos de ensayo
identificados con los datos del procedimiento y hora en que fue extraida
la muestra, almacendndolas en un refrigerador.

g) Pasado el tiempo de la fermentacion se abre el contenedor con la
muestra ya fermentada y se deposita en un beaker de 200 mL.

h) Se obtienen muestras (finales) de la solucion fermentada y se
depositan en tubos de ensayo de vidrio identificados con los datos del
procedimiento y hora en que fue extraida la muestra, almacenandolas en
un refrigerador.

Andlisis de muestras para cuantificar aziicares presentes

a) Se verifica que las muestras almacenadas tengan un peso
equitativo en el tubo de ensayo.

b) Se colocan en una centrifugadora, se programa a 3,400 rpm y se
enciende el equipo, funcionando por 10 min.

c) Usando una micropipeta de 1,000 pL, se obtienen 5 mL de la
solucion de lactosuero y se vierten en un tubo de ensayo con tapon.

d) Se filtra una alicuota de 1.00 mL de la solucion mediante una
jeringa y un microfiltro de 5 um.

€) Se realiza una cromatografia liquida de alta resoluciéon con
detector de indice de refraccion, utilizando una columna Hi plex H, para
determinar la concentracion de azlicares en la muestra.

Andlisis de muestras para cuantificar acido lactico presente

a) Se verifica que las muestras almacenadas tengan un peso

equitativo en el tubo de ensayo.
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b) Se colocan en una centrifugadora, se programa a 3,400 rpm y se
enciende el equipo, funcionando por 10 min.

c) Usando una micropipeta de 1,000 pL, se obtienen 5 mL de la
solucion de lactosuero y se vierten en un tubo de ensayo con tapon.

d) Se filtra una alicuota de 1.00 mL de la solucion mediante una
jeringa y un microfiltro de 5 um.

e) Se realiza una cromatografia liquida de alta resolucion con
detector de indice de refraccion, utilizando una columna Hi plex H, para
determinar la concentracion de acido lactico en la muestra.

Analisis de muestras para cuantificar biomasa presente

a) Se pesa el tubo de la centrifuga, anotando el peso, luego se vierte
5 mL de la solucion fermentada al tubo, pesdndolos para comprobar que
tienen un peso equitativo.

b) Se colocan en una centrifugadora, se programa a 3,400 rpm y se
enciende el equipo, funcionando por 10 min.

c) Se decanta el liquido separando la biomasa y se somete a un
proceso térmico en un horno de conveccion, programado a una
temperatura de 60 °C, dejando la muestra por 24 horas.

d) Pasado el tiempo, se remueven las muestras del horno,
permitiendo que se enfrien a temperatura ambiente.

e) Se pesa el solido seco obtenido y se calcula la concentracion de
microorganismos existente en el tiempo de la toma de la muestra.
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D.  Cuarta parte: modelo cinético de la fermentacion

1. Generacion de modelo cinético de fermentacion, para azuicares
consumidos, acido lactico producido y desarrollo de biomasa

a) Los resultados de los analisis para azucares, acido lactico y
biomasa en los tiempos medidos son tabulados en Excel.

b) Se generan graficos de dispersion, representando el tiempo en el
eje x y la variable medida en el eje y. Se observa si es visible un modelo
cinético de la fermentacion preexistente.

c) Se modela un grafico que represente el cambio de la
concentracion de biomasa en el tiempo contra la formacién de acido
lactico en el tiempo de la fermentacion. Determinando si hay
asociatividad respecto al crecimiento del microorganismo con la
produccion de acido lactico.

d) Se modela una ecuacion que describa el comportamiento de la
produccion de acido lactico con el tiempo. Tomando dependencia nada
mas de la tasa de crecimiento especifica, tiempo y concentracion de
producto. Se toman en cuenta coeficientes constantes adicionales para
permitir la convergencia de los datos experimentales con el modelo.

e) Se modela una ecuacién que describa el comportamiento del
desarrollo de la poblacion de Lactobacillus leichmannii con el tiempo.
Tomando dependencia nada mas de la tasa de crecimiento especifica,
tiempo y concentracion de producto. Se toman en cuenta coeficientes
constantes adicionales para permitir la convergencia de los datos
experimentales con el modelo. Considerando la inhibicion por la
produccion de acido lactico.

f) Se modela una ecuacién que describa el comportamiento del
consumo de azucares presentes en la muestra con el tiempo. Tomando
en cuenta la tasa de sustrato utilizado en los modelos generados
anteriormente.

g) Se verifica la afinidad que exista entre las ecuaciones modeladas
para la produccion de acido lactico, consumo de azucares y desarrollo
del microorganismo con el tiempo, comparandolos con los datos
experimentales. Para la comparacion, se utiliza el Software Berkeley
Madonna para hacer las gréaficas. Se realiza un analisis de error medio
cuadratico (RMSE) para la funcion generada con el modelo.
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VII.RESULTADOS

Cuadro 1: Porcentaje de humedad del lactosuero solido

Porcentaje de

Desviacion

Intervalo

No. humedad Incertidumbre Media | Incertidumbre estandar de Coele(élente
muestra (+ %) (%) media (+ %) confianza .,
(%) 0 (%) %) variacion
1 2.228 0.029
2 2.019 0.029
2.102 0.058 0.089 [21 '294630’ 0.042
3 2.079 0.029 243]
4 2.081 0.029
e Los resultados se obtuvieron a través del célculo 5, el 16 para incertidumbre y la
estadistica basada en los célculos 4, 12, 13, 14 y 15. Se emple6 un horno de secado por
conveccion marca VWR a una temperatura de 60 °C para el secado del lactosuero,
durante 48 horas. Se emple6 una balanza analitica marca OHAUS para determinar la
masa de las muestras.
Cuadro 2: Porcentaje de cenizas del lactosuero solido
Porcentaje de . Desviacion | Intervalo .
No. cenizas Incertidumbre Media | Incertidumbre | estandar de Coeféc:ente
muestra (+ %) (%) media (+ %) confianza S,
(%) 0 (%) %) variacion
1 32.208 0.030
2 30.814 0.030
30.789 0.059 1.168 [322869272’ 0.038
3 29348 0.029 647]
4 30.788 0.030

e Los resultados se obtuvieron a través del célculo 6, el 17 para incertidumbre y la
estadistica basada en los célculos 4, 12, 13, 14 y 15. Se empled una mufla marca
Thermo Scientific a una temperatura de 1,000 °C para la calcinacion del lactosuero,
durante 5 horas. Se empled una balanza analitica marca OHAUS para determinar la
masa de las muestras.
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Cuadro 3: Concentraciéon peso-volumen de la solucion de lactosuero a emplear en la

fermentacion
Incertidumbre . .,
Concentraci de . Incertldqmbre DCS\{laCIOn Intervalo Coeficiente
No. ] . . Media media estandar de
on solucion | concentracion | o de
muestra (% m/v) (% m/v) confianza variacion
( + 9 m/V) (:t % m/V) (:t % m/V) (% m/V)
1 10.000 0.003
2 10.000 0.003 0.007 0.001 [10.000,
10.001 <0.0001
3 10.002 0.004 10.002]
4 10.001 0.004
e Los resultados se obtuvieron a través del calculo 1, 11 para incertidumbre y la
estadistica basada en los calculos 2, 12, 13, 14 y 15. Se emple6 una balanza analitica
marca OHAUS para la determinacion de las masas de las soluciones de lactosuero.
Cuadro 4: Densidad de la solucion de lactosuero 10.001 % m/v
Densidad de | Incertidumbre Incertidumbre | Desviacion
sy . . : f Intervalo de .
No. la solucion de densidad Media media estandar Coeficiente
confianza ..
muestra | de lactosuero (g/mL) (@/mL) de variacion
(g/mL) (+ g/mL) (+ g/mL) (+ g/mL) g
1 1.0210 0.0010
2 1.0210 0.0010 0.0020 0.0000 [1.0210,
1.0210 0.0000
3 1.0210 0.0010 1.0210]
4 1.0210 0.0010

e Los resultados se obtuvieron directamente del Ekomilk, marca BULTEH, empelando
ultrasonido para la determinacion de la densidad del lactosuero liquido. La
determinacion de la estadistica esta basada en los calculos 4, 12, 13, 14y 15.
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Cuadro 5: pH de la solucién de lactosuero al 10.001 % m/v medido a una temperatura de 38 °C

Incertidumbre Desviacion | Intervalo :
No. ., del pH Media | Incertidumbre | estandar de Cocficiente
pH solucién : de
muestra (pH) | media (= pH) confianza N
(:l: pH) (:l: pH) (pH) variacion
1 5.92 0.02
2 5.94 0.02
5.90 0.04 0.04 [559873 0.01
3 5.91 0.02 397
4 5.84 0.02
e Los resultados se obtuvieron a través del calculo 4, 12 para incertidumbre y la
estadistica basada en los célculos 13, 14 y 15. Se emple6 un potenciometro marca
OHAUS para la medicion del pH a la temperatura indicada. Se emple6 una balanza
analitica marca OHAUS para determinar la masa de las muestras.
Cuadro 6: Contenido de grasas en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v
Incertidumbre Incertidumbr | Desviacion | Intervalo :
No. Contenido de de grasas Media e media estandar de Coefézlente
muestra | grasas (% m/v) (% m/v) confianza S,
(:I: A m/V) (:l: A m/V) (:l: A m/V) (% m/V) variacion
1 0.00 0.02
2 0.00 0.02 0.04 0.00 [0.00,
0.00 0.00
3 0.00 0.02 0.00]
4 0.00 0.02

e Los resultados se obtuvieron directamente del Ekomilk, marca BULTEH, empelando
ultrasonido para la determinacion del porcentaje de grasa del lactosuero liquido. La
determinacion de la estadistica esta basada en los calculos 4, 12, 13, 14 y 15.
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Cuadro 7: Contenido de proteinas en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v

Contenido de | Incertidumbre Incertidumbr | Desviacién | Intervalo .
, . . : : Coeficiente
No. proteinas de proteinas Media e media estandar de d
e
muestra (% m/v) confianza S,
(% m/v) (+ % m/v) E%mh) | E%mN) | (%my) | Toracon
1 0.13 0.02
2 0.13 0.02 0.04 0.00 [0.13,
0.13 0.00
3 0.13 0.02 0.13]
4 0.13 0.02
e Los resultados se obtuvieron directamente del Ekomilk, marca BULTEH, empelando
ultrasonido para la determinacion del porcentaje de proteinas del lactosuero liquido. La
determinacion de la estadistica esta basada en los célculos 4, 12, 13, 14y 15.
Cuadro 8: Contenido de lactosa en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v
Contenido de Incertidumbre _ Incertidqmbr DesYiaci(')n Intervalo Coeficiente
No. o de lactosa Media e media estandar de
lactosa (% o de
muestra ) (% m/v) confianza ariacion
v (+ % m/v) E%mN) | E%mN) | (%my) |
1 8.37136 0.00002
2 841117 0.00002 0.15867 [8.12961,
8.38205 0.00004 0.01893
3 8.56570 0.00002 8.63449]
4 8.17996 0.00002

e Los resultados del contenido de lactosa en el lactosuero liquido se obtuvieron
directamente de un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion, con detector de
indice de refraccion, empleando una columna Hi plex H. La determinacion de la
estadistica estd basada en los célculos 4, 12, 13, 14y 15.
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Cuadro 9: Contenido de acido lactico en la solucion de lactosuero 10.001 % m/v

Contenido de | Incertidumbre Incertidumbr | Desviacion | Intervalo Coeficiente
No. acido lactico | de acido lactico | Media e media estandar de de
muestra (% m/v) confianza S,
(% m/v) (+ % m/v) E%mh) | E%mN) | (%my) | Toracon
1 0.12928 0.00002
2 0.14009 0.00002 0.00004 0.07754 [0.07575,
0.19912 0.38941
3 0.23737 0.00002 0.32248]
4 0.28974 0.00002

e Los resultados del contenido de acido lactico en el lactosuero liquido se obtuvieron
directamente de un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion, con detector de
indice de refraccion, empleando una columna Hi plex H. La determinacion de la
estadistica estd basada en los célculos 4, 12, 13, 14y 15.

Cuadro 10: Relacion estequiométrica teorica acido lactico/lactosa basada en la reaccion de la
fermentacion de la solucién de lactosuero

Masa de Relacion
Volumen ., . Masa de . Masade | estequiométrica
Concentracion | Masa de | Concentracion , . acido . .
base de L . acido , . acido de reaccion
. de lactosa lactosa de acido . lactico de L.
calculo (/L) () lctico (/L) lactico reaccion lactico
(L) & & & inicial (g) © total (g) producto
- reactivo
0.200 83.820 16.764 1.991 0.398 17.647 18.045 1.076
. Los resultados se obtuvieron a través del calculo 7 y basados en la ecuacion 21. Estos

denotan la relacion estequiométrica tedrica que se tendria en la fermentacion de la solucion de
lactosuero al 10 % m/v, convirtiendo la cepa Lactobacillus leichmannii la lactosa caracterizada en
acido lactico.
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Figura 14: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de &cido lactico para la corrida 1
de la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer a 100 rpm de agitacion y 38 °C
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. Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 72. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En
el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical esta la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica
la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realizé durante 72 horas.
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Figura 15: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la corrida 2 de la
fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer a 100 rpm de agitacion y 38 °C
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. Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 73. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En

el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical estd la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica
la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realizé durante 72 horas.
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Figura 16: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la corrida 3 de la
fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v sin buffer a 100 rpm de agitacion y 38 °C
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. Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 74. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En
el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical estd la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica
la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realizé durante 72 horas.
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Figura 17: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la fermentacion
de la solucion de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 100 rpm de agitacion y 38 °C
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. Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 75. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En

el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical esta la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica

la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realiz6 durante 72 horas. Se extrapolaron datos a partir de la fermentacion
madre para los tiempos de 96 y 240 horas.
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Figura 18: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la fermentacion
de la solucion de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 50 rpm de agitacion y 38 °C
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J Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 76. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En

el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical esta la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica
la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realizé durante 72 horas. Se extrapolaron datos a partir de la fermentacion
madre para los tiempos de 96 y 240 horas.
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Figura 19: Curva de crecimiento de Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la fermentacion
de la solucion de lactosuero al 10 % m/v con buffer a 150 rpm de agitacion y 38 °C
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. Los resultados se graficaron a partir de los datos del Cuadro 77. Se obtuvo el grafico mediante el programa Microsoft Excel. En

el eje horizontal se encuentra el tiempo en horas. En el eje vertical estd la concentracion medida en gramos por litro. Se observa la grafica
la leyenda que identifica a cada variable. La fermentacion se realizé durante 192 horas.
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Cuadro 11: Rendimiento experimental de la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10
% m/v para la produccién de acido lactico utilizando Lactobacillus leichmannii

M .
Masa de asa de Masa de . Rendimiento
L. acido L . Masa de acido .
Volumen acido o acido _— . experimental
Masa de L lactico de L lactico producida en
base de lactico ., lactico g dela
. lactosa | . . reaccion la fermentacion (g) .,
calculo () inicial (g) (@ total (g) fermentacion
(L) - . Experimental
Teorica ‘o Teorica
Teorica
0.150 12.573 0.299 13.235 13.534 1.418 10.474% m/m

e Los resultados se obtuvieron a partir del calculo 10. Estos denotan el rendimiento
experimental de la fermentacion, empleando los resultados de la fermentacion del
lactosuero con buffer de ftalato de potasio y 4cido clorhidrico a una velocidad de agitacion
de 50 rpm.

Ecuacion R1: modelo diferencial de la generacién de acido lactico empleando la cepa
Lactobacillus leichmannii

dP p
ac M
Siendo:
_ Hpmax
'uP_1+p.A.B.e(C-t)
Hpmax — B
Donde:

P es la concentracion del producto de la fermentacion en un tiempo especifico.

dP es el diferencial de la concentracion del producto de la fermentacion.

t es el tiempo.

dt es el diferencial del tiempo.

Up es la tasa de formacion especifica para la generacion de producto.

Up max €S la tasa de formacion especifica maxima para la generacion de producto.
A es un coeficiente constante de inhibicion en el modelo de formacion de producto.
B y C son coeficientes constantes del modelo de formacion de producto proveniente
del modelo de Armane y Prigent en 1994.

(Barillas, 2021)
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Ecuacion R2: modelo diferencial del crecimiento de Lactobacillus leichmannii para la
produccion de acido lactico

dxX _ ¥
ac H
Siendo:
Hmax * X
_ Pi,max
K 14 X.D.e(E-P)
Pmax G —X-F
Donde:

X es la concentracion del microorganismo de la fermentacion en un tiempo especifico.
dX es el diferencial de la concentracion del microorganismo de la fermentacion.

dt es el diferencial del tiempo.

u es la tasa de crecimiento especifica para el crecimiento microbiano.

Umax ©S la tasa de crecimiento maxima para el crecimiento microbiano.

P; max €s 1a concentracion de 4cido lactico maximo antes de ser inhibido por el
producto.

