UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYAIAINN
GUATEMALA

\PEL yALLE P*_“/

Excelencia que trasciende

,
DEIVALLE

Evaluacion de la fermentacién aerobia a escala laboratorio de
glicerol crudo de la industria de biodiésel a través de

Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

Trabajo de graduacidn en modalidad de Tesis presentado por Christian
René Alvarez Jiménez para optar al grado académico de Licenciado en

Ingenieria Quimica

Guatemala, 24 de octubre de 2023






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYAIAINN
GUATEMALA

\PEL yALLE P*_“/

Excelencia que trasciende

,
DEIVALLE

Evaluacion de la fermentacién aerobia a escala laboratorio de
glicerol crudo de la industria de biodiésel a través de

Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

Trabajo de graduacidon en modalidad de Tesis presentado por Christian
René Alvarez Jiménez para optar al grado académico de Licenciado en

Ingenieria Quimica

Guatemala, 24 de octubre de 2023






Vo. Bo.

.

Lic. Carlo Roberto Martinez

Terna examinadora - %
()

ambrano Ruano, M. Sc

U}

Ing. Carmen Ortiz, M.A.

(0)

- Lic. Carlo Roberto.Martinez

Fecha de aprobacién: Guatemala, 24 de octubre de 2023



Prefacio

Quiero agradecer principalmente a mis padres, Carlos y Claudia que fueron la pieza
fundamental para lo que soy. Me criaron, me dieron la educacién necesaria y sé gue siempre
cuento con su apoyo y amor. Este trabajo y todo lo que soy es mas suyo que mio. Los amo.

Le agradezco a Dios por darme todas las oportunidades y herramientas para
desarrollarme como profesional y especialmente como ser humano. Le agradezco a mi abuelita
Josefina por todo su amor y apoyo incondicional. A mis dos abuelos Carlos debido a que ellos
sembraron las bases en mi infancia y adolescencia y a mi abuela Amelie por siempre ser la
union de la familia. Gracias a mis hermanas, Christa y Clara por ser mis primeras amigas y
darme el lugar para crecer, jugar y mejorar.

Quiero agradecerle a la universidad por acogerme y darme lugar para educarme. Le
agradezco al Ing. Zambrano, a Melisa, Vero, el Ing. NGfiez y la Lic. Ana Luisa por su aporte y
ayuda constante. Un especial agradecimiento a mi asesor y amigo, Carlo Martinez, por darme
una amistad y un tutelaje muy importante tanto en la vida como en este proyecto.

Gracias al laboratorio Global Quality por el apoyo en el analisis del glicerol crudo.
Muchas gracias a Cristina por su apoyo profesional y constante apoyo e interés en la finalizacion
de este trabajo. Me ayudaste mucho a ordenar mis pensamiento y, por ende, este trabajo. Gracias
a la Lic. Natali Gramajo debido a su ayuda en la correccion de formato y forma.

Gracias principalmente a todas las amistades que hice en esta casa de estudios: Mish,
Julis, Neto, Ayci, Esteban, Gale, David, Rodrigo, Oscar, Xime, entre muchos otros. Ustedes
hicieron de este viaje profesional y académico uno méas ameno. También a mis amistades ajenas
a la universidad que me dieron el apoyo de siempre.

Y te agradezco, Brenda, por ser parte fundamental durante estos Gltimos afios y en mis
suefios, tanto profesionales como personales. Aunque dudo que alguna vez leas esto, aqui queda
enmarcado todo el carifio y apoyo que me diste. Espero que sigas logrando tus suefios. Gracias.

Por dltimo, me agradezco mucho a mi. Solo vos sabés lo mucho que pusiste en esto y
en todo lo que has hecho. Lo lograste y vas a lograr muchas cosas. Lo mirabas dificil, pero lo
lograste. Segui sofiando. Segui esperando. Y lo mas importante, segui trabajando porque sos

capaz de todo lo que querés en esta vida. Mucho amor y respeto hacia vos, Christian.



Tabla de contenidos

PIETACHD ...t i
LSTA 08 TADIAS ... iii
LISEA 08 TIQUIAS. ...ttt ettt bbb b vi
RESUIMEIN ...t r e r e r e E e R e et e re e e n e en e nnn e IX
AADSEFACT. ... X
I INEFOTUCCION ...ttt 1
Il. JUSTITICACION ...t 2
1. L@ 0] =] LYo 1SR 3
V. IMIBICO TEOFICO ...ttt bbbttt 4
V. ANTECEUBNTES ...t bbbt 32
VI. 1YL= 0o (o] oo - WS T SR PP PRURPTPPN 39
VI RESUIAUOS ...t 58
VL ANAISIS de reSUIA0S. ......c.eeveiiiiiieieiis e 69
IX. CONCIUSIONES ...ttt bbbt nne s 76
X. RECOMENUACIONES.......itiiieiete ettt 77
XI. RETEIENCIAS. ...t 78
XIl.  Anexo A. Balances de masa y energia del proCeso..........cccovvevvevvenieiieeseeseese e 85
XL Anexo B. Datos OFGINGAIES .........ciiiiiiiiriiiieieriesesee e 89
XIV.  Anexo C. Datos CAlCUIAUOS ..........cceriiiiieieiieieeee s 103
XV.  Anexo D. CAICUIO 08 MUESEIA........ccueiueieiiiiirierieieise e 117
XVI. ANexo E. ANALISIS 8 BITON ....c..ciiiiiiiiiieiii it 119
XVIL ANEXO0 F. HUSIFACIONES ...ttt 123



Lista de tablas

Tabla 1 Produccion mundial en millones de toneladas de biodiésel por pais. ..........cccccovrvriennee 4
Tabla 2 Especificaciones para los distintos grados de glicering ..........c.cccevevevinevieevieenieesineens 7
Tabla 3 Aplicaciones tipicas de la cromatografia de particion de alta resolucién.................... 27
Tabla 4 Ventajas y desventajas de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
g R Sl (€107 1Y, ) TSRS SP 29
Tabla 5 Resumen de las técnicas actuales para la utilizacion de glicerol crudo ...................... 32
Tabla 6 Proporciones de preparacién para la tolerancia de Lactobacillus plantarum a
diferentes concentraciones de glICEIING........ccerviiiiieiiiiieeee e 45
Tabla 7 Receta de Caldo MRS ..ottt s 46
Tabla 8 Propiedades fisicoquimicas del glicerol Crudo ..........coocovvviviiieeieiiieieece e 58
Tabla 9 Compuestos identificados presentes en el glicerol Crudo .........ccccovveeviievieevieevneeen 59

Tabla 10 Resultados de la prueba ANOVA en las diferentes variables evaluadas durante la
fermentacion de glicerol crudo por medio de una cepa Lactobacillus plantarum adaptada para
la Sintesis de ACIAO TACTICO .......oviiiiiiiiieici e s 61
Tabla 11 Resultados de la prueba t en las muestras de diferentes concentraciones de glicerina
evaluadas durante la fermentacién de glicerol crudo por medio de una cepa Lactobacillus
plantarum adaptada para la sintesis de 4Cido IACtICO ..........ccceevevieiiiiiici e 62
Tabla 12 Ecuaciones de los modelos cinéticos realizados en el software Berkeley-Madonna
para el andlisis de la fermentacion lactico por medio de la cepa Lactobacillus plantarum
adaptada al gliCErol CrUO ........oviiiiiie ittt 62
Tabla 13 Parametros cinéticos del modelo establecido para el uso de Lactobacillus plantarum
adaptada para la sintesis de acido lactico ajustados a los datos experimentales obtenidos a una

fermentacion a una temperatura de 37 °C y una concentracion inicial del 2. .......................... 66
Tabla 14 Balance de masa de un sistema de fermentacion lactica de L. plantarum usando
glicerina como sustrato a una concentracion de 2.0 % (V/V)......occovviieieneniniee e 85
Tabla 15 Medicién de la densidad del glicerol crudo @24 °C .........ccooeviiiiieneieiecee e 89
Tabla 16 Medicién del pH de una solucion del glicerol crudo ..., 89
Tabla 17 Medicién del porcentaje de agua en el glicerol crudo............cccevvvvieniiniiicicnenn 89
Tabla 18 Medicion de los compuestos presentes en el glicerol crudo por medio de HPLC.....90
Tabla 19 Medicidn de la viscosidad del glicerol Crudo ...........ccccoovvvviiiienie i 90
Tabla 20 Datos de la primera corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol Crudo...........cccocoveiviiieii i 93
Tabla 21 Datos de la primera corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso
seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo......... 93
Tabla 22 Datos de la segunda corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol Crudo............coovveviviiieiie e 93
Tabla 23 Datos de la segunda corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso
seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo......... 94

Tabla 24 Datos de la tercer corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol Crudo...........cccceviviiieiiiien e 94



Tabla 25 Datos de la tercer corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso

seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo......... 95
Tabla 26 Datos de la primer concentracion de glicerina utilizada para la fermentacion de
glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum.............ccccoovvvenennne. 97
Tabla 27 Datos de la segunda concentracion de glicerina utilizada para la fermentacién de
glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum.............ccccoovvevinennen. 98
Tabla 28 Datos de la tercer concentracién de glicerina utilizada para la fermentacion de
glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum...........c..ccccoeevvenene. 99

Tabla 29 Datos de la primera corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la

=T oTox o] o SRS 99
Tabla 30 Datos de la primera corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso
seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para
generar el modelo Cinético de 12 FEACCION ........cveveieiiiieiee e s 100
Tabla 31 Datos de la segunda corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la
L2210 of [0 o USSR PRSI 100
Tabla 32 Datos de la segunda corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso
seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para
generar el modelo CiNétiCo de 1a rEACCION ........ccveiiiiiiiieee s 101
Tabla 33 Datos de la tercer corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la
L7210 (0] o USSR 101
Tabla 34 Datos de la tercer corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso
seco del crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para

generar el modelo cinético de 1a rEACCION ........cecvuieiiiiii e 102
Tabla 35 Estadistica descriptiva de los pardmetros fisicoquimicos medidos para la
caracterizacion del glicerol Crudo..........ovevveiiiii e 103
Tabla 36 Datos calculados de la primera corrida para determinar la curva de crecimiento de la
cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo............ccoovveiiniiiiicicice 103
Tabla 37 Datos calculados de la segunda corrida para determinar la curva de crecimiento de la
cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo............cccoovveiiniiiiicicccn 104
Tabla 38 Datos calculados de la tercer corrida para determinar la curva de crecimiento de la
cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo...........ccccovovvevvivce e, 104
Tabla 39 Promedio de los datos calculados para determinar la curva de crecimiento de la cepa
de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo..........ccccoovevviiiiiiiii i, 104

Tabla 40 Datos calculados de la primer concentracion de glicerina utilizada para la
fermentacion de glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum......105
Tabla 41 Datos calculados de la segunda concentracion de glicerina utilizada para la
fermentacion de glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum......105
Tabla 42 Datos calculados de la tercer concentracion de glicerina utilizada para la
fermentacion de glicerol crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum......106



Tabla 43 Analisis ANOVA de un factor para la variable de la concentracion de glicerina en la
fermentacion de glicerol crudo por medio de Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido
T oo OSSPSR 107
Tabla 44 Anélisis ANOVA de un factor para la variable de la temperatura en la fermentacion
de glicerol crudo por medio de Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico ....107
Tabla 45 Analisis ANOVA de un factor para la variable del tiempo en la fermentacion de
glicerol crudo por medio de Lactobacillus plantarum para la sintesis de &cido lactico......... 107
Tabla 46 Prueba F para varianza de dos muestras entre las concentraciones de glicerina en la
fermentacion de glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido

1o oo TSP PR PR PR 108
Tabla 47 Prueba t suponiendo varianzas iguales de dos muestras entre las concentraciones de
glicerina en la fermentacion de glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la sintesis
(0 L==Tod o (oI - Tod 1ot TSP 108
Tabla 48 Prueba t suponiendo varianzas desiguales de dos muestras entre las concentraciones
de glicerina en la fermentacion de glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la
SINEESIS A8 ACIAO TACTICO ... vivieiieie ettt enes 109
Tabla 49 Datos calculados para la primera corrida de la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la

=T oTox o] o [ SRR 109
Tabla 50 Datos calculados para la segunda corrida de la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la
272101 [0 o OSSPSR 110
Tabla 51 Datos calculados para la tercer corrida de la curva de crecimiento de la cepa de
Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la

L7210 of [0 o OSSPSR 110
Tabla 52 Promedio de datos de la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum
adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion...............cccccve.ee.e. 110

Tabla 53 Datos pronosticados obtenidos por medio del modelo cinético de la fermentacion por
medio de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para la sintesis de

2 Tod o [o N T (o (oo ISP 116
Tabla 54 Suma de errores al cuadrado para cada modelo generado para las especies presentes
en la fermentacion lactica de glicerol crudo usando la cepa Lactobacillus plantarum.......... 116
Tabla 55 ANOVA de un factor para el efecto de la concentracion de glicerol crudo por medio
de la conversién de glicerol crudo a 4Cido JACLICO .......covviiiiiiiiiciccec e, 120
Tabla 56 Prueba t con una significancia del 0.05 para determinar la muestra de la
concentracion de glicerol crudo que tiene una diferencia significativa en su conversion a acido
1o oo USSP PR 121



Lista de figuras

Figura 1 Esquema general de la produccion de biodiésel ... 6
Figura 2 Estructura quimica del glicerol ..ot 6
Figura 3 Estequiometria de la reaccion de transesterificacion............cccccovviiiie i se e, 9
Figura 4 Proceso de purificacion de glicerina Cruda............ccocovevveieeie e 10
Figura 5 Curva de crecimiento MiCrobiano .........cccccveiiiiiiii i 11
Figura 6 CreCimiento CRIUIAN .........occvi i sree s 12
Figura 7 Crecimiento celular con una velocidad especifica de crecimiento constante ............ 12
Figura 8 Velocidad especifica de crecimiento (Modelo de Monod) ..........ccccvveiiiiiienennnne 12
Figura 9 Tiempo de dUPIICACION.........c.uiuiiiiiiiirie e 13
Figura 10 Velocidad especifica de crecimiento (Modelo de Contois y Fujimori) ................... 13
Figura 11 Fraccionamiento celular por centrifugacion diferencial .............cccocceeiiiiiiiiiicinns 14
Figura 12 Efecto de la temperatura en la velocidad de una fermentacion alcohdlica .............. 15
Figura 13 Efecto de la concentracion inicial de sustrato en la produccién de bioetanol en una
fermentacion alCONOGIICA .........coiiviiiiii e 16
Figura 14 Efecto del tiempo en la concentracion de levadura de una fermentacion alcohdlica
................................................................................................................................................ 16
Figura 15 Microfotografias de Bifidobacterium (izquierda) y Lactobacillus (derecha)........... 17
Figura 16 Diagrama de una fermentacion homol&ctica ...........ccoeviiniiciiiiiiiccc 19
Figura 17 Diagrama de una fermentacion heterolactica ............ccoovveriiciiiniiciiccce 20
Figura 18 Micrografia electronica de barrido (SEM) de Lactobacillus delbrueckii................. 21
Figura 19 Ruta metabolica usando glicerol por medio de bacterias acido-lacticas.................. 23
Figura 20 Balance de masa tedrico de un sistema de fermentacién lactica de L. plantarum
usando gliCerina COMO SUSITALO ........cveiveiieiie i e e st se et ste e s re et ste e e be e e sreebeenbeeeesnnas 24
Figura 21 Balance de energia tedrico de un sistema de fermentacion lactica de L. plantarum
usando gliCerina COMO SUSTIALO .........evuveieieirieiieie sttt 24
Figura 22 Velocidades de produccion de producto (P) y biomasa (x) y velocidad de consumo
A8 SUSLIALO (S) +.veveeueerit ettt ettt bbbt bbbttt bt 25
Figura 23 Diagrama que ejemplifica los componentes de un equipo de HPLC..............cc...... 26
Figura 24 Diagrama que ejemplifica los componentes de un equipo de un cromatografo de

02 TS R PR 28
Figura 25 Diagrama de flujo de 1a metodologia ..........ccccvveiiiiiciiiiie e 56
Figura 26 Porcentaje de conversion de glicerol...........ccovvoiiiiieiiiiie e 57
Figura 27 Porcentaje de rendimieNntO.......c.cccveiieiieiirciie st e e e srae s 57
Figura 28 Productividad VOIUMELIICA ..........c.ccveiieiiccee s 57

Figura 29 Curva de crecimiento de la fermentacion lactica a una temperatura de 37 °C de la
cepa Lactobacillus plantarum adaptada a una concentracion de 1% (v/v) de glicerina del
GHCEIOI CIUTOD ...ttt 59
Figura 30 Variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo contra el
tiempo para el analisis de las fases de la curva de crecimiento para la curva de crecimiento
promedio de la fermentacion a 37 °C con la cepa Lactobacillus plantarum adaptada............. 60

Vi



Figura 31 Curva de crecimiento del modelo cinético de la fermentacion de glicerol crudo por
medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de &cido lactico.............. 67
Figura 32 Variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo contra el
tiempo para el analisis de las fases de la curva de crecimiento para la curva de crecimiento

promedio de la fermentacion a 37 °C con la cepa Lactobacillus plantarum adaptada............. 68
Figura 33 Balance de masa de un sistema de fermentacion lactica de L. plantarum usando
glicerina como sustrato a una concentracion de 2.0 % (V/V).....cccoovviieiieveccie e 86
Figura 34 Balance de energia de un sistema de fermentacidn lactica de L. plantarum usando
glicerina como sustrato a una concentracion de 2.0 % (V/V).....cccoovvieveiicce e 87
Figura 35 Identificacién de componentes del glicerol crudo por medio de cromatografia de
02T O PP PP 91
Figura 36 Cromatograma de masas del glicerol Crudo ...........cccceviiiieiiininiiee e 92

Figura 37 Curva de crecimiento de la primera corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada a una concentracion de 1% (v/v) de glicerina del glicerol

Figura 38 Curva de crecimiento de la segunda corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada a una concentracién de 1% (v/v) de glicerina del glicerol

Figura 39 Curva de crecimiento de la tercer corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada a una concentracion de 1% (v/v) de glicerina del glicerol

Figura 40 Curva de crecimiento para la primera corrida de la fermentacion por medio de la
cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de
s T Voo T o OSSPSR 111
Figura 41 Curva de crecimiento para la segunda corrida de la fermentacion por medio de la
cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de
J8 TBACCION ...ttt b bbbt b ettt b e bbb nb e 112
Figura 42 Curva de crecimiento para la tercer corrida de la fermentacion por medio de la cepa
de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la
=T otox (o] 4 U SEER U R RSRTRRRPO 112
Figura 43 Curva de crecimiento para el promedio de los datos de la fermentacion por medio
de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo

(o T Te oo R (=l o T =T Yol od o | o SRR 113
Figura 44 Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del
sustrato (glicerina) durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de acido Iactico............cccoeevvveiiiiveinnenne. 113
Figura 45 Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del
microorganismo (biomasa) durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de &cido Iactico.............cccevvvvverierierinnenn, 114
Figura 46 Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del
producto (acido lactico) durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de &cido IaCtiCo...........cccccvrvrivereririinnenn. 114

vii



Figura 47 Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del
subproducto (&cido acético) durante la fermentacién de glicerol crudo por medio de la cepa
Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de &cido Iactico............ccccevvvviveriericiirnenn, 115
Figura 48 Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del
subproducto (etanol) durante la fermentacién de glicerol crudo por medio de la cepa

Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de acido lactico............cccoeceevveiieinennnenne. 115
Figura 49 Determinacion de la densidad de una medicion del volumen de glicerol crudo a una
TEMPETATUIA 08 24 C....iiiiieiecee ettt et st e s ae e s te e ste e sae e teesteestaente s 117

Figura 50 Concentracién de glicerina presente en la muestra de glicerol crudo analizada....117
Figura 51 Determinacion la concentracion de glicerol en % (m/v) partiendo de su porcentaje

D8 (V/V) 1t b ettt be s 117
Figura 52 Porcentaje de conversion de glicerol crudo durante la fermentacion usando la cepa

Lactobacillus plantarum ..o e e e 118
Figura 53 Rendimiento de glicerol crudo durante la fermentacion usando la cepa Lactobacillus
[0 F= T g1 = (0 SR 118
Figura 54 Variacion del logaritmo natural de la concentracion de microorganismos presentes

en el medio de fermentacidn respecto al tieMPO ......cccovviiiii i 118

Figura 55 Promedio de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo utilizado 119
Figura 56 Varianza de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo utilizado.119
Figura 57 Desviacion estandar de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo

011 11722 To (o TSRS 120
Figura 58 Incertidumbre de la concentracién de glicerina en el glicerol crudo utilizado....... 122
Figura 59 Muestra de glicerol crudo utilizado para las fermentaciones............cccccccevvrenneen 123

Figura 60 Cepa de Lactobacillus plantarum utilizada para la adaptacion y fermentacion.....124
Figura 61 Evaluacion de la tolerancia de la cepa utilizada contra la presencia de glicerol crudo

enuN Medio de agar MRS ... 125
Figura 62 Adaptacion de la cepa utilizada a diferentes concentraciones de glucosa y de
glicerol crudo en Caldo MRS ..........oo i 126
Figura 63 Preparacion de las muestras tomadas para ser enviadas a HPLC y la evaluacion del
crecimiento microbiano por medio del PESO SECO.........uivriiieiiiieere e 127
Figura 64 Crecimiento en caja Petri de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada a glicerol

o 11T o RS TSTR 128

Figura 65 Preparacion del caldo a ser utilizada para la fermentacion lactico de glicerol crudo
medidas a diferentes variables de concentracion de sustrato, tiempo de fermentacion y

temperatura de fermentacion utilizando la cepa Lactobacillus plantarum adaptada.............. 129
Figura 66 Fermentacion final a 37 °C a una concentracion de 2 % v/v de glicerol crudo
utilizando Lactobacillus plantarum adaptada.............ccoevvviiiieiieiieeciee e 130

viii



Resumen

El objetivo del trabajo era la evaluacion de la fermentacion aerobia de glicerol crudo para la
sintesis de acido lactico con la cepa Lactobacillus plantarum. Primero, se caracterizé el glicerol
crudo a utilizar y se determiné la concentracion de glicerina en 55.775 % (v/v), metanol en 5.4
% (v/v) y aguaen 1.117 % (v/v). Se identific la presencia de compuestos en la mezcla: heptano,
acidos grasos y ésteres metilicos de acidos grasos. Posteriormente, se adaptd la cepa L.
plantarum al glicerol. Se realiz6 una prueba de tolerancia donde se observé un mejor
crecimiento a concentraciones bajas, por lo que se realizd una adaptacién con repiques
continuos en medio MRS modificado con una concentracién de 1.0 % (v/v). La cepa adaptada
fue evaluada en un experimento controlado donde variaron tres parametros: temperatura de la
fermentacion, concentracion del glicerol crudo en el medio y tiempo de fermentacion. Se
encontrd la variable que causaba una diferencia significativa en la conversion de glicerol crudo
a acido lactico era la concentracion de glicerol crudo, especificamente una diferencia entre las
concentraciones 0.5 % (v/v) y 2.0 % (v/v). Se escogieron los parametros de una concentracion
de 2.0 % (v/v) de glicerol para la fermentacion final a una temperatura de 37 °C y un tiempo de
fermentacion de 48 horas. EI modelo cinético generado logra realizar un pronéstico valido del
comportamiento de la reaccidn, pues los valores de la suma de errores cuadrados presentan un
valor bajo y un valor por debajo de la magnitud obtenida de los datos de la curva de crecimiento.
Se recomienda cuantificar el consumo de peptonas durante la fermentacion para poder
establecer un mejor comportamiento en el crecimiento de la cepa durante el proceso.