D, E y F son coeficientes constantes de inhibicion empleados en el modelo de
crecimiento microbiano.

G es el tiempo en alcanzar ., luego de la fase de latencia en la curva de crecimiento
microbiano.

(Barillas, 2021)

Ecuacion R3: modelo diferencial del balance de masa del consumo de sustrato en una
fermentacidon

(dS) B (dS) (dS) (dS)
dt total dt mantenimiento dt biomasa dt producto

as X
(&) =_<H-x+“_+&)
dt/total Yx/s  Ypys

Siendo:
Qp =Yp/x"tp P obien Qp =Yp/x - u-X

Donde:
S es la concentracion del sustrato de la fermentacion en un tiempo especifico.
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dS es el diferencial de la concentracion del sustrato de la fermentacion.

X es la concentracion del microorganismo de la fermentacion en un tiempo especifico.
dt es el diferencial del tiempo.

H es la constante de mantenimiento del microorganismo en el modelo de consumo de
sustrato.

u es la tasa de crecimiento especifica para el crecimiento microbiano.

Umax €S la tasa de crecimiento maxima para el crecimiento microbiano.

Qp es la velocidad volumétrica de formacion de producto para una formacion de
producto asociada al crecimiento microbiano.

Yy /s €s un coeficiente de rendimiento de biomasa frente a lactosa.

Yp,s €s un coeficiente de rendimiento de acido lactico frente a lactosa.

Yp,/x €s un coeficiente de rendimiento de acido lactico frente a biomasa.

(Levenspiel, 1999)

Ecuacion R4: modelo diferencial de la produccién de acido lactico usando la cepa Lactobacillus
leichmannii para fermentar una solucion de lactosuero al 10 % m/v, temperatura de 38 °C y una
velocidad de agitacion de 50 rpm

dP
ac _Hp
Siendo:
Up max 0.01732 B!
Hp = P-A-B- co — L 1
14 abre P-11.50141 = 6.81040- 108 h~1 - ¢(0.08855 h™-1)
Hpmax — B 1+ g
0.01732h~1 —6.81040-10"8h~1
Donde:

Upmax = 0.01732 71 .
A=1150141 §

B =6.81040-10"8 h1 .
C = 0.08855 h~1

Ecuacion RS: modelo diferencial del crecimiento de Lactobacillus leichmannii en una solucion
de lactosuero al 10 % m/v, temperatura de 38 °C y una velocidad de agitacion de 50 rpm

dX

——=u-X
a
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Siendo:

Lo X 0.02190 A1 - X
P 7.53460 7.
u= 2 D) = I
X-D-e® 21530L
14— X 002440 L. o(0215057)
Hmax 1+ g -

0.02190 h=1.- 544.89650 h — X - 0.94470 g

Donde:
tmax = 0.02190 h1,

Pimax = 7.53460 .

D = 0.02440 g
E = 0.21530 g
F = 0.94470 g

G = 544.89650 h o bien 54.48965 - 10 h.

Ecuacion R6: modelo diferencial del consumo de lactosa usando la cepa Lactobacillus
leichmannii para fermentar una solucién de lactosuero al 10 % m/v, temperatura de 38 °C y una

velocidad de agitacion de 50 rpm

(ﬁ) ——(147780 105 x4 X L )
dt) roral ' 0.87374 " 0.01253
Siendo:

0p = 0.01253 - p - P obien Qp = 0.01253- - X
Donde:

H =1.47780 - 10" es adimensional .
Yx/s = 0.87374 fraccion m/m .

Yp,s = 0.78802 faccion m/m .

Yp,x = 0.01253 fraccion m/m .
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Concentracion de lactosa (g/L)

Figura 20: Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales de crecimiento de
Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la
fermentacion del lactosuero al 10 % m/v con buffer a 50 rpm de agitacion
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. Esta figura muestra el consumo de lactosa, el crecimiento de la bacteria Lactobacillus

leichmannii y la formacion de acido lactico con el tiempo. La grafica se obtuvo al ingresar las
ecuaciones R4, R5 y R6 en el software Berkeley Madonna. En el eje horizontal se encuentra el
tiempo en horas. En el eje vertical estd la concentracion medida en gramos por litro. En el lado
izquierdo se encuentra la concentracion lactosa. En el lado derecho se encuentra la concentracion
de biomasa y 4cido lactico. En la leyenda P es la curva correspondiente al producto formado, M es
la curva del crecimiento microbiano y S es la curva de consumo de sustrato. El modelo se gener6
para un tiempo total de 250 horas.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Como objetivo general del trabajo de graduacion, se realizé un estudio técnico de
la fermentacion lactica de una solucion de lactosuero para la producciéon de 4cido lactico.
Esta fue preparada a partir de lactosuero en polvo, a una concentracion del 10 % m/v
(equivalente a 10 gramos de lactosuero por 100 mL de agua); del cual el principal azicar
de su composicion es la lactosa. Siendo el primer objetivo la caracterizacion de la materia
prima empleada para la experimentacion para determinar el rendimiento teodrico de la
fermentacion, basado en la reaccion estequiométrica de la conversion de lactosa al acido
lactico. Se caracterizd el porcentaje de humedad y cenizas del lactosuero en polvo; la
densidad, pH, cantidad de grasa, proteina, lactosa y contenido inicial de 4cido lactico para
la solucidon preparada de lactosuero al 10 % m/v.

Se determinaron los resultados de la caracterizacion del lactosuero en polvo los
cuales se presentan en el cuadro 1 y 2. El porcentaje de humedad que se obtuvo fue de
(2.102 % £ 0.058 %) m/m y el porcentaje de cenizas de (30.789 % = 0.059 %) m/m. Tanto
el porcentaje de humedad como el de ceniza tienen una estadistica que denota significativa
exactitud y precision, refiriéndose a la desviacion estandar (0.089 % y 1.168 % m/m,
respectivamente), el intervalo de confianza (1.960 % a 2.243 % m/my 28.932 % a 32.647
% m/m, respectivamente) y su coeficiente de variacion (0.042 y 0.038, respectivamente).
Para la determinacion de la humedad, se emple6 un horno de secado por conveccion marca
VWR a una temperatura de 60 °C por un tiempo de 48 horas para las cuatro muestras, esto
permiti6 asegurar un peso constante y sean confiables los resultados, tal como lo sustenta
la estadistica discutida previamente. Se obtuvo un resultado que indic6 un leve porcentaje
de agua en la muestra, por ende, no se aporta una cantidad significativa de agua al momento
de preparar la solucion, siendo esta despreciable.

Se eligio la temperatura empleada de 60 °C para el proceso de secado para que la
muestra alcanzara peso constante sin que esta se viese afectada por la degradacion térmica
de sus componentes solidos. De acuerdo con la norma ASTM D1576 y los lineamientos de
la AOAC 990.20 el uso de temperaturas moderadas en productos con alto contenido de
azucares (lactosa) y proteinas evita la pirdlisis prematura y la reaccion de Maillard. Estas
normas recomiendan realizar el secado en temperaturas entre 55 a 65 °C dado que en
temperaturas superiores a los 70 °C el lactosuero comienza a caramelizarse y a perder masa
por descomposicion quimica y no solo la evaporacion del agua (AOAC International, 2021)
& (ASTM International, 2019).

En el caso del porcentaje de cenizas, se operd una mufla marca Thermo Scientific
a una temperatura de 1,000 °C por 5 horas, para calcinar cuatro muestras de lactosuero
solido contenido en crisoles. Se determind que este valor denota un elevado contenido de
materia inorganica (practicamente la tercera parte del lactosuero). Probablemente este
porcentaje represente los minerales de su composicion sin tomar en cuenta la cantidad de
agua que también fue eliminada y si estd cuantificada por el porcentaje de humedad. La
materia organica como las proteinas se desintegran a temperaturas entre 200 a 600 °C, por
ello, se selecciond esa temperatura de 1,000 °C en la calcinacion para asegurar que fueran
invariantes los resultados y no permanecieran trazas organicas (Lehninger & Cox, 2012).
Los minerales pueden tener un efecto positivo en la fermentacion del medio, dado que se
estd enriqueciendo con nutrientes. Sin embargo, se desconoce qué minerales estan
comprendidos en la formulacién del lactosuero, por lo que se establece como pertinente un
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estudio mas profundizado de la composicion de las cenizas determinadas.

Es pertinente diferenciar los procesos de calcinacion y carbonizacion durante el
analisis térmico. La calcinacién por su parte busca la oxidacion completa de la materia
orgénica presente en la muestra, obteniendo las cenizas. La carbonizacion implica una
descomposicion de materia para la formacion de carbon o s6lidos ricos en este componente,
en ausencia de oxigeno. Si bien el experimento se realizd en un crisol con tapa, no se limitd
el suministro de aire por ningin medio, considerandose que cualquier grado de
carbonizacion residual sea despreciable para la medicion de la fraccion inorganica del
lactosuero en polvo (Smith ef al., 2018).

Para la caracterizacion del lactosuero en solucion al 10 % m/v se prepararon 4
soluciones de 1 litro a la concentracion descrita anteriormente, cuyos resultados se
observan en el Cuadro 3. En este se demuestra la exactitud y precision de su preparacion,
ya que en promedio la concentracion de las soluciones fue del 10.001 % y una
incertidumbre del £0.007 % m/v. Ademas de no tener una desviacion estandar significativa
(= 0.001 % m/v), y por ende un intervalo de confianza estrecho (10.000 % a 10.002 %
m/v); asi como un coeficiente de variacion minimo (menor a 0.001 % m/v). De cada
solucion se extrajeron 4 muestras que posteriormente fueron sometidas al analisis de pH,
densidad, proteinas, grasas, lactosa y acido lactico, teniendo en total 16 muestras para
analisis por cada variable mencionada. Este esquema de muestreo se ejecutd con el fin de
promediar cada cuarteto y prevenir una determinacion incorrecta de alguna variable a causa
de una homogenizacion de las soluciones no adecuada.

Ahora bien, en el Cuadro 5 se observa que para la solucion de lactosuero al 10 %
m/v se registré un pH de 5.90 £ 0.04 a una temperatura de 38 °C, medido con un
potencidometro marca OHAUS. La desviacion estdndar de este parametro fue de +0.04 y se
obtuvo un intervalo de confianza entre 5.83 y 5.97, que representa un rango de 0.14 y un
coeficiente de variacion de 0.01. Indicando que hubo tanto precision como exactitud en las
mediciones, aportando confiabilidad a los datos medidos. Cabe destacar que las mediciones
de pH descritas en el Cuadro 5 corresponden a los cuartetos indicados en el parrafo anterior,
correspondiendo el pH del primer cuarteto con la solucion 1 del Cuadro 3 y asi
consecuentemente. Este valor se establecido como el pH de partida para las fermentaciones
que no involucren el buffer de ftalato de potasio y acido clorhidrico. Resultando este
adecuado dado que la bacteria Lactobacillus leichmannii puede fermentar adecuadamente
a condiciones de pH entre 4.00 a 6.00. Esta condicion inicial se seleccion6 para que el pH
disminuya a causa de la formacion de 4cido lactico en el medio sin que se corra el riesgo
de que este pardmetro se salga del rango mencionado y deba ser regulado por adicion de
alguna base, como hidroxido de sodio (Guerrero et al., 2010).

En cuanto a los Cuadros 4, 6 y 7, se presentan la densidad de la solucién de
lactosuero al 10 % m/v, la concentracion de proteinas y grasas en la solucion descrita en el
Cuadro 1. Estos andlisis se ejecutaron mediante el equipo Ekomilk marca BULTEH,
especializado en analizar muestras lacteas mediante ultrasonido. Se selecciono este método
debido a que tiene la ventaja de que no es destructivo con la muestra, tarda
aproximadamente 1 minuto por andlisis y resulta mas econdmico en comparacion a
métodos quimicos como Kjeldahl o Soxhlet en el caso de las proteinas y grasas
respectivamente. Se determin6 una densidad promedio para las soluciones fue de 1.0210 +
0.0020 g/mL, este pardmetro evaluado es importante, dado que es una medida indirecta
que determina si ha sido adulterado el lactosuero ya sea por adicion de azlicares o agua, en
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caso esté en forma liquida. Ademas, la relevancia de esta variable se fundamenta al estar
involucrada en el disefio de procesos y dinamica de los fluidos, especialmente para los
tanques de almacenamiento o reaccidn, asi como las bombas que lo desplaza (Rojas et al.,
2015).

Para las proteinas, se midi6 una concentracion de 0.13 % m/v, con una
incertidumbre de 0.02 % m/v. El valor obtenido hace sentido, dado que la proteina principal
de la leche, la caseina (que compone alrededor del 80% de la proteina total de la leche) ha
sido removida al momento de separar el suero de la leche en los procesos de produccion
de los productos derivados de este alimento nutritivo (FAO, 2022). Para la concentracion
de grasas en el medio, se determin6 un valor nulo, debido a que el equipo no detect6 trazas
de grasas inculcadas en el lactosuero. La grasa queda atrapada al momento de precipitar la
caseina durante su separacion del suero lacteo que fundamenta por qué el contenido de
grasa fue minimo o bien, nulo (FAO, 2022) en el lactosuero analizado. Los valores
obtenidos para los parametros discutidos en este parrafo fueron idénticos para cada cuarteto
de mediciones, por lo que las variables estadisticas como la desviacion estandar, intervalo
de confianza y coeficiente de variacion resultan nulas, validando que los datos son
reproducibles, exactos y precisos.

Tanto la composicidon de proteinas como grasas presentes son utiles conocerlas ya
que proveen un estimado de la materia organica que estd presente en la muestra. Por ello
el tratamiento térmico que debe de realizarsele a la muestra para eliminar las proteinas del
medio. Dado que podrian actuar como interferentes en la medicion de los resultados,
modificando la cantidad presente de biomasa al precipitar por el cambio del pH en el medio,
al haber alcanzado su punto isoeléctrico o inhibir el crecimiento del microorganismo si se
descomponen las grasas y proteinas. También, puede afectar al balance de los nutrientes
anadidos al medio, dado que las proteinas son fuente de nitrogeno. Sin embargo, es
pertinente analizar si realmente estas macromoléculas resultan perjudiciales para la
fermentacion o bien, si mejoran el rendimiento (Lehninger & Cox, 2012).

Las proteinas como se menciond anteriormente proporcionan una fuente rica de
nitrégeno orgédnico y aminoacidos esenciales, promoviendo el crecimiento de la bacteria
durante la fase de latencia y la densidad de biomasa. Por otro lado. una concentracion
excesiva de proteinas en el medio en comparacion con la fuente de carbono podria
ocasionar un desvio de la ruta metabolica para producir acido lactico y enfocarse la bacteria
en la formacion de biomasa. Las grasas por su parte son una fuente de carbono. Pero en
altas concentraciones pueden interferir mecdnicamente, generando una capa hidrofobica
alrededor de la membrana celular, dificultando la expulsién de metabolitos y transporte del
sustrato, limitando la cinética de la fermentacion (Lehninger & Cox, 2012).

Respecto a los Cuadros 8 y 9, se presentan la concentraciéon de lactosa y acido
lactico en las muestras de lactosuero analizadas, especificadas en el Cuadro 3. Estos
analisis se ejecutaron en un cromatografo por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de indice de refraccion. Se cuantificd una concentracion de lactosa
fue de 8.38205 % £ 0.0004 % m/v y para el acido lactico inicial fue de 0.19912 % + 0.00004
% m/v. Que representa una concentracion de 83.820 g/L para la lactosa y 1.991 g/L para
el acido lactico en una solucion de lactosuero al 10 % m/v. La estadistica para ambos
resultados no es significativa, lo que indica que las mediciones se realizaron con precision,
exactitud y los datos presentan alta confiabilidad. Las concentraciones anteriormente
descritas se establecieron como la concentracion inicial que se tendra de sustrato y de
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producto al momento de hacer la fermentaciéon del lactosuero, empleando la cepa
Lactobacillus leichmannii.

Como se ilustra en el Cuadro 10, al emplear un volumen de 200 mL de solucion al
10 % m/v de lactosuero, se tienen 16.764 g de lactosa, que equivalen a 17.647 gramos de
acido lactico. Basado en los resultados de la caracterizacion, se tienen 0.398 gramos de
acido lactico. Aparte, en la fermentacion se produciran por lo tanto 17.647 g de acido
lactico, para un total de 18.045 gramos. Siendo la relacion estequiométrica teorica de la
reaccion de 1.076 es decir, que por cada 1 gramo de lactosa que se fermente, se producen
1.076 gramos de acido lactico. Esto estd basado en la Ecuacion 21, la reaccion de
fermentacion para convertir lactosa en acido lactico. Cabe destacar que esta seria la masa
de producto que se obtendria si se consumiera todo el sustrato y este se convirtiera
completamente en acido lactico. Sin embargo, hay que considerar factores como el
mantenimiento que requiere el microorganismo para su crecimiento y la inhibicion que
cause la formacion del producto en el medio, al modificar el medio en el que se desarrolla
el lactobacilo (Lehninger & Cox, 2012). Por ello se busca desarrollar el modelo cinético
de la fermentacion, ya que este permite un acercamiento mas exacto a cobmo se consume el
sustrato, el desarrollo del microorganismo y la generacion de producto.