Palabras clave: acido lactico, Lactobacillus plantarum, glicerol crudo, biodiésel,

fermentacion



Abstract

The goal of the project was to evaluate the aerobic fermentation of crude glycerol for the
synthesis of lactic acid using the Lactobacillus plantarum strain. First, the crude glycerol to be
used was characterized, and the concentration of glycerin was determined to be 55.775% (v/v),
methanol 5.4% (v/v), and water 1.117% (v/v). Compounds in the mixture were identified:
heptane, fatty acids, and methyl esters of fatty acids. Subsequently, the L. plantarum strain was
adapted to glycerol. A tolerance test was performed, where better growth was observed at low
concentrations, leading to an adaptation with continuous subcultures in modified MRS medium
with a concentration of 1.0% (v/v). The adapted strain was evaluated in a controlled experiment
where three parameters were varied: fermentation temperature, crude glycerol concentration in
the medium, and fermentation time. It was found that the variable causing a significant
difference in the conversion of crude glycerol to lactic acid was the concentration of crude
glycerol, specifically the difference between concentrations of 0.5% (v/v) and 2.0% (v/v). The
parameters were selected with a glycerol concentration of 2.0% (v/v) for the final fermentation
at a temperature of 37 °C and a fermentation time of 48 hours. The kinetic model generated
successfully provides a valid prediction of the reaction behavior, as the values of the sum of
squared errors are low and below the magnitude obtained from the growth curve data. It is
recommended to quantify the consumption of peptones during fermentation to better understand

the growth behavior of the strain during the process.

Keywords: lactic acid, Lactobacillus plantarum, crude glycerol, biodiesel,

fermentation
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l. Introduccion

El glicerol es un subproducto de la industria del biodiésel producido por el uso de
aceites vegetales y equivale a un 10% en peso del aceite en los productos finales. Su
sobreproduccion ha generado un aumento de la oferta, mientras la demanda se ha mantenido
estable y esto ha llevado a que su precio descienda a valores tan minimos que se considera un
desecho del proceso. En consecuencia, se buscan alternativas para agregarle valor al glicerol
crudo; por ejemplo, su purificacién, aunque es un proceso muy caro para la mayoria de los
productores pequefios y medianos de la industria (Yang et al. 2017).

También se ha buscado utilizar al glicerol crudo como materia prima para otros
procesos. Uno de los procesos es la conversion a &cido lactico. La bioconversion permite
transformar el glicerol crudo en acido lactico y otros productos. El &cido lactico se considera
una materia prima de alto valor debido a sus aplicaciones en la industria de plasticos. El
principal sustrato utilizado para la produccion de acido lactico es la glucosa y otros azlcares.
Por esto, utilizar el glicerol crudo es una aplicacion atractiva para sustituir el uso de la glucosa
y otros azlcares que se obtienen de productos alimenticios (Liu et al., 2018).

La cepa Lactobacillus plantarum es una bacteria lactica que se encuentra en una
variedad de alimentos fermentados. Es una bacteria versatil que logra adaptarse a una gama
amplia de condiciones de crecimiento. En el presente trabajo se busca utilizar esta cepa para ser
adaptada a consumir el glicerol como sustrato (Gonzéalez et al., 2015). Se busca evaluar la
fermentacion del glicerol crudo como sustrato para la sintesis de &cido lactico a escala
laboratorio. Se va a caracterizar el glicerol crudo para determinar sus principales propiedades
fisicoquimicas que puedan afectar el crecimiento del microorganismo. Las condiciones de
reaccion se analizaran para determinar cuales generan los mayores rendimientos de produccién
de &cido lactico usando glicerol crudo como sustrato. Por ultimo, se monitorearan las
concentraciones de las especies involucradas en la reaccion con el tiempo para generar un
modelo cinético de la fermentacion de glicerol crudo para la sintesis de acido lactico. Los
metabolitos de la fermentacion fueron analizados por HPLC vy la curva de crecimiento del

microorganismo se realizé por medio del método de peso seco.



Il.  Justificacion

A nivel mundial, la produccion de biocombustibles (biodiésel y bioetanol) mostr6 un
crecimiento acumulado del 26% del 2011 al 2020 (Torroba, 2021). En Guatemala, no se ha
llegado a obtener una produccion a nivel industrial. De acuerdo con la Asociacion de
Combustibles Renovables de Guatemala (s.f.), algunas plantas del pais utilizan el aceite
reciclado de frituras, pero a una escala piloto. Tomando en cuenta las variaciones de produccién
de biodiésel, se obtiene en promedio un 10% en peso de glicerina. El avance de produccién ha
convertido al glicerol crudo en un residuo. Esto permite que tenga un gran potencial como
materia prima en procesos debido a su sobreproduccion y bajo precio comercial. Asimismo, la
generacion de productos biotecnoldgicos a partir de material considerado como residuo puede
representar una oportunidad de alto valor economico para el pais (Posada et al. 2012).

Actualmente, el glicerol es refinado por métodos de filtracidn, adicion de quimicos y
destilacién fraccionada al vacio para remover sus impurezas y llevarlo a varios grados
industriales. Sin embargo, todo este proceso incrementa su costo de produccién. Una alternativa
es transformar el glicerol crudo en productos con mayor valor industrial y con baja toxicidad
ambiental (Johnson y Taconi, 2007). Algunos microorganismos pueden usar el glicerol crudo
como fuente de carbono para producir acidos organicos como el acido lactico y el &cido acético;
alcoholes como etanol; aldehidos, hidrogenos y otros compuestos (Prada et al. 2012). Por este
motivo, en este trabajo de graduacién se busca evaluar la fermentacién del glicerol crudo como
sustrato para la sintesis de acido lactico y determinar un modelo cinético de reaccién que
permite predecir los sistemas de operacion de dicha reaccion.

El acido lactico es usado en varios procesos quimicos, farmacéuticos, alimenticios y en
la industria de pléastico. El presente trabajo presentaria una alternativa para la actual produccion
de &cido lactico que utiliza compuestos alimenticios como la papa, yuca y cebada para obtener
los sustratos. El uso de una materia considerada desecho seria atractiva econémicamente para
la sintesis del &cido lactico. La fermentacion lactica es un proceso sostenible que no solo reduce
la generacion de residuos, sino que también utiliza fuentes de carbono como la glicerina y otros

recursos en lugar de recursos no renovables (Prada et al. 2012).



I11. Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la fermentacion aerobia a escala laboratorio de glicerol crudo de la industria de

biodiésel a través de Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico.
Obijetivos especificos

- Caracterizar el glicerol crudo por medio de pruebas fisicoquimicas para su uso como
sustrato en la sintesis de &cido lactico.

- Evaluar la adaptacion del microorganismo en un medio aerobio con glicerol crudo
como sustrato por medio de pruebas de viabilidad para determinar si este puede soportar
sus necesidades nutricionales.

- Medir la sintesis de &cido lactico, por medio de HPLC, al variar el tiempo de
fermentacion, concentracion de sustrato y temperatura del medio para encontrar las
condiciones que favorecen su formacion

- Monitorear la concentracion en el tiempo de &cido lactico para generar el modelo

cinético de la fermentacion utilizando glicerol crudo como sustrato.



IVV. Marco teorico

Alternativas a combustibles fosiles

Los combustibles fésiles han sido la base para el desarrollo socioeconémico desde el
siglo XX. Esto se debe a que han sido una fuente de energia barata y abundante. Sin embargo,
Su uso tiene impactos ambientales y es un recurso no renovable. En respuesta, ha elevado ha
llevado a elevar la eficiencia energética de su uso y la basqueda de nuevas alternativas de
energia renovables y menos contaminantes. Una de esas alternativas es el uso de
biocombustibles (Morales, 2012).

Los biocombustibles son fuentes de energia producidos a partir de fuentes renovables
como cultivos, residuos agricolas y biomasa forestal. Ofrecen una serie de ventajas sobre los
combustibles fosiles. Generalmente, tienen el potencial de reducir las emisiones de gases de
efecto invernadero y son menos contaminantes. Se puede destacar que, debido a la naturaleza
de su origen, se pueden denominar una fuente de energia renovable, lo contrario a los
combustibles fésiles. Sin embargo, estos también tienen inconvenientes. La produccion de los
biocombustibles puede llegar a competir con la produccion de alimentos en el sector agricola y
llegar a tener impactos ambientales negativos, como lo es el monocultivo y la deforestacién. En
los dltimos afios, se han realizado importantes inversiones en el desarrollo de tecnologias de
produccion de biocombustibles. Las tecnologias estan mejorando constantemente, lo que hace
gue los biocombustibles sean cada vez mas competitivos con los combustibles fésiles
(International Energy Agency, 2022). Estos tomaran relevancia dentro de las ofertas energéticas
al buscar reducir las emisiones de gases de efecto invernadero y aumentar la eficiencia
energética. El biodiésel forma parte de estos biocombustibles alternativos como se observa en
la Tabla 1 (Morales, 2012).

Tabla 1

Produccién mundial en millones de toneladas de biodiésel por pais.

Pais 2022 2021 Promedio de Varianza Varianza vs.
(Estimado) cinco afios interanual Promedio

Unién Europea 15.10 14.75 14.60 2.4% 3.5%

Estados Unidos 9.00 8.49 7.41 6.0% 21.5%
Indonesia 7.50 7.47 6.13 0.4% 22.4%
Brasil 5.35 5.91 5.02 -9.5% 6.5%

Singapur 1.83 1.80 1.60 1.7% 14.4%
China 1.80 1.80 1.24 0.0% 45.4%
Argentina 171 1.72 2.07 -0.6% -17.2%
Tailandia 1.52 1.60 147 -5.0% 3.1%




Resto del 4.13 3.96 3.90 4.3% 5.8%
mundo
Total 47.94 47.5 43.44 0.9% 10.4%

Nota. Adaptado del D’ Angelo, Ferrari, Terré y Calzada (2022).

Biodiésel

El biodiésel es un combustible para motores diésel que se obtiene principalmente por
una reaccion de transesterificacion de un triglicérido (presentes en acidos vegetales o grasas
animales) con un alcohol. La reaccion requiere de un catalizador, que puede ser &cido o basico;
heterogéneo u homogeéneo, obteniéndose una mezcla de ésteres (con largo variante de cadenas
de carbono dependiendo el alcohol que se haya empleado) (Morales, 2012). El proceso de
produccidn de biodiésel se puede dividir en las siguientes etapas:

e Pretratamiento: Se eliminan las impurezas, agua, sélidos y sales presentes en el aceite
0 grasa utilizada.

e Transesterificacion: Se mezcla un alcohol (metanol o etanol) en presencia de un
catalizador, como hidrdéxido de sodio, junto con el aceite 0 grasa para producir el
biodiésel y la glicerina.

e Separacion: El biodiésel y la glicerina se separan por medio de una decantaciéon o
centrifugacion.

e Purificacion. El biodiésel se puede purificar adicionalmente mediante lavados,

destilacion o deshidratacion para eliminar cualquier impureza remanente.

Este proceso es sencillo y se puede aplicar a gran escala o0 a escala laboratorio. El
rendimiento se ve afectado generalmente por la calidad del aceite utilizado, el tipo de alcohol y

el catalizador usado como se observa en la Figura 1 (International Energy Agency, 2022).



Figura 1

Esquema general de la produccion de biodiésel
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Nota. Adaptado de Reina, Jiménez y Pedraza (2014). El producto secundario obtenido de la
transesterificacion es el glicerol que aproximadamente es un 10% en peso del aceite utilizado para la

reaccion (Morales, 2012).

Glicerol

El glicerol es un compuesto obtenido principalmente como subproducto en la industria
oleoquimica, mientras que la glicerina es el nombre comercial dado a las mezclas con alto
contenido de glicerol. El glicerol es un trialcohol muy versatil ya que posee dos grupos
hidroxilos primarios y una secundario, los cuales permiten que tenga varias posibilidades para

realizar reacciones quimicas como se observa en la Figura 2 (Posada y Cardona, 2010).

Figura 2

Estructura quimica del glicerol
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Nota. Adaptado de Pérez y Redondo (2014).

El glicerol es un componente estable a las condiciones estandar de almacenamiento, no
es irritante a la piel, tiene bajo grado de toxicidad sobre el medio ambiente y, ademas, es

compatible con otros productos quimicos, lo cual le da una buena versatilidad para utilizarlo



como materia prima (Pérez y Redondo, 2014). A continuacidn, se describiran los tipos de
glicerol obtenidos por diferentes procesos.

Por un lado, el glicerol obtenido en las reacciones de transesterificacion tiene bastantes
impurezas por lo que se le llega a denominar “glicerol crudo” o “glicerina cruda”, conteniendo
alrededor de entre 50% y 60% de glicerol puro. El resto del porcentaje se divide entre agua, el
alcohol utilizado para la reaccion, restos del catalizador utilizado, sales inorganicas, materiales
organico no glicerol (MONG), jabones, acido grasos libres, residuos de materias primas y
ésteres (Machado, 2010).

Por otra parte, la glicerina de grado técnico es un producto de alta pureza con la mayoria
de sus contaminantes completamente removidos. La glicerina grado técnico estd libre de
metanol, jabones, sales y otros componentes contaminantes. La concentracién de glicerol
presente en este grado varia, pero se puede establecer en un rango del 85% al 98% como minimo
(Posada y Cardona, 2010).

Por ultimo, la glicerina refinada o glicerina USP es un producto de calidad farmacéutica
adecuado para ser usado en procesos alimenticios, de cuidado personal, cosméticos, productos
farmacéuticos y otras aplicaciones. Debe contener una concentracion del 99% que es la que
cumple las especificaciones de la Farmacopea de Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés)
y del “Cédice de sustancias quimicas para alimentos” (FCC) (Posada y Cardona, 2010). A

continuacion, se presenta la Tabla 2 para poder clasificar a la glicerina acorde a sus propiedades.

Tabla 2

Especificaciones para los distintos grados de glicerina

Propiedades Glicerina cruda Glicerina grado Glicerina refinada
técnico grado USP
Contenido de glicerol 40% - 80% 85% - 98% >99%
Ceniza 2% max. N/A N/A
Contenido de humedad N/A 2% max. 0.3% max.
Cloruros N/A 10 ppm méx. 10 ppm méx.
Color N/A 40 max. (Pt-Co) 10 max. (APHA)
Gravedad especifica N/A 1.262 (a 25 °C) 1.262 min.
Sulfato N/A N/A 20 ppm max.
Anélisis N/A N/A 99% - 101% (base
seca)
Metales pesados N/A 5 ppm max. 5 ppm max.
Componentes clorados N/A 30 ppm max. 30 ppm max.
Residuos de ignicion N/A N/A 100 ppm max.
Acidos grasos y esteres N/A 1 méax. 1.000 max.




Agua 12 % maéx. 5 % max. 0.5 % max.
pH (solucién 10%) 4-9.0 4-9.1 N/A

Residuos organicos 2 % max. 2 % max. N/A

Nota. Adaptado de SRS Engineering Corporation (2008).

Usos de la glicerina.

La glicerina USP se utiliza en muchos productos, debido a su baja toxicidad y a las
propiedades que puede aportar al producto final como la estabilidad y compatibilidad con otros
compuestos quimicos. Se uso principalmente como ingrediente en cosméticos, articulos de
tocador o de cuidado personal, farmacéuticos y en productos alimenticios. Otros usos son como
humectante, plastificante, emoliente, espesante, disolvente, medio de dispersién, lubricante,
edulcorante y anticongelante. Para todas estas aplicaciones, la calidad y la pureza de la glicerina
es de gran importancia (Posada y Cardona, 2010).

En la Figura 3, la reaccion de transesterificacion genera glicerina como subproducto.
La pureza de la glicerina obtenida por este método depende del proceso, la naturaleza de la
materia prima, el tipo de catalizador, el exceso de alcohol y la conversion de reaccién (Machado,
2010). El aumento en la produccion de biodiésel ha llegado a aumentar la disponibilidad de
glicerina cruda en el mercado hasta el punto de duplicar la oferta de este producto, mientras que
la demanda se ha mantenido estable. El exceso de oferta y la ausencia de un aumento de
demanda ha hecho que el precio de la glicerina cruda se mantenga bajo. La produccién y los
precios han llegado al punto que se llega a considerar un desecho (Posada, Rincén y Cardona,
2012). La mayor parte de la glicerina comercializada en la actualidad es la glicerina refinada
para satisfacer los estrictos requisitos de la USP y el FCC. En el mercado también se llega a
disponer de glicerina de grado técnico por sus muchas aplicaciones industriales (Posada y
Cardona, 2010).



Figura 3

Estequiometria de la reaccién de transesterificacion
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Nota. Adaptado de Maldonado, Rolz y Zambrano (2010).

Como se observa en la Figura 3, para poder utilizar la glicerina cruda obtenida como
subproducto de la produccion de biodiésel, es necesario someterla a procesos de purificacion
para obtener una glicerina de grado técnico como minimo. Algunos de estos procesos pueden
incluir tratamientos quimicos, cristalizacién, filtracion convencional, microfiltracion,
ultrafiltracion con membranas poliméricas, tratamiento con resinas de intercambio i6nico,
electrodialisis y destilacion a vacio. La combinacion de dos o mas de las técnicas mencionadas
anteriormente permiten obtener una glicerina de elevada pureza (Buenemann, et al., 1991;
Veiga, 2014). Esta es una buena solucién para transformar un producto con bajo valor
econémico en un producto con alto valor econémico. Sin embargo, estos procesos de

purificacion son muy costosos para los productores pequefios y medianos de biodiésel.



Figura 4

Proceso de purificacion de glicerina cruda
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Nota. Adaptado de Cardefio, Gallego y Rios (2011).

Actualmente, al ser considerado un desecho, el glicerol crudo puede ser usado como
materia prima en otros procesos. Sin contar los procesos de purificacion descritos
anteriormente, el glicerol crudo puede ser utilizado para su combustion, produccion de biogas
a partir de digestion anaerobia y en procesos biotecnoldgicos en los cuales se da la
bioconversion del glicerol crudo, con la obtencion de metabolitos como el 1,3-pronanodiol,

acido citrico, etanol, butanol, &cido acético, acido lactico, entre otros (Prada et al. 2012).

Fermentacion como bioconversion

Los procesos microbioldgicos se basan en el uso de microorganismos cultivados
generalmente a gran escala, para obtener productos industriales de gran valor agregado a partir
de procesos fermentativos. La fermentacion se entiende como la transformacion de compuestos
organicos por medio de microorganismos apoyados por enzimas. Esta se lleva a cabo en un
biorreactor, donde los sustratos se transforman en biomasa y metabolitos por medio del cuidado
de las condiciones de operacion (Ertola et al. 2007).

Los microorganismos empleados en los procesos de fermentacién deben ser no
patdgenos, que tengan una fermentacién rapida, consuman completamente los sustratos y
sinteticen el producto deseado en un tiempo corto (Serna, 2005). Como se observa en la Figura
5, la curva de crecimiento presenta cuatro etapas claras: fase de retraso o adaptacion, fase de

crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase de muerte celular (Tortora, 2007).
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Figura 5

Curva de crecimiento microbiano
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aptado de Tortora (2007).

Segun Totora (2007) y como se puede observar en la Figura 5, la curva de crecimiento

microbiano incorpora cuatro fases en el ciclo de vida de estos organismos.

Fase lag o de retraso: Esta fase evidencia un retraso en el crecimiento celular. Durante
esta fase, los microorganismos se estan adaptando a las nuevas condiciones presentes
en el medio de cultivo.

Fase exponencial: Esta fase representa un crecimiento exponencial de las células
bacterianas. Durante esta fase, los microorganismos crecen rapidamente y el nimero de
células se duplica cada cierto tiempo.

Fase estacionaria: Esta fase se caracteriza por una estabilizacién en el nimero de
microorganismos. Durante esta fase, el crecimiento de los microorganismos se
mantiene constante debido a las limitaciones del medio de cultivo que los nutrientes
son limitados y a la acumulacion de productos de desecho que se generan.

Fase de muerte: Esta fase representa una disminucién del nimero de microorganismos.
Los microorganismos empiezan a morir por la falta de nutrientes, la acumulacion de
productos de desecho e incluso puede ocurrir un ataque de otros microorganismos

debido al cambio de condiciones del medio de cultivo.

La curva de crecimiento bacteriano es una herramienta que permite el estudio de

microorganismos. Esta se puede utilizar para determinar el tiempo de crecimiento de las células

bacterianas, su tasa de crecimiento y la fase de crecimiento en la que se encuentra el cultivo.

Los mic

roorganismos se pueden representar por las Figuras 6, 7.
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Figura 6

Crecimiento celular

Donde:
X = concentracion celular

u=velocidad especifica de crecimiento

t = tiempo de crecimiento

Nota. Adaptado de Tortora (2007).

El crecimiento se considera como una reaccidn autocatalitica de primer orden. Al
analizar un sistema cerrado, se puede considerar que el Unico proceso que afecta el crecimiento
de microorganismos. Si se considera que la velocidad especifica de crecimiento es constante, la

ecuacion se puede representar en la Figura 7:

Figura 7

Crecimiento celular con una velocidad especifica de crecimiento constante

X =xget!
Inx=1Inxy+put
Donde:
X = concentracion celular
Xo = concentracion celular inicial
u=velocidad especifica de crecimiento

t = tiempo de crecimiento

e = constante de Euler
Nota. Adaptado de Tortora (2007).

Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento se relaciona con los nutrientes

gue hay en el medio por medio de la ecuacion en la Figura 8:

Figura 8

Velocidad especifica de crecimiento (Modelo de Monod)
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Donde:

u=velocidad especifica de crecimiento

umax = velocidad maxima

S= cantidad de sustrato

ks = constante de afinidad del sustrato
Nota. Adaptado de Tortora (2007).

Se puede determinar el tiempo que tarda el microorganismo en duplicarse. Este se le
denomina el tiempo de generacion, el cual es el tiempo que le toma a una célula para que se

poblacidn se llegue a duplicar. Este se calcula con la ecuacion en la Figura 9:

Figura 9

Tiempo de duplicacién

Donde:
u=velocidad especifica de crecimiento
Nota. Adaptado de Tortora (2007).

Para obtener los datos para realizar la curva de crecimiento de un microorganismo se
pueden utilizar varios métodos. Los métodos directos que existen son los gravimétricos,
espectrofotométricos, microscépicos de conteo celular en camaras y de siembra 'y por peso seco
(Tortora, 2007).

Figura 10

Velocidad especifica de crecimiento (Modelo de Contois y Fujimori)

_ Hmax * S
# kexX+S

Donde:
u=velocidad especifica de crecimiento
umax = velocidad maxima
S= cantidad de sustrato
ks = constante de afinidad del sustrato
X = cantidad de biomasas

Nota. Adaptado de Tortora (2007).
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La Figura 10 es un modelo cinético de crecimiento microbiano que se basa en la idea

de que el crecimiento de las células es limitado por la disponibilidad de sustrato.

Peso seco

El L. plantarum debe de crecer en un ambiente donde las condiciones sean adecuadas
para su crecimiento. Los medios comunes para esta cepa generalmente incluyen leche, suero,
caldo de lactosa y caldo de peptona. También se puede utilizar caldo MRS que tiene los
componentes necesarios para su crecimiento tales como carbohidratos, proteinas, vitaminas y
minerales (Alves et al. 2018).

El crecimiento de la cepa se puede observar por el término de peso seco. El peso seco
es una técnica comun para determinar el crecimiento de las bacterias. En esta metodologia, se
seca una muestra de cultivo y se pesa para determinar el contenido de materia seca. EI aumento
de la masa seca se puede correlacionar con el aumento de la cantidad de microorganismos en el
medio. Las muestras del cultivo se deben tomar en intervalos regulares para evaluar el
crecimiento. Las muestras se deben de tomar del centro del medio, ya que esta es la zona con
mayor densidad de microorganismos. Asimismo, esto se debe de hacer en un ambiente estéril
con instrumentos estériles para evitar la contaminacion del medio fermentativo. Las muestras
después se centrifugan para separar las células (solidos) del medio liquido. Generalmente, la
centrifugacion debe realizarse a una velocidad de 5,000 a 10,000 rpm durante 10 a 15 minutos.
El contenido de sélidos secos se puede determinar pesando todos los sélidos secos. Por medio
de una diferencia, se puede determinar la cantidad de microorganismos presentes en una
cantidad del volumen de muestra tomado y extrapolar al medio de cultivo completo (Alves et

al. 2018). Es posible observar esto en la Figura 11.

Figura 11

Fraccionamiento celular por centrifugacion diferencial

700 xg,
10 min

150.000 x g,
3h

sobre-

nadante II

sobre-

homogenado
(suspension b
homogénea) n

I :
# sedimento ® sedimenio * sedimento = sedimento
/ restos de células, / mitocondrias / microsomas / nbosomas
nucleos y lisosomas y y pequeias y grandes
citoesqueleto peroxXisomas vesiculas macromoléculas

Nota. Adaptado de Segui (s.f.).

Las principales variables en un proceso fermentativo son la temperatura, el pH, la

concentracion de especies y el tiempo de fermentacion los cuales se explican a continuacion.
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Efecto de la temperatura

Como se observa en laFigura 12, latemperatura es una variable que no afecta solamente
el crecimiento del microorganismo utilizado, también tiene un efecto en la produccién de
metabolitos. La mayoria de los microorganismos industriales tienen su temperatura éptima de

crecimiento y produccion entre los 20 °C y 40 °C (Greasham, 1993).

Figura 12

Efecto de la temperatura en la velocidad de una fermentacién alcohélica

100
79
50
s

Velocidad de fermentacion

0 10 20 30 40

Temperatura (°C)

Nota. Adaptado de Torija et al. (2003).

Efecto del pH
Esta variable también afecta el crecimiento y la produccion de metabolitos. Esto influye

en la toma de nutrientes y otras actividades fisiolégicas. Dependiendo el tipo de fermentacion
pueden variar los rangos de operacion: las enzimas trabajan en un rango de 4 a 9; el crecimiento
bacteriano 6ptima se da entre 6.5y 7.5, los hongos y levaduras en pHs de 4.5 a 5.5. Asimismo,
cabe recalcar que el pH de crecimiento 6ptimo puede ser diferente al pH de formacién éptima
de metabolitos (Greasham, 1993).

Efecto del sustrato

Un microorganismo requiere de ciertos nutrientes elementales y especificos como lo
son una fuente de carbono, fuente de nitrégeno, minerales y oxigeno. Como fuente de carbono
se utilizan compuestos de carbono reducidos para construir masa celular, formar producto y
actuar como una fuente de energia para el microorganismo. Sin embargo, a ciertas
concentraciones elevadas, la fuente de carbono puede actuar como inhibidor; es decir frenar el

crecimiento (Greasham, 1993). Esto se observa en la Figura 13.
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Figura 13

Efecto de la concentracién inicial de sustrato en la produccion de bioetanol en una fermentacion
alcoholica
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Nota. Adaptado de Torija et al. (2003).

Efecto del tiempo

Es una variable que afecta directamente el crecimiento de un microorganismo debido a
gue este requiere de un tiempo especifico para llevar a cabo su actividad. Generalmente, una
fermentacion mas larga permite una mayor descomposicion de los sustratos, lo que puede
resultar en una mayor cantidad de productos, productos méas desarrollados o incluso productos
secundarios. Asimismo, el tiempo también es un factor importante en el desarrollo de
microorganismos no deseados o de estos subproductos. El tiempo permite realizar pruebas
regulares para evaluar el progreso de la fermentacidn y establecer parametros de operacién
como se observa en la Figura 14 (Greasham, 1993).

Figura 14

Efecto del tiempo en la concentracion de levadura de una fermentacion alcohdlica
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Nota. Adaptado de Torija et al. (2003).

Los requerimientos minerales de los microorganismos son logrados por medio de la
adicion al medio sales de fosfato, sulfato, magnesio, hierro, potasio y cloro. Y los elementos
traza requeridos (cobre, zinc, cobalto, molibdeno y calcio) usualmente se satisfacen por los
contaminantes presentes en el agua y otras especies presentes en el medio. La transferencia de
oxigeno se logra por medio de la agitacion del fermentador. Los procesos fermentativos hacen
uso de dos medios, uno para el desarrollo del inéculo y otro para la produccion de metabolitos.
El primer medio permite al microorganismo crecer con la menor formacion de producto posible

y el segundo medio fomenta la produccion de metabolitos (Greasham, 1993).

Produccion de 4cido lactico

Dentro de estos procesos, la produccion de acido lactico se presenta como una opcién
innovadora y competitiva, debido a la vastedad de aplicaciones que presenta el &cido orgénico
dentro de la industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y quimica. Ademas, el bajo precio
del glicerol crudo comparado con la glucosa pura (el sustrato mas comun utilizado para la
mayoria de los procesos fermentativos para producir &cido lactico) hacen de gran interés los
procesos biotecnoldgicos que involucren este tipo de sustratos a nivel econémico (Hofvendahl
y Hahn-Hé&gerdal, 2000).

Los microorganismos productores de &cido lactico son las bacterias acido l4cticas
(BAL), que se caracterizan por no formar esporas, ser bacterias gram-positivas, en ausencia de
porfirinas, son catalasa negativa, son tolerantes al oxigeno y a los acidos, son organotroficas y
principalmente con morfologia cilindrica o con forma de coco (Madigan et al. 2004). En
general, las células son inmoviles y necesitan compuestos complejos para el crecimiento tales
como vitaminas y aminoacidos. Su producto principal es el &cido lactico el cual pueden volver
a asimilar (Kénig y Frohlich, 2009). Las microfotografias de ambos organismos se observan en

la Figura 15 a continuacién.

Figura 15

Microfotografias de Bifidobacterium (izquierda) y Lactobacillus (derecha)
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Nota. Adaptado de Prescott et al. (2000).

Las BAL pueden ser homofermentativas y heterofermentativas. El 4cido lactico se llega
a producir al ser heterofermentativas, junto con la produccién de didxido de carbono y etanol o
acetato (Konig y Frohlich, 2009). Actualmente, se conocen distintos géneros que pertenecen al
grupo de las BAL, entre ellos estan: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Oenococcus, Pediococcus y Streptococcus (Madigan et al. 2004). A
continuacion, se presenta la fermentacién homolactica y la fermentacion heterolactica en las

Figura 16 y Figura 17, respectivamente.
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Figura 16

Diagrama de una fermentacién homolactica
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Nota. Adaptado de Parra (2010).
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Figura 17

Diagrama de una fermentacién heterolactica

|D-GLLIC@

<'ATP
ADP

w
[OGLOCOSA B FOSFATL]
<'|mn * +
+ *HADH +H'
|6 FOSFO D-GLUCONATA|
COrq— <IIAII* -

<4 “*HADH +H'
[D-RIBULOSA 5 FOSFATO]

[D-XILULOSA 5 FOSFATO|

mhm: [ACETIL FOSFATO|

A MNAD* w—CoA [P
< ACETIL CoA
INADH+2H' — <'|u.u|-| +H—
i3 DFOSFOGLICERATO) MAD* ——
< ADP | ACETALDEHIDO|
ATP <.|um|-| +H —
[3 FOSFOGLICERATO] HAD*" —
[2FOSFOGLICERATO]
— H20
FOSF OENGL PIROY AT G
(nup
ATP
RUVATO|
< PNADH+2H 4
MAD*
LACTATO

Nota. Adaptado de Parra (2010).

Las bacterias del género Lactobacillus pueden presentar una forma cilindrica y
permanecer tanto en solitario o llegar a formar cadenas cuando se cultivan en glucosa. Al ser

utilizadas en fermentaciones anaerobias, pueden ser homofermentativas o heterofermentativas.
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Sin embargo, las fermentaciones aerobias, son Unicamente heterofermentativas. En ambas
fermentaciones se puede sintetizar el isomero D-, L- o la mezcla racémica DL del &cido lactico
(Konig y Frohlich, 2009; Madigan et al. 2004). En la Figura 18 a continuacion, se muestra una

micrografia electrénica de barrido de Lactobacillus delbrueckii.

Figura 18

Micrografia electrdnica de barrido (SEM) de Lactobacillus delbrueckii

Nota. Adaptado de Konig y Frohlich (2009).

Una ventaja de utilizar bacterias Lactobacillus es que son estrictamente fermentativas,
lo cual significa que su crecimiento se relaciona directamente a la produccion de metabolitos
(Hoang, s.f.). Debido a esto, la fermentacién del glicerol usando Lactobacillus puede seguir tres
vias metabdlicas diferentes:

1. Viade laglicerol quinasa
2. Viade la glicerol deshidrogenasa

3. Viade la glicerol deshidratasa

Las dos primeras rutas convergen en el gliceraldehido-3-fosfato, una sustancia
intermedia de la glucélisis. La tercera via tiene como producto final el 1,3-propanodiol, el &cido-
3-hidroxipropanoico y/o la acroleina. Las tres vias pueden darse al mismo tiempo durante una
fermentacion, pero existen diferentes condiciones que pueden inhibir la presencia de alguna de
las rutas. La primera ruta necesita de un aceptor externo de electrones. Este usualmente es el
oxigeno, por lo que en condiciones anaerdbicas se inhibe esta via, mientras la segunda
predomina. La tercera via se favorece en detrimento de las otras dos cuando en el medio de
fermentacion hay una mezcla de glucosa y glicerol como fuentes de carbono y se favorece en

condiciones aerobias (Garai-lbabe, 2010; Sauvageot et al. 2000).

Cepa Lactobacillus plantarum

21



La bacteria Lactobacillus plantarum pertenece a la familia Lactobacillaceae, que son
capaces de realizar una fermentacion lactica. Es cominmente encontrado en varios productos
fermentados al igual que est& presente en la saliva. Su genoma es uno de los mas conocido
dentro de las bacterias &cido-lacticas. Son bacterias Grampositivas, anaerobia facultativa y no
esporulada (Zheng et al. 2020). La produccion de acido lactico por parte de L. plantarum es un
proceso importante, especialmente en la salud del intestino. Este permite tener un pH saludable
en el cuerpo, lo que inhibe el crecimiento de patdégenos y mantiene una funcién intestinal
estable. La inhibicion ocurre debido a la produccion del acido lactico que genera un ambiente
hostil a los patdgenos. Otras formas de inhibicién son por medio de la secrecion de sustancias
antimicrobianas, como bacteriocinas y péptidos antimicrobianos (Liu, Xu y Zhang, 2021).

La sintesis de &cido lactico por L. plantarum se puede optimizar mediante el control de
la temperatura, el pH, la concentracion de sustrato y nutrientes y la concentracion de oxigeno
presente. La temperatura Optima de fermentacién es de 37 °C, pero puede crecer en un rango de
temperaturas de 20 °C y 45 °C. Su pH Optimo suele estar entre 5.5 y 6.5. Cabe destacar que
puede utilizar una amplia gama de fuentes de carbono para la sintesis de acido lactico. Las
principales fuentes de carbono usadas por L. plantarum son glucosa, sacarosa, lactosa y
almiddn. Sin embargo, la cepa se puede adaptar a fuentes de carbono mas complejas como lo
es laglicerina. La glicerina es un sustrato prometedor para la produccion de &cido lactico debido
a su abundancia y que también cuenta como un recurso renovable (Alves et al. 2018).

El rendimiento de la fermentacién lactica usando glicerina como sustrato por L.
plantarum depende de la cepa de la bacteria, la concentracion de glicerina presente, la
temperatura y el pH. La cepa influye debido a que hay algunas cepas de L. plantarum que son
mas eficientes usando la glicerina como sustrato que otras. La concentracion de glicerina es un
factor que tomar en cuenta. A concentraciones bajas de glicerina, la sintesis de &cido lactica es
lenta. A concentraciones altas de glicerina en el medio, la sintesis de &cido lactico puede
disminuir debido a la presion osmética que se genera en el medio fermentativo. La temperatura
Optima para la sintesis de &cido lactico es de 37 °C, sin embargo, también se puede generar
acido lactico a temperaturas mas bajas. Asimismo, la sintesis de &cido lactico disminuye a pH
bajos. El pH éptimo para una fermentacién lactica usando glicerina como sustrato se encuentra
entre 6.0 y 6.5 (Gao et al. 2019).

Fermentacion heterogénea

El proceso heterofermentativo de L. plantarum ocurre cuando se produce en
condiciones de bajo oxigeno. Esto hace que la bacteria utilice la via de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) para descomponer la glicerina. En esta via, la glicerina se convierte en glucosa-

6-fosfato, que luego se convierte en fructosa-6-fosfato. La fructosa-6-fosfato se convierte en
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gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. El gliceraldehido-3-fosfato se convierte en
piruvato, que luego se puede utilizar en la fermentacion heterogénea (Alves et al. 2018).

Esta fermentacion ademaés de producir acido lactico puede producir etanol y didxido de
carbono. En este tipo de fermentacion, el piruvato se convierte en acido lactico, etanol y diéxido
de carbono. La enzima piruvato descarboxilasa cataliza la reaccion que convierte el piruvato en
acido lactico y didxido de carbono. La enzima alcohol deshidrogenasa cataliza la reaccion que
convierte el piruvato en etanol y diéxido de carbono. Se debe de tomar en cuenta que, al realizar
una fermentacion heterogénea, se llega a producir menos &cido lactico lo cual depende del
objetivo de la fermentacion en curso. También, se produce etanol que puede usarse como una
fuente de energia o sustrato en la fermentacién (Fernandez-Galiano y Garcia-Morante, 2011).
Figura 19

Ruta metabélica usando glicerol por medio de bacterias acido-lacticas
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Nota. Adaptado de Palomo y Diaz (2012).

Balances de masa y energia
Es necesario considerar los balances de masa y energia que tienen una funcién
instrumental en la fermentacién de L. plantarum. A continuacién, Figura 20 muestra,

tedricamente, el balance de masay la Figura 21 el balance de energia tedrico durante el proceso.
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Figura 20
Balance de masa teérico de un sistema de fermentacidn lactica de L. plantarum usando glicerina como

sustrato

X g de glicerina A g de &cido lactico

Y g de L. plantarum inicial B g de agua
Z g de agua , .
Sistema de fermentacion C g de dioxido de carbono
lactica usando L. plantarum -
W g de oxigeno
A D g de L. plantarum
V g de sales/peptonas E g de etanol

Nota. Elaboracion propia.

Figura 21

Balance de energia tedrico de un sistema de fermentacion lactica de L. plantarum usando glicerina como

sustrato

T incubadora

Balance de energia

Q+ W' = My + AE, + AH
Sistema de fermentacion

lactica usando L. plantarum Q — AH

QCOH’PECtiUO = AHTXTI * V‘rxn

Nota. Elaboracién propia.

Modelos cinéticos

Para comprender un sistema fermentativo como un bioproceso, se requiere del
planteamiento de modelos cinéticos microbianos para describir y predecir las concentraciones
de sustratos, biomasa y productos durante la reaccién (Gamboay Lizcano, 2013). Estos modelos
se pueden clasificar en diferentes categorias, dependiendo si se considera el segregamiento de

las células y su funcionamiento estructural. EI segregamiento de las células se refiere a un
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comportamiento individual y diferenciado. El funcionamiento estructural contempla en el
modelo los mecanismos metabolicos, enzimaticos y genémicos de la célula. Entonces, se

pueden determinar tres tipos de modelos (Sunhoon et al. 2000):

1. Modelos segregados y estructurados
2. Modelos no segregados y estructurados

3. Modelos no segregados y no estructurados

Los modelos segregados y estructurados pueden generar un buen ajuste. Sin embargo,
tienen un costo computacional y experimental relativamente alto. Los modelos no segregados
y no estructurados son una opcion con uso mas amplio para describir diferentes tipos de sistemas
fermentativos con un alto grado de ajuste a partir de poca informacion (Gamboa y Lizcano,
2013). Pero, la aplicacion de un modelo no segregado y no estructurado puede darse solamente
si se da un crecimiento balanceado dentro de la célula. Esto significa que todos los componentes
internos como las proteinas, ADN, lipidos, etc, crecen a una velocidad constante. Esta fase se

conoce como la de crecimiento exponencial (Gamboa y Lizcano, 2013).

En un cultivo discontinuo, las velocidades de produccién de los metabolitos y la
biomasa, asi como el consumo del sustrato para un modelo no segregado y no estructurado, se
pueden representar mediante la ecuacion expuesta en Figura 22:

Figura 22

Velocidades de produccion de producto (P) y biomasa (x) y velocidad de consumo de sustrato (S)
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(1) Velocidad de produccion de biomasa

(2) Velocidad de consumo de sustrato

(3) Velocidad de produccion de producto

e Ypxes el rendimiento teérico producto-biomasa (masa/masa)

e Yyses el rendimiento te6rico biomasa-sustrato (masa/masa)

e mpes la constante de mantenimiento celular

e mses la constante especifica de formacidn de producto debido a la actividad celular

e pes la velocidad especifica de crecimiento (tiempo™), que puede ajustarse a diferentes

funciones, dependiendo del comportamiento del microorganismo
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Nota. Adaptado de Gamboa y Lizcano (2013).

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés High
Performance Chromatography) se basa en la separacion de los componentes de una mezcla
segun su afinidad entre una fase estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria es un
material s6lido o liquido que esta colocado en una columna cromatogréfica. La fase movil es
un fluido que se mueve a través de la columna. La separacion de los componentes de una mezcla
en HPLC se produce por la interaccion entre los compuestos de las dos fases y la muestra. Los
compuestos que tienen mayor afinidad por la fase estacionaria se mueven mas lento a través de
la columna, mientras que los compuestos que tienen menor afinidad por la fase estacionaria se
mueven mas rapido (Skoog et al. 2015). Esto se ve ejemplificado en el diagrama en la Figura
23.

Figura 23

Diagrama que ejemplifica los componentes de un equipo de HPLC
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Nota. Adaptado de Skoog et al. (2015).

Hay dos tipos de cromatografia HPLC segun Skoog et al. (2015):
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e Cromatografia de fase normal: En la cromatografia de fase normal, la fase estacionaria
es un material polar, como la silice o la alimina, y la fase movil es un liquido no polar,
como el hexano o el éter de petrdleo.

e Cromatografia de fase inversa: En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria es un
material no polar, como la silice modificada con grupos hidrofilicos, y la fase mavil es

un liquido polar, como el agua o el metanol.

Hay tres modos principales de separacion en HPLC segun Skoog et al. (2015):

e Cromatografia de adsorcién: En la cromatografia de adsorcion, los compuestos de la
muestra se adhieren a la fase estacionaria por fuerzas intermoleculares, como la
atraccion electrostatica o las fuerzas de Van de Waals.

e Cromatografia de reparto: En este tipo de cromatografia, los compuestos de la
muestra de distribuyen en la fase estacionaria y en la fase mévil. Los compuestos que
tienen una mayor solubilidad en la fase estacionaria se mueven mas lento a través de
la columna, mientras que los compuestos gue tienen una mayor solubilidad en la fase
movil se moveran mas rapidamente en ella.

e Cromatografia de intercambio ionico: En este tipo de cromatografia, los compuestos
de la muestra se intercambian con los iones de la fase estacionaria. Los compuestos
con mayor afinidad por los iones de la fase estacionaria se mueven mas lentamente a
través de la columna, mientras que los compuestos que tienen una menor afinidad por

los iones de la fase estacionaria se mueven més rapidamente.

Tabla 3

Aplicaciones tipicas de la cromatografia de particién de alta resolucion

Campo Mezclas tipicas separadas

Farmacéuticos Antibidticos, sedantes, esteroides, analgésicos

Bioquimica Aminodcidos, proteinas, carbohidratos, lipidos

Productos alimenticios ~ Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas, aditivos

Quimicos industriales ~ Aromdticos condensados, surfactantes, agentes propulsores, colorantes
Contaminantes Pesticidas, herbicidas, fenoles, bifenilos policlorados (BEps)

Ciencias forenses Férmacos, venenos, alcohol en sangre, narcdticos

Quimica clinica Acidos biliares, metabolitos de firmacos, extractos de orina, estrogenos

Nota. Adaptado de Skoog et al. (2015).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)
La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) se fundamenta

en el principio de separacion de los componentes de una mezcla segun su afinidad por una fase
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estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria es un material sélido o liquido que esta unido
en la columna cromatografica. La fase movil es generalmente un gas inerte, como el helio o el
nitrégeno. La separacion de los componentes de una mezcla en este tipo de cromatografia
sucede por la interaccion de los compuestos con ambas fases. Los compuestos con mayor
afinidad a la fase estacionaria se moveran mas lentamente a traves de la columna, mientras que
los que tienen menor afinidad por esta fase se mueven mas rapido a través de ella (Skoog et al.
2015). Esto se ve ejemplificado en la Figura 24.

Figura 24

Diagrama que ejemplifica los componentes de un equipo de un cromatdgrafo de gases
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Nota. Adaptado de Skoog et al. (2015).