El segundo objetivo del trabajo de graduacion consistioé en la cuantificacion del
consumo de lactosa y produccion de acido lactico en sistemas fermentativos, variando la
agitacion del medio y regulando el pH con un buffer para determinar las condiciones que
maximizan el rendimiento de la reaccion. Para la fermentacion se utilizd6 como
microorganismo fermentador la cepa Lactobacillus leichmannii. Durante la seleccion de la
cepa a utilizar para la experimentacion, se observd que microorganismos como
Lactobacillus casei o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus son cepas comunes que
se emplean para estudios relacionados a la produccion de 4cido lactico para diferentes
sustratos. Lactobacillus leichmannii tiene la capacidad para fermentar azucares
disacaridos, como la sacarosa o lactosa, asi como los monosacéridos y producir acido
lactico de manera eficiente, segiin exhibid Barillas en 2021 en su estudio de fermentacion
lactica de melaza, empleando la misma cepa. Weiss ef a/ afirma en un estudio de homologia
genética de 1983 esta facilidad del lactobacilo para el consumo de diversos azucares.
Ademas de que la cepa demuestra tolerancia a condiciones de pH y temperatura que
podrian ser desfavorables para otras cepas, lo que puede resultar en un crecimiento mas
robusto y consistente. Aparte que, puede requerir menos nutrientes especificos en
comparacion con otras, simplificando el proceso de fermentacion y reducir costos.

Como velocidad de agitacion para las corridas se ferment6o a 50, 100 y 150
revoluciones por minuto en una agitadora-incubadora marca Lab. Scientific. Con el fin de
asegurar una homogenizacion del sustrato en todo el medio fermentativo. No se empled
una velocidad mayor de agitacion dado que la cepa puede entrar en un estado de estrés a
causa de las fuerzas de cizallamiento, dafiando las células y ocasionar que se inhiba el
crecimiento y reproduccion o bien, la muerte. Por otro lado, una agitacion excesiva puede
causar un mezclado intenso del medio, dificultando que los microorganismos se asienten
dificultando su capacidad de desarrollo. Ahora bien, una velocidad menor (o nula) de
agitacion implica que el medio puede no mezclarse adecuadamente, lo que lleva a la
formacidn de capas o zonas con diferentes concentraciones de nutrientes, pH y metabolitos.
Esto puede resultar en un entorno desfavorable para el crecimiento de los
microorganismos; conocido también como estratificacion del medio. Ademas, la agitacion
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insuficiente puede limitar la difusion de nutrientes hacia las células y la eliminacion de
productos de desecho, lo que puede afectar el rendimiento de la fermentacion. Si las células
no tienen un acceso uniforme a los nutrientes, puede resultar en un crecimiento desigual y
en una menor produccion de metabolitos deseados, asi como incrementar el tiempo de la
reaccion de la fermentacion. Otro punto para considerar es la temperatura empleada, que
fue de 38 °C, esta se encuentra dentro del rango favorable para Lactobacillus leichmannii.
Se programo el equipo a esta temperatura, para evitar que, si esta variara a causa de factores
ambientales, no saliera del rango optimo de la cepa, que es de = 3 °C del valor indicado.

Para regular el pH, se planteo el uso de un buffer de ftalato acido de potasio y acido
clorhidrico, como alternativa a regular la fermentacion con una base, por la produccion de
acido lactico. Por ello se decidi6 realizar una serie de fermentaciones empleando esta
solucion tampon y otra serie que no se utilizara el buffer. Para la seleccion de los
componentes de la solucion amortiguadora, se contempld que no se utilizaran compuestos
que fueran posibles nutrientes para el medio, como lo son los buffers que contienen
nitrégeno o los de foésforo. De lo contrario, a medida que el microorganismo se desarrollara
consumiria el buffer y no se tendria el efecto regulador deseado. Otro punto importante fue
el pH al que se debia de preparar la solucion, puesto que necesitaba estar dentro del rango
en el que el microorganismo se puede desarrollar sin problema. La solucion se prepard a
una concentracion total de 0.250 M, preparandose a partir de una solucion de acido
clorhidrico marca Supelco, fumante al 37 % de pureza, con molaridad de 0.222 M y otra
de ftalato acido de potasio, marca Supelco, al 99.5 % de pureza, con molaridad de 0.028
M. Una concentraciéon mas alta implica el riesgo de que la lactosa se vea afectada por una
hidrélisis 4cida, por el uso del 4cido clorhidrico; separdndose en sus mondmeros
constituyentes, la glucosa y galactosa, afectando la mediciéon de la lactosa en la
cromatografia liquida de alta resolucion. O bien, que interfiera con la reaccion de
fermentacion y afectar la actividad del microorganismo, lo que podria alterar los resultados
experimentales. Ahora bien, una concentraciéon baja de buffer puede resultar en una
incapacidad para mantener el pH constante durante la fermentacion, al momento que se
produzca el 4cido lactico. Inhibiéndose el crecimiento del microorganismo por el cambio
en las condiciones del medio (Lehninger & Cox, 2012).

La cepa Lactobacillus leichmannii primero se cultivo en agar MRS marca Sharlau.
Permaneciendo en incubacion a temperatura de 38 °C por dos semanas para que se
desarrollara en el medio s6lido. Posteriormente se trasladoé a un medio liquido, siendo este
la solucion de lactosuero al 10 % m/v que fue previamente filtrada para la remocion de las
proteinas. Esta solucion fue la primera madre, que se dejo fermentar por una semana en
una agitadora marca Lab. Scientific, a una temperatura de 38 °C y una velocidad de
agitacion de 100 rpm. Luego de que transcurriera este tiempo se inoculd una segunda
madre, nuevamente a las condiciones descritas anteriormente y un tiempo de una semana.
Este proceso se realizd para asegurar que la cepa Lactobacillus leichmannii se adecuara
correctamente al medio de la fermentaciéon y no ocasionara un contratiempo en la
experimentacion. Los indculos que se extrajeron de esta fermentacion se emplearon
directamente en las corridas para cada variacion de condiciones que este estudio planteo.

Referente a los resultados de las fermentaciones, las Figuras 14, 15y 16 representan
las corridas (en triplicado) realizadas para la fermentacion de 200 mililitros de la solucion
de lactosuero al 10 % m/v, a una temperatura de 38 °C, una velocidad de agitacion de 100
rpm y sin emplear el buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico. Las
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concentraciones de sustrato y producto fueron medidas empleando cromatografia liquida
de alta resolucion en el cromatdgrafo con detector de indice de refraccion de la Universidad
del Valle de Guatemala y la biomasa se midi6 por peso seco. En las figuras 14, 15y 16 se
observa la concentracion de lactosa, acido lactico y de Lactobacillus leichmannii para un
tiempo total de 72 horas. Estas muestran un comportamiento erratico de los datos (que
también se puede apreciar en los Cuadros 72, 73 y 74 del apartado de anexos). Debido a
que no se observa un consumo aparente de lactosa, ni produccion de acido lactico. El
crecimiento del microorganismo también se vio afectado. De haberse fermentado la
solucién por otra ruta u otro microorganismo a causa de contaminacion cruzada, se habria
notado una disminucidn en la concentracion de lactosa a medida que avance el tiempo, sin
que existiese un aumento de la concentracion de acido lactico. Esto refleja que la
fermentacion no se llevdo a cabo a las condiciones mencionadas anteriormente. En
contraste, las fermentaciones llevadas a cabo con el buffer si presentaron resultados
positivos.

Las Figuras 17, 18 y 19 denotan una disminucién gradual de la lactosa con el
tiempo. Y un aumento tanto de la concentracion de Lactobacillus leichmannii como del
acido lactico. Para estas fermentaciones se utilizé una temperatura de 38 °C y se empled
un volumen de 150 mililitros de lactosuero mezclado con 50 mililitros del buffer, para un
volumen total de 200 mL. teniéndose una relacion 1:4 es decir, una cuarta parte del
volumen total lo conforma el buffer. Alcanzdndose un pH de 4.75, estando claramente en
el rango aceptable por la cepa, segun la teoria. En este caso, las fermentaciones a 50 y 100
revoluciones por minuto tuvieron una duracion de 72 horas. Sin embargo, fue necesario
extrapolar los datos para tiempos de 96 y 192 horas. Debido a que los datos no eran
concluyentes respecto a si se habia llegado a la fase estacionaria de la fermentacion,
permaneciendo en lo que aparentaba ser la fase exponencial de la curva de crecimiento
bacteriano. Al no tener esta informacion, se complicaria el desarrollo del modelo cinético
de la fermentacion, ademés de no tener claro el rendimiento experimental de la reaccion
llevada a cabo por la cepa Lactobacillus leichmannii. La extrapolacion fue posible al tener
muestras de la fermentacion madre de la cual se extrajo el inoculo para el desarrollo de las
demas fermentaciones.

Para la experimentacion se realizé primero la fermentacién a 100 rpm sin buffer y
luego con buffer. Al contrastar los resultados, se observo que al emplear el buffer se tuvo
resultados mas satisfactorios, ya que, como se indico anteriormente, la fermentacion sin el
uso de buffer en las tres repeticiones tuvo un comportamiento erratico y sin tendencia.
Dificultando la extraccidon de resultados y conclusiones ttiles para el estudio. Por lo que se
optd6 por realizar las fermentaciones Unicamente con el buffer y descartando las
fermentaciones a 50 y 150 revoluciones por minuto sin la solucion amortiguadora de ftalato
de potasio y acido clorhidrico. Esto también se vio sustentado por los datos de las curvas
de las Figuras 18 y 19 que son las fermentaciones con solucion tampédn a 50 y 150 rpm
respectivamente. Implicando que el buffer auxili6 favorablemente la reaccion. Siendo el
punto principal el pH mas 4cido que proporciond la solucion amortiguadora.

Cabe destacar que ambos tipos de fermentacion estaban en el rango de pH en el que
la cepa se puede desarrollar adecuadamente, que es de 4.0 a 6.0. Iniciando en 5.90 el pH el
medio sin el buffer y 4.75 con el buffer. Probablemente la cercania al limite superior de
este rango afecto el desarrollo de la cepa Lactobacillus leichmannii del departamento de
ingenieria quimica de la universidad del Valle de Guatemala, pudiendo estar acostumbrada
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a valores mas acidos, que es lo que permitio el buffer. La experimentacion a 150 rpm se
realizod para un tiempo de 192 horas, considerando la falta de datos que se tuvo para las
fermentaciones de 50 y 100 rpm. En el caso de estas dos, se tuvo resultados bastante
similares, como se puede observar en las graficas o bien los datos de los Cuadros 75 y 76.
Siendo la fermentacion a 50 revoluciones por minuto la que produjo mayor cantidad de
acido lactico. Mientras que, la fermentacion a 150 rpm no tuvo resultados satisfactorios, a
pesar de que se extendio el tiempo de las corridas en triplicado. Una diferencia destacable
es la velocidad de agitacion que se empled en cada experimentacion. Se observa en las
Figuras 17, 18 y 19 que la produccion de acido lactico disminuye conforme aumenta la
velocidad de agitacion. En la ultima figura la produccion del acido es minima, mientras
que el consumo de sustrato, la lactosa, si se mantiene similar que en las otras corridas. Esto
puede significar que la cepa consumi6 los azlicares por el mantenimiento de esta, en otras
palabras, inicamente para sobrevivir, no desarrollarse. Como se mencion6 anteriormente,
una velocidad elevada causa estrés al microorganismo lo que dificulta su crecimiento. Otra
posible causa de la disminucion del rendimiento de la cepa para producir acido lactico es
que se haya presentado contaminacion cruzada, dado que si hubo consumo de sustrato, a
diferencia de las fermentaciones que no emplearon el buffer. Dado que la fermentacién
permanecidé mas tiempo activa que las demas, aumentando la probabilidad de
contaminarse.

Con referencia al Cuadro 11, este ilustra el rendimiento experimental que se tuvo
para la fermentacion que evidencidé mejores resultados. Es decir, la fermentacion de la
solucién de lactosuero al 10 % m/v mezclado con el buffer, temperatura de 38 °C y a una
velocidad de agitacion de 50 revoluciones por minuto. Siendo estas las condiciones que
maximizan el rendimiento de la fermentacion, para este estudio en particular. Para un
volumen de 150 mililitros se tiene una masa teodrica de lactosa de 12.573 gramos, que segun
la Ecuacion 21 se pueden producir 13.235 gramos de acido lactico, que en conjunto con la
concentracion inicial de este acido se tienen adicionales 0.299 gramos. Pudiéndose obtener
hasta 13.534 gramos de acido lactico. Sin embargo, para esta fermentacion, a las
condiciones indicadas al inicio del parrafo, se produjo inicamente 1.418 gramos de acido
lactico, representando un rendimiento experimental de la fermentacion del 10.474%.

Es decir, que por cada 100 gramos que se puedan producir teéricamente de acido
lactico, solo se tendran 10.474 gramos de forma experimental. En la figura 17 se observa
que no se consumio todo el sustrato, lo que podria indicar que habia saturacion de lactosa
en el medio, dificultando el desarrollo de la cepa por inhibicion. Otro punto importante es
que la cepa no estuviese adecuada completamente al medio en el que se realiz6 la
fermentacion. Ocasionando que no se utilice eficientemente los sustratos disponibles, lo
que llevaria a una menor produccion de metabolitos deseados y, por ende, disminuir el
rendimiento de la fermentacion, lo que sustenta lo anterior. Viéndose reflejado en un
consumo de sustrato en mayor proporcidon para su mantenimiento, que la formacion de
acido lactico. Por otro lado, este 4cido puede ocasionar un efecto de inhibicion en la cepa,
al acidificar el pH se pueden desnaturalizar enzimas y proteinas de la cepa, al afectar su
estructura tridimensional y, por ende, su funcion. Las proteinas de la membrana celular,
que son cruciales para el transporte de nutrientes y la formacion de energia, pueden perder
su funcionalidad, afectando la homeostasis celular. Tampoco hay que descartar la
contaminacion cruzada o la fermentacion de la cepa por otras rutas metabolicas. Dado que,
si la cepa no estd bien adaptada, podria ser superada por otros microorganismos presentes

en el medio, variando los resultados del proceso. Barillas en su estudio de 2021 report6 la
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formacion de acido citrico y didxido de carbono en el medio como subproductos, que son
también productos ttiles para la industria. Sin embargo, el alcance de este trabajo estuvo
enfocado en la cuantificacion de 4cido lactico inicamente, sin medir posibles metabolitos
secundarios. Pudiendo estos influir en el rendimiento total de la fermentacion al haber mas
productos de los que se contempld en la experimentacion, por lo que no puede asegurarse
que se haya seguido por completo una ruta homofermentativa, sino existe la posibilidad de
una ruta heterofermentativa.

La inhibicion por biomasa no representa un factor limitante que sea significativo
en el desarrollo experimental de la fermentacion. En sistemas de cultivo por lotes para la
producciéon de 4acido lactico, la cepa Lactobacillus leichmannii se ve afectada
principalmente por la inhibicion por el producto. En general, la acumulacion del acido
lactico acidifica el medio en el que se desarrolla la bacteria, disminuyendo el pH por debajo
del rango 6ptimo de crecimiento del microorganismo, deteniendo su metabolismo antes de
que la densidad celular aumente a niveles en los que su concentracion pueda saturar el
medio y que las células compitan por sustrato o haya impedimento estérico (Weiss et al.,
1983; Barillas, 2021).

El rendimiento de la fermentacion de 10.474 % obtenido es congruente con las
condiciones experimentales referentes a un sistema a nivel laboratorio empleando
lactosuero crudo sin una suplementacion de nitrogeno externo, un control de pH
automatizado y una cepa que no estd completamente adecuada al medio. Si bien este valor
resulta menor al rendimiento esperado a nivel industrial, el resultado obtenido indica la
capacidad de conversion base del sustrato, la lactosa, en su estado natural. En consecuencia,
es un resultado que es técnicamente valioso, ya que sirve como punto de partida para
futuras optimizaciones al sistema y asi mejorar la conversion de lactosa en acido lactico.

Como tercer objetivo del trabajo de graduacidn, se busco desarrollar un modelo
cinético de la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v para producir acido
lactico, usando como microorganismo fermentador Lactobacillus leichmannii. Con la
finalidad de predecir el comportamiento de las concentraciones del crecimiento de la
biomasa, el consumo de sustrato y formacion de producto con el tiempo. Este modelo
resulta ventajoso como una herramienta para identificar tanto alcances como limitaciones
del sistema en las condiciones que se operd. Por ende, permite explorar posibles
oportunidades de mejora que se puedan aplicar al proceso en investigaciones futuras, asi
como escalar el proceso a nivel industrial. Por ello es necesario analizar las especies que
participan en la fermentacion para la produccion de acido lactico. No solo analizando como
se forma el producto sino también el consumo que se tiene del sustrato, que en este caso es
la lactosa contenida en el lactosuero y finalmente el crecimiento de la bacteria que conlleva
la fermentacion. La base de este modelo son los resultados obtenidos del primer y segundo
objetivo, al conocer la concentracion inicial de sustrato y producto (cuando se tiene). Asi
como los resultados experimentales a nivel laboratorio de la fermentacion, acoplando el
modelo cinético a los comportamientos observados durante la experimentacion.
Empleando los datos que se observan en la Figura 18, en la cual se ilustra la fermentacion
de la solucion de lactosuero al 10 % m/v empleando un buffer de ftalato 4cido de potasio y
acido clorhidrico a una velocidad de agitaciéon de 50 revoluciones por minuto. Que
nuevamente, evidencio los mejores resultados de las diferentes condiciones a las que se
fermento.
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Inicialmente se plante6 utilizar el modelo de Monod para modelar el crecimiento
de la biomasa con el tiempo. Sin embargo, no se logré determinar con éxito parametros de
la tasa de crecimiento méaxima del microorganismo y constante de afinidad de sustrato que
se acoplaran adecuadamente a los datos experimentales. Cabe destacar que, este es un
modelo simple y para que este funcione, se asume que el crecimiento microbiano depende
unicamente de la concentracion de un solo sustrato. Lo que puede no reflejar la complejidad
de sistemas biologicos donde multiples sustratos estan presentes. También no considera la
inhibicién por sustratos a altas concentraciones, ya que asume que el crecimiento contintia
indefinidamente a medida que aumenta la concentracion de sustrato. Al igual que no toma
en cuenta la dinamica del crecimiento a lo largo del tiempo, como la fase lag o la fase de
muerte celular, que pueden ser importantes en fermentaciones reales. Por lo que se busco
otra alternativa a este modelo. Barillas en 2021 definié6 un modelo para las curvas de
crecimiento de Lactobacillus leichmannii y formacion de acido lactico a partir de melaza,
basado en las ecuaciones de Amrane y Prigent en 1994. Este involucra coeficientes
constantes que corrigen las curvas por inhibicidn y transferencia de masa del lactobacilo y
la generacion de producto. Al ser la cepa empleada en la experimentacion similar a la de
Barillas, teniéndose acido lactico como resultado de la fermentacion, solo variando el
sustrato a fermentar; se optd por emplear este modelo para generar las ecuaciones de las
curvas.

Para desarrollar el modelo se emple6 el software Berkeley Madonna, un programa
util para graficar funciones, ecuaciones diferenciales o cinéticas de reacciones, empleando
el método de Runge-Kutta 4. Importando el set de datos de la Figura 18 (Cuadro 76) y
planteando las Ecuaciones R1, R2 y R3 correspondientes a la formacion de acido lactico,
crecimiento de la biomasa y el consumo de lactosa. También se utiliz6 la funcion de ajuste
de curvas para tener una aproximacion de los pardmetros que permitieron adecuar las
ecuaciones mencionadas con anterioridad a los datos experimentales. Provenientes de la
fermentacion de lactosuero a 50 revoluciones por minuto, 38 °C de temperatura y
empleando el buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico. Incluyendo el programa
el error cuadratico medio entre los datos importados y la curva generada. La curva de
formacion de 4cido lactico que se observa en la Figura 20, estd dada por la Ecuacion R4.
Obteniéndose valores para los parametros de la funcion. La tasa de formacion especifica
obtuvo un valor de 0.01732 h™!, el coeficiente constante de inhibicion A de 11.50141 g/L
y los coeficientes constantes B y C, originales del modelo de Amrane y Prigent de
6.81040-10® h'! y 0.08855 h™!, respectivamente. El término A en la ecuacién plantea una
correccion por transferencia de masa por remocion del producto en la célula del lactobacilo.

En cuanto a la curva de crecimiento de biomasa que se observa en la Figura 21, esta
se modelo6 a partir de la Ecuacion R5 de la seccion de resultados. Se obtuvo entre los
parametros 0.02190 h'! como velocidad especifica maxima de crecimiento microbiano,
7.53460 g/L como la concentracion méaxima de 4cido lactico antes de que sea inhibido por
este. Al observar los datos del Cuadro 76 y la Figura 18, la concentracion de 4cido lactico
ya no aumenta significativamente después del valor mencionado anteriormente.
Comenzando la etapa de desaceleracion, previa a la etapa estacionaria. Esto a su vez se ve
reflejado en la curva de crecimiento microbiano original (Figura 18). Los valores D y F
fueron de 0.02440 L/g y 0.94470 L/g respectivamente. Estos al estar multiplicados por la
concentracion de la biomasa, funcionan como una correccion por transferencia de masa,
por disminucion de la velocidad enzimatica de la bacteria, a causa de la formacion de acido

lactico y la acidificacion del medio. El coeficiente constante E fue de 0.21530 L/g, que es
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un término original del modelo de Amrane y Prigent. Por otro lado, G tuvo un valor de
544.89650 h, mejor expresado como 54.48965-10 h, el cual representa el tiempo en
alcanzar pmax (la tasa de crecimiento especifica maxima) luego de la fase de latencia (o fase
lag). Este valor hace sentido, ya que al observar la Figura 18 o bien la Figura 20, luego de
este tiempo la curva de crecimiento microbiano entra en fase exponencial, donde se alcanza
la tasa especifica méaxima de crecimiento del lactobacilo.

Ahora bien, con la curva de consumo de lactosa, esta la representa la Ecuacion R6,
siendo este el balance de materia de la reaccion de fermentacion. Esta disminucion en la
concentracion del sustrato esta dada por el uso de la lactosa por parte del lactobacilo para
su mantenimiento, crecimiento y la formacion de acido lactico, como estd indicado en la
Ecuacion R1. El término H es la constante de mantenimiento, esta tuvo un valor de
1.47780-10, siendo adimensional. Los coeficientes constantes Yxss, Yess y Ypx son
rendimientos entre el sustrato, biomasa y producto. El primero es un rendimiento de
biomasa frente a sustrato, es decir, lo que crece el microorganismo por consumo de
sustrato. El segundo es el rendimiento de producto frente a sustrato y el ultimo es el
rendimiento de producto frente a la biomasa; todos estos son adimensionales. Se obtuvo
valores de 0.87374, 0.78802 y 0.01253 respectivamente. Cabe resaltar que tanto en la
Figura 17 como 18, la curva de crecimiento de biomasa y la formacién de producto exhiben
un comportamiento asociado, es decir, que al momento en que el lactobacilo crece, de igual
forma esté produciendo acido lactico, reflejando la misma tendencia en las curvas. Por ello
el término O, en la ecuacion R6 puede ser escrito de dos formas, uno en términos de la
curva de crecimiento microbiano y la otra en términos del producto, siempre asociados con
el coeficiente de rendimiento Ypx. La curva de la Figura 20 se modelé empleando O, en
funcién de la expresion de generacion de 4cido lactico, mientras que en la Figura 45 del
apartado de anexos esta modelado en términos del crecimiento de la biomasa, denotando
en la curva de consumo de lactosa una diferencia insignificante entre ambas formas de
modelado. Sin embargo, no se modelo6 la curva de formacion de acido lactico a partir de la
curva del desarrollo de la biomasa, sino que se opto por tener dos ecuaciones distintas (R2
y R3). Para evitar acarrear el error de la curva del crecimiento bacteriano a la otra, ya que
a pesar de que tienen una tendencia similar, esta no es idéntica.

El error cuadratico medio (RMSE) para la curva de formacién de biomasa,
crecimiento microbiano y el consumo de lactosa fue de 0.55300, 0.51547 y 1.88275
respectivamente. Denotando que el modelo que se genero para la disminucion de sustrato
tuvo el error mas alto de las tres ecuaciones y que menos se adapta a los datos
experimentales de la fermentacion. Lo cual se observa en los datos iniciales de 5 minutos
hasta las 24 horas. Algo a destacar es que en este modelo no se consider? el dato inicial en
el que la concentracion de lactosa es de 83.820 g/L, proveniente de la caracterizacion. Se
observa en las figuras de resultados de todas las fermentaciones (Figuras 14 a la 19) es que
la concentracion de lactosa a partir de 5 minutos (que fue la primera medicidn) se encuentra
alrededor de 60 g/L, en tiempos posteriores no disminuye significativamente hasta pasados
dias de la fermentacion. Haciendo este un cambio atipico en la concentracion de lactosa,
dado que el microorganismo es poco probable que la haya consumido en un tiempo
reducido. Una posible explicacion a esto es la hidrdlisis de la lactosa por la temperatura a
la que se sometio en la autoclave (121 °C) al momento de su esterilizacion, provocando la
ruptura del enlace glucosidico del disacarido y produciendo sus mondémeros constituyentes,
la glucosa y galactosa. Si bien la cepa Lactobacillus leichmannii puede fermentar estos

azucares y seguir produciendo acido lactico, esto afecta la cuantificacion de lactosa, siendo
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una fuente de error considerable en la experimentacion.

Ademas, hay que considerar que la curva de consumo de lactosa depende de las
curvas de crecimiento de biomasa y de la formacion de producto, segtn el balance de masa
establecido en la Ecuacion R6, por lo que el error de las otras curvas también se ve reflejado
en esta. En cuanto a la curva del desarrollo del microorganismo, los datos en las Figuras
14 a 19 exhiben que algunos puntos de medicion oscilan ligeramente, afectando la
tendencia creciente de las curvas. Esto se debe a la metodologia empleada para la
cuantificacion de biomasa, realizada por peso seco. Por disponibilidad de equipo se optd
por este procedimiento, pero una desventaja es que este método no permite diferenciar
entre células viables y no viables, es decir no reconoce si las células estan vivas o muertas.
Por lo tanto, no proporciona informacion sobre la capacidad de crecimiento o actividad
metabolica de los microorganismos. También, materia organica o inorgdnica se puede
acumular al momento de centrifugar, interfiriendo con la mediciéon de la biomasa y
haciendo que los resultados sean inexactos. Por ello se realiz6 la separacion de las proteinas
para tener una medicidon mas precisa y exacta de la biomasa de la fermentacion.

Como aspectos a considerar para futuras investigaciones, con el objetivo de mejorar
la cinética propuesta en este trabajo de graduacion, primero, considerar las caracteristicas
de los nutrientes presentes en el lactosuero y si es necesario enriquecerlo. Asi como el
efecto que tendrian los precipitados de proteina en el medio fermentativo. La fermentacion
segun la teoria se realiza de forma anaerdbica, es decir, que no requiere de oxigeno para
que esta se lleve a cabo. Sin embargo, dado las limitaciones del sistema y equipo, no se
puede asegurar que se haya trabajado en condiciones completamente anaerobicas. Por lo
que se puede ver afectado el proceso al inhibir el crecimiento y actividad metaboélica de la
cepa Lactobacillus leichmannii. O que exista competencia con microorganismos aerobios
y se generen otros productos como dioxido de carbono y 4cido acético. Pudiéndose estudiar
en como estos factores modifican la transferencia de masa de la fermentacion, el
crecimiento y supervivencia del lactobacilo.

Otro aspecto que se puede profundizar es la caracterizacion y purificacion del
producto y caldo fermentativo final generado, considerando que se empleo el buffer de
ftalato de potasio y acido clorhidrico para la obtencion de los resultados. La caracterizacion
por su parte permite identificar otros metabolitos generados durante el proceso de
fermentacion, que pueden ser de interés para la industria como acidos orgénicos, sales u
otros compuestos. Teniéndose como finalidad obtener un producto (o productos) util y de
valor en la purificacion, segln el tipo de industria que lo utilice, asi como definir un uso
para el producto residual que se generd durante el proceso, con el fin de cumplir con una
economia circular. El 4cido lactico, como se describi6 en el marco tedrico, es ampliamente
utilizado por farmacéuticas, cosméticas, para fabricacion de polimeros, industrias de
alimentos, entre otras. Los subproductos generados, las proteinas separadas previas a la
fermentacion y la mezcla del fermento residual también pueden ser utilizadas en otros
procesos para aprovechar sus propiedades y no solo desecharlos. Las proteinas por su parte
pueden ser empleadas por sus propiedades tecnofuncionales (para gelificacion y
emulsificacion) y nutricionales, siendo ttiles para la formulacion de alimentos funcionales
o suplementos proteicos de alta digestibilidad (Gezini et al., 2022). En cuanto a la mezcla
de fermento remanente, conformado por Lactobacillus leichmannii, sales de buffer y suero
fermentado tiene utilidad y valor en la agricultura. Esta mezcla puede emplearse como un
indculo para la produccion de ensilajes, actuando la biomasa como un agente
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biopreservante, fomentando la acidificacion del forraje y mejorar la estabilidad aerobica.
Las sales del buffer y lactato también aportan nutrientes esenciales que favorecen el
metabolismo microbiano en procesos de digestion anaerobia en procesos de generacion de
biogas (Cerna-Cock et al., 2015).

Finalmente, lo anterior se puede acoplar a otro enfoque de andlisis, como lo es
escalar la fermentacion a nivel industrial, planteando diferentes escalas fermentativas, asi
como evaluar el impacto que se tenga en la transferencia de masa y energia del volumen
que se trate. O el rendimiento final que se tenga al modificar el proceso y emplear un tipo
diferente de reactor, por ejemplo, de flujo de piston (PFR) o un reactor de flujo constante
continuamente agitado (CSTR), contrastandolo con los resultados obtenidos en este
trabajo. A nivel industrial, una diferencia al actual proceso desarrollado en la
experimentacion seria la eliminacion del proceso de filtrado para la separacion de las
proteinas. Como se discutié anteriormente, las proteinas se pueden emplear como un
suplemento de nitrégeno para el lactobacilo, promoviendo su crecimiento y desarrollo. Al
no realizarse la filtracion también se elimina una de las dos etapas de autoclaveado,
representando un ahorro econémico, energético y de tiempo al momento de realizar la
fermentacion a mayor escala.
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IX. CONCLUSIONES

Se cumplid el objetivo de realizar la caracterizacion de la materia prima, tanto las
propiedades como so6lido, que es el porcentaje de humedad y cenizas que se observa en los
Cuadros 1y 2. Asi como en la solucion al 10 % m/v empleada para la fermentacion, como
la densidad, el pH, el porcentaje de grasas y proteinas de la solucion, junto con el contenido
de lactosa y acido lactico, que se ven reflejados los resultados en los Cuadros 4, 5, 6, 7, 8
y 9. Estas caracteristicas fisicoquimicas proveen informacion esencial acerca de los
componentes de la muestra, asi como los posibles tratamientos que haya que aplicar en el
caso de las impurezas constituyentes.

La caracterizacion de la muestra de lactosuero indic6 que se tiene una
concentracion de sustrato inicial de 8.38205 % + 0.00004 % m/v de lactosa y de producto
de 0.19912 % + 0.00004 % de acido lactico para el medio fermentado de solucion de
lactosuero al 10 % m/v. Con una relacion estequiométrica de 1.076 (gramo de acido lactico
producido por gramo de lactosa consumido).

Se obtuvo un rendimiento experimental de la fermentacion del 10.474 %, que indica
que por cada 100 gramos de lactosa que se fermenten, se producen experimentalmente
10.474 gramos de acido lactico. Para las fermentaciones realizadas a una velocidad de
agitacion de 50 revoluciones por minuto, temperatura de 38 °C y empleando una mezcla
1:4 de buffer-lactosuero al 10 % m/v. Siendo estas las condiciones que mas favorecieron
el rendimiento de la fermentacion de lactosuero para producir acido lactico, empleando la
cepa Lactobacillus leichmannii.

Se obtuvo el modelo cinético que permite acoplar los datos experimentales de la
fermentacion de lactosuero al 10 % m/v a una velocidad de agitacion de 50 revoluciones
por minuto, 38 °C de temperatura y empleando un buffer de ftalato acido de potasio y acido
clorhidrico. En este se modela la formacion de acido lactico, el crecimiento de la cepa
Lactobacillus leichmannii y el consumo de lactosa en el tiempo de fermentacion. Las
ecuaciones que permiten modelar la cinética son las Ecuaciones R4, RS y R6
respectivamente, graficadas en la Figura 20, que se encuentran en el apartado de resultados.
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X. RECOMENDACIONES

Se sugiere cuantificar los nutrientes contenidos en el lactosuero y determinar el
efecto que tiene el oxigeno disuelto en el medio fermentativo. Para identificar cémo estos
factores interactiian con la cepa Lactobacillus leichmannii en su desarrollo y crecimiento,
modifican la cinética de la fermentacion y la transferencia de masa del proceso. Con el
objeto de mejorar la propuesta hecha del modelo cinético de la fermentacion.

Dado que el 4cido lactico es un producto de alto valor a nivel mundial, es pertinente
la realizacion de un estudio para la purificacion del acido lactico producido en la
fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v mezclado con un buffer de ftalato
acido de potasio y acido clorhidrico. Asi como otros productos residuales que se hayan
formado en la reaccion que sean de interés para la industria, fomentando la economia
circular del proceso.