El espectrémetro de masas descompone los compuestos en iones por una variedad de
métodos que incluyen, segin Skoog et al. (2015):

e lonizacion por impacto electrénico (El): Es el método de ionizacion mas utilizado en
GC-MS. Este produce iones de alta energia que se fragmentan al impactar en otros en
iones mas pequefos.

e lonizacion quimica (CI): Esta ionizacién produce iones con menor cantidad energética
que la ionizacion por impacto electronico. Este método también produce iones menos
fragmentados que por impacto electronico, lo que puede ser util para identificar
compuestos.

e lonizacion por electrospay (ESI): Los iones producidos por este tipo de método son de
alto peso molecular y llegan a ser estables en solucion. Este método es muy Util para

analizar compuestos polares o grandes.

Estos iones que se producen por el espectrometro de masas se analizan en funcion de
SuU masa Yy su carga. Se separan en funcion de su masa-carga (m/z) en un analizador de masas.

El analizador de masas mas utilizado en GC-MS es el cuadrupolo (Skoog et al. 2015).

28



La GC-MS es una técnica que permite analizar compuestos volatiles y semivolatiles.
Esta se utiliza en un amplio rango de aplicaciones, incluyendo, segln Skoog et al. (2015):
e Andlisis de alimentos y bebidas
e Anélisis farmaceutico
e Analisis ambiental

e Andlisis biomédico

Este método es versatil y preciso por lo que permite identificar y cuantificar una amplia
gama de compuestos. Sin embargo, este método tiene sus ventajas y desventajas que son las que
se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4

Ventajas y desventajas de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS)

Ventajas

Desventajas

Alta resolucién: Esta permite separar
compuestos con estructuras similares
con una alta resolucion.

Alta sensibilidad: Esta permite detectar
compuestos con muy bajas
concentraciones.

Amplia gama de aplicaciones: Se puede

utilizar para analizar un gran rango de

Costo: Esta cromatografia es cara en
términos de equipo como de los
consumibles a utilizar.

Tiempo: Esta técnica puede llegar a ser
lenta, especialmente en muestra de alta
complejidad.

Experiencia: Se requiere de bastante

experiencia para poder realizarla de

forma correcta.

compuestos.
Nota. Adaptado de Skoog et al. (2015).

Analisis de varianza (ANOVA)

Esta es una técnica estadistica cuya funcion es poder comparar las medias de tres 0 mas
grupos de muestreo. La ANOVA, segun sus siglas en inglés que quieren decir Analysis of
Variance, se fundamenta en la idea de que la varianza total de una variable se puede atribuir a
dos principales fuentes: la varianza que existe entre grupos y la varianza que existe dentro de
cada grupo. Hay varios tipos de ANOVA que se pueden utilizar que se diferencian por el tipo
de disefio experimental utilizado (Gravetter y Wallnau, 2022). De acuerdo con Gavetter y
Wallnau (2022), los tipos mas comunes de esta técnica son:

e ANOVA de un factor: Este es el ANOVA mas simple. Se utiliza cuando hay un solo

factor independiente con dos 0 mas niveles.
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e ANOVA de dos factores: Este es un ANOVA més complejo. Se utiliza cuando hay dos
factores independientes, cada uno con dos 0 mas niveles.

e ANOVA de medidas repetidas: Este tipo de ANOVA se utiliza cuando los datos
provienen de los mismos sujetos que fueron sometidos a diferentes condiciones.

e ANOVA de dos vias: Este es un tipo de ANOVA que se utiliza cuando hay dos factores
independientes, cada cual tiene dos 0 mas niveles.

e ANOVA de tres vias: Este es un tipo de ANOVA que se utiliza cuando hay tres factores

independientes, cada cual tiene dos 0 més niveles.

Parametros de la prueba ANOVA

La finalidad de una prueba ANOVA es evaluar si dos 0 mas grupos son estadisticamente
iguales o si existe una diferencia significativa entre ellos. Se debe establecer una hipotesis nula
al momento de comenzar la prueba donde se establece la creencia inicial que se tiene sobre los
grupos a evaluar. Al hacer un andlisis estadistico, esta hipdtesis indica que las medias de todos
los grupos evaluados son estadisticamente iguales o0 que no hay diferencia significativa entre
los grupos. Esta hipétesis se evalta por medio de la prueba F. Esta es la prueba que se realiza
por medio de la tabla ANOVA para verificar si se cumple la hipdtesis nula, es decir, verificar
que si existe diferencia significativa entre las medias de los grupos evaluados o no (Gravetter y
Wallnau, 2022).

Supuestos de la prueba ANOVA
Para realizar la prueba ANOVA, se requiere que los datos a evaluar cumplan con ciertos
supuestos para que los resultados obtenidos por esta sean validos. Segin Gravatter y Wallnau
(2002), los supuestos son:
e Normalidad: Los datos deben de estar normalmente distribuidos.
e Homocedasticidad: La varianza de los datos debe ser igual en los grupos a evaluar.

e Independencia: Los datos deben de ser independientes entre si.

Interpretacién de los resultados de la prueba ANOVA
Segln Gravetter y Wallnau (2022), el resultado de una prueba ANOVA se presenta en
una tabla ANOVA que muestra los siguientes parametros:
e Grados de libertad (GL): Los grados de libertad son una medida de la cantidad de
valores independientes en una muestra de datos.
e Estadistico F: El valor estadistico F es una medida de la magnitud de la diferencia entre

las medias de los grupos evaluados.
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e Valor p: El valor p es la probabilidad de obtener un valor estadistico F al menos de la

misma magnitud como el que se observo, si la hipotesis nula no se puede rechazar.

Para poder interpretar los resultados de una tabla ANOVA, se debe comparar el valor
p con el nivel de significancia usado. Si el valor p es menor al nivel de significancia utilizado,
entonces se rechaza la hip6tesis nula y se concluye que hay diferencias significativas en las

medias de los grupos evaluados (Gravetter y Wallnau, 2022).

Post hoc

Al momento de rechazar una hipétesis nula, el analisis ANOVA no nos indica cuéal es
el grupo (o grupos) que son distinto(s) y tampoco nos indica si la media es mayor o0 menor que
el resto de los grupos. Para esto se pueden realizar diferentes pruebas para ver cada par de
grupos y si sus medias son iguales o distintas. Segun Gravetter y Wallnau (2022), algunos

métodos post hoc comunes son:

e Tukey HSD
e Bonferroni
e Scheffe

e Pruebat
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V.  Antecedentes

Debido a los altos costos para la refinacion del glicerol crudo, este no es utilizado para
su purificacion debido a que no es atractivo econémicamente. Esto hace que el glicerol crudo
esté disponible a un costo relativamente bajo y a un volumen alto de un subproducto de un
proceso y se considere un residuo. Su utilizacion es necesaria para revalorizar la produccion de
biodiésel y el uso de aceites desechados como materia prima de este proceso de produccion. El
glicerol no es tdxico, es comestible, biodegradable y tiene mas cualidades funcionales que lo
hacen ser uno de los bloques fundamentales para la sintesis organica (Samudrala, 2019). Debido
a esto, se busca utilizar la molécula de glicerina como sustrato o iniciador para una variedad de
quimicos intermediarios. Tradicionalmente, una de las tecnologias mas comunes para el uso del
glicerol crudo era la combustion directa de este material. Esto no era recomendado debido a la
generacion de acroleina, un producto muy nocivo gque proviene de la combustion del glicerol
crudo. Este compuesto tiene un punto de ebullicién de 53 °C y una temperatura de autoignicion
de 234 °C junto con un alto contenido de sales (Gupta y Kumar, 2012). Al compararlo con otros
compuestos usados como combustibles, la emision de compuestos orgéanicos volatiles era
mucho mayor. Asimismo, este aprovechamiento del glicerol crudo no permitia hacer uso de
todo su valor (Hejna et al. 2016).

Por esta razon, se ha aumentado la experimentacion e investigacién durante la Gltima
década para la conversion del glicerol crudo en compuestos de alto valor comercial (Kenar,
2007). Laglicerina es el precursor para la sintesis de una variedad de compuestos quimicos muy
utilizados tales como alquenos, alcoholes, dioles ,éteres, &cidos, esteres, acrilatos y hasta
poligliceroles haciendo uso de una variedad de procesos que incluyen procesos termoquimicos
como la pirolisis, técnicas bioldgicas como la fermentacién, métodos fisicoquimicos como la
eterificacion, transesterificacion, electrolizacion, deshidratacion, halogenacion, polimerizacion
y acetificacion (Zheng et al. 2020). En la Tabla 5 se enlistan las técnicas actuales para el uso de

glicerol crudo.

Tabla 5

Resumen de las técnicas actuales para la utilizacion de glicerol crudo

Técnica de Mecanismo de Productos Condicion Ventajas Desventajas
utilizacion reaccion finales de proceso del del proceso
proceso

Técnicas bioquimicas

Fermentacion Digestion Bioetanol, dioles, | Catalisis Alta Preparacion
microbiana aerdbica y | dihidroxiacetona | enzimatica selectividad | compleja de
anaerdébica con hongos, | del producto | microorganismo
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S, hidrégeno, | bacterias, (<70%), S, largos
entre otros temperaturas | promueve la | periodos de
medias, pH | catalisis, reaccion (dias),
relativamente | bajo costo de | baja energia
neutro y | produccion cinética de
velocidad de reaccion, riesgo
agitacion de de patégenos
200-400 rpm.
Duracion del
proceso: 0.5 a
5 dias
Fermentacion Reaccion 1,3-propanodiol, | Proceso fed- | Mayor Mayor costo y
bioelectroquimica | anaerobia acido batch en un | produccion tiempo de
hidroxipropionic | reactor de | en reaccion
0 e hidrdégeno celda de | comparacién
hidrégeno, con la
temperatura fermentacio
media, n tradicional
tiempo (1-10
dias)
Técnicas termoquimicas
Pirolisis gaseosa Deshidratacion Acetaldehido, Reactor de | Altas Produce
acroleina, lecho fijo, | temperaturas | mondxido  de
hidroxicetona e | temperatura favorecen la | carbono
hidrégeno (600-800°C), | sintesis de
catalizador de | gas, bajas
zeolitas, temperaturas
tiempo de | la de
residencia de | liquidos.
>7s Menor
tiempo
Pirolisis rapida Hidrogenacion, Biobenceno, Temperatura | Alto Generacion  de
deshidratacion dioles, (400 - 800 | rendimiento | coque,
propilenglicol °C), ausencia | de desactivacion
de oxigeno, | hidrocarburo | irreversible, alto
tiempo de | s coste para el
residencia hidrotratamiento
03 - 3),
catalizadores
Fluidos Hidrocraqueo, Metano, Reactor No se forma | Baja selectividad
supercriticos deshidratacion hidrégeno, batch, 300 °C, | char,90% de | y rendimiento,
didxido de | 1-4 hrs, 10 — | produccion alto costo de
carbono y otros | 30 MPa, agua | de gas a 380 | solventes
gases desionizada °C organicos
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como

solvente
Carbonilacion GC Temperatura | 100% de | N/A
(>150°C), selectividad
presion (50
atm), metanol
como
solvente
Deshidrogenacié | Acido  lactico, | Temperatura | Otra Bajo
n, propilenglicol > 290 °C, 50 | alternativa rendimiento  de
tautomerizacion atm, agua | para acido lactico
keto-enol, como producir
rearreglo de acido solvente, acido
bencilico tiempo de 3 | lactico, alta
hrs, 6xido de | conversién
calcio como | del glicerol
catalizador
SR Deshidrogenacié | Hidrégeno y | Reactor de | Alta Se requieren de
n y | otros gases lecho fijo, | conversion y | catalizadores
deshidratacion 350- 800 °C, | selectividad | especificos,
catalizador de algunos arreglos
platino/niquel llevan tiempos
de reaccion
largos > 8hrs
APR Deshidrogenacié | Hidrdgeno, Temperatura | Bajo Desactivacion de
n etilenglicol (150 - 265 | consumo catalizador a
°C), 15 — 70 | energético, temperaturas
bar, Alta elevadas, mayor
catalizador, conversion tiempo de
tiempo (1-56 | de glicerol reaccion  para
hrs) mayor
conversion
Pirolisis asistida | Gasificacion Hidrégeno y | Temperatura | Mayor Alto consumo de
por microondas dioxido de | (300 — 900 | produccién energia
carbono °C), de gas a
catalizador de | bajas
carbon temperaturas
activado,
flujos de gas
de 100 — 2000
mL/min

Técnicas fisicoquimicas
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Emulsificacion Microemulsion Microemulsion Surfactantes, | Uso directo | Mayor tiempo de
de glicerol en | cosurfactante | de reaccion 'y se
diésel, s, 45 — 60 °C, | combustible | puede usar con
combustible en | tiempos de 12 bajo
emulsién hrs. concentracion de

residuos

Transesterificacié | Carbonilacion GC Catalizador, Alto Bajo

n temperatura rendimiento | rendimiento de

(90-120°C), | de gases, | productos finales
tiempo 1 hr, | remocion de
baja presion | agua,
(30 - 50 | incremento
mbar) de su
estabilidad
Eterificacion Eterificacion, Eter terbutilicos, | Proceso Alta Sistema
catalitica condensacion de | poligliceroles batch, conversion complejo, baja
glicerol temperatura de gas a | conversion
(90260 °C), | mayores
catalizador, tiempos de
tiempo de 2 - | reaccién
24 hrs, 0.1
MPa
Técnicas electroquimicas
Electrolisis Electrooxidacion, | Dihidroxiacetona | Temperatura | Alta Baja oxidacién
hidrogenacién y |, dioxido de |y presion | selectividad | del segundo
desoxigenacion carbono, 4cido | ambiente, y grupo de
lactico, acetona, | catalizador, produccién, | alcohol, tiempo
isopropanol tiempo de 4 | bajo costo de | largo de
hrs operacion electrolisis

Nota. Adaptado de Moklis, Cheng y Cross (2023)

El uso de glicerol crudo en procesos fermentativos ha sido estudiado con varios

microorganismos como la levadura, hongos, bacteria, mezclas con aguas de desecho y

microalgas bajo circunstancias aerobias y anaerobias para producir una diversidad de

compuestos quimicos. Estudios recientes se han enfocado en el uso del glicerol crudo como una

fuente de carbono en las fermentaciones microbianas para producir compuestos amigables con

el ambiente (Rodrigues et al, 2020). Asi, estas conversiones con la ayuda de microorganismos

prometen ser un recurso valioso y mejorar el valor biotecnoldgico en la industria del biodiésel.

Algunas ventajas de las fermentaciones se deben a su mayor rendimiento, selectividad y

recuperacion del producto (Pradma y Kulkarni, 2017). Sin embargo, también tiene desventajas

como el riesgo de patdgenos, contaminantes en el sustrato y menor energia cinética de reaccion

que resulta en tiempos més largos de reaccion, lo cual impacta el crecimiento y tasa de
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conversion. Cabe recalcar que la capacidad de producir estos microorganismos a escala
industrial también podria afectar la aplicacidn de estas técnicas. A continuacién, se explicara el
uso de algunos microorganismos que pueden utilizar el glicerol crudo para diferentes procesos

bioldgicos:

Bacterias

Algunas de las bacterias méas utilizadas que logran procesar el glicerol y sintetizar
productos con alto valor comercial en fermentaciones aerobias, anaerobias 0 microaerobias son
Clostridium, Klebsiella, Komagataella, Lactobacillus, Lipomyces, Escherichia, Candida y
Raoultella (Pradma y Kulkarni, 2017). EI metabolismo oxidativo y reductivo son usados para
consumir el glicerol que resulta en la formacién de acido organicos y alcoholes. De las estudios
realizados con las bacterias mencionadas anteriormente, se puede decir que varias han sido
utilizadas para la conversion de glicerol en 1,2- y 1,3-proponadiol. Los rendimientos altos de
este compuesto han sido obtenidos alrededor de 0.62 a 1.09 mol/mol de glicerol, con una
productividad inconsistente de 0.92 a 10.3 g/L/h. Cabe destacar el trabajo de Tang et al donde
se modificé una cepa de E. coli con genes adicionales para la produccién de 1,3-propanodiol.
El rendimiento final de propanodiol, su productividad y su tasa de conversion fueron de 1.09
mol/mol, 2.61 g/L/h, y 90.2% (g/g), respectivamente. Johnson y Rehman (2016) lograron
investigar el efecto de disminuir el pH durante la fermentacion de glicerol crudo usando C.
pasteurianum, lo que conllevé a un decrecimiento de células, produccion de diéxido de carbono
y fermentaciones més lentas que resultaron en una alta produccion de butanol y propanodiol en
procesos continuos (Tan et al. 2009; Johnson y Rehman, 2016).

Por otro lado, para la sintesis de acido l4ctico, se ha usado E. coli modificada como una
alternativa a la regeneracion de NAD+ en la ausencia de aceptadores de electrones externos. La
ruta bioldgica de sintesis de &cido lactico por medio de glicerol crudo asistida por
microorganismos es altamente selectiva en generar D- o L- &cido lactico, debido a la alta
selectividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Basado en el trabajo de Mazumdar et
al. (2013), la E. coli ha sido modificada para mejorar su eficiencia en la conversion de glicerol
a D- y L- &cido lactico bajo condiciones microaerobias y anaerobias. El rendimiento se
encuentra entre 0.85 y 0.93 mol por mol de glicerol y con una concentracion de 34 g/L y 50 g/L
al final de cada concentracion, respectivamente (Mazumdar et al. 2013). En el estudio de Hong
et al. (2009) se utilizo la cepa de E. coli AC-521 para transformar el glicerol a acido lactico en
condiciones aerobias con condiciones de fermentacion de 42 °C, pH 6.5y 0.85 min* (K_A). La
concentracion general de cido lactico y el consumo de glicerol tuvo su pico a las 88 horas de
fermentacion, resultando en un rendimiento de 86 g/L con una productividad de 0.97 g/L/h

(Hong et al. 2009). También se han utilizados otras cepas diferentes al E. coli como el
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Lactobacillus casei NCIM 2125, K. phafii Glpard, y la levadura S. cerevisiae bajo condiciones
de fermentacion fed-batch para la sintesis de acido lactico (Baek et al. 2016).

El C. pasteurianam ha sido investigado como un potencial productor de butanol. Bajo
condiciones optimas, puede generar hasta 0.43 mol/mol de butanol con una productividad de
0.074 g/L/h durante 120 horas usando glicerol crudo como sustrato (Jensen et al. 2012). En otro
estudio realizado por Saini et al. (2017) el E. coli fue usado para asistir la fermentacion de
glicerol crudo a butanol obteniendo un rendimiento de butanol de 0.35 mol/mol (Saini et al.
2017). Otros tipos de bacterias se utilizan para la generacion de bioetanol usando glicerol crudo
como sustrato como E. coli SS1, E. aerogenes TISTR 1468, Pachysolen tannophilus, y K.
pneumonia modificada, los cuales resultaron en rendimientos de producto de 1.00, 0.59, 0.56,
y 0.89 mol/mol, respectivamente. También existe un estudio sobre el uso de la levadura S.
cerevisiae con un rendimiento de 2.4 g/L de etanol lo que evidencia que también se pueden

utilizar estos microorganismos para la sintesis de etanol (Yu et al. 2010).

Mezclas de colonias y otras bacterias

Se ha probado que, usando una mezcla de diversas comunidades de microorganismos, s
posible procesar el glicerol crudo en compuestos de alto valor tales como el hidrégeno y los
polihidroxialcanoatos. De acuerdo con Mabutyana y Pott (2021), se ha demostrado que la
produccion de H; es la dominante al momento de hacer fermentaciones con una mezcla de
microorganismos extraidos de aguas de desecho o la mezcla de varias cepas. Tedricamente, la
fermentacion del glicerol tiene una mejor capacidad para generar gas hidrégeno al final de la
reaccion si se compara con una fermentacion usando glucosa. Esto se debe a que se genera una
mayor cantidad de NADH en una base de tres carbonos. Un estudio realizado por Mabutyana y
Pott (2021) evalta la produccion de gas hidrégeno en una homofermentacion anaerobia de
glicerol con compuestos fenodlicos asistida por Rhodopseudomonas palustris a una temperatura
de 35 °C con la presencia de luz de tungsteno. El estudio revela que la produccion de
biohidrogeno por Rhodopseudomonas palustris CGA0Q9 se ve significativamente mejorada por
compuestos como el siringaldehido, que aumenté la produccion total de hidrogeno a 960 mL
durante el periodo de cultivo.

De acuerdo con Varrone et al. (2012) y Chen et al. (2021), la aplicacion de lodos de
aguas 0 mezclas de cepas mejora la conversion de glicerol crudo, pues produce hidrégeno
gaseoso en un rendimiento aproximado de 0.52 a 0.96 mol/mol de glicerol. Asimismo, el
glicerol se puede utilizar como sustrato para la produccion de biogas. En las fases de
acidogénesis y acetogénesis, se degrada a &cido grasos volatiles y en la etapa final de la
metanogénesis, el metano se produce del acido acético, didxido de carbono, o el hidrégeno

gaseoso (Nomanbhay et al. 2020).
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Hongos

Los hongos forman un biocatalizador prometedor para mejorar la conversion de glicerol
crudo en productos de alto valor comercial como aceites. De acuerdo con Chatzifragkou et al.
(2011), durante la fermentacidn, los hongos tienden a almacenar lipidos dentro del micelio. El
mayor rendimiento de lipidos producidos fue de 3.5 g/L con 0.1 g/g de biomasa. El aceite
producido estuvo compuesto principalmente de acidos oleicos. Galactomyces geotrichum y

ascomycetous fungus fueron utilizados para dicha fermentacién.

Levaduras

Se ha evaluado el uso de levaduras que prometen un alto potencial de catabolizar el glicerol
crudo para la produccién de &cido citrico y acido succinico. Entre ellas, Yarrowia lipolytica
demuestra la habilidad de usar glicerol crudo y sintetizar acido citrico por medio de una ruta
aerdbica con pardmetros de proceso éptimos (Morgunov et al. 2018). En el estudio de Li et al.
(2018), se realiz6 una investigacion para evaluar el efecto de la co-fermentacion de glicerol
crudo con residuos agricolas para formar acido succinico en condiciones aerobias usando Y.
lipolytica. Al final de la reaccidn, se obtuvo una concentracion de acido succinico de 53.6 g/L,
una productividad del proceso de 1.5 g/L/h, y un rendimiento general de 0.5 mol/mol producidos
(Lietal, 2018).
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V1. Metodologia

La caracterizacion del glicerol crudo es fundamental para poder determinar su calidad
y su uso para aplicaciones industriales 0 como materia prima en otros procesos. Esta
caracterizacion se realiza por medio de distintas técnicas analiticas que permiten evaluar su
composicién quimica y pureza. Algunos de los métodos utilizados son la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), y pruebas fisicoquimicas para obtener informacion sobre la
concentracion de glicerol, la presencia de impurezas y sus caracteristicas fisicas y quimicas

permitiendo entender como utilizar el glicerol de una manera mas eficiente.