Se recomienda realizar un estudio tomando como base las condiciones de
fermentacion empleadas para la experimentacion de este trabajo de graduacion y las
expresiones del modelo cinético de la reaccion. Donde se comparen distintas escalas
fermentativas, evaluando el impacto que tenga la transferencia de masa y energia en el
volumen tratado. Determinando el rendimiento final que se tenga al modificar el proceso
o por el tipo de reactor que se emplee.
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A. Datos originales

XII.  ANEXOS

Cuadro 12: Pesos de los beakers de 100 mL individuales, con la muestra de lactosuero y el
volumen de aforo para la preparacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

No. Peso beaker (g) | Peso beaker + muestra Peso beaker + Volumen de
Solucion lactosuero 1 (g) muestra lactosuero | aforo (mL)
2(g)
1 81.270 = 0.001 159.102 £0.001 103.442 £0.001 | 1000.0 +0.3
2 81.272 +0.001 131.839 +0.001 130.707 £ 0.001 | 1000.0 £0.3
3 60.122 +0.001 117.216 £0.001 103.246 £0.001 | 1000.0 + 0.4
4 60.129 +0.001 120.965 + 0.001 99.301 +0.001 1000.0 + 0.4

Cuadro 13: pH de la solucién 1 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midio

Cuadro

que se midio

No. de medicioén pH Temperatura (°C)
1 5.93+0.01 38.2+0.1
2 5.93+0.01 38.0+0.1
3 5.91+0.01 37.8+0.1
4 5.91 £0.01 379 +0.1
14: pH de la solucién 2 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la
No. de medicién pH Temperatura (°C)
1 5.93 £0.01 37.8+£0.1
2 5.93 £0.01 37.9+0.1
3 5.93 £0.01 383+0.1
4 5.96 +0.01 38.1+0.1

Cuadro 15: pH de la solucion 3 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la que se midi6

No. de medicién pH Temperatura (°C)
1 5.91+0.01 38.1+£0.1
2 5.90+0.01 37.9+0.1
3 5.91+0.01 38.1+£0.1
4 5.92+0.01 38.0+0.1

Cuadro

que se midid

16: pH de la solucion 4 de lactosuero al 10 % m/v y la temperatura a la
No. de medicion pH Temperatura (°C)
1 5.83£0.01 382+0.1
2 5.85+£0.01 38.1+0.1
3 5.84£0.01 38.1£0.1
4 5.83£0.01 38.2+0.1
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Cuadro 17: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucién 1 de lactosuero al 10 %

m/v

No. de medicidén

Proteina (% m/v)

Grasa (% m/v)

Densidad (g/mL)

1 0.13+£0.02 0.00 +£0.01 1.0210 = 0.0005
2 0.13£0.02 0.00 £0.01 1.0210 = 0.0005
3 0.13+£0.02 0.00 +£0.01 1.0210 = 0.0005
4 0.13£0.02 0.00 £0.01 1.0210 = 0.0005

Cuadro 18: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucién 2 de lactosuero al 10 %

m/v

No. de medicidén

Proteina (% m/v)

Grasa (% m/v)

Densidad (g/mL)

1 0.13£0.02 0.00 £0.01 1.0210 £+ 0.0005
2 0.13£0.02 0.00 £ 0.01 1.0210 £+ 0.0005
3 0.13+0.02 0.00 +0.01 1.0210 + 0.0005
4 0.13£0.02 0.00 £ 0.01 1.0210 £+ 0.0005
Cuadro 19: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucién 3 de lactosuero al 10 %
m/v
No. de medicion Proteina (% m/v) Grasa (% m/v) Densidad (g/mL)
1 0.13£0.02 0.00 £ 0.01 1.0210 £+ 0.0005
2 0.13+0.02 0.00 +0.01 1.0210 + 0.0005
3 0.13£0.02 0.00 £ 0.01 1.0210 £+ 0.0005
4 0.13£0.02 0.00 £ 0.01 1.0210 £+ 0.0005
Cuadro 20: Porcentaje de proteina, grasa y densidad en la solucion 4 de lactosuero al 10 %
m/v
No. de medicion Proteina (% m/v) Grasa (% m/v) Densidad (g/mL)
1 0.13 +0.02 0.00 +0.01 1.0210 £+ 0.0005
2 0.13 +0.02 0.00 +0.01 1.0210 £+ 0.0005
3 0.13+0.02 0.00 +0.01 1.0210 + 0.0005
4 0.13 +0.02 0.00 +0.01 1.0210 £+ 0.0005
Cuadro 21: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 1 de lactosuero al
10 % m/v
No. de medicion Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
1 8.43170 + 0.00001 0.10786 + 0.00001
2 8.20694 + 0.00001 0.07499 + 0.00001
3 8.39665 +0.00001 0.17973 £ 0.00001
4 8.45015 + 0.00001 0.15453 +0.00001
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Cuadro 22: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 2 de lactosuero al

10 % m/v

8.36526 + 0.00001

No. de medicion Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
1 8.42483 + 0.00001 0.16586 + 0.00001
2 8.35740 + 0.00001 0.12091 £+ 0.00001
3 8.49719 + 0.00001 0.10973 + 0.00001
4

0.16387 = 0.00001

Cuadro 23: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 3 de lactosuero al

10 % m/v

10 % m/v

No. de medicion Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
1 8.62075 + 0.00001 0.22155 +0.00001
2 8.43074 + 0.00001 0.23651 + 0.00001
3 8.46814 + 0.00001 0.25716 + 0.00001
4 8.74315 + 0.00001 0.23425 + 0.00001
Cuadro 24: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la solucion 4 de lactosuero al
No. de medicion Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
1 8.08339 + 0.00001 0.25350 + 0.00001
2 8.29129 + 0.00001 0.21455 +0.00001
3 8.13953 + 0.00001 0.42267 + 0.00001
4 8.20564 + 0.00001 0.26823 + 0.00001

Cuadro 25: Pesos de los beakers de 50 mL individuales y con la muestra de lactosuero
hiimeda y seca para la medicion de la humedad del lactosuero en polvo

No. muestra

Peso beaker (g)

Peso beaker + muestra
lactosuero (g)

Peso beaker + muestra
lactosuero seca (g)

30.866 = 0.001

35.870 £ 0.001

1 29.174 + 0.001 34.176 + 0.001 34.067 £ 0.001
2 29.346 + 0.001 34.348 + 0.001 34.249 + 0.001
3 31.473 £0.001 36.481 +0.001 36.379 £ 0.001
4

35.768 £ 0.001

Cuadro 26: Pesos de los crisoles individuales, con la muestra de lactosuero y la muestra

calcinada para la medicion de la humedad del lactosuero en polvo

No. muestra

Crisol (g)

Peso crisol + muestra
lactosuero (g)

Peso crisol + muestra
lactosuero calcinada (g)

1 23.922 +£0.001 28.927 £0.001 25.534 +0.001
2 17.604 + 0.001 22.605 +0.001 19.145 +0.001
3 18.996 + 0.001 23.998 +£ 0.001 20.464 + 0.001
4 17.202 +0.001 22.204 +0.001 18.742 = 0.001
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Cuadro 27: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer —réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 6.46512 +0.00001 0.14395 £ 0.00001
2 10 0.167 6.51183 +0.00001 0.14326 £+ 0.00001
3 15 0.25 6.42072 + 0.00001 0.14109 £ 0.00001
4 30 0.5 6.41347 + 0.00001 0.13898 = 0.00001
5 60 1 6.53145 +0.00001 0.14250 £ 0.00001
6 120 2 6.51193 + 0.00001 0.13521 +0.00001
7 240 4 6.55845 + 0.00001 0.14233 = 0.00001
8 480 8 6.59989 + 0.00001 0.14330 = 0.00001
9 720 12 6.53879 + 0.00001 0.14271 £ 0.00001
10 1440 24 6.57574 +0.00001 0.13941 £ 0.00001
11 2880 48 6.84605 + 0.00001 0.14532 £+ 0.00001
12 4320 72 7.24824 +0.00001 0.15185 £ 0.00001

Cuadro 28: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.111 £0.001 7.123 £0.001
2 10 0.167 7.423 £0.001 7.435+0.001
3 15 0.25 7.158 £0.001 7.174 £ 0.001
4 30 0.5 7.464 +0.001 7.477 £0.001
5 60 1 7.158 £0.001 7.179 £0.001
6 120 2 7.464 +0.001 7.471 £0.001
7 240 4 7.158 £0.001 7.168 =£0.001
8 480 8 7.464 +0.001 7.472 £0.001
9 720 12 7.158 £0.001 7.169 = 0.001
10 1440 24 7.464 +0.001 7.473 £0.001
11 2880 48 7.158 £0.001 7.170 = 0.001
12 4320 72 7.464 +0.001 7.483 £0.001
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Cuadro 29: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 6.49462 + 0.00001 0.13447 = 0.00001
2 10 0.167 6.50037 + 0.00001 0.12334 +0.00001
3 15 0.25 6.42899 + 0.00001 0.13796 = 0.00001
4 30 0.5 6.44250 + 0.00001 0.13647 = 0.00001
5 60 1 6.50354 +0.00001 0.13396 = 0.00001
6 120 2 6.49054 + 0.00001 0.13344 +0.00001
7 240 4 6.50071 + 0.00001 0.12417 = 0.00001
8 480 8 6.46354 +0.00001 0.12354 £+ 0.00001
9 720 12 6.44395 + 0.00001 0.12012 £+ 0.00001
10 1440 24 6.46871 +0.00001 0.09540 = 0.00001
11 2880 48 6.42412 + 0.00001 0.06449 £ 0.00001
12 4320 72 6.51358 +0.00001 0.12504 £ 0.00001

Cuadro 30: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.194 +0.001 7.205 £ 0.001
2 10 0.167 7.363 £0.001 7.378 £0.001
3 15 0.25 7.213 £0.001 7.231+0.001
4 30 0.5 7.411 £0.001 7.432 +0.001
5 60 1 7.213 £0.001 7.226 +0.001
6 120 2 7.411 £0.001 7.422 +0.001
7 240 4 7.213 £0.001 7.223 £0.001
8 480 8 7.411 £0.001 7.419 £ 0.001
9 720 12 7.213 £0.001 7.222 +£0.001
10 1440 24 7.411 £0.001 7.419 £ 0.001
11 2880 48 7.213 £0.001 7.224 +0.001
12 4320 72 7.411 £0.001 7.426 £ 0.001
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Cuadro 31: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 6.68583 +0.00001 0.13588 = 0.00001
2 10 0.167 6.68022 + 0.00001 0.12149 £ 0.00001
3 15 0.25 6.60651 +0.00001 0.11799 £ 0.00001
4 30 0.5 6.56461 + 0.00001 0.12143 £ 0.00001
5 60 1 6.64823 +0.00001 0.11937 £ 0.00001
6 120 2 6.65395 + 0.00001 0.11895 +0.00001
7 240 4 6.71768 + 0.00001 0.12163 = 0.00001
8 480 8 6.70422 + 0.00001 0.12077 = 0.00001
9 720 12 6.57122 +0.00001 0.11884 +0.00001
10 1440 24 6.56592 +0.00001 0.12210 £ 0.00001
11 2880 48 6.63363 + 0.00001 0.11777 = 0.00001
12 4320 72 6.73000 + 0.00001 0.13342 £ 0.00001

Cuadro 32: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.183 +£0.001 7.199 £ 0.001
2 10 0.167 7.099 £ 0.001 7.113 £0.001
3 15 0.25 7.221 £0.001 7.241 £ 0.001
4 30 0.5 7.167 £0.001 7.182 +0.001
5 60 1 7.221 £0.001 7.241 £0.001
6 120 2 7.167 £0.001 7.191 £0.001
7 240 4 7.221 £0.001 7.239 +£0.001
8 480 8 7.167 £0.001 7.185+0.001
9 720 12 7.221 £0.001 7.239 +£0.001
10 1440 24 7.167 £0.001 7.184 £ 0.001
11 2880 48 7.221 +£0.001 7.244 £ 0.001
12 4320 72 7.167 £0.001 7.191 £0.001
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Cuadro 33: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 5.84574 + 0.00001 0.24748 + 0.00001
2 30 0.5 5.81901 + 0.00001 0.24806 + 0.00001
3 60 1 5.79775 +0.00001 0.25251 + 0.00001
4 120 2 5.78130 + 0.00001 0.25638 + 0.00001
5 240 4 5.77587 +0.00001 0.25821 + 0.00001
6 480 8 5.70439 + 0.00001 0.25442 + 0.00001
7 720 12 5.66756 + 0.00001 0.25806 + 0.00001
8 1440 24 5.61799 + 0.00001 0.27832 + 0.00001
9 2880 48 5.60816 + 0.00001 0.30635 + 0.00001
10 4320 72 5.56613 + 0.00001 0.73105 + 0.00001

Cuadro 34: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.158 £0.001 7.176 = 0.001
2 30 0.5 7.464 +0.001 7.485 £ 0.001
3 60 1 7.158 £0.001 7.179 +£0.001
4 120 2 7.464 +0.001 7.486 = 0.001
5 240 4 7.158 £0.001 7.179 +£0.001
6 480 8 7.464 +0.001 7.485 £ 0.001
7 720 12 7.158 £0.001 7.179 £ 0.001
8 1440 24 7.464 +0.001 7.487 £0.001
9 2880 48 7.158 £0.001 7.184 £ 0.001
10 4320 72 7.464 +0.001 7.517 £0.001

Cuadro 35: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicidn (h)
1 5 0.083 6.09050 + 0.00001 0.24215 +0.00001
2 480 8 5.78409 + 0.00001 0.24481 +0.00001
3 1440 24 5.66756 +0.00001 0.25245 £ 0.00001
4 4320 72 5.61799 +0.00001 0.70702 + 0.00001
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Cuadro 36: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.213 +0.001 7.229 £ 0.001
2 480 8 7.411 £0.001 7.431 +0.001
3 1440 24 7.411 +0.001 7.438 +£0.001
4 4320 72 7.411 £0.001 7.460 = 0.001

Cuadro 37: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 6.03616 + 0.00001 0.24451 + 0.00001
2 480 8 5.79872 + 0.00001 0.24990 + 0.00001
3 1440 24 5.70439 + 0.00001 0.26071 = 0.00001
4 4320 72 5.60816 +0.00001 0.69959 + 0.00001

Cuadro 38: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm con buffer —réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.221 £0.001 7.240 £ 0.001
2 480 8 7.167 =0.001 7.186 = 0.001
3 1440 24 7.167 £0.001 7.190 = 0.001
4 4320 72 7.167 £0.001 7.217 £0.001

Cuadro 39: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicidn (h)
1 5 0.083 6.07632 + 0.00001 0.24271 +0.00001
2 480 8 5.77430 £ 0.00001 0.24857 £ 0.00001
3 1440 24 5.72049 + 0.00001 0.25292 +0.00001
4 4320 72 5.59793 + 0.00001 0.77085 +0.00001

Cuadro 40: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.158 £0.001 7.175 +£0.001
2 480 8 7.464 +0.001 7.484 +0.001
3 1440 24 7.464 £ 0.001 7.488 +0.001
4 4320 72 7.464 +0.001 7.522 +0.001
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Cuadro 41: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicién (h)
1 5 0.083 6.13963 £ 0.00001 0.23426 + 0.00001
2 480 8 5.77159 £ 0.00001 0.24868 + 0.00001
3 1440 24 5.74946 £ 0.00001 0.25384 +0.00001
4 4320 72 5.56376 £ 0.00001 0.77412 £ 0.00001

Cuadro 42: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.213 +0.001 7.229 £ 0.001
2 480 8 7.411 £0.001 7.432 +0.001
3 1440 24 7.411 +0.001 7.434 +0.001
4 4320 72 7.411 £0.001 7.468 = 0.001

Cuadro 43: Porcentaje de lactosa y &cido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicidén (min) | medicion (h)
1 5 0.083 6.06932 + 0.00001 0.24339 £ 0.00001
2 30 0.5 5.95030 + 0.00001 0.24400 £ 0.00001
3 60 1 5.85702 + 0.00001 0.24679 £ 0.00001
4 120 2 5.81606 + 0.00001 0.24796 + 0.00001
5 240 4 5.78092 +0.00001 0.24830 + 0.00001
6 480 8 5.76408 + 0.00001 0.24985 +0.00001
7 720 12 5.76059 + 0.00001 0.24998 + 0.00001
8 1440 24 5.71247 £ 0.00001 0.25894 +0.00001
9 2880 48 5.67891 +0.00001 0.32855 +0.00001
10 4320 72 5.50391 £ 0.00001 0.77440 £ 0.00001
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Cuadro 44: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 50 rpm con buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.221 +0.001 7.240 £ 0.001
2 30 0.5 7.167 £0.001 7.187 +£0.001
3 60 1 7.221 +0.001 7.242 £0.001
4 120 2 7.167 £0.001 7.187 +£0.001
5 240 4 7.221 +0.001 7.242 £0.001
6 480 8 7.167 £0.001 7.188 = 0.001
7 720 12 7.221 £0.001 7.243 £0.001
8 1440 24 7.167 +0.001 7.191 £0.001
9 2880 48 7.221 £0.001 7.249 £ 0.001
10 4320 72 7.167 +0.001 7.226 +0.001

Cuadro 45: Porcentaje de lactosa y &cido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicidén (min) | medicion (h)
1 5 0.083 5.66944 + 0.00001 0.18102 £ 0.00001
2 480 8 5.66413 £ 0.00001 0.18332 +0.00001
3 1440 24 5.64246 £ 0.00001 0.19271 £ 0.00001
4 4320 72 5.59705 £ 0.00001 0.20249 + 0.00001
5 10080 168 5.58330 + 0.00001 0.26315 +0.00001
6 11520 192 5.53229 +0.00001 0.33148 +0.00001

Cuadro 46: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer —réplica 1

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicidn (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.158 £0.001 7.177 £0.001
2 480 8 7.464 £ 0.001 7.483 £ 0.001
3 1440 24 7.158 £0.001 7.177 £0.001
4 4320 72 7.464 £ 0.001 7.484 +0.001
5 10080 168 7.158 £ 0.001 7.179 £ 0.001
6 11520 192 7.464 £ 0.001 7.489 £ 0.001

Cuadro 47: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicion (h)
1 5 0.083 5.77151 £ 0.00001 0.18044 +0.00001
2 10080 168 5.58118 £0.00001 0.24989 + 0.00001
3 11520 192 5.50934 +0.00001 0.28200 + 0.00001
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Cuadro 48: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — réplica 2

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.213 +0.001 7.231 £0.001
2 10080 168 7.213 £0.001 7.234 +0.001
3 11520 192 7.411 +0.001 7.435+0.001

Cuadro 49: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer — réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicién (min) | medicion (h)
1 5 0.083 5.68087 £+ 0.00001 0.17905 £ 0.00001
2 10080 168 5.57125 £ 0.00001 0.21839 +0.00001
3 11520 192 5.52195 £ 0.00001 0.25557 £ 0.00001

Cuadro 50: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 150 rpm con buffer —réplica 3

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicidon (min) | medicion (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 5 0.083 7.221 +£0.001 7.239 £ 0.001
2 10080 168 7.221 £0.001 7.240 £ 0.001
3 11520 192 7.167 =0.001 7.190 = 0.001

Cuadro 51: Porcentaje de lactosa y acido lactico presentes en la fermentacion de la solucion

de lactosuero al 10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — Madre

No. de Tiempo de Tiempo de Lactosa (% m/v) Acido lactico (% m/v)
medicion | medicion (min) | medicion (h)
1 4320 72 5.41673 £+ 0.00001 0.7526 + 0.00001
2 5760 96 4.92553 +0.00001 0.7957 £ 0.00001
3 14400 240 4.91534 +0.00001 0.9185 + 0.00001

Cuadro 52: Pesos de la biomasa presente en la fermentacion de la solucion de lactosuero al
10 % m/v agitada a 100 rpm sin buffer — Madre

No. de Tiempo de Tiempo de Peso del tubo de Peso del tubo de
medicion | medicion (min) | medicién (h) centrifuga (g) centrifuga + biomasa (g)
1 4320 72 7.158 £ 0.001 7.218 +0.001
2 5760 96 7.464 + 0.001 7.525 +£0.001
3 14400 240 7.158 £ 0.001 7.223 +0.001
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B. Datos calculados

Cuadro 53: Masas calculadas de lactosuero en polvo para la preparacion de las soluciones de
lactosuero al 10 % m/v

No. Masa muestra | Masa muestra 2 (g) Masa total Concentracion
Soluciéon 1(g) lactosuero (g) solucion (% m/v)
1 77.832 +0.001 22.172 +£0.001 100.004 + 0.002 10.000 £+ 0.003
2 50.567 +£0.001 49.435 £ 0.001 100.002 £ 0.002 10.000 + 0.003
3 57.094 +0.001 42.924 +0.001 100.018 + 0.002 10.002 + 0.004
4 60.836 + 0.001 39.172 £ 0.001 100.008 £ 0.002 10.001 + 0.004
Cuadro 54: Estadistica de la preparacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v
Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
(% m/v) media estandar confianza de variacion
(= % m/v) (+ % m/v) (% m/v)
10.001 0.007 0.001 [10.000,10.002] <0.0001

Cuadro 55: Medias de pH de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

pH cuarteto de
la solucion 1

pH cuarteto de la
solucion 2

pH cuarteto de la
solucién 3

pH cuarteto de la
solucion 4

5.92 +0.02

5.94 +0.02

5.91 +0.02

5.84 £0.02

Cuadro 56: Estadistica de las mediciones de pH de los cuartetos de las soluciones de
lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
media estandar confianza de variacion
5.90 +0.04 +0.04 [5.83,5.97] 0.01

Cuadro 57: Medias del porcentaje de proteina de los cuartetos de las soluciones de lactosuero

al 10 % m/v

Porcentaje proteina
cuarteto de la

Porcentaje proteina
cuarteto de la

Porcentaje proteina
cuarteto de la

Porcentaje proteina
cuarteto de la

solucion 1 solucion 2 solucion 3 solucion 4
(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
0.13+0.04 0.13+0.04 0.13+0.04 0.13+0.04

Cuadro 58: Estadistica de las mediciones del porcentaje de proteina de los cuartetos de las
soluciones de lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
(% m/v) media estandar conflanza de variacién
(+ % m/v) (+ % m/v) (% m/v)
0.13 0.08 0.00 [0.13,0.13] 0.00
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Cuadro 59: Medias del porcentaje de grasa de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al

10 % m/v

Porcentaje grasa
cuarteto de la

Porcentaje grasa
cuarteto de la

Porcentaje grasa
cuarteto de la

Porcentaje grasa
cuarteto de la

solucion 1 solucion 2 solucion 3 solucion 4
(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
0.00 £ 0.02 0.00 £ 0.02 0.00 £ 0.02 0.00 £ 0.02

Cuadro 60: Estadistica de las mediciones del porcentaje de grasa de los cuartetos de las
soluciones de lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Iréfgzlgzge Coeficiente
% m/v media estandar de variacion
omn) (& % m/v) (& % m/v) (% m/v)
0.00 0.04 0.00 [0.00,0.00] 0.00

Cuadro 61: Medias de la densidad de los cuartetos de las soluciones de lactosuero al 10 %

m/v

Densidad cuarteto de
la solucion 1
(g/mL)

Densidad cuarteto
de la solucion 2
(g/mL)

Densidad cuarteto
de la solucion 3
(g/mL)

Densidad cuarteto de

la solucion 4
(g/mL)

1.0210 + 0.0010

1.0210 + 0.0010

1.0210 +0.0010

1.0210 +0.0010

Cuadro 62: Estadistica de las mediciones de la densidad de los cuartetos de las soluciones de

lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente

(g/mL) media estandar confianza de variacion
(£ g/mL) (£ g/mL) (¢/ mL)

1.0210 0.0020 0.0000 [1.00210,1.0210] 0.0000

Cuadro 63: Medias del contenido de lactosa de los cuartetos de las soluciones de lactosuero

al 10 % m/v

Contenido lactosa
cuarteto de la

Contenido lactosa
cuarteto de la

Contenido lactosa
cuarteto de la

Contenido lactosa
cuarteto de la

solucion 1 solucion 2 solucion 3 solucion 4
(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
8.37136 + 0.00002 8.41117 £0.00002 | 8.56570 £ 0.00002 8.17996 + 0.00002

Cuadro 64: Estadistica de las mediciones del contenido de lactosa de los cuartetos de las
soluciones de lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Inter\fialo de Coeficiente
(% m/v) media estandar contlanza de variacién
(+ % m/v) (+ % m/v) (% m/v)
8.38205 0.00004 0.15867 [8.12961,8.63449] 0.01893
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Cuadro 65: Medias del contenido de acido lactico de los cuartetos de las soluciones de
lactosuero al 10 % m/v

Contenido acido
lactico cuarteto de la

Contenido acido
lactico cuarteto de la

Contenido acido
lactico cuarteto de

Contenido acido
lactico cuarteto de la

solucion 1 solucion 2 la solucion 3 solucion 4
(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
0.12928 + 0.00002 0.14009 + 0.00002 0.23737 £ 0.00002 0.28974 + 0.00002

Cuadro 66: Estadistica de las mediciones del contenido de acido lactico de los cuartetos de
las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
(% m/v) media estandar C(())nﬁanza de variacion
(& % m/v) (& % m/v) (% m/v)
0.19912 0.00004 0.07754 [0.07575,0.32248] 0.38941

Cuadro 67: Masas de lactosuero en polvo himedo y seco para la determinacion del porcentaje
de humedad en base seca y himeda

No. Masa muestra | Masa muestra | Porcentaje humedad Porcentaje
Muestra himeda (g) seca (g) base seca (% m/m) humedad base
himeda (% m/m)

1 5.000£0.001 | 4.893 +£0.001 2.228 £0.029 2.179 +£0.028

2 5.004 £0.001 | 4.903 +£0.001 2.019 +0.029 1.979 +£0.028

3 5.004 £ 0.001 | 4.906 +0.001 2.079 +0.029 2.037+0.028

4 5.005£0.001 | 4.902 +0.001 2.081 +0.029 2.038 +£0.028

Cuadro 68: Estadistica de la determinacion del porcentaje de humedad en base seca y humeda
Tipo Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
porcentaje | (% m/m) media estandar cgnﬁanza de variacion
(+ % m/m) (= % m/m) (%o m/m)
Seco 2.102 0.058 0.089 [1.960,2.243] 0.042
Humedo 2.058 0.057 0.085 [1.923,2.194] 0.041

Cuadro 69: Masas de lactosuero en polvo himedo y seco para la determinacion del porcentaje

de cenizas
No. Masa muestra | Masa muestra Porcentaje cenizas
Muestra (2) calcinada (g) (% m/m)
1 5.005 +£0.001 1.612 £ 0.001 32.208 £0.030
2 5.001 +0.001 1.541 £ 0.001 30.814 £ 0.030
3 5.002 +£ 0.001 1.468 £ 0.001 29.348 + 0.029
4 5.002 + 0.001 1.540 +0.001 30.788 = 0.030
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Cuadro 70: Estadistica de la determinacion del porcentaje de cenizas

Media Incertidumbre Desviacion Intervalo de Coeficiente
(% m/m) media estandar cgnﬁanza de variacion
(+ % m/m) (+ % m/m) (% m/m)
30.789 0.059 1.168 [28.932,32.647] 0.038

Cuadro 71: Relacidn estequiométrica teorica en la reaccion de la fermentacion

Masade | Masade
Volumen ., Masa . , . , . Masa de .,
Concentracion Concentracion acido acido , . Relacion
base de de , . . .. acido ..
, de lactosa de 4cido lactico | lactico de L estequiométrica
calculo lactosa .. .. ., lactico s,
(g/L) lactico (g/L) inicial reaccion de reaccion
(L) €9) total (g)
(2) (2
0.200 83.820 16.764 1.991 0.398 17.647 18.045 1.076
0.150 83.820 12.573 1.991 0.299 13.235 13.534 1.076

Cuadro 72: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y é4cido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 100 rpm de agitacion y sin uso de buffer — corrida 1

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) | lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
0 0.000 4.600 83.820 1.991
1 0.083 2.400 64.651 1.440
2 0.167 2.400 65.118 1.433
3 0.250 3.200 64.207 1.411
4 0.500 2.600 64.135 1.390
5 1.000 4.200 65.315 1.425
6 2.000 1.400 65.119 1.352
7 4.000 2.000 65.585 1.423
8 8.000 1.600 65.999 1.433
9 12.000 2.200 65.388 1.427
10 24.000 1.800 65.757 1.394
11 48.000 2.400 68.461 1.453
12 72.000 3.800 72.482 1.519
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Cuadro 73: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y éacido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 100 rpm de agitacion y sin uso de buffer — corrida 2

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) | lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
0 0.000 4.600 83.820 1.991
1 0.083 2.200 64.946 1.345
2 0.167 3.000 65.004 1.233
3 0.250 3.600 64.290 1.380
4 0.500 4.200 64.425 1.365
5 1.000 2.600 65.035 1.340
6 2.000 2.200 64.905 1.334
7 4.000 2.000 65.007 1.242
8 8.000 1.600 64.635 1.235
9 12.000 1.800 64.440 1.201
10 24.000 1.600 64.687 0.954
11 48.000 2.200 64.241 0.645
12 72.000 3.000 65.136 1.250

Cuadro 74: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y é4cido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 100 rpm de agitacion y sin uso de buffer — corrida 3

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
0 0.000 4.600 83.820 1.991
1 0.083 3.200 66.858 1.359
2 0.167 2.800 66.802 1.215
3 0.250 4.000 66.065 1.180
4 0.500 3.000 65.646 1.214
5 1.000 4.000 66.482 1.194
6 2.000 4.800 66.540 1.190
7 4.000 3.600 67.177 1.216
8 8.000 3.600 67.042 1.208
9 12.000 3.600 65.712 1.188
10 24.000 3.400 65.659 1.221
11 48.000 4.600 66.336 1.178
12 72.000 4.800 67.300 1.334
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Cuadro 75: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y éacido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 100 rpm de agitacion y con uso de buffer de ftalato 4cido de potasio y 4cido clorhidrico

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) | lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
Corrida 1
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.250 3.600 59.622 2.475
2 0.500 4.200 59.559 2.481
3 1.000 4.200 58.457 2.525
4 2.000 4.400 58.190 2.564
5 4.000 4.200 57.978 2.582
6 8.000 4.200 57.813 2.544
7 12.000 4.200 57.759 2.581
8 24.000 4.600 56.843 2.783
9 48.000 5.200 56.421 3.063
10 72.000 10.600 55.661 7.310
11 96.000 10.867 50.614 7.729
12 240.000 11.491 50.509 8.921
Corrida 2
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.200 60.905 2.421
2 8.000 4.000 57.841 2.448
3 24.000 5.400 56.676 2.525
4 72.000 9.800 56.180 7.070
Corrida 3
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.800 60.362 2.445
2 8.000 3.800 57.987 2.499
3 24.000 4.600 57.044 2.607
4 72.000 10.000 56.082 6.996
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Cuadro 76: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y éacido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 50 rpm de agitacion y con uso de buffer de ftalato acido de potasio y dcido clorhidrico

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) | lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
Corrida 1
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.400 60.763 2.427
2 8.000 4.000 57.743 2.486
3 24.000 4.800 57.205 2.529
4 72.000 11.600 55.979 7.709
Corrida 2
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.200 61.396 2.343
2 8.000 4.200 57.716 2.487
3 24.000 4.600 57.495 2.538
4 72.000 11.400 55.638 7.741
Corrida 3
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.800 60.693 2.434
2 0.500 4.000 59.503 2.440
3 1.000 4.200 58.570 2.468
4 2.000 4.000 58.161 2.480
5 4.000 4.200 57.809 2.483
6 8.000 4.200 57.641 2.499
7 12.000 4.400 57.606 2.500
8 24.000 4.800 57.125 2.589
9 48.000 5.600 56.789 3.285
10 72.000 11.800 55.039 7.744
11 96.000 12.097 50.048 8.187
12 240.000 12.792 49.945 9.450
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Cuadro 77: Concentracion de Lactobacillus leichmannii, lactosa y éacido lactico, con el
tiempo en la fermentacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v a una temperatura de
38 °C, 150 rpm de agitacion y con uso de buffer de ftalato 4cido de potasio y acido clorhidrico

No. Tiempo (h) Concentracion Concentracion Concentracion
Muestra microorganismo (g/L) | lactosa (g/L) acido lactico (g/L)
Corrida 1
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.800 56.694 1.810
2 8.000 3.800 56.641 1.833
3 24.000 3.800 56.425 1.927
4 72.000 4.000 55.971 2.025
5 168.000 4.200 55.833 2.631
6 192.000 5.000 55.323 3.315

Corrida 2
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.600 57.715 1.804
2 168.000 4.200 55.812 2.499
3 192.000 4.800 55.093 2.820
Corrida 3
0 0.000 3.400 83.820 1.991
1 0.083 3.600 56.809 1.791
2 168.000 3.800 55.713 2.184
3 192.000 4.600 55.220 2.556

Cuadro 78: Rendimiento de la experimentacion basado en los resultados obtenidos de la
fermentacion de la solucion de lactosuero 10 % m/v a 50 rpm y empleando buffer

Masa de Masa de Masa de
Volumen | Masade | 4cido . . acido Masa de acido | Rendimiento
- acido L. . .
base de lactosa | lactico . lactico lactico experimental
. " o lactico de .
calculo teorica inicial -, total experimental de la
L reaccion - .
(L) (2) tedrica tedrica (g) tedrica (2) fermentacion
(2) (2
0.150 12.573 0.299 13.235 13.534 1.418 10.474%

C. Ecuaciones empleadas para los calculos

Ecuacion 11: propagacion de error para sumas y restas

S, = \/Saz + 5,2+ 8.2
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Donde:
S, es la incertidumbre del resultado (Sumas/restas)

Sap,c.. €s la incertidumbre de cada medida a, b, c, etc.
(Skoog et al., 2015)

Ecuacion 12: propagacion de error para multiplicaciones y divisiones

2

Sy )
Donde:

Sy es la incertidumbre del resultado (multiplicacion/division)

y es el valor del resultado del célculo
a, b, c... es el valor de cada medida
Sap,c... es la incertidumbre de cada medida a, b, ¢, etc.