Caracterizacion del glicerol
Equipo
e Balanza analitica Ohaus Pioneer Series modelo PA114, con un rango de medicién de 0
— 110 g.y una incertidumbre de + 0.0001 g.
¢ Viscosimetro B-ONE PLUS con aguja R-2 a R-7.
e Titulador Karl Fisher HI933.
e Potencidmetro Hanna Instruments.
e Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC) con detector de indice de refraccion
con columna de cromatografia Hi-Plex H 300 x 7.7 mm y filtros de 0.45 pum.
e Cromatdgrafo de gases con detector de masas (GC/MS).
e Autoclave Tuttnauer 2840ELV.

Cristaleria
e Probeta graduada Kimax de 100 mL.

e Tubos de ensayo.

Reactivos
e Glicerol crudo de la produccién de biodiésel.
e Soluciones buffer de 4.0, 7.0 y 10.0 pH.
e Glicerina USP.

Metodologia

Densidad.

La densidad del glicerol crudo es un pardmetro clave que refleja su composicion y
pureza, y sirve como un indicador importante para evaluar su calidad y ajustar los procesos en
la industria del biodiésel.

1. Seasegur6 que la balanza analitica estuviera calibrada y funcionara correctamente. Se

limpiaron y secaron las herramientas utilizadas.
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Se asegurd que la balanza analitica estuviera calibrada y funcionara correctamente. Se
limpiaron y secaron las herramientas utilizadas.

Se calibré la probeta graduada con un volumen conocido de agua destilada a una
temperatura conocida. Se pesaron el agua y la probeta en la balanza para determinar su
masa. Esto permitio calibrar el volumen presentado en la probeta para medir volumenes
precisos de liquidos.

Se vertiéd un volumen conocido de glicerol en la probado y se anot6 el dato exacto
corregido con la calibracion.

Se pes6 el liquido en la balanza analitica. Se asegur6 que la probeta estuviera seca en
su exterior para su medicion.

Se determind la densidad del liquido. Se registré la temperatura a la cual fue
determinada la densidad.

Se realiz6 la medicion en triplicado.

Viscosidad.

La viscosidad del glicerol crudo es una propiedad fundamental que influye en su

manipulacién y procesamiento, y su medicion proporciona una vision critica de la calidad del

producto y su comportamiento en aplicaciones industriales.

1.

Para empezar a utilizar el viscosimetro, se realiz6 una nivelacion, para ello se monto el
soporte para laboratorio y se coloco la barra vertical dentro de la base. La cremallera 'y
abrazadera de ensamble quedaron dando la cara hacia el frente de la base. La barra se
mantuvo en su lugar con un tornillo en la parte inferior de la base. Se apret6 el tornillo
para que el equipo estuviera estable.

Se aseguro que el tornillo de la abrazadera estuviera lo suficientemente flojo. Luego, se
insertd la varilla de montaje en la parte posterior. Se apret6 el tornillo de la abrazadera
y se ajusto el viscosimetro para que estuviera lo mas cerca posible mientras se apretaba
la abrazadera.

Se conecto el sensor de temperatura RTD al puerto en la parte trasera del viscosimetro.
Se comprobd que el viscosimetro estuviera nivelado. El nivel se ajustd usando los
tornillos de nivelacion en la base. Este se ajustd hasta que la burbuja de nivel que se
encuentra en la parte superior del viscosimetro se hubiera centrado dentro del circulo.
Este nivel se checo periédicamente.

Se verifico que el interruptor estuviera apagado. Se conecto el cable al tomacorriente y
a la linea apropiada de corriente. Se encendio el interruptor.

Antes de realizar alguna lectura, el viscosimetro fue autocerado. Esta accion se realizé

cada vez que se encendi6 el instrumento.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

Se removio el tapdn de montaje de la aguja girando a favor del sentido del reloj.

Se selecciono la aguja con la cual se realizé la prueba de viscosidad, tomando en cuenta
la que produjera el mayor porcentaje de torque y velocidad (el porcentaje de torque
debera estar entre el 10% y 100%).

Se presiond la tecla de cambio de agujay se indic6 la aguja que se introdujo. Se presiond
nuevamente para dejar registro.

Se colocaron 600 mL de glicerol en un vaso de precipitado. Antes de colocar la aguja,
se introdujo de forma inclinada en el fluido y después se atornillo presionando hacia
arriba y girandola en sentido del reloj.

Se colocé el vaso de precipitado de forma que quedara centrada la aguja y el liquido
alcanzara el nivel de la muesca.

Se selecciond la velocidad de operacion a la cual se inici6 la prueba.

Se presiono el boton de “Encendido de motor” y después se verifico que las lecturas del
torque estuvieran en el rango adecuado.

Si los valores no se encontraban entre 10% - 100%, se modificaria la velocidad. Si no
se lograban esos rangos, se paraba el motor y se cambiaba la aguja.

Realizar la medicién en triplicado.

Porcentaje de agua.

El porcentaje de agua en el glicerol crudo es un factor determinante para evaluar su

pureza y calidad, ya que niveles elevados de humedad pueden afectar negativamente sus

propiedades y su rendimiento en aplicaciones industriales.

1.

Se llend el vaso de titulacion con la solucion de anolito, generalmente yoduro de
hidrogeno en un solvente adecuado.

Se colocaron los electrodos de referencia y de medida dentro del vaso.

Se preparo el electrodo de generacion (anodo) y se sumergié en la solucion.

Se lleno la celda de titulacion con el electrolito externo para mantener la conductividad
eléctrica.

Se asegurdé que el equipo estuviera limpio y calibrado para realizar el trabajo.

Se pesaron alrededor de 1 0 2 gramos de muestra de glicerol en un vaso de titulacion
limpio y seco.

Se agreg6 solvente para disolver la muestra y se mezclé hasta obtener una solucion
homogénea.

Se introdujeron los electrodos en el vaso de titulacion.

Se inicié la titulacion y se agitd la muestra por medio de un agitador magnético.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se aplicd una corriente eléctrica conocida constante al electrodo de generacién. La
corriente liber6 el yodo a partir del yoduro de hidrégeno presente en la solucién anolito,
y este reaccion6 con el agua presente en la muestra.

La cantidad de electricidad utilizada se correlacion6 directamente con la cantidad de
agua presente en la muestra.

Se detuvo la titulacion cuando la cantidad de electricidad usada alcanzé un valor
constante. Esto indico que la reaccién termind y se ha llegado al punto de equivalencia.
Se registro la cantidad de electricidad (generalmente en coulombs) utilizada durante la
titulacion.

Se utiliz6 la férmula proporcionada por el fabricante del equipo Karl Fischer para
calcular el contenido de agua presente en la muestra. Los calculos hacen uso de la
cantidad de electricidad y el factor de titulacion.

Se realizd la medicion en triplicado

pH.

El pH del glicerol crudo es una caracteristica esencial que influye en su estabilidad y

reactividad, proporcionando informacion valiosa sobre la acidez o alcalinidad del producto y su

adecuacion para diversas aplicaciones industriales.

1.
2.

Se verificd que el electrodo del potenciémetro estuviera limpio y en buen estado.

Se tomaron las soluciones buffer para calibrar el potenciémetro. Estas soluciones buffer
fueron de pH 4.0, 7.0 y 10.0 para calibrar.

Se encendi6 el potenciometro y se seleccion6 la opcion de calibrar. El equipo indic6 el
pH a medir y se sumergi6 en la solucion buffer que correspondiera a dicho pH. Se
repitio el proceso para las tres soluciones buffer.

Se limpio y seco el electrodo antes de sumergirlo en la muestra de glicerol.

Se sumergio el electrodo en el glicerol y se esper6 a que la lectura en el potenciémetro
estuviera estable.

Se ley6 y apuntd la lectura del pH.

Después de cada medicion, se enjuagd el electrodo con agua destilada para eliminar
restos de la muestra.

Se realiz6 la medicion en triplicado.

Porcentaje de glicerina.

El porcentaje de glicerina en el glicerol crudo es un indicador crucial de la pureza del

producto, ya que refleja la concentracion de glicerina en comparacion con otros componentes e

impurezas presentes en la muestra.

1.

Se prepar6 una dilucion 1:100 mL de la muestra de glicerol
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2. Se preparé una curva de calibracion de estandar de glicerina USP con los siguientes
valores: 0.00 % (v/v), 2.00%, 4.00%, 6.00%, 8.00% y 10.00%.

3. Se enviaron las muestras a un analisis de cromatografia liquida (HPLC) para una
determinacioén cuantitativa de la cantidad de glicerina presente en la muestra.

4. Se identificd la cantidad de glicerina presente en la solucion por medio del reporte de
cromatografia y la curva de calibracion preparada.

5. Se transformo el valor obtenido por medio de la disolucion realizada para encontrar la
cantidad original de glicerina presente en la muestra sin diluir.

6. Se realizé la medicion en triplicado

Presencia de otros compuestos en la mezcla.

La determinacion de otros compuestos en el glicerol crudo mediante espectrometria de
masas permite identificar y cuantificar con alta precision las impurezas y subproductos
presentes, proporcionando una comprension detallada de su perfil quimico y facilitando la
optimizacion del proceso de produccién.

1. Setomd una muestra del glicerol utilizado y se colocé en un tubo de ensayo rotulado.

2. Se verifico que la muestra de glicerol no tuviera presente ni un material sélido.

3. Se enviaron las muestras a un analisis de identificacion cualitativa de los compuestos
presentes por medio del equipo de cromatografia de gases/Espectrometria de masas

(GCIMS).

4. Se identificaron los compuestos presentes por medio del cromatograma.

Adaptacion de la cepa al glicerol

La adaptacién de una cepa de Lactobacillus plantarum para utilizar glicerol crudo como
sustrato implica la modificacion metabdlica de la cepa para que pueda utilizar eficientemente el
glicerol crudo, que generalmente contiene impurezas y componentes diversos. La adaptacion
permite la conversion de glicerol crudo en productos de valor afiadido, optimizando asi el uso

de recursos y contribuyendo a la sostenibilidad del proceso industrial.

Equipo
e Estufa eléctrica.
e Shaker MaxQ Mini 4450.
e Shaker Barnstead International Lab Companion SI-600.
e Incubadora.
e Micropipeta de 5 Ml.
e Autoclave Tuttnauer 2840ELV.
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Cristaleria

5 cajas Petri.

20 tubos de ensayo.

5 pipetas graduadas de 10 mL.
18 Erlenmeyers de 150 mL.

5 Erlenmeyers de 50 mL.

5 Beakers de 150 mL.

Reactivos

Agar MRS.

Agua destilada.

Glicerol crudo.

Peptona.

Peptona de carne.

Extracto de levadura.

Glucosa.

Fosfato dipotasico.

Acetato de sodio.

Citrato de amonio — hierro (I11).
Sulfato de magnesio heptahidratado.
Sulfato de manganeso (1) monohidratado.

Lactobacillus plantarum.

Tolerancia de la cepa a la presencia de glicerol

La tolerancia de la cepa Lactobacillus plantarum al glicerol crudo como sustrato es

crucial para su capacidad de crecer y metabolizar eficientemente este sustrato al estar presente

en el medio de cultivo.

1.

Se rotularon 5 Erlenmeyer de 50 mL y 5 Cajas Petri con los siguientes porcentajes de
glicerol: 0.5%, 1.0%, 2.0%, 3.5% y 5.0%

Se prepararon 25 mL de agar MRS. Los 25 mL de volumen deben de estar compuestos
por el agar MRS y el volumen necesario del glicerol (concentracion de glicerina del
55.775% v/v) para obtener las concentraciones escogidas de glicerina de cada uno.

Las proporciones de preparacion se observan en la Tabla 6 a continuacion:
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Tabla 6

Proporciones de preparacién para la tolerancia de Lactobacillus plantarum a diferentes

concentraciones de glicerina

Concentracion de | Cantidad de agar MRS | Volumen de agua | Volumen de glicerol
glicerina (% v/v) (9) destilada (mL) crudo (mL)

5.0% 1.65¢g 22.75 mL 2.25 mL

3.5% 165¢g 23.4mL 1.6 mL

2.0% 1659 24.1 mL 0.9 mL

1.0% 1.65¢g 245 mL 0.5mL

0.5% 1.65¢g 24.75 mL 0.25 mL

Nota. Elaboracion propia.

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.

Luego de tener preparados las cinco proporciones, se llevd a ebullicion en una estufa
eléctrica la solucion con agitacion constante.

Después de ebullir, se retir6 el material y se coloco en la autoclave para su esterilizacion
a 121 °C durante 15 minutos.

Se esterilizo el area de trabajo con alcohol al 95% y se encendié un mechero en el area
de trabajo.

Al terminar la esterilizacion, se esper6 a que el agar disminuyera ligeramente su
temperatura. Luego, se llenaron las cajas Petri con el medio de agar MRS estéril, cada
una correspondiendo al porcentaje de glicerina asignado.

Se esper0 a que el agar solidificara en el &rea de trabajo.

Para inocular, se tomé un hisopo de la cepa lactobacillus plantarum y se abrié la caja
Petri de manera cuidadosa en el area de trabajo estéril.

Se utilizo el hisopo para transferir la cepa al agar estéril. Se debe utilizar un movimiento
suave y ligero para esparcirlo en toda la superficie.

Se cerr6 la caja Petri y se sell6 con una tira de Parafilm.

Se colocd la caja Petri en una incubadora ajustada a la temperatura de 37°C.

Se repitio este procedimiento hasta haber inoculado todas las cajas.

Se incubd las cajas durante 2 a 3 dias.

Después del periodo de incubacion, se retiraron las cajas Petri de la incubadora y se
examind el crecimiento de las colonias de Lactobacillus plantarum en las diferentes
concentraciones de glicerina afiadida.

Se escogio el porcentaje de glicerina donde hubo un crecimiento mas homogéneo de la

cepa, siendo este el del 1.0 % viv.

Adaptacion de la cepa al glicerol como sustrato en caldo MRS modificado
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La adaptacion de la cepa Lactobacillus plantarum a un caldo MRS modificado con
glicerol crudo en lugar de glucosa representa una estrategia para explorar la capacidad de este
probidtico de crecer y prosperar en medios de cultivo alternativos por medio de repiques
consecutivos para adaptar el microorganismo a un nuevo sustrato.

1. Para adaptar la cepa, se tuvo que preparar un caldo MRS modificado a diferentes
concentraciones de glucosa y una misma concentracion de glicerol para hacer los
repiques continuos hasta llegar a una cepa adaptada al glicerol como sustrato.

2. Se tomo la siguiente receta de caldo MRS para hacer las modificaciones:
Tabla 7

Receta de caldo MRS

Reactivos Férmula (en gramos por litro)
Peptona 10 g/L
Peptona de carne 10 g/L
Extracto de levadura 59/L
Glucosa 20 g/L
Fosfato dipotasico 2g/L
Acetato de sodio 59/L
Citrato de amonio — hierro (I11) 2g/L
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.2g/L
Sulfato de manganeso (1) monohidratado 0.05 g/L

Nota. Elaboracién propia.

3. Debido a la naturaleza de los repiques, se debié modificar la glucosa necesaria en la
receta para ir disminuyéndola en su concentracion desde 20 g/L (equivalente a 0.2g/mL)
hasta una concentracion de 0 g/L. Esto se hizo mediante una disminucion gradual de la
concentracion con las siguientes proporciones: 0.2 g/mL, 0.16 g/mL, 0.12 g/mL, 0.08
g/mL, 0.04 g/mL y 0.0 g/mL.

4. Los repiques se realizaron en seis tubos de ensayo con capacidad de 10 mL. Se rotularon
los seis tubos con las proporciones de glucosa indicadas anteriormente. Se prepararon
60 mL de caldo MRS modificado con glicerol crudo y sin glucosa. Este caldo se separ6
en seis partes iguales de 10 mL y se les agreg6 la cantidad de glucosa necesaria a cada
uno para obtener las proporciones indicadas.

5. Luego de tener preparadas las seis proporciones, se llevé a ebullicién en una estufa
eléctrica la solucion con agitacion constante.

6. Después de ebullir, se retird el material y se colocé en la autoclave para su esterilizacién

a 121 °C durante 15 minutos.
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10.

11.

12.

13.

Se esterilizo el area de trabajo con alcohol al 95% y se encendié un mechero en el area
de trabajo.

Posteriormente, se procedid a realizar el inoculado del tubo de ensayo con la
concentracion original de glucosa (0.2 g/mL).

Se tomo un asa de metal y se tomo una colonia de la caja Petri preparada en la etapa de
tolerancia de la cepa al glicerol al 1% (v/v).

La colonia se inocul6 en el tubo de ensayo con la concentracién original y se dejé en
incubacion a 37 °C durante un periodo de dos dias. Los demas tubos de ensayo con
caldo estéril fueron almacenados en un refrigerador a 4 °C.

Se dejo en observacién durante dos dias hasta obtener un crecimiento de la cepa en el
caldo estéril. Al obtener el crecimiento, se realiz6 el repique de 0.2 g/mL a 0.16 g/mL
en las mismas condiciones de trabajo.

Este proceso se repitid hasta llegar a obtener una cepa adaptada en caldo MRS
modificado con glicerinaal 1.0% (v/v) y con una concentracion de glucosa de 0.0 g/mL.
Esta cepa fue repicada en 100 mL de caldo MRS modificado y en 2 cajas Petri con agar

MRS modificado para su conservacion y posterior uso.

Curva de crecimiento de la cepa adaptada

La realizacién de una curva de crecimiento de la cepa Lactobacillus plantarum

adaptada a un medio de cultivo con glicerol crudo en lugar de glucosa permite evaluar

detalladamente cdmo esta adaptacion afecta el desarrollo y la viabilidad de la cepa,

proporcionando informacién importante para optimizar las condiciones de cultivo y mejorar la

eficiencia del proceso de fermentacion.

1.

Se estableci6 una curva de crecimiento con los tiempos de muestreo de: 3 horas, 6 horas,
7.5 horas, 9 horas, 10.5 horas y 24 horas.

Posteriormente, se rotularon 18 Erlenmeyers de 150 mL con los tiempos de muestreo.
El muestreo se hizo en triplicado.

Se prepararon 2000 mL de caldo MRS modificado con 1% de glicerina (v/v).

Luego de tener el caldo MRS modificado, se llevo a ebullicion en una estufa eléctrica
la solucién con agitacion constante.

Después de ebullir, se retird el material y se colocé en la autoclave para su esterilizacién
a 121 °C durante 15 minutos.

Se esterilizo el area de trabajo con alcohol al 95% y se encendi6é un mechero en el area
de trabajo.

Se dividio el caldo en proporciones de 100 mL para cada uno de los 18 Erlenmeyer y
se retiraron 200 mL del caldo preparado para preparar el inéculo de 24 horas para

comenzar la fermentacidn.
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8. Se esterilizd el area de trabajo e inocular los 200 mL de caldo estéril con 18 mL del
caldo inoculado previamente conservado de la adaptacion de la cepa.

9. Se dejaron incubando los 200 mL de caldo MRS modificado inoculado por 24 horas a
37 °C.

10. Se agregaron 10 mL del inoculo inicial de 24 horas a cada uno de los Erlenmeyers y se
colocaron dentro de la incubadora para empezar la curva de crecimiento.

11. Los 20 mL restantes del in6culo de 24 horas fueron utilizados para determinar por peso
seco la concentracion inicial de la curva de crecimiento.

12. Se tomaron muestras de 10 mL respetando el tiempo de muestreo establecido. Cada
muestra fue centrifugada durante 15 min a 3400 rpm.

13. El sobrenadante fue dividido en dos y guardados en tubos de ensayo debidamente
rotulados y el pellet fue pesado para obtener la cantidad de biomasa formada durante la
fermentacion.

14. La primera mitad del sobrenadante fue tratado con un exceso de carbonato de calcio, se
dejo reposar por 24 horas con agitacion constante de 100 rpm y después fue
centrifugado nuevamente durante 15 min a 3400 rpm para eliminar el exceso de
carbonato de calcio y el precipitado formado.

15. El sobrenadante tratado y el sobrenadante de la fermentacion fue enviado a HPLC para
determinar la concentracion de glicerina, acido lactico, acido acético y etanol generados

durante la fermentacion.

Efecto de las variables fisicoquimicas en el crecimiento de la cepa

La aplicacion de una cepa de Lactobacillus plantarum adaptada a glicerol crudo debe
ser evaluada para obtener los parametros que optimicen la sintesis del producto deseado, en este
caso el acido lactico. Por eso, se realiza el estudio del efecto de variables tales como la
temperatura, la concentracién de sustrato inicial y el tiempo de fermentacion para obtener el

mayor rendimiento de sintesis de 4cido lactico.

Equipo
e Estufa eléctrica.
e Shaker MaxQ Mini 4450.
e Shaker Barnstead International Lab Companion SI-600.
e Incubadora.
e Micropipeta de 5 mL.
e Centrifugadora Fischer Scientific Modelo 228.
e Autoclave Tuttnauer 2840ELV.
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Cristaleria

1 caja Petri.

65 tubos de ensayo.

5 pipetas graduadas de 10 mL.
54 Erlenmeyers de 150 mL.

1 Erlenmeyer de 5000 mL.

2 Erlenmeyers de 50 mL.

2 Beakers de 150 mL.

Reactivos

Agar MRS.

Agua destilada.

Glicerol crudo.

Peptona.

Peptona de carne.

Extracto de levadura.

Fosfato dipotasico.

Acetato de sodio.

Citrato de amonio — hierro (111).
Sulfato de magnesio heptahidratado.
Sulfato de manganeso (1) monohidratado.
Carbonato de calcio.

Lactobacillus plantarum adaptado a glicerina.

Preparacion

1.

Se establecieron las tres variables a medir y sus variaciones

Temperatura: 30 °C, 37 °Cy 42 °C

Tiempo de fermentacion: 24 horas y 48 horas

Concentracion de glicerina: 0.5%, 1.0% y 2.0% (v/v)

Posteriormente, se rotularon 54 Erlenmeyers de 150 mL con las nueve variaciones que
existian entre las combinaciones de concentracion de glicerina y temperatura de
operacion. Para el tiempo se utilizé el mismo Erlenmeyer debido a la naturaleza de esta

variable en la fermentacion.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se prepararon 2000 mL de caldo MRS modificado con 0.5% de glicerina (v/v), 2000
mL de caldo MRS modificado con 1.0% de glicerina (v/v) y 2000 mL de caldo MRS
modificado con 2.0% de glicerina (v/v).

Luego de tener el caldo MRS modificado, se llevé a ebullicion en una estufa eléctrica
la solucidén con agitacion constante.

Después de ebullir, se retird el material y se coloc6 en la autoclave para su
esterilizacion a 121 °C durante 15 minutos.

Se esterilizo el area de trabajo con alcohol al 95% y se encendié un mechero en el area
de trabajo.

Se dividio el caldo en proporciones de 100 mL para cada uno de los 18 Erlenmeyer por
cada una de las concentraciones y se retiraron 200 mL de cada caldo preparado a
distintas concentraciones para preparar el in6culo de 24 horas para comenzar la
fermentacion.