(Skoog et al., 2015)

Ecuacion 13: media muestral

2|

M=
2

~
Il
[S

>
Il

Donde:

X es la media muestral

N es el numero de muestras

X; es cada medida individual tomada.

(Anderson et al., 2016)

Ecuacidén 14: desviacion estandar

B /Z(Xi - X)?
$= N-1
Donde:

S es la desviacion estandar muestral.
X es la media muestral.

N es el nimero de muestras.

X; es cada medida individual tomada.

(Anderson et al., 2016)
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Ecuacion 15: intervalo de confianza para la media

— S
IC= X +t * ——
/2 \/N
Donde:

IC es el intervalo de confianza para la media.
S es la desviacion estandar muestral.

X es la media muestral.
N es el nimero de muestras.

L« /2 es €l valor t de una tabla utilizando como grados de libertad N-1

(Anderson et al., 2016)

Ecuacion 16: coeficiente de variacion

CV =

Sl U

Donde:
CV es el coeficiente de variacion.
S es la desviacion estandar muestral.

X es la media muestral.

(Anderson et al., 2016)
Ecuacion 17: porcentaje de humedad (base hiimeda y seca)

M= Ms 1 00%
my

%humedad (base himeda) =

Mh—Ms  100%

)

%humedad (base seca) =

Donde:
m,, es la masa del sélido sin someter a proceso de secado.
my es la masa del solido después de haberlo sometido a proceso de secado.

(Felder et al., 2018)

Ecuacion 18: porcentaje de cenizas

. mC
%cenizas = — -100%
n
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Donde:

m,, es la masa del solido sin someter a proceso de calcinacion.
m, es la masa del sélido después de haberlo calcinado.

(Felder et al., 2018)

Ecuacion 19: concentracion total de un buffer

Cr=[HA] +[A7]

Donde:

Cr es la suma de la concentracion del 4cido y su par conjugado.
[HA] es la concentracion del acido.

[A~] es la concentracion de la base conjugada.
(Skoog et al., 2015)

Ecuacion 20: concentracion del acido necesaria para la preparacion de un buffer

Cr
mM—1mWwMH4

Donde:

Cr es la suma de la concentracion del 4cido y su par conjugado.
[HA] es la concentracion del acido.

[A~] es la concentracion de la base conjugada.

(Skoog et al., 2015)
Ecuacion 21: ecuacion quimica de la fermentacion de la lactosa en 4cido lactico

C12H22011 (ac)

+ HZO W = C6H1206 (ac) + C6H1206 (ac)
Lactosa

Glucosa Galactosa

CeH1206 (ac) + CeH1206 (ac) _, 4CH3 CH(OH)COOH (ac)
Glucosa Galactosa Acido lactico

Por lo que la reaccion resumida es:

ClZHZZ 011 (ac)
Lactosa

CH3;CH(OH)COOH (4

+H,0 ) — 4 o
Acido lactico

Ecuacion 22: relacion estequiométrica tedrica de reaccion

roducto
R = |4

reactivo
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Donde:
R es la relacion estequiométrica tedrica de la reaccion de la fermentacion de lactosa.
p es la cantidad mésica de producto al final de la reaccion.

r es la cantidad masica de reactivo al inicio de la reaccion.

Ecuacion 23: concentracion de biomasa presente en la fermentacion

m,,-m
Cm — mV t

Donde:
C s la concentracion del microorganismo de la muestra fermentada.
C,. ¢s la masa del tubo de la centrifuga con la masa del microorganismo seca.

m, es la masa del tubo de la centrifuga seco.
V es el volumen de la alicuota tomada del erlenmeyer de la fermentacion.

D. Célculos de muestra
Célculo 1: preparacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v
(159.102 + 0.001)g — (81.270 + 0.001)g = (77.832 + 0.001)g
(103.442 + 0.001)g — (81.270 £ 0.001)g = (22.172 £ 0.001)g
(77.832 + 0.001)g + (22.172 + 0.001)g = (100.004 £+ 0.002)g

(100.004 + 0.002) g
(1,000.0 + 0.3)mL

m
+100% = (10.000 + 0.003)%;

e Este calculo se realiz6 para la preparacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v.
Los datos se obtuvieron del Cuadro 12. Se calcul6é de forma similar para las demas
soluciones.

Célculo 2: media de la preparacion las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

. - 0. + . =+ 0. + . =+ 0. + . - 0. om/v
[(10.000 + 0.003) + (10.000 + 0.003) + (10.002 + 0.004) + (10.001 + 0.004)]%m/

4
m
= (10.001 + 0.007)%?

e Este célculo se realiz6 para determinar la media de las soluciones preparadas de
lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 53. Se calcul¢ a partir de
la ecuacién 13.

Célculo 3: media de las mediciones de pH de la solucion 1 de lactosuero al 10 % m/v

[(5.93 4+ 0.01) + (5.93 + 0.01) + (5.91 + 0.01) + (5.91 + 0.01)]
4

= (5.92 + 0.02)
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e Este calculo se realizo para determinar la media de las mediciones de pH de la solucién
1 de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 13. Se calcul6 a partir
de la ecuacion 13. Se calcul6 de forma similar para la media de las demas soluciones
de lactosuero preparadas.

e Nota: se calculd de forma similar para la solucién 1, la densidad, el porcentaje de
proteinas y grasa; el contenido de lactosa y acido lactico.

Célculo 4: media de las mediciones de pH de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

[(5.92 4 0.02) + (5.94 + 0.02) + (5.91 + 0.02) + (5.84 + 0.02)]

2 = (5.90 + 0.04)

e Este calculo se realizdé para determinar la media de las mediciones de pH de las
soluciones de lactosuero al 10 % m/v. Partiendo de las medias individuales de cada
solucion de lactosuero. Los datos se obtuvieron del Cuadro 55. Se calculd a partir de
la ecuacion 13.

e Nota: se calcul6 de forma similar para las demads soluciones, la densidad, el porcentaje
de proteinas y grasa; el contenido de lactosa y acido lactico. Partiendo de las medias
individuales de cada solucion. También se calculd de forma similar para el porcentaje
de humedad y cenizas del lactosuero en polvo.

Célculo 5: porcentaje de humedad del lactosuero en polvo
(34.176 £ 0.001)g — (29.174 £ 0.001)g = (5.002 + 0.001)g
(34.067 + 0.001)g — (29.174 + 0.001)g = (4.893 +0.001)g
Base seca

[(5.002 + 0.001) — (4.893 + 0.001)]g
(4.893 + 0.001)g

m
-100% = (2.228 + 0.029)%;

Base humeda

[(5.002 + 0.001) — (4.893 + 0.001)]g
(5.002 + 0.001)g

m
+100% = (2.179 + 0.028)%E

e Este calculo se realizd para la determinacion del porcentaje de humedad del lactosuero
en polvo. Los datos se obtuvieron del Cuadro 25. Se calcul6 de forma similar para las
demas muestras.

Célculo 6: porcentaje de cenizas del lactosuero en polvo
(28.927 £ 0.001)g — (23.922 +0.001)g = (5.005 £+ 0.001)g
(25.534 + 0.001)g — (23.922 +0.001)g = (1.612 £ 0.001)g

[(1.612 4 0.001)]g
(5.005 + 0.001)g

m
-100% = (32.208 + 0.030)%;
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e Este célculo se realizd para la determinacion del porcentaje de cenizas del lactosuero
en polvo. Los datos se obtuvieron del Cuadro 26. Se calcul6 de forma similar para las
demads muestras.

Célculo 7: relacion teorica estequiométrica de la reaccion de fermentacion de lactosuero para
producir acido lactico

Concentracion de lactosa en g/L:

g 1000mL

m
8.38205% — + 100 =0.08382— - —— = 83.382g lactosa
v mL 1L L

Concentracion de acido lactico inicial en g/L:

m g 1000mL g . . o
0.19912% — <+~ 100 = 0.00199 — - ——— = 1.991 = A4cido lactico
v mlL 1L L

Masa de acido lactico de la fermentacion:

83.382% lactosa - 200 mL - = 16.764 g lactosa

1000 mL

1 mol lactosa 4 mol acido lactico 90.08 g acido lactico
16.764 g lactosa - :

342.3 g lactosa "~ 1mol lactosa 1 mol acido lactico
= 17.647 g acido lactico

Masa total de acido lactico:

9 o 1L e
1.991 — -2 L-———=0.
99 L acido lactico - 200 m 1000 i 0.398 g acido lactico

(0.398 + 17.647) g acido lactico = 18.045 g acido lactico
Relacion teodrica estequiométrica:

_ 18.045 g acido lactico

= 1.076
16.764 g lactosa

e Este calculo se realiz6 para la determinacion de la relacion estequiométrica tedrica de
la fermentacion del lactosuero para producir acido lactico. Los datos se obtuvieron de
los Cuadros 64 y 66. Se empled un volumen de fermentacion base de 200 mL. Se
empled como masa molar de la lactosa 342.3 g/mol, masa molar del acido lactico
90.08 g/mol. Se empleo la ecuacion 21 para el célculo.

Célculo 8: preparacion de buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico
CT =0.250 M

Al = _025M 0.222 Cl
[HA] = 1045-54) y 1~ M H
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Cantidad de acido clorhidrico a medir:

1L 0.222 mol 36.458 g HCl 1mL HClpuro 100mL HCl impuro

1000 mL L 1mol HCI 1.19gHClpurol 37 mL HCl puro
= 4.60 mL HCl impuros

250 mL -

[A"] =0.250 M — 0.222 M = 0.028 M
Cantidad de ftalato acido de potasio a medir:

1L 0.028 mol 204.22 g KHP 100 g KHP impuro

1000 mL L 1 mol KHP 99.5 g KHP puro
= 1.434 g KHP impuros

250 mL -

e Este calculo se realizo6 para la preparacion de 500 mL de un buffer de ftalato acido de
potasio y acido clorhidrico. Este se prepard a un pH de 4.5 y a una concentracion total
de 0.250 M. Los datos fisicoquimicos de los reactivos se encuentran en el Cuadro C.

Célculo 9: determinacion de biomasa presente en la fermentacion mediante peso seco

7.175g —7.158¢g g
= 0.00340—

5.000 mL mL

g 1000mL g

0.00340 - T 3.400 7

e Este calculo se realizd para determinar la biomasa presente en una muestra de la
fermentacion. Los datos se obtuvieron del Cuadro 40. Se calculo de forma similar para
las demas muestras.

Célculo 10: rendimiento experimental de la fermentacion de lactosuero

Concentracion de lactosa en g/L:

m g 1000mL g
8.38205% — + 100 = 0.08382 — - ———— = 83.382 — lactosa
v mL 1L L

Concentracion de acido lactico inicial en g/L:

m g 1000mL g , . L
0.19912% — =+ 100 = 0.00199 — - ——— = 1.991 = 4cido lactico
v mlL 1L L

Masa tedrica de acido lactico de la fermentacion:

83.382% lactosa - 150 mL - = 12.573 g lactosa

1000 mL

1 mol lactosa 4 mol acido lactico 90.08 g acido lactico

12.573 g lactosa - '
gractosa 3423 g lactosa 1 mol lactosa 1 mol acido lactico

= 13.235 g acido lactico
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Masa tedrica total de acido lactico:

g . . , 1L . .
1.991 = 4cido la 2 L+-——=0.299 g acido la
3 acido lactico - 200 m 1000 i 0 g acido lactico

(0.299 + 13.235) g acido lactico = 13.534 g acido lactico

Masa experimental de acido lactico:

9.450% acido lactico - 150 mL - = 1.418 g acido lactico

1000 mL
Rendimiento experimental de la fermentacion:

1.418 g acido lactico
13.534 g acido lactico

m
+100% = 10.474% —
m

e Este calculo se realizo para determinar el rendimiento experimental de la fermentacion
de lactosuero para producir acido lactico. A condiciones de 38 °C, 50 rpm de agitacion
y el empleo de buffer de ftalato acido de potasio y acido clorhidrico. Los datos se
obtuvieron de los Cuadros 64, 66 y 76. Se emple6 un volumen de fermentacion base
de 150 mL. Se empled como masa molar de la lactosa 342.3 g/mol, masa molar del
acido lactico 90.08 g/mol. Se emple6 la ecuacion 21 para el calculo.

E. Analisis de error

Célculo 11: Incertidumbres involucradas en la preparacion de una solucién al 10 % m/v

J(0.001 g)2 + (0.001 g)2 = + 0.00141 ... g
\/(0.00141 ... )2 + (0.00141 ...g)2 = + 0.002 g

m 0.002 g \? 03mL \* m
10.000% — - ( ) +( ) = +0.003%—

\ 100.004 g 1,000.0 mL

e Este calculo se realizdo para determinar las incertidumbres involucradas en la
preparacion de una solucion de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del
Cuadro 12. Se calcul6 de forma similar para las demas soluciones. Se calcul6 a partir
de las ecuaciones 11y 12.

Calculo 12: Incertidumbre de la media de la preparacion las soluciones de lactosuero al 10
% m/v

2 2 2

J(o.oo3 %%)2 +(0.003 %%) +(0.004 %%) +(0.004 %%) = + 0.007 %%

e Este calculo se realiz6 para determinar la incertidumbre de la media de la preparacion
de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 53.
Se calcul¢ a partir de las ecuaciones 11y 12.

97



e Nota: se calculd de forma similar para las demas soluciones, el pH, la densidad, el
porcentaje de proteinas y grasa; el contenido de lactosa y acido lactico. Partiendo de
las medias individuales de cada solucion. También se calcul6 de forma similar para el
porcentaje de humedad y cenizas del lactosuero en polvo.

Célculo 13: Desviacion estandar de la preparacion las soluciones de lactosuero al 10 % m/v

m m\2 m m\2
\/(10.000 %7— 10.001 %7) + 44 (10.001 %7_ 10.001 %7)
4 -1
m
=4 0.001 % —
v

e Este calculo se realiz6 para determinar la desviacion estandar de la preparacion de las
soluciones de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 53. Se
calculo6 a partir de la ecuacion 14.

e Nota: se calculdé de forma similar para las demés soluciones, el pH, la densidad, el
porcentaje de proteinas y grasa; el contenido de lactosa y 4cido lactico. Partiendo de
las medias individuales de cada solucién. También se calcul6 de forma similar para el
porcentaje de humedad y cenizas del lactosuero en polvo.

Célculo 14: Intervalo de confianza de la preparacion las soluciones de lactosuero al 10 %
m/v

0.001 %2 m
———V = [10.000,10.002,] %—
a ol N

e Este célculo se realizd para determinar el intervalo de confianza de la preparacion de
las soluciones de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 53. Se
calculo a partir de la ecuacion 15. Donde t.,, = 3.182 para 4 datos.

m
10.001 %; +3.182-

e Nota: se calculd de forma similar para las demas soluciones, el pH, la densidad, el
porcentaje de proteinas y grasa; el contenido de lactosa y acido lactico. Partiendo de
las medias individuales de cada solucion. También se calcul6 de forma similar para el
porcentaje de humedad y cenizas del lactosuero en polvo.

Calculo 15: Coeficiente de variacion de la preparacion las soluciones de lactosuero al 10 %
m/v

0.001 %%

m

——= = 0.00007
10.001 %7

e Este calculo se realiz6 para determinar el coeficiente de variacion de la preparacion
de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v. Los datos se obtuvieron del Cuadro 53.
Se calcul¢ a partir de la ecuacion 16.
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e Nota: se calculd de forma similar para las demas soluciones, el pH, la densidad, el
porcentaje de proteinas y grasa; el contenido de lactosa y acido lactico. Partiendo de
las medias individuales de cada solucion. También se calcul6 de forma similar para el
porcentaje de humedad y cenizas del lactosuero en polvo.

Célculo 16: Incertidumbres involucradas en el calculo del porcentaje de humedad (base seca)
del lactosuero en polvo

J/(0.001 g)2 + (0.001 g)2 = + 0.00141 ...g
\/(0.0019)2 + (0.001g)% = + 0.00141 ... g

m [70.00141.. g\* [0.00141... g\° m
2.228%—- ( ) +< ) = +0.029%—

5.002 g 4893 g

e Este célculo se realizo para determinar las incertidumbres involucradas en el calculo
del porcentaje de humedad del lactosuero en polvo. Los datos se obtuvieron de los
Cuadros 25 y 67. Se calcul6 a partir de las ecuaciones 11y 12.