Se esterilizo el area de trabajo para inocular los 200 mL de caldo estéril con 20 mL del
caldo inoculado previamente conservado de la adaptacion de la cepa.

Se dejaron incubando los 200 mL de cada caldo MRS modificado inoculado por 24
horas a 37 °C.

Se agregaron 10 mL del in6culo inicial de 24 horas a cada uno de los Erlenmeyers y se
colocaron dentro de las distintas incubadoras a diferentes temperaturas para empezar
la fermentacion.

Los 20 mL restantes del indculo de 24 horas de cada caldo a diferente concentracion
fueron utilizados para determinar por peso seco la concentracion inicial de la curva de
crecimiento.

Se tomaron muestras de 10 mL respetando a las 24 horas y a las 48 horas de la
fermentacion. Cada muestra fue centrifugada durante 15 min a 3400 rpm.

El sobrenadante fue dividido en dos y guardados en tubos de ensayo debidamente
rotulados y el pellet fue pesado para obtener la cantidad de biomasa formada durante
la fermentacion.

La primera mitad del sobrenadante fue tratado con un exceso de carbonato de calcio,
se dejo reposar por 24 horas con agitacion constante de 100 rpm y después fue
centrifugado nuevamente durante 15 min a 3400 rpm para eliminar el exceso de
carbonato de calcio y el precipitado formado.

El sobrenadante tratado y el sobrenadante de la fermentacion fue enviado a HPLC para
determinar la concentracion de glicerina y acido lactico presentes después de la

fermentacion.

Fermentacion con las condiciones 6ptimas para la sintesis de acido lactico
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Al evaluar la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada a glicerol crudo al respecto de
los parametros establecidos que optimicen la sintesis del producto deseado, ya se realiza un
estudio de la curva de crecimiento para poder llegar a establecer un modelo cinético de la
fermentacion lactica.

Equipo
e Estufa eléctrica.
e Shaker MaxQ Mini 4450.
e Incubadora.
e Micropipeta de 5 mL.
e Centrifugadora Fischer Scientific Modelo 228.
e Autoclave Tuttnauer 2840ELV.

Cristaleria
e 1 caja Petri.
e 18 tubos de ensayo.
e 2 pipetas graduadas de 10 mL.
e 3 Erlenmeyers de 150 mL.
e 1 Erlenmeyer de 500 mL.
e 1 Erlenmeyers de 50 mL.
e 1 Beakers de 150 mL.

Reactivos
e Agar MRS.
e Agua destilada.
e Gilicerol crudo.
e Peptona.
e Peptona de carne.
e Extracto de levadura.
e Fosfato dipotésico.
e Acetato de sodio.
e Citrato de amonio — hierro (111).
e Sulfato de magnesio heptahidratado.
e Sulfato de manganeso (Il) monohidratado.
e Carbonato de calcio.

e Lactobacillus plantarum adaptado a glicerina.
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La estadistica por medio de la prueba ANOVA permite determinar las variables que

tienen un efecto significativo en la sintesis de acido lactico y asi establecer la variable de mayor

importancia al momento de realizar la fermentacion lactica y optimizar la produccién de &cido

lactico.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Después del analisis ANOVA para determinar la combinacion de variables que tuviera
la mayor conversion de glicerol en la fermentacion donde se evidencié que la
concentracion era la variable que mostraba varianza significativa en la
experimentacion.

Se decidid utilizar entonces la concentracion del 2.0% que presentaba la mayor varianza
y se mantuvieron constante la temperatura de 37 °C debido a que es la temperatura
estandar de operacion.

Se estableci6 una curva de crecimiento con los tiempos de muestreo de: 3 horas, 6 horas,
9 horas, 12 horas, 24 horas y 48 horas.

Posteriormente, se rotularon 3 Erlenmeyers de 150 mL. El triplicado consistia en las
mismas condiciones de operacién: 2% de concentracion de glicerina (v/v) y una
temperatura de 37 °C.

Se prepararon 350 mL de caldo MRS modificado con 2% de glicerina (v/v).

Luego de tener el caldo MRS modificado, se llevo a ebullicion en una estufa eléctrica
la solucién con agitacion constante.

Después de ebullir, se retird el material y se colocé en la autoclave para su esterilizacién
a 121 °C durante 15 minutos.

Se esteriliz el area de trabajo con alcohol al 95% y se encendié un mechero en el area
de trabajo.

Se dividid el caldo en proporciones de 100 mL para cada uno de los 3 Erlenmeyer y se
retiraron 50 mL del caldo preparado para preparar el in6culo de 24 horas para comenzar
la fermentacion.

Se esterilizd el &rea de trabajo para inocular los 50 mL de caldo estéril con 18 mL del
caldo inoculado previamente conservado de la adaptacion de la cepa.

Se dejaron incubando los 50 mL de caldo MRS modificado inoculado por 24 horas a
37 °C.

Se agregaron 10 mL del in6culo inicial de 24 horas a cada uno de los Erlenmeyers y se
colocaron dentro de la incubadora para empezar la curva de crecimiento.

Los 20 mL restantes del inéculo de 24 horas fueron utilizados para determinar por peso
seco la concentracién inicial de la curva de crecimiento.

Se tomaron muestras de 10 mL respetando el tiempo de muestreo establecido. Cada

muestra fue centrifugada durante 15 min a 3400 rpm.
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15. El sobrenadante fue dividido en dos y guardados en tubos de ensayo debidamente
rotulados y el pellet fue pesado para obtener la cantidad de biomasa formada durante la
fermentacion.

16. La primera mitad del sobrenadante fue tratado con un exceso de carbonato de calcio, se
dejo reposar por 24 horas con agitacion constante de 100 rpm y después fue
centrifugado nuevamente durante 15 min a 3400 rpm para eliminar el exceso de
carbonato de calcio y el precipitado formado.

17. El sobrenadante tratado y el sobrenadante de la fermentacion fue enviado a HPLC para
determinar la concentracion de glicerina, acido lactico, &cido acético y etanol generados

durante la fermentacion.

Cuantificacién y andlisis de los metabolitos de fermentacién por HPLC

La cuantificacion y andlisis de los metabolitos generados durante una fermentacion
lactica mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) permiten una comprension
detallada de los procesos bioquimicos involucrados, facilitando la optimizacion y control de la

produccion del acido lactico.

Equipo
e Cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC) con detector de indice de refraccion.
e Columna de cromatografia Hi-Plex H 300 x 7.7 mm.
e Filtros de 0.45 pum.
e Autoclave Tuttnauer 2840ELV.

Cristaleria

e Tubos de ensayo.

Reactivos
e Agua de alta pureza.
e Acido lactico estandar.
e Glicerina USP.
e Acido lactico estandar.
e Etanol estandar.

e Agua de alta pureza.

Determinacion de glicerol, etanol y acido acético
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Se tomé el sobrenadante de la fermentacién de glicerol previamente tratado para
determinar el glicerol y el sobrenadante de la fermentacion sin tratar para la
determinacion del etanol y el &cido acético y paso por un filtro de 0.45 um para eliminar
particulas y contaminantes.

Se asegurd que la columna Hi Plex H estuviera colocada correctamente en el HPLC y
equilibrado a las condiciones de operacion antes de comenzar el andlisis.

Se estableci6 la temperatura de la columna en 65 °C.

Se configur6 el detector de indice de refraccion de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se establecio el tiempo de corrida en 29 minutos.

Se utilizd agua de alta pureza como fase movil.

Se prepararon las soluciones estandar de glicerina, acido acético y etanol en el HPLC
para determinar la curva de calibracion en contra de la respuesta del detector de indice
de refraccion.

Se inyectaron las muestras filtradas en el HPLC siguiendo el protocolo establecido.

Se registraron los tiempos de retencién y las areas de los picos correspondientes a la
glicerina, 4cido acético y etanol en las muestras.

Se utilizd una curva de calibracion para determinar las concentraciones de glicerina,

acido acético y etanol en las muestras de fermentacion.

Determinacion de acido lactico

1.

Se tom¢ el sobrenadante de la fermentacion sin tratar para la determinacion del acido
lactico y se filtro por un filtro de 0.45 um para eliminar particulas y contaminantes.

Se asegurd que la columna Hi Plex H estuviera colocada correctamente en el HPLC y
equilibrado a las condiciones de operacion antes de comenzar el analisis.

Se estableci6 la temperatura de la columna en 65 °C.

Se configuro el detector de UV-VIS a una longitud de onda de 210 nm de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se estableci6 el tiempo de corrida en 29 minutos.

Se utilizo6 &cido sulfarico 0.005M como fase movil.

Se prepararon las soluciones estandar de acido lactico en el HPLC para determinar la
curva de calibracion en contra de la respuesta del detector de indice de refraccion.

Se inyectaron las muestras filtradas en el HPLC siguiendo el protocolo establecido.

Se registraron los tiempos de retencion y las areas de los picos correspondientes al acido
lactico en las muestras.

Se utiliz6 una curva de calibracidn para determinar las concentraciones de &cido lactico

en las muestras de fermentacion.
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Estadistica

La estadistica también por medio de la prueba t permite establecer cuél de los
parametros escogidos por medio de la prueba ANOVA es el que estd causando un cambio
significativo en la sintesis de &cido l4ctico en la fermentacidn con Lactobacillus plantarum.

1. Se realizo el analisis ANOVA de un factor para las diferentes variables: temperatura,
concentracion de glicerina y tiempo de fermentacion a los datos del inciso Il para
determinar cudl era el parametro que causara una diferencia significativa en las
variables planteadas.

2. El pardmetro que causaba una diferencia era la concentracién de glicerina. Se realizaron
pruebas t de student para poder determinar cual era la concentracion que mostraba una
diferencia significativa. Aqui se determind que las muestras que presentabas diferencias
significativas eran las de concentraciones de glicerina del 2.0% y del 0.5% (v/v).

3. Al determinar estas diferencias, se establecieron los pardmetros de operacion para la

fermentacion final.

Diagrama de flujo del proceso
El diagrama de flujo de proceso proporciona una representacion detallada de las etapas
y condiciones experimentales, facilitando la comprensién y el andlisis de las variables criticas

que afectan la conversion eficiente del glicerol en acido lactico.
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Figura 25

Diagrama de flujo de la metodologia
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Nota. Elaboracién propia.

Biomasa, consumo de

Modelo cinético

Andlisis ANOVA

Evaluacion de la eficiencia de bioconversion de glicerol
La evaluacion de la eficiencia de bioconversion de glicerol en una fermentacion lactica

es crucial para optimizar los procesos industriales de produccion de acido lactico, ya que
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permite determinar la viabilidad y el rendimiento del uso de glicerol como sustrato alternativo,

maximizando asi la sostenibilidad y rentabilidad de la fermentacion.

Porcentaje de conversion de glicerol
La conversion de la reaccion es la cantidad de glicerol consumido (Gliceroly), dividido
entre la cantidad de glicerol inicial (Glicerol;). Esto se observa en la Figura 26.

Figura 26

Porcentaje de conversion de glicerol

Glicerol; — Glicerol,
= 100

Glicerol;

Nota. Elaboracion propia.

Rendimiento de la reaccion (g/g)
El rendimiento de la reaccion se calcula en base en la cantidad de &cido lactico
producido en la fermentacion sobre la cantidad de glicerol consumido en la misma como se

observa en la Figura 27.

Figura 27

Porcentaje de rendimiento

. Acido lactico producido (g)
ps =

Glicerol consumido (g)

Nota. Elaboracion propia.

Productividad volumétrica (g/L*h)
La productividad volumétrica estd definida como los gramos de &cido lactico
producidos por unidad de volumen, en un tiempo dado. La ecuacién que muestra esto se observa

en la Figura 28.

Figura 28

Productividad volumétrica

Acido lactico producido (g)

Q

Tiempo de fermentacion * Volumen

Nota. Adaptado de Palomo y Diaz (2012).
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VIIl. Resultados

A continuacion, se presentan los datos obtenidos durante la experimentacion. Se
presentan las propiedades determinadas del glicerol crudo utilizado en el trabajo. Asimismo, se
presenta la curva de crecimiento al haber terminado la adaptacion de la cepa Lactobacillus
plantarum al nuevo sustrato para analizar el comportamiento de la cepa. Posteriormente, se
realiza una prueba de diferentes variables tales como el tiempo de fermentacion, la temperatura
de fermentacion y la concentracion inicial de glicerina presente en el glicerol crudo donde por
medio de pruebas estadisticas como la prueba ANOVA vy la prueba t de student se llega a
determinar que la concentracion de glicerol crudo tiene un efecto significativo en la sintesis de
acido lactico. Por altimo, se presenta el modelo cinético generado que explica el

comportamiento de la fermentacion lactica a las condiciones evaluadas.

Las propiedades fisicoquimicas del glicerol crudo se obtuvieron por diversas pruebas
tal como se detall6 en la seccién de metodologia. Los datos presentados en la Table 8 son el

promedio de las mediciones tomadas en triplicado para cada prueba.

Tabla 8

Propiedades fisicoquimicas del glicerol crudo

Propiedad Valor promedio Desviacion estandar
Densidad (g/mL) 1.0185 g/mL +0.266 0.0034 g/mL
pH 11.1850 +0.05 0.0173
Viscosidad (cPs) 92.92 cPs +0.34 0.155 cPs
Glicerina (% v/v) 55.775 % +£0.4323 1.7576 %
Metanol (%v/v) 5.403 % +0.1244 0.1414 %
Agua (%vV/v) 1.117 % +0.023 0.0002 %

Nota. Elaboracion propia.

La presencia de otros compuestos en el glicerol crudo se obtuvo por medio de un
andlisis de espectrofotometria de masas para determinar la presencia de otros compuestos. Estos
se presentan en la Tabla 9. Debido a la naturaleza del proceso donde se obtuvo el glicerol crudo,

no se puede determinar con exactitud la concentracion de todos los compuestos presentes.
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Tabla 9

Compuestos identificados presentes en el glicerol crudo

No. Nombre del Formula Estructura quimica Probabilidad
compuesto quimica
1 Metanol CH30OH 39
|
H—Cll—OH
H
2 Heptano C7Hise 95
Hi e NN N,
3 Glicerina C3HgOs 83
OH
HO\)\/OH
4 | Acido hexadecanoico CisH320: 98
0
/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
5 Acido estearico C1sH3602 98
o]
/\/W\/\/W\)LOH
6 Ester metilico de N/A 99
4cido graso )cj)\
R'O R

Nota. Elaboracién propia

En la Figura 29, se presenta la curva de crecimiento de la cepa adaptada a una
concentracion inicial de 1%(v/v) de glicerina del glicerol crudo a una temperatura de 37 °C y
un tiempo de 24 horas. Esta curva se realizd para evaluar la adaptacion de la cepa al nuevo
sustrato. En esta se observa el comportamiento del sustrato, microorganismo, producto y

subproductos de la fermentacién realizada.
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Figura 29

Curva de crecimiento de la fermentacion lactica a una temperatura de 37 °C de la cepa Lactobacillus

plantarum adaptada a una concentracién de 1% (v/v) de glicerina del glicerol crudo
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Nota. Elaboracion propia.

La variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo permite
establecer en cual fase de crecimiento se encuentra la cepa durante el tiempo de fermentacion y
asi poder determinar lo que esta sucediendo con los sustratos y productos generados. La
variacion del logaritmo natural de los datos presentados en la Figura 29 se presenta en la Figura
30.
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Figura 30

Variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo contra el tiempo para el
analisis de las fases de la curva de crecimiento para la curva de crecimiento promedio de la fermentacion

a 37 °C con la cepa Lactobacillus plantarum adaptada
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Nota. Elaboracion propia.

La prueba ANOVA permitié evaluar las diferentes pruebas realizadas para determinar
la variable que tenia un cambio significativo en la sintesis de acido lactico utilizando glicerol
crudo como sustrato. Los valores F y sus valores criticos se presentan en la Tabla 10. En esta

prueba se determiné que la variable que causaba el cambio era la concentracién de glicerina.

Tabla 10

Resultados de la prueba ANOVA en las diferentes variables evaluadas durante la fermentacion de

glicerol crudo por medio de una cepa Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de acido lactico

Variable evaluada Valor F Valor critico de F Resultado
Temperatura °C (32, 0.7487 3.1788 No hay evidencia
37y 42) significativa para
rechazar la hip6tesis
nula
Concentracion de 5.1745 3.1788 Hay evidencia
glicerina (0.5%, 1.0% significativa para
y 2.0%) rechazar la hipotesis
nula
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Tiempo de 1.0419 4.0266 No hay evidencia
fermentacién (24 hrsy significativa para
48 hrs) rechazar la hipotesis
nula

Nota. Elaboracion propia.

La prueba t se realizé para determinar cuél era la concentracion de glicerina utilizada
que causaba un cambio significativo en la sintesis de &cido lactico. Los resultados del valor p
obtenido y la significancia utilizada se presentan en la Tabla 11. Esto permitié seleccionar la

concentracion a utilizar para realizar el modelo cinético de la fermentacion lactica.

Tabla 11

Resultados de la prueba t en las muestras de diferentes concentraciones de glicerina evaluadas durante
la fermentacion de glicerol crudo por medio de una cepa Lactobacillus plantarum adaptada para la

sintesis de acido lactico

Muestras evaluadas Valor p de las dos Nivel de significancia Resultado
(Concentracion de colas
glicerina % (v/Vv))

0.5% vs. 1.0% 0.0605 0.05 No hay evidencia

significativa para

rechazar la hipotesis
nula
0.5% vs. 2.0% 0.0004 0.05 Hay evidencia

significativa para

rechazar la hipotesis
nula
1.0% vs. 2.0% 0.3609 0.05 No hay evidencia

significativa para

rechazar la hipotesis

nula

Nota. Elaboracion propia.

Las ecuaciones presentadas en la Tabla 12 representan el modelo cinético utilizado para
poder predecir el comportamiento de la curva de crecimiento obtenida de la fermentacion lactica
utilizando glicerina del glicerol crudo. Se utilizan distintas ecuaciones para explicar diferentes

compuestos y tiempos de la misma fermentacion.
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Tabla 12

Ecuaciones de los modelos cinéticos realizados en el software Berkeley-Madonna para el anélisis de la

fermentacion lactico por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Ecuacion Descripcion SSE RMSE
Umax * (S — 1.57) Describe la velocidad de N/A N/A
Uo =
O ksx X+ (S—157) reaccion por medio del

modelo Contois y

Fujimoto para el uso de la
glicerina como sustrato
donde ppmer €5 la
velocidad méxima de
reaccion con la glicerina,
S es la concentracion de
glicerina, X es la
concentracion de biomasa
y ks es la constante de
afinidad hacia la
glicerina.

_ Hmax1 * (51 —0.901279) | Describe la velocidad de N/A N/A
= kg1 * X + (51 —0.901279) | reaccién por medio del

modelo Contois y

Fujimoto para el uso
tedrico de la peptona
como un sustrato donde
Umax1 €S la velocidad
méaxima de reaccion con
las peptonas, Si es la
concentracion de la
peptona, X es la
concentracion de biomasa
y ks1 es la constante de
afinidad hacia la peptona
ds X Describe el consumo de | 0.023015212 | 0.057340103

dt = 7,

glicerina donde ug,es la
velocidad especifica
correspondiente  a la
glicerina, X es la
concentracion de biomasa

Yy Yxis es el rendimiento
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entre el microorganismoy

la glicerina como sustrato

ds, _
dt —

X
*
Yx/s1

Describe el consumo de
teérico de la peptona
donde u, es la velocidad
especifica

correspondiente  a la
peptona, X es la
concentracion de biomasa
Yy Yxss1 es el rendimiento
entre el microorganismoy

la peptona como sustrato

N/A

N/A

dX

dt

=X xp + X *

Describe el crecimiento
del microorganismo
siguiente el modelo de
Contois y Fujimoto para
el consumo de glicerina 'y
el consumo tedrico de
peptona, donde X es la
concentracion de
biomasa, u; es la
velocidad especifica
correspondiente  a la
peptona y p, es la
velocidad especifica
correspondiente  a la

glicerina

0.003107214

0.021068643

dAL
dt

U bxX
*x— |+ b *
0 %

Describe la sintesis de
acido lactico donde X es
la  concentracion  de
biomasa, U €S la
velocidad especifica
correspondiente  a la
glicerina, Yxs es el
rendimiento  entre el
microorganismo y la
glicerina como sustrato, y
a y b son constantes de

proporcionalidad del

0.020715255

0.054399652
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modelo de Luedeking-

Piret.
dA;C —rsS+d Describe la produccién de | 0.000144972 | 0.004550858
dt acido acético donde S es

la  concentracion  de

glicerina y ¢ y d son

constantes de

proporcionalidad del

modelo de Luedeking-

Piret.
d;;tC — 013074 Describe el estado de la | 0.000144972 | 0.004550858

concentracion de 4cido
acético luego de las 4
horas iniciales de
fermentacion

Describe la sintesis de | 0.001955409 | 0.016713592

dEta X
g = 9 #ory | Th*X Tetanol donde X es Ia
5 L
concentracion de
biomasa, Uo €S la
velocidad especifica

correspondiente  a la
glicerina, Yxs es el
rendimiento  entre el
microorganismo y la
glicerina como sustrato, y
g y h son constantes de
proporcionalidad del
modelo de Luedeking-
Piret.

Nota. Elaboracién propia.

Los parametros son las constantes presentes en el modelo cinético que permite que el
modelo se adapte de forma a los datos obtenidos para la realizacién de la curva de crecimiento
final de la fermentacidn lactica. Los pardmetros determinados para el modelo cinético se

presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13

Pardmetros cinéticos del modelo establecido para el uso de Lactobacillus plantarum adaptada para la
sintesis de &cido lactico ajustados a los datos experimentales obtenidos a una fermentaciéon a una
temperatura de 37 °C y una concentracion inicial del 2.

Parametro Valor

Velocidad méaxima de crecimiento (iyqy) 17 ()

Velocidad méxima de crecimiento 1 (tmqx1) 15 (h?)
Constante de saturacion media para el 92

sustrato (Ks)

Constante de saturacion media para el 15
sustrato 1 (Ks;)

Rendimiento del microorganismo con -0.22

respecto al sustrato (Yx/s)

Rendimiento tedrico del microorganismo con -0.9

respecto a la peptona (Yx/sl)

Constante de proporcionalidad (a) 1.17874
Pardmetro del modelo de Luedeking-Piret (b) -0.03296

Constante de proporcionalidad (c) 0.03
Parametro del modelo de Luedeking-Piret (d) -0.0368

Constante de proporcionalidad (g) 0.11212
Pardmetro del modelo de Luedeking-Piret (h) -0.00511

Nota. Elaboracién propia.

En la Figura 31, se presenta la curva de crecimiento de la cepa adaptada a una
concentracion inicial de 2%(v/v) de glicerina del glicerol crudo a una temperatura de 37 °C y
un tiempo de 48 horas. Esta curva se realiz6 para evaluar la adaptacion de la cepa al nuevo

sustrato y la generacion de productos de la fermentacion.
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Figura 31

Curva de crecimiento del modelo cinético de la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa

Lactobacillus plantarum adaptada para la sintesis de acido lactico
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Nota. Elaboracion propia.

La variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo permite
establecer en cual fase de crecimiento se encuentra la cepa durante el tiempo de fermentacion y
asi poder determinar lo que esta sucediendo con los sustratos y productos generados. La
variacion del logaritmo natural de los datos presentados en la Figura 31 se presenta en la Figura
32.
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Figura 32

Variacion del logaritmo natural de la concentracion del microorganismo contra el tiempo para el
analisis de las fases de la curva de crecimiento para la curva de crecimiento promedio de la fermentacion

a 37 °C con la cepa Lactobacillus plantarum adaptada
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VIII. Analisis de resultados

En este trabajo de graduacion, se realizo la fermentacion de glicerol crudo por medio
de la cepa Lactobacillus plantarum para la sintesis de &cido lactico. Como primer punto, se
evaluaron las propiedades del glicerol crudo a utilizar. Esto con la finalidad de tener un
entendimiento del tipo de materia prima que se iba a utilizar para la fermentacion. Por medio
de un analisis de HPLC se obtuvieron los datos obtenidos en la Tabla 8 de la seccion de
resultados. Se obtuvo una concentracion de 55.775% +0.4323 de glicerina (% v/v) y una
concentracion de 5.403% +0.1244 de metanol (% v/v). Al evaluar la desviacion estandar
presentada en el mismo cuadro, se puede determinar que no existe diferencia significativa en
las mediciones tomadas de estos dos parametros. Se puede observar que el valor de la
concentracion de glicerina se encuentra en el rango indicado en la Tabla 1 de la seccion del
Marco teorico. EI metanol presente en la mezcla se debe a que este es el alcohol utilizado para
la reaccion de transesterificacion por medio de la catalisis con hidréxido de sodio.

El andlisis del agua presente en la mezcla se llevd a cabo por medio de una titulacion
de Karl-Fischer donde se obtuvo que la concentracion de agua utilizada en la mezcla era de
1.117% +0.023 (% v/v) con una desviacion estandar baja, esto debido a la confiabilidad del
método utilizado. Sin embargo, la mezcla tiene la presencia de otros compuestos que debido a
la falta de estandares no pudieron ser cuantificados, pero se realizd un andlisis cualitativo para
poder establecer un parametro de comparacién de los compuestos presentes en el glicerol crudo.
Se realizé por medio de espectrofotometria de masas y se lograron identificar los compuestos
mencionados en la Tabla 9 de la seccidn de resultados. Se observa la presencia de compuestos
cuantificados anteriormente pero también la presencia de heptano, acidos grasos y ésteres
metilicos de &cidos grasos. El heptano presente se debe a que el glicerol fue producido a partir
de aceites comerciales. Hay varios aceites o grasas comerciales que contienen este compuesto.
Generalmente, se encuentran en bajas concentraciones en los aceites y la presencia de este en
el glicerol indica que su calidad no es muy alta y recae en la categoria de glicerol crudo (Garcia
et al. 2012). La presencia de acidos grasos y ésteres metilicos en el glicerol crudo se debe
también a la procedencia de este y a la reaccion de transesterificacion. La reaccion se lleva a
cabo entre aceite y metanol y es catalizada por hidréxido de sodio. Los acidos grasos provienen
de aceite que no termind de reaccionar y los ésteres metilicos son parte del biodiésel que se
permite pasar durante el proceso de decantacidn para asegurarse que el biodiésel producido no
tiene rastros de glicerol. Esto equivale a que hay alrededor de menos del 40 % en volumen de
impurezas que corresponden a estos compuestos. Debido a que no se pueden obtener estandares
exactos, estos no pudieron ser cuantificados.

En consecuencia, se prosiguio a medir algunas propiedades fisicas del glicerol. Primero,

se midid la densidad a 24 °C y se comparé con el valor de la densidad del glicerol puro a 24 °C,
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que es de 1.31 g/mL. La densidad tuvo un valor de 1.0185 g/mL +0.266. Dicha variacion de la
densidad ocurre debido a que el glicerol crudo obtenido por el proceso de la transesterificacion
del aceite se queda con las impurezas presentes en el medio de reaccion, al igual que con las
impurezas del aceite utilizado. El pH es otro indicador de que el glicerol crudo tiene trazas de
impurezas. El valor de pH del glicerol puro es de 6.4. El valor obtenido al medir la solucién de
glicerol crudo diluida en 50 mL de agua destilada fue de 11.18 +0.0.05. Esto evidencia las
trazas de alcalis utilizados para catalizar la reaccion como el hidroxido de sodio debido a que
tiene un pH béasico comparado con el glicerol puro (Shengjun et al. 2012). Por otro lado, la
viscosidad es un parametro que no es tan practico para comparar debido a que depende de
diversos factores como el método utilizado, el tipo de viscosimetro utilizado, la temperatura,
entre otras. El valor obtenido fue 92.92 cPs +0.34 con una desviacion estandar de 0.155 cPs.
Este resultado es un dato muy complejo de comparar porque depende de varios factores fisicos
y también de la fuente de donde se haya obtenido el glicerol crudo por lo que no se puede dar
determinaciones concretas sobre este y su relacion con el glicerol.

El color de la muestra de glicerol crudo también demuestra la presencia de otros
compuestos que hacen que las propiedades de la glicerina varien debido a estar en una solucién
con otros compuestos tales como: acidos grasos, ésteres metilicos, metanol y agua. El glicerol
crudo utilizado se puede observar en la Figura 59 en la seccidn de anexos en las llustraciones.
Los &cidos grasos, los ésteres metilicos y la coloracion oscura vienen del uso del aceite
guemado. El agua y el metanol provienen del proceso de produccién de biodiésel donde se
utiliza el metanol para realizar la transesterificacion y el agua para lavar el biodiésel y remover
las impurezas de esa fase (Shengjun et al. 2012).

Posterior a analizar el glicerol crudo, se llevé a cabo la adaptacion de la cepa
Lactobacillus plantarum para poder utilizar el glicerol crudo como sustrato. Primero, se realizd
una prueba de tolerancia de la cepa a la presencia de glicerol crudo en agar MRS no modificado.
Esta se realizé a concentraciones de 0.5 % v/v de glicerol crudo hasta un 5.0 % v/v. Esta prueba
se puede observar en la Figura 61 de la seccion de anexos en las llustraciones. Se evidencio que
el crecimiento de la cepa disminuyd en las concentraciones altas de glicerol y que en las
concentraciones relativamente bajas se mantuvo constante. Asimismo, cabe destacar que al
utilizar concentraciones por encima del 2.0 % v/v de glicerol se evidencio un turbidez en el agar
y la presencia de otros compuestos que se puede deber a la presencia de acidos grasos en la
mezcla. Debido a esto, se procedid a realizar la adaptacion a una concentracion de 1.0% v/v de
glicerol crudo.

La adaptacion se llevo a cabo haciendo repiques continuos en agar MRS modificado,
donde se disminuy6 la concentracion de glucosa paulatinamente hasta eliminarla del medio tal
como se observa el crecimiento obtenido en los repiques en la Figura 62 de la seccion de anexos

en el area de llustraciones. La glucosa es parte central del metabolismo de los seres vivos y
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funciona como una fuente de energia en la generacion de adenosin trifosfato (ATP), que es la
energia de las células. Asimismo, la glucosa puede entrar en la via metab6lica de las pentosas
fosfato, para generar mas ATP y también proporcionar la base para la sintesis de &cidos
nucleicos y otros compuestos de importancia para el crecimiento celular. Al cambiar esta fuente
primordial en el proceso metabdlico de un microorganismo, hay que evaluar qué tan bien se
adapta a utilizar la nueva fuente de carbono en su metabolismo. La cepa adaptada final fue
puesta en evaluacion en una fermentacion con glicerol crudo en caldo MRS modificado con 1.0
% v/v de glicerol crudo. La fermentacion aerobia se realiz6 a 37 °C y se puede observar la curva
de crecimiento en la Figura 29 de la seccion de resultados. Se puede observar que la cepa se
logré adaptar debido al crecimiento que hubo en la biomasa medida y en el consumo de la
glicerina en el medio. Se midieron los siguientes compuestos que fueron generados debido a la
fermentacion aerobia tales como el cido lactico, acido acético y el etanol. Los diferentes
productos se deben a que el proceso heterofermentativo de la cepa L. plantarum ocurre en
condiciones de bajo oxigeno tal como se observa en la Figura 17 de la seccién del Marco tedrico.
Debido a la sintesis de estos productos, el crecimiento de microorganismos y el decaimiento del
glicerol crudo, se puede indicar que la cepa Lactobacillus plantarum utilizada fue adaptada al
glicerol crudo como sustrato.

Cabe resaltar que al observar la Figura 29 en la seccién de resultados, se puede evaluar
el comportamiento de la curva de crecimiento promedio de las mediciones utilizadas durante la
adaptacién de la cepa. Se puede evaluar que la fase de crecimiento exponencial de la cepa se da
entre las 5 y 10 horas de fermentacidn. Sin embargo, la seccion de crecimiento exponencial es
muy corta y la velocidad de crecimiento de la cepa es creciente durante las primeras 2 horas y
media y luego es decreciente durante las siguientes 2 horas y media. Asimismo, luego de entrar
a la fase de decaimiento o muerte después de las 10 horas, se puede observar que la cepa vuelve
a tener una fase de crecimiento hasta llegar a las 24 horas de fermentacion. Este comportamiento
sera explicado a mayor detalle en la seccién de la discusion donde se habla sobre el modelo
cinético establecido para la fermentacion.

Posteriormente, la cepa adaptada fue evaluada por la conversion del glicerol crudo a
acido lactico por medio de la variacion de tres parametros: temperatura, tiempo y concentracion
de sustrato (glicerol crudo). Los resultados obtenidos se evaluaron por medio de pruebas
ANOVA para la conversién de glicerol crudo. Al observar la Tabla 10 en la seccién de
resultados, se puede observar que el Gnico parametro que present6 una diferencia significativa
en la varianza de los grupos fue la concentracion de glicerol. Sin embargo, no se indicaba entre
gue concentraciones se presentaba dicha variacién, para ello fue necesario utilizar la prueba t.
En la Tabla 11 de la seccién de resultados se puede evaluar que las concentraciones de 0.5 %
viv 'y 20 % viv de glicerol crudo fueron los grupos que presentaron una diferencia

estadisticamente significativa entre si. Debido a estos resultados, se procedio a determinar que
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la fermentacién Optima para poder establecer el modelo cinético se iba a establecer a una
concentracion de 2.0% v/v. Este parametro se escogié debido a que era uno de los que
presentaban diferencia significativa con el 0.5% y debido a que, al hacer al analizar los
metabolitos presentes en la fermentacion, se tienen mejores resultados en el equipo de HPLC
para poder determinar metabolitos a concentraciones no tan bajas como lo seria con 0.5% v/v
de glicerol crudo y los metabolitos generados a partir de este. Asimismo, debido a que en la
temperatura y el tiempo de fermentacion no presentaron diferencias estadisticamente
significativas, se determind realizar la fermentacion a una temperatura de 37 °C que es la
temperatura dptima para el crecimiento de Lactobacillus plantarum (Alves et al.2018). También
se decidié realizar la fermentacidn durante 48 horas para tener un mayor intervalo de tiempo
para evaluarla.

La fermentacion para establecer el modelo cinético se realizd con los siguientes
parametros: temperatura de 37 °C, una concentracion de glicerol crudo del 2.0 % v/v y se
hicieron tomas de mediciones cada 3 horas durante un periodo de 24 horas, realizando una
medicion final a las 48 horas. Se utilizd el modelo de Contois y Fujimoto para explicar el
comportamiento de los genes involucrados en los procesos metabolicos de la reaccion. Al
utilizar este modelo se pudo llevar a cabo el calculo de la curva de crecimiento de la reaccion.
La curva de crecimiento se puede observar en la Figura 31 de la seccion de resultados.
Asimismo, los resultados del modelo cinético que pronostica la fermentacion se presentan en la
Tabla 12 de la misma seccién. Al observar la grafica del modelo cinético, se puede ver que las
ecuaciones generadas se adaptan a los datos obtenidos experimentalmente. Sin embargo, se
decidio analizar la precisién de los modelos por medio de la suma de errores al cuadrado y la
raiz de error cuadrado medio. Estos dos permiten establecer un rendimiento del modelo
predictivo con los datos reales del proceso.

El primer paso fue establecer el modelo por el cual se iba a analizar la velocidad de
reaccion. Se escogio el modelo de Contois y Fujimoto. Este es uno de los modelos que es una
derivacién del modelo de Monod. El tercer pardmetro de la ecuacién que es la concentracién de
la biomasa permite un mejor ajuste de las ecuaciones a datos experimentales debido a que se
puede tener una inhibicion por la concentracion de biomasa presente en el medio (Vatcheva et
al. 2006). Se establecio6 la ecuacion de velocidad de crecimiento respecto al sustrato tal como
se puede observar en la Tabla 12 de la seccién de resultados. Esta ecuacidn permitid establecer
la velocidad de crecimiento de la cepa en el medio. Sin embargo, al realizar el modelo se
observo que existia una discrepancia en las horas iniciales de la fermentacion. Tal como se
observa en la Figura 45 en la seccion de anexos bajo Datos calculados, donde se aislan los datos
del crecimiento de microorganismos y en la Figura 44 en la seccion de anexos también bajo

Datos calculados, donde se ve el decaimiento en la concentracion de glicerina. En estas graficas
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se puede observar que, al inicio de la fermentacion, el crecimiento del microorganismo no tiene
una proporcién que se pueda relacionar al decaimiento del sustrato.

En este punto cabe destacar que la cepa no utiliza solamente el sustrato al momento de
su crecimiento, el medio esta enriquecido con otros componentes que son utilizados para el
crecimiento de la cepa. Los otros nutrientes presentes son las peptonas y sales que son necesarias
para el desarrollo del microorganismo. El sustrato es la fuente de energia principal pero mientras
tanto las peptonas proporcionan nutrientes necesarios para que se lleve a cabo la sintesis de
proteinas y otras moléculas necesarias para el crecimiento de la cepa. Asimismo, otros
compuestos necesarios son el agua, sales y otros compuestos organicos presentes en el medio
(Sanchez et al. 2010). Generalmente, las bacterias del género Lactobacillus utilizan una azlcar
como fuente de energia para producir acido lactico. Al estar adaptada a otro sustrato como lo es
la glicerina, la cepa tuvo una menor capacidad de crecimiento que si hubiera utilizado una
azlcar. Sin embargo, las peptonas seguian presentes en el medio por lo que se puede asumir
que el crecimiento inicial que no esta completamente asociado al decaimiento de la glicerina se
puede deber a las peptonas del medio. Cabe destacar que, debido a las limitaciones de los
equipos de laboratorio disponibles, no se pudo evaluar el comportamiento de las peptonas
presentes en el medio durante el transcurso de la fermentacion. Pero se decidié establecer un
modelo tedrico para el consumo de estos debido a que se conocia la concentracion inicial de
peptonas presentes en el medio, el modelo establecido consistié en el mismo modelo de Contois
y Fujimoto que explicaba el comportamiento de la velocidad de crecimiento respecto al
consumo de la glicerina.

Con este supuesto en mente, procedemos a explicar el modelo determinado. En la Tabla
12 de la seccion de resultados se puede observar un resumen de las ecuaciones para cada
componente de la fermentacion que fue analizado junto con el modelo tedrico de las peptonas.
En esta seccion se resumen las ecuaciones utilizadas para establecer el modelo cinético, una
descripcion de la ecuacion y un analisis del rendimiento del método predictivo de regresion por
medio de la suma de errores cuadrados (SSE) y la raiz de error cuadrado medio (RMSE). Las
velocidades de crecimiento mencionadas anteriormente no se pueden analizar por estos métodos
debido a que son modelos establecidos. Los modelos que se pueden evaluar por estos métodos
son los que pronostican el comportamiento del glicerol, el microorganismo, el acido lactico,
acido acético y el etanol.

La ecuacion que modela el decaimiento de la glicerina tiene un SSE de 0.023 y un
RMSE de 0.057. Para poder hacer uso de estos datos, hay que observar los datos de la Tabla 53
en la seccion de anexos para poder comparar la magnitud del error con la magnitud de los datos.
Se puede ver en la Figura 44 que el modelo logra adaptarse bien a los datos experimentales
obtenidos, al comparar el SSE se ve gue tiene un valor pequefio al igual que el RMSE. Esto

indica que el modelo establecido para pronosticar el comportamiento del glicerol en la reaccion
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es valido. Ahora al ver la ecuacion que modela el comportamiento de la biomasa contra el
tiempo, si se observa la Figura 45 en la seccion de anexos en los datos calculados, se puede
evidenciar que existe el crecimiento no asociado en las primeras 10 horas de la fermentacion.
Por este motivo se decidid incluir el modelo tedrico que explica el consumo de las peptonas que
se menciond anteriormente. El modelo con este supuesto logra adaptarse a los datos
experimentales obtenidos con un SSE de 0.003 y un RMSE de 0.021. Esto concuerda con el
modelo establecido para la glicerina donde debido a la magnitud de estos dos grupos de datos,
se puede indicar que los modelos son validos para predecir el comportamiento de la
fermentacion a las condiciones evaluadas.

La ecuacion que modela el &cido lactico se encuentra también en la Tabla 12 en la
seccidn de resultados y se puede ver su comportamiento en la Figura 46 en la seccidn de anexos
en los datos calculados. La ecuacion para el &cido lactico tuvo un SSE de 0.0207 y un RMSE
de 0.0543 que al compararlos con la magnitud de los datos en la Tabla 53 de la seccion de
anexos, evidencian que es un buen modelo para el pronéstico de los datos experimentales
obtenidos. Sin embargo, cabe recalcar el comportamiento que se puede evidenciar en el acido
lactico; tiene un punto maximo y luego empieza a decaer. Esto se puede explicar también viendo
el comportamiento del etanol y con los parametros cinéticos del modelo de Luedeking-Piret.
Este es un modelo que explica el crecimiento de células en un medio donde el sustrato es
limitado (Sharma et al. 2023). El pardmetro no asociativo que se determiné para los tres
productos tiene un valor negativo. Este parametro corresponde al valor del modelo que indica
un crecimiento no asociado al sustrato, por lo que se puede indicar que el 4cido lactico y el
etanol al final de la fermentacién dejan de estar asociados al consumo del sustrato. Debido a
que el consumo de glicerina disminuye y empieza a disminuir la concentracion de acido lactico
y etanol, se puede suponer que el microorganismo estd mas adepto a consumir los productos
debido a que estos ahora tienen una mayor presencia en el medio, pues antes solo habia
presencia de glicerina y los otros nutrientes. Esto se respalda debido a que este parametro era el
que maés se ajustaba al modelo al momento del ajuste de la ecuacion a los datos experimentales.

La ecuacion que describe el comportamiento de la produccion de &cido acético se divide
en dos tal como se evidencia en la Tabla 12 de la seccion de resultados. Esto se puede explicar
debido a la Figura 47 en la seccion de anexos, donde se puede evidenciar que hay un crecimiento
abrupto durante las primeras 5 horas de la fermentacién y luego este se mantiene constante
durante el resto de la reaccion. Esto se puede deber a la presencia de inhibidores de la sintesis
de este producto tal como la presencia de otros compuestos que podrian ser provenientes de las
impurezas del glicerol crudo como lo podrian ser el hidroxido de sodio. Cabe destacar, que al
dejar el modelo constante después de las 5 horas hizo el SSE de 0.000145 y el RMSE de

0.00455. Al comparar con los datos de la Tabla 53 en la seccion de anexos, se pueden ver que
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tienen una magnitud mucho menor, por lo que el modelo logra pronosticar de una manera valida
el comportamiento de los datos experimentales.

La ecuacion que describe el comportamiento de la produccion de etanol se puede
observar en la Tabla 12 en la seccién de resultados. Esto se puede analizar con la Figura 48 en
la seccion de anexos y los resultados obtenidos de SSE con un valor de 0.00195 y un RMSE de
0.0167 al compararlos con la Tabla 53 en la seccion de anexos, se puede ver que el etanol es el
producto con menor produccién por lo que su magnitud es menor. Esto quiere decir que el
modelo no se ajusta tan bien a los datos experimentales a pesar de tener valores pequefios de
error. Asimismo, la variacion se evidencia en la Figura 48. El comportamiento del etanol es
similar al que se coment6 para el acido lactico donde el pardmetro no asociativo de Luedeking-
Piret tiene un valor negativo, por lo que este al final de la fermentacion comienza a disminuir,
aunque el etanol tiene un efecto menos predictivo tal y como se evidencia en la ecuacion de su
modelo.

Al observar los datos obtenidos en la Tabla 13 en la seccion de resultados por el
modelaje en el software de Berkeley-Madonna se tienen los parametros cinéticos obtenidos para
el modelo cinético propuesto, con un valor de 1.5 h-! para la velocidad méxima de crecimiento
respecto a la glicerina. Sin embargo, se compara el valor de la constante de saturacion media se
puede ver que la constante tiene 92, lo que evidencia que tiene una magnitud mucho mayor a la
velocidad maxima. Asimismo, la constante de saturacion evidencia la afinidad hacia el sustrato;
mientras menor sea su valor, mas a fin al sustrato es el microorganismo. Esto respalda el hecho
de que el microorganismo no prefiere utilizar la glicerina como fuente de energia principal, por
lo que el supuesto del uso de las peptonas al inicio es valido. Asimismo, en los modelos de
Luedeking-Piret para los productos, se puede ver que el parametro no asociado para los tres
productos tiene un valor negativo tal como se habia discutido anteriormente, lo que explica su
comportamiento al final de la reaccion. Asimismo, el rendimiento del microorganismo por el
sustrato es de un valor de -0.22 lo que sigue fundamentando el supuesto de que el
microorganismo no acepta tan facilmente el glicerol, pero debido a su abundancia inicial lo
utiliza como fuente de energia hasta que la presencia de otros compuestos aumenta en el medio,
o0 se aprovecha de la presencia de otros nutrientes al inicio como la concentracion inicial de
peptonas también es abundante.

Por Gltimo, se pueden analizar las fases de la curva de crecimiento que se observaron
en la curva del modelo cinético establecido por medio de la Figura 32 en la seccion de
resultados. Se puede evidenciar que después de las 3 horas de la fermentacién hasta las 10 horas
de fermentacion se esta en la fase de crecimiento exponencial, pero al final de esta, la velocidad
de generacion de biomasa esta disminuyendo. Finalmente, después de las 20 horas de la
fermentacion se evidencia la fase estacionaria debido a que no existe una variacion en el cambio

de la concentracion de microorganismos con el tiempo.
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IX. Conclusiones

Se obtuvo una caracterizacion de la materia prima, donde se encontraron propiedades
del glicerol crudo para poder ser utilizado como sustrato con una concentracion de
55.76% (v/v) £0.4323 de glicerol, 5.403% +0.1244 (v/v) de metanol, 1.117% +0.023
(v/v) de agua. Ademas, se encontr6 la presencia de heptano, acidos grasos y ésteres
metilicos que provienen de la materia prima utilizada en la reaccion de
transesterificacion. Asimismo, se cuenta con un pH de 11.19 +0.05, una densidad de
la solucién de 1.02 g/mL +0.266 y una viscosidad de 92.92 cPs +0.34.