Célculo 17: Incertidumbres involucradas en el calculo del porcentaje de cenizas del
lactosuero en polvo

J(0.001 g)2 + (0.001 g)2 = + 0.00141 ...g
\/(0.0019)2 + (0.001g)% = + 0.00141 ... g

32.208% ™ <0.00141 g)2 N (0.00141 g)2 4 0.0300™
T m 5.005 g 1612g / ~ 7 "m

e Este célculo se realiz6 para determinar las incertidumbres involucradas en el calculo
del porcentaje de cenizas del lactosuero en polvo. Los datos se obtuvieron de los
Cuadros 26 y 69. Se calculd a partir de las ecuaciones 11y 12.
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F. Cromatogramas

Calibration Table

Curva de calibracion LACTOSA

Calib. Data Modified : Tuesday, May 21, 2024 9:53:47 AM
Calculate : External Standard

Baged on : Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Bbs. Reference Window : 4.500 min

Rel. Window : 5.000 %

Abs. Window : 0.000 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks H not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: Ne, conly for identified peaks
Curve Type : Linear

Crigin : Forced

Weight : Equal

Recalibration Settings:

Average Response : Average all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket}

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [% (p/v)]
——————— I==1—=1-——= | il Bl Bl B
9.262 1 2 1.00000 2.92686e6 3.41663e-7 Lactosa
3 2.00000 5.1420%=26 3.88947e-7
4 4.00000 1.41245e7 2.831%6e-7
[ 6.00000 1.74587e7 3.43078e-7
1 8.00000 2.42932e7 3.29310e-7

More compound-specific settings:

Compound: Lactosa
Time Window : From 8.168 min To 10.138 min

Peak Sum Table

Instrument 2 5/21/2024 9:53:53 AM AdeM

***No Entries in table**=*

Calibration Curves

Lactosa at exp. RT: 9.2Z62

2E?j 1 RID1 A, Refractiwe Index Signal

E Correlation: 0.99765

1.5E7 4 + 6 Residual Std. Dew.: 1151742.11438

1E7 Formula: y = mx

] m: 3.04948e6
5E6] 2 x: Amount[% (p/v)]

o S y: Area
L} 5
Amouni[2 (v

Figura 21. Curva de calibracion en HPLC de la lactosa empleada para cuantificacion de
lactosa en las fermentaciones
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Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO LACTICO

Calib. Data Modified : Tuesday, May 21, 2024 10:08:18 AM
Calculate : External Standard

Based on : Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Abs. Reference Window : 4.500 min

Rel. Non-ref. Window : 5.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.000 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks : not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peszks
Curve Type : Linear

Origin : Forced

Weight : Equal

Recalibration Settings:

Average Response : Average all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a segquence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: RID1 &, Refractive Index Signal

RetTime Lvl Emount Lrea Emt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [% (p/v)]
——————— [==1-=1 | | ===l
4 1.00000e-1 2.79355e5 3.57967e-7 AC. LACTICO
1 1.00000 2.80824e6 3.56095e-7
2 3.00000 7.88300e6 3.80566e-7
3 5.00000 1.25115e7 3.99632e-7

More compound-specific settings:

Compound: AC. LACTICO
Time Window : From 9.526 min To 13.526 min

Peak Sum Table

Instrument 2 5/21/2024 10:08:26 AM RdeM
Method C:\HPCHEM\Z2\METHODS\ACLACHIH.M

***No Entries in table***

Calibration Curves

Area J AC. LACTICO at exp. RT: 11.824

E RID1 R, Refractive Index Signal
1E7 5 Correlation: 0.99961
8E6 3 Residual Std. Dev.: 242827.39061
BE6 3 Formula: y = mx
4E6 3 m: 2.54335e6
2E6 3 ®: Emount[% (p/v)]

03 y: Area

1] 2

Amount[% (piv)]

Figura 22. Curva de calibracion en HPLC del 4cido lactico empleada para cuantificacion
de lactosa en las fermentaciones
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Metode para determinacion de Azucares, alcoholes y acidos corganicos, columnas Agilent Hi Plex H 300x7.8mm ,

Sum,
Bgua, temperatura de 40 columna, 40 en el detector y 25 en el termostato del automuestreador

fase mowvil

[ tec), 0.6 ml/minuto, 30 min de
duracion
RID1 A, Refractive Indax Signal (INGQUN23031504.D)
nRIUJ w
200000 3 __.a
4 1
4 i !
250000 [
1 1
] |
200000 [
” | \
150000 f \
] | 1
100000} /
] ho e “ ! =) .
50000 ] & \L / 2 5 B
1 2. " B
03 1 ¥(1+ — I A } -
. . T . . T . . . . . T . . T . T T . T . . .
1] 5 10 15 20 25 mir}
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Thursday, March 16, 2023 10:22:39 aM
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [nRIU*s] & (p/v)]
Taonlw 22817207 3.695328-7  8.43170  Lactosa
Totals : 8.43170
Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report *+*+*

16n

de la soluci

r

1zac10n

de lactosa para la caracter

icién

Figura 23. Cromatograma de la med

de lactosuero al 10 % m/v
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Metodo para determinacion de Azucares, alcoholes y acidos organicos, columnas Agilent Hi Plex H 300x7.8mm , 5um, fase movil

-

Rgua, temperatura de 40 columna, 40 en el detector y 25 en el termostato del automuestreador ( tcc), 0.6 ml/minuto, 30 min de

duracion

RID1 A, Refractive Index Signal (INGQUN24051708.0)
nRIU ] w
500000 ___
4000003 _ __
p |
300000 [
: |
] |
200000 __ _
. |
] w I~
- = ol @ ey o - I~
100000 8 g : ) B gz 3 3 B 3
1 i & | / 2 ol ¥ © - q I~
04 | 3] “ i “ T |_ - - & ol
7 T T T T T T T T T T T T
0 5 10
External Standard Report
Sorted By : 5ignal
Calib. Data Modified : Tuesday, May 21, 2024 9:53:47 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Do not use Multiplier & Dilutieon Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Emount Grp
[min] [NRIU*s] [% (p/v)]
||||||| |- | (e -1 -— |
9.277 VWV 1.72831e7  3.27925e-7 5.66756 Lactosa
Totals : 5.66756

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

o7

Figura 24. Cromatograma de la medicion de lactosa para la fermentacion empleando

buffer y a una velocidad de agitaciéon de 100 rpm para 72 horas

103



e —— e mmm — ey

Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Plex Ca 300x7.8mm , 5Sum, fase movil Rgua, temperatura de 75, 55 en el

detector y 25 en el termostato del automuestreader ( tcc), 0.6 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (INGQUI\24043037 D)
nRIUJ m
500000 3 _
4000003 __ __
3000003 R

=i |
2000003 T e || 3
100000 3 28 / 5 o

Om I ..f.Ll@_I\__ 1 J i .

T T T T T T T T T I T T T T I T T T T I T T |
0 5 10 15 20 25 min

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified Tuesday, May 07, 2024 12:46:18 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Lrea Amt/RArea Zmount  Grp Name
[min] [mRIU*s] [% (p/v)]
||||||| |- | | | |
12.593 W 6.61745e5 1.10473e-6 7.31047e-1 AC. LACTICO
Totals : 7.31047e-1

Results obtained with enhanced integrator!

Figura 25. Cromatograma de la medicion de acido lactico para la fermentacion empleando

buffer y a una velocidad de agitacién de 100 rpm para 72 horas
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G. llustraciones

Figura 26. Solucion de lactosuero al 10 % m/v

Figura 27. Solucion de lactosuero al 10 % m/v desproteinizada y filtrada
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Figura 28. Caja Petri con Lactobacillus leichmannii incubado

Figura 29. Medicion del pH de la solucion de lactosuero al 10 % m/v mezclado con el
buffer de ftalato acido de potasio y &cido clorhidrico
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Figura 30. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el
buffer y un tiempo de fermentacion de 2 horas

Figura 31. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el
buffer y un tiempo de fermentacioén de 24 horas
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Figura 32. Fermentacion de las soluciones de lactosuero al 10 % m/v mezcladas con el
buffer y un tiempo de fermentacion de 72 horas

Figura 33. Biomasa generada en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
mezclada con buffer y un tiempo de 24 horas
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Figura 34. Biomasa generada en la fermentacion de la solucion de lactosuero al 10 % m/v
mezclada con buffer y un tiempo de 72 horas

Figura 35. Agar MRS marca Scharlau empleado para el cultivo del lactobacilo
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- 1.00317.2500 SiRpico
EMSURE®

ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Hydrochloric acid fuming 37
for analysis

Salzsiure rauchend 37%

Acido clorhidrico fumante 37% 3
Acide chlorhydrique fumant 37 %
Acido cloridrico fumegante 37%
Acido cloridrico fumante 37%
Hidroklorik asit fuming %37

%

|

o VA

Figura 36. Acido clorhidrico fumante al 37% marca Supelco empleado para la preparacion
del buffer

108740250 NG

EMSURE®
| Reag.PhEur

Potassium hydrogen

Figura 37. Ftalato acido de potasio marca Supelco empleado para la preparacion del buffer
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Figura 38. Balanza analitica marca OHAUS empleada en la experimentacién

Figura 39. Ekomilk marca BULTEH empleado para la caracterizacion del lactosuero
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Figura 40. Mufla marca Thermo Scientific empleada para la caracterizacion del lactosuero

Figura 41. Horno de secado por conveccion marca VWR empleado para la
experimentacion
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EECOO B 0Q

Figura 43. Agitadora marca Lab. Companion empleada para la fermentacion de la solucioén
de lactosuero al 10 % m /v
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Concentracion de lactosa (g/L)

62

(o]

— #hcido Error cuadrdtico medio para
— #Microorganismos curva dddo [dctico: 0.55200
= #Lactosa -
F:l
—_—M:1
5 Error cuadrdtico para curva
B —— e lactnsa 1.88275
4
o -2
48~ Lg
[ T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Figura 45. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales de crecimiento de

Lactobacillus leichmannii, consumo de lactosa y produccion de acido lactico para la
fermentacion del lactosuero al 10 % m/v con buffer a 50 rpm de agitacion empleando

Qp =Ypx"p-X
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(12.573 g lactosa)
(0.299 g &cido lactico)
(0.195 g proteina)

(12.573 g lactosa)
(0.299 g 4cido lactico)
(1.933 g aditivos)
(138.150 g agua)

(12.573 g lactosa)

(0.299 g 4cido lactico)

150 mL solucion
Lactosuero 10% miv |

Proteinas precipitadas

(0.195 g proteina)

(12.573 g lactosa)
(0.299 g 4cido lactico)
(1.933 g aditivos)
(138.150 g agua)
{50.000 g buffer)
Solucion inoculada

205 mL lactosuero
10% m/v con Buffer

Biomasa

Lactobacillus

(1.933 g aditivos) Energia
15.000 g lactosuero 150 mL solucion
—_—| Lactosuero 10% m/v o
Mezclado » 12°1€fg ¢
—_— (12.573 g lactosa)
(0.299 g 4cido lactico)
138.150 g agua (0.195 g proteina)
destilada (1.933 g aditivos)
(138.150 g agua)
Solucion fermentada
205 mL Lactosuero
ot 10% miv con buffer
(1 g lactosa) a _Aqi
(1.937 g 4cido lactico) Fennentggtz::l\gnador
(1.933 g aditivos) = 50 rpm
(1431 ) 23N
(143.150 g agua) Bibifidca

(50.000 g buffer)
(2.622 g lactobacilo)

Lactobacilius + Subproductos
leichmannii

leichmannii
(5.000 g agua)
(0.017 g lactobacilo)

(1.933 g aditivos) ' ffor)
(138,150 g agua) (50.000 g buffer)
Solucion fitrada 5(})(;1}:._5%1TLer
150 mL Lactosuero 0.250 M
N— 10% miv :
Filtracion » Mezclado [
01959 (12573 g lactosa)
proteinas (0.299 g &cido Kctico) | 200 mL solucion
precipitadas (1933 g aditivos) | Lactosuero 10%
(138.150 g agua) miv con Buffer
(50.000 g buffer)
Solucion esterilizada
200 mL lactosuero 2
10% m/v con Buffer
Inoculacion At1nzo1clcage ——
(12.573 g lactosa) Energia
(0.299 g 4cido lactico)

(1.933 g aditivos)
(138.150 g agua)
(50.000 g buffer)

5 mL lactosuero
fermentado con
Lactobacillus leichmannii
(5.000 g agua)
(0.017 g lactobacilo)

Figura 46. Diagrama de bloques y balance de masa para la fermentacion del lactosuero al 10
% m/v con buffer a 50 rpm de agitacion.
Nota: las cantidades en color azul y en paréntesis representan el desglose de los componentes
del lactosuero, de las entradas y salidas del proceso. En color negro se muestran las entradas
y salidas del proceso de forma general.
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XIII. GLOSARIO

Acido lactico: es un acido organico producido durante la fermentacion lactica, un
proceso metabolico en el que los microorganismos convierten los carbohidratos en acido
lactico. Este acido es responsable del sabor caracteristico de algunos alimentos
fermentados, como el yogur y el queso. También se utiliza como materia prima para
sintesis, conservante y acidulante en alimentos. Util para la industria cosmética y
farmacéutica.

Bacterias acidolacticas (LAB): son un grupo de microorganismos que tienen la
capacidad de producir acido lactico como producto final de su metabolismo. Estas bacterias
desempefian un papel importante en la fermentacion de alimentos y bebidas, como en la
produccion de yogur, queso, chucrut, entre otros.

Buffer: es una solucion que mantiene un pH relativamente constante a pesar de la
adicion de acidos o bases.

Cinética de una reaccion: se refiere al estudio de la velocidad a la que ocurre una
reaccion quimica y los factores que la afectan. Algunos de los factores que influyen en la
cinética de una reaccion son la temperatura, la presion, la concentracion de los reactivos y
la presencia de catalizadores. Conocer la cinética de una reaccion permite disefiar u
optimizar procesos industriales.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): es una técnica analitica que
permite separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla compleja. Se basa
en la diferente afinidad de los analitos por una fase estacionaria y una fase mévil liquida.
HPLC se utiliza ampliamente en industrias quimicas, farmacéuticas, alimentarias y de
control de calidad.

Fermentacion heterolactica: es el proceso de fermentacion de la lactosa por parte
de bacterias acidolacticas, donde se producen multiples productos finales como acido
lactico, etanol y didéxido de carbono.

Fermentacion homolactica: es el proceso de fermentacion de la lactosa por parte
de bacterias acidolacticas, donde el principal producto final es el acido lactico.

Galactosa: es otro monosacarido que se libera durante la digestion de la lactosa.
Aunque puede ser utilizada como fuente de energia, la mayor parte de la galactosa se
convierte en glucosa en el higado.

Glucosa: es un monosacarido que se considera la principal fuente de energia para
la mayoria de las células del cuerpo. Puede obtenerse a través de la digestion de los
carbohidratos, o también puede ser sintetizada por el higado a partir de otros compuestos.

Inhibicion por acido lactico: se refiere al efecto inhibitorio que tiene el &cido
lactico sobre el crecimiento y actividad de ciertos microorganismos. Esto se debe a la
disminucion del pH provocada por el &cido, lo cual afecta el metabolismo y viabilidad de
algunas bacterias y hongos. Este fendmeno se aprovecha en la conservacion de alimentos
fermentados y en procesos biotecnologicos.
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Lactosa: es el azlcar principal presente en la composicion de la leche y productos
lacteos. Es un disacarido compuesto por glucosa y galactosa. Es un carbohidrato importante
en la alimentaciéon de los mamiferos jovenes, ya que proporciona energia y nutrientes
esenciales para su crecimiento y desarrollo.

Lactosuero: es el liquido remanente después de la precipitacion y separacion de la
caseina durante la elaboracion de quesos u otros productos lacteos. Teniendo presente
lactosa, vitaminas, minerales y proteinas remanentes como la beta-lactoglobulina y alfa-
lactoalbiimina.

Reactor continuo: reactor que tiene una alimentacion y descarga constante de
reactivos y productos. Los reactivos se introducen de forma continua y el producto final se
retira también de manera continua. Este tipo de reactor es mas eficiente para producciones
a gran escala, permitiendo un flujo de trabajo mas automatizado.

Reactor por lotes: reactor quimico o bioquimico que se carga con reactivos al
inicio y se mantiene en condiciones controladas hasta que la reaccion se complete. Luego,
el producto final se descarga y el reactor se vuelve a cargar para un nuevo ciclo. Este tipo
de reactor permite un mayor control del proceso y es adecuado para producciones a
pequenia escala.

Ultrasonido: utiliza ondas de sonido de alta frecuencia para obtener informacion
sobre la composicion y estructura de materiales. En biotecnologia, se emplea para la
ruptura celular, extraccion de compuestos intracelulares y aceleracion de reacciones
quimicas y bioquimicas. Esta técnica analitica versatil permite la caracterizacion de
propiedades fisicas y quimicas de muestras complejas.
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