Se adaptd la cepa de Lactobacillus plantarum al glicerol crudo como sustrato. Se pudo
observar que al utilizar una concentracién inicial de glicerol del 1.0 % (v/v) en el caldo
MRS modificado y una concentracion inicial de 0.056 % (m/v) de cepa, se lleg6 a
obtener un crecimiento de hasta 0. 156 % (m/v) de la cepa, una concentracion residual
de glicerol del 0.565 % (m/v) y una sintesis de productos de 0.338 % (m/v) de &cido
lactico, 0.186 % (m/v) de etanol y 0.199 % (m/v) de &cido acético.

Se logré determinar que la variable que tiene una mayor influencia en la conversion de
glicerol crudo a acido lactico es la concentracion inicial de glicerol en el medio y se
establecieron los pardmetros de operacion para la fermentacion de glicerol crudo con
mayor sintesis de &cido lactico por medio de Lactobacillus plantarum, siendo estos:
una temperatura de 37 °C, un tiempo de fermentacion de 48 horas y una concentracién
inicial de glicerol de 2.0 % (v/v).

Se plante6 un modelo cinético que prondstica el comportamiento de las especies
medidas durante la fermentacion de glicerol crudo al 2.0 % (v/v) utilizando
Lactobacillus plantarum donde se puede destacar la velocidad de crecimiento méxima
asociada al glicerol siendo esta de 1.7 h"t y con una constante de saturacion media para
el sustrato de 92, que ejemplifica que la cepa no tiene tanta afinidad por el glicerol

crudo del medio.
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X. Recomendaciones

Se recomienda utilizar un glicerol crudo del que se conozcan de los aceites utilizados
para su manufactura para asi lograr tener los estandares de los acidos grasos presentes
en la mezcla y poder cuantificarlos.

Se recomienda utilizar concentraciones bajas de glicerol crudo para evitar la
interferencia de otros compuestos presentes en la muestra al momento de realizar los
medios de cultivo.

Se recomienda neutralizar el glicerol crudo a utilizar previo a incorporarlo en el caldo
fermentativo para evitar la interferencia de otras variables en el crecimiento microbiano
o en el desarrollo de la fermentacion.

Se recomienda analizar el efecto del pH durante la fermentacion para evaluar si este
tiene un efecto inhibitorio en la sintesis de las otras especies ajenas al &cido lactico que
se generan durante la reaccion.

Se recomienda analizar y cuantificar el consumo de las peptonas en el medio para poder

estudiar el crecimiento de la cepa al momento de la fermentacion.
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XI1. Anexo A. Balances de masa y energia del proceso

En este anexo, se presenta el calculo de los balances de masa y energia para la
fermentacion general de la experimentacion a una concentracion de sustrato de 2.0 % (v/v). Se
presentan los calculos de las entradas y salidas del sistema de fermentacion para indicar la

conservacion de masa y energia en el sistema evaluado.

Tabla 14

Balance de masa de un sistema de fermentacion lactica de L. plantarum usando glicerina como sustrato

a una concentracion de 2.0 % (v/v)

Entradas

Entrada de agua en el medio de cultivo

1.0
318.17 mL agua (1 mi) = 318.17 g de agua iniciales

Este calculo se realizd para determinar la cantidad de agua inicial que se tenia en el medio de
cultivo MRS maodificado para la fermentacion final del glicerol crudo utilizando un volumen de 330

mL de medio donde el 2% de este era glicerina.

Entrada de glicerol crudo en el medio de cultivo

2.0mL glicerina)( 100 mL glicerol )( 1.0185g )
100 mL 55.775 mL glicerina

= 12.052 g de glicerol

330 mL sol ( 1 mL glicerol

Entrada de glicerina en el medio de cultivo

12.052 g de ali l( 1 mL glicerol )(55.775 mL glicerina) (1.26 g glicerina)
' g de ghicero 1.0185 g glicerol 100 mL glicerol 1mlL glicerina
= 8.316 g de glicerina

Entrada de impurezas del glicerol en el medio de cultivo
12.052 g de glicerol — 8.316 g de glicerina = 3.736 g de impurezas
Este célculo se realiz6 para determinar la cantidad de compuestos iniciales que se tenia en el
medio de cultivo MRS modificado para la fermentacion final del glicerol crudo utilizando un volumen

de 330 mL de medio se agregaba cierta cantidad del glicerol crudo.

Entrada del microorganismo en el medio de cultivo

0.1749% * 30 mL = 5.247 g de cepa inicial

Este calculo se realiz6 para encontrar la cantidad inicial que se agregé al medio para poder
empezar la fermentacion que se formo a partir de un indculo de 24 horas en 30 mL que fueron

agregados al volumen inicial de 300 mL.

Entrada de peptona en el medio de cultivo

8 gramos de peptona

Entrada de otros nutrientes en el medio de cultivo
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5.7 gramos de nutrientes adicionales

Entrada de oxigeno al medio de cultivo durante la fermentacién

3
1 mol de glicerina ) 7mol 0, ( 3290, )

3.116 g de glicerina rxn( Tmol 0,

92.09 g de glicerina/ \ 1 mol glicerina

=1.6242 g 0,
Este calculo se realizo para encontrar la cantidad inicial que requeria el medio al medio para
poder empezar la fermentacion que se formo a partir de un inéculo de 24 horas en 30 mL que fueron

agregados al volumen inicial de 300 mL.

Salidas

Salida de glicerina del medio de cultivo

Conversion x Glicerina inicial = 0.6252559 x 8.316 g de glicerina = 5.1996 g de glicerina

Salida de biomasa formada en el medio de cultivo

0.02979% +330mL = 9.8307 g de cepa final

Salida de producto de &cido lactico

lActico

(0.0072 g de acido ) (330 mL de sol) = 2.376 g de acido lactico

Salida de producto de acido acético
acético
(0.0012488 g de 4cido

) (330 mL de sol) = 0.412104 g de 4cido acético

Salida de producto de etanol

etanol
L

(0.000402 g de ) (330 mL de sol) = 0.13285g de etanol

Estos célculos se realizaron por medio de las conversiones obtenidas en HPLC para los

productos de la fermentacidn y el sustrato utilizado junto con la formacién de microorganismo.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 33

Balance de masa de un sistema de fermentacidn lactica de L. plantarum usando glicerina como sustrato

a una concentracion de 2.0 % (v/v)
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8.316 g de glicerina 318.17 g de agua

5.247 g de L. plantarum inicial 5.1996 g de glicerina

318.17 g de agua 9.8307 g de L. plantarum final

1.6242 g de oxigeno , 3.736 g impurezas del glicerol
Sistema de fermentacion .

lactica usando L. plantarum |5.2359 g de peptona .

5.7 g de otros nutrientes

5.7 g de nutrientes
2.376 g de acido lactico

8 g de peptonas 0.4121 g de acido acético

> 0.13285 g de etanol

3.736 g impurezas del glicerol

Entrada: Salida:
350.79 g 350.79 g

Nota. Elaboracion propia.

Figura 34

Balance de energia de un sistema de fermentacién lactica de L. plantarum usando glicerina como

sustrato a una concentracion de 2.0 % (v/v)

Q+y/l A%—A;A—AH

Q = AH

Balance de energia general:

Qconvectivo = AHTXN * Mgy g
Entalpia de reaccién de la glicerina:
CH20HCHOHCH20H + H2 — CH3CH(OH)COOH + 2 H20 AH = -108 kJ/mol
kJ <8.316 g—51996 g de glicerina) . (1 mol de glicerina)

Qconvectivo = ~10877 7+ 48 hr 92.09 g
0.7624 g de acido lactico 0.058049 kJ
* = — —_—
( 1 g de glicerina ) ' h

Qconvectivo' = h * (T's — Taire)
Donde:
Qconvectivo’= flujo de calor convectivo, en W/m”2
h = coeficiente de transferencia de calor convectivo, en W/(K* m”2) usando el h del aire con flujo
forzado de 20 W/m”2 K
Ts = temperatura de la superficie en K

T aire = temperatura del aire en K

201

Q tivo’ =
convectivo sm2K

1k ) 3600s_ 936K/

*(310.151(—297.151()(1000] Y

Se necesita un flujo de aire por area de transferencia de calor de:
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_ Qconvectivo _

—0.058049’;1—]

Qconvectivo’

936k]
-39

1
= 6.2018 *

-5

2

Nota. Elaboracion propia.
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XII1. Anexo B. Datos originales

En este anexo, se presenta una coleccion de todos los datos recolectados durante la

experimentacion Primero, se presentan los datos obtenidos para caracterizar el glicerol crudo.

Después, se presentan los datos de las corridas realizadas para evaluar la adaptacion de la cepa

Lactobacillus plantarum al nuevo sustrato. Posteriormente, se presentan los graficos de los

datos mencionados anteriormente. Por (ltimo, se presentan los datos y gréaficos de las

fermentaciones realizadas.

Tabla 15

Medicidn de la densidad del glicerol crudo a 24 °C

Volumen
Peso total (g) Peso glicerol (g) | glicerol (mL) +
No. +0.19 * 0.4 mL Densidad (g/mL)
1 134.8 50.9 50 1.018
2 134.9 51 50 1.02
3 134.6 50.7 50 1.014
4 135 51.1 50 1.022
Nota. Elaboracién propia
Tabla 16
Medicidn del pH de una solucioén del glicerol crudo
Peso glicerol (g) | Volumen (mL) Concentracion
No. +0.19 +0.4 mL (o/mL) pH
1 1.09 50 0.0218 11.2
2 1.1 50 0.022 11.17
3 1.1 50 0.022 11.2
4 1 50 0.02 11.17

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 17

Medicion del porcentaje de agua en el glicerol crudo

No. Porcentaje de agua (%) +0.05 %
1 1.09%
2 1.13%
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3

1.13%

Nota. Elaboracion propia

Tabla 18

Medicion de los compuestos presentes en el glicerol crudo por medio de HPLC

No.1 Glicerina (% v/v) Glicerina (% v/v) Metanol (% v/v)
(Dilucién 1/100)
1 0.536 53.6 55
2 0.551 55.1 5.2
3 0.573 57.3 5.5
4 0.571 57.1 54

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 19

Medicion de la viscosidad del glicerol crudo

No. Viscosidad (cPs) +0.05 cpS
1 92.76
2 93.07
3 92.93

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 35

Identificacién de componentes del glicerol crudo por medio de cromatografia de gases

Data Path
Data File
Title
Acg On
Operator
Sample
Misc

ALS Vial

Search Libraries:

Unknown Spectrum:

LIQA

230712-0001.D

12 Jul 2023
: AdeM

TDG 140

10

2 | Sample Multiplier: 1

10:38

Apex

C:\Database\NISTO5a.L

Library Search Report

C:\msdchem\1\DATA\Ing Quimica\2023\

Minimum Qualit

Integration Events: ChemStation Integrator - events.e

y:

0

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual
1 1.352 14.11 C:\Database\NISTO05a.L
Methyl formate 259 000107-31-3 56
Acetaldehyde, hydroxy- 262 000141-46-8 39
Methyl Alcohol 29 000067-56-1 39
2 1.466 0.50 C:\Database\NISTO5a.L
Acetaldehyde, hydroxy- 262 000141-46-8 9
Formic acid, ethyl ester 802 000109-94-4 9
Glycolaldehyde dimer 8943 023147-58-2 9
3 1.925 5.77 C:\Database\NISTO5a.L
Heptane 3886 000142-82-5 95
Heptane 3885 000142-82-5 95
Heptane 3887 000142-82-5 91
4 12.282 51.88 C:\Database\NISTO5a.L
Glycerin 2367 000056-81-5 83
Glycerin 2368 000056-81-5 83
Glycerin 2366 000056-81-5 40
5 42.977 4.91 C:\Database\NISTO5a.L
Hexadecanoic acid, methyl ester 105639 000112-39-0 98
Hexadecanoic acid, methyl ester 105644 000112-39-0 97
Hexadecanoic acid, methyl ester 105646 000112-39-0 95
6 48.194 12.77 C:\Database\NISTO5a.L
9,12-Octadecadienoic acid, methyl 121093 002462-85-3 99
ester
9,12-Octadecadienoic acid (Z,zZ)-, 121105 000112-63-0 99
methyl ester
9,15-Octadecadienoic acid, methyl 121114 017309-05-6 99
ester, (Z,Z2)-
7 48.376 8.59 C:\Database\NISTO5a.L
9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl e 122323 000112-62-9 99
ster
9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl e 122321 000112-62-9 99
ster
8-Octadecenoic acid, methyl ester 122297 002345-29-1 99
8 49.181 1.47 C:\Database\NISTO5a.L
Octadecanoic acid, methyl ester 123709 000112-61-8 98
Octadecanoic acid, methyl ester 123700 000112-61-8 98
Octadecanoic acid, methyl ester 123708 000112-61-8 97

ACIDOS GRAS...5 SCAN bio.M Thu Jul 13 09:27:00 2023

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 36

Cromatograma de masas del glicerol crudo

File :C:\msdchem\1\DATA\Ing Quimica\2023\230712-0001.D

Operator ¢ AdeM

Acquired : 12 Jul 2023 10:38 using AcgMethod PIROLISIS MATERIA LIQUIDA HP5 SCAN.M
Instrument : GC-MSD

Sample Name: TDG 140

Misc Info : IQ
Vial Number: 1

Abundance

3600000
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3000000

2800000

2600000

2400000

2200000

2000000

1800000

1600000
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1200000

1000000
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400000:

200000

1.354

12.283

TIC: 230712-0001.D\data.ms

48.195

42975

1179

Time->

T T T T Ty
5.00 10.00 15.00 20.00

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 20

Datos de la primera corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum

adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (%v/v) Acido lactico Etanol (%ov/v) Acido acético
(%om/v) (Yom/v)
0 1.2412 0.026701753 0.01049544 0.021748153
3 0.56033499 0.35085635 0.11593187 0.21407679
6 0.530657422 0.35306053 0.12616974 0.21971409
7.5 0.540979854 0.35667425 0.12366671 0.22381715
9 0.421302286 0.34071007 0.16770043 0.22285051
10.5 0.461624718 0.32411035 0.24876145 0.20805894
24 0.41194715 0.34105192 0.24602966 0.19781591

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 21

Datos de la primera corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del

crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Volumen (mL) £ 0.5 | Peso bala vacia (g) Peso bala con pellet
mL 0.001¢g (9) £0.001 g
0 9 7.404 7.406
3 9 7.375 7.378
6 10.5 7.385 7.437
7.5 9.75 7.311 7.388
9 10 7.461 7.607
10.5 9.5 7.182 7.292
24 10 7.316 7.466

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 22

Datos de la segunda corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum

adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (%Vv/v) Acido lactico Etanol (%v/v) Acido acético
(Yom/v) (Yom/iv)
0 1.260474 0.028909716 0.0980408 0.021133068
3 0.56069624 0.35752332 0.12197284 0.2202816
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6 0.53380762 0.36268848 0.11805596 0.2263932
7.5 0.546919 0.36453076 0.12735844 0.22438504
9 0.42003038 0.34117864 0.2148652 0.2257222
10.5 0.45314176 0.33650804 0.27085652 0.20870916
24 0.39936452 0.34875588 0.22042856 0.20922572

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 23

Datos de la segunda corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del

crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Volumen (mL) + 0.5 | Peso bala vacia (g) + Peso bala con pellet
mL 0.001¢g (9) £0.001 g
0 9 7.401 7.404
3 9 7.415 7.419
6 10.25 7.264 7.326
7.5 9.75 7.186 7.298
9 10.3 7.345 7.484
10.5 10.3 7.421 7.543
24 10 7.257 7.383

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 24

Datos de la tercer corrida para calcular la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum

adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (%v/v) Acido lactico Etanol (%ov/v) Acido acético
(Yomiv) (%om/v)
0 1.33042 0.030944955 0.010223063 0.020577695
3 0.6698157 0.33412376 0.12089875 0.20558179
6 0.617113932 0.33875061 0.11365364 0.21123241
7.5 0.634412163 0.333011594 0.1351442 0.21168505
9 0.59217104 0.31471887 0.19847362 0.21786703
10.5 0.569008627 0.31702676 0.22398136 0.18919778
24 0.53360509 0.32570687 0.24019727 0.19221251

Nota. Elaboracién propia.
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Tabla 25

Datos de la tercer corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del crecimiento
de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Volumen (mL) £ 0.5 | Peso bala vacia (g) = Peso bala con pellet
mL 0.001 ¢ (9) £0.001 g
0 9 7.403 7.405
3 9 7.284 7.287
6 10.25 7.206 7.308
7.5 9.75 7.190 7.306
9 10.3 7.317 7.471
10.5 10.5 7.220 7.348
24 10 7.275 7.469

Nota. Elaboracion propia.

Figura 37

Curva de crecimiento de la primera corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa Lactobacillus

plantarum adaptada a una concentracion de 1% (v/v) de glicerina del glicerol crudo

—o— Acido lactico (%m/v) —8—Etanol (%m/v)

== Glicerol (%m/v)

1.8

1.6

14

1.2

%

0.8
0.6
0.4

0.2

Nota. Elaboracién propia.
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Figura 38

Curva de crecimiento de la segunda corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa Lactobacillus

plantarum adaptada a una concentracién de 1% (v/v) de glicerina del glicerol crudo

—o— Acido lactico (%m/v) —#—Etanol (%m/v) —&— Acido acético (%m/v)
== Glicerol (%m/v) =¥ Biomasa (%m/v)
1.8
1.6
1.4
1.2
1
=S
0.8
0.6 S
N
0.4
0.2 #
0
0 5 10 15 20 25
TIEMPO (H)

Nota. Elaboracién propia.
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Figura 39

Curva de crecimiento de la tercer corrida de la fermentacion a 37 °C con la cepa Lactobacillus

plantarum adaptada a una concentracién de 1% (v/v) de glicerina del glicerol crudo

—o— Acido lactico (%m/v) —#—Etanol (%m/v) Acido acético (%m/v)
== Glicerol (%m/v) == Biomasa (%m/v)

1.8

1.6

1.4

1.2

%

0.8

0.6

L 2

15 20 25
TIEMPO (H)

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 26

Datos de la primer concentracion de glicerina utilizada para la fermentacion de glicerol crudo utilizando

la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerina inicial | Temperatura de Tiempo de Acido lactico Glicerol (%v/v)
(%oviv) fermentacion fermentacion (%oviv)
4 (hr)

0.53% 30 24 0.0924% 0.3655%
0.50% 30 24 0.0542% 0.3797%
0.52% 30 24 0.0733% 0.3726%
0.50% 37 24 0.2342% 0.2136%
0.53% 37 24 0.2652% 0.2034%
0.52% 37 24 0.2497% 0.2085%
0.50% 42 24 0.1424% 0.2923%
0.53% 42 24 0.1453% 0.2702%
0.52% 42 24 0.1439% 0.2812%
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0.53% 30 48 0.1124% 0.3616%
0.50% 30 48 0.1059% 0.3494%
0.52% 30 48 0.1092% 0.3555%
0.50% 37 48 0.1295% 0.3496%
0.53% 37 48 0.1562% 0.3442%
0.52% 37 48 0.1429% 0.3469%
0.53% 42 48 0.1897% 0.2761%
0.50% 42 48 0.1974% 0.2456%
0.52% 42 48 0.1936% 0.2609%

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 27

Datos de la segunda concentracién de glicerina utilizada para la fermentacion de glicerol crudo

utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerina inicial | Temperatura de Tiempo de Acido lactico Glicerol (%v/v)
(%oviv) fermentacion fermentacion (%oviv)
(°C) (hr)
0.89% 30 24 0.5124% 0.2138%
1% 30 24 0.9066% 0.1835%
1.09% 30 24 0.7095% 0.1987%
1% 37 24 0.4236% 0.4979%
0.89% 37 24 0.3166% 0.5362%
0.94% 37 24 0.3701% 0.5170%
1% 42 24 0.3462% 0.5442%
0.89% 42 24 0.3126% 0.4741%
0.94% 42 24 0.3294% 0.5092%
1% 30 48 0.5342% 0.3437%
0.89% 30 48 0.4211% 0.3676%
0.94% 30 48 0.4776% 0.3556%
0.89% 37 48 0.3295% 0.5121%
1% 37 48 0.4244% 0.5440%
0.94% 37 48 0.3769% 0.5280%
0.89% 42 48 0.1652% 0.6757%
1% 42 48 0.2356% 0.6932%
0.94% 42 48 0.2004% 0.6845%

Nota. Elaboracién propia.
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Tabla 28

Datos de la tercer concentracion de glicerina utilizada para la fermentacién de glicerol crudo utilizando

la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerinainicial | Temperatura de Tiempo de Acido lactico Glicerol (%v/v)
(%Vviv) fermentacion fermentacion (%Vviv)
(°C) (hr)
1.54% 30 24 0.6421% 0.7611%
2% 30 24 0.7592% 0.7605%
1.77% 30 24 0.7007% 0.7608%
2% 37 24 0.8324% 0.7978%
1.54% 37 24 0.6456% 0.8478%
1.77% 37 24 0.7390% 0.8228%
2% 42 24 0.6819% 0.9505%
1.54% 42 24 0.3563% 0.9513%
1.77% 42 24 0.5191% 0.9509%
1.54% 30 48 0.6536% 0.7560%
2% 30 48 0.7924% 0.7728%
1.77% 30 48 0.8725% 0.7644%
1.54% 37 48 0.5431% 0.8989%
2% 37 48 1.1092% 0.8596%
1.77% 37 48 0.8262% 0.8793%
2% 42 48 0.9274% 0.5177%
1.54% 42 48 0.6712% 0.5041%
1.77% 42 48 0.7993% 0.5109%

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 29

Datos de la primera corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion

Tiempo (h) Glicerol (%Vv/v) Acido lactico Etanol (%v/v) Acido acético
(Yom/v) (Yom/v)
0 1.98332 0 0 0
3 1.85968 0.32241 0 0.102089228
6 1.73264 0.45812 0 0.114479703
9 1.68342 0.53281 0 0.113289989
12 1.62809 0.6532 0.167975 0.118853865
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24 1.3685 0.74321 0.149348 0.120959865
48 1.16371 0.76232 0 0.123272955

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 30

Datos de la primera corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del
crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo

cinético de la reaccién

Tiempo (h) Volumen (mL) £ 0.5 | Peso bala vacia (g) £ Peso bala con pellet
mL 0.001¢g (9) £0.001 g
0 10 7.131 7.287
3 10 7.150 7.278
6 8 7.110 7.230
9 8 7.048 7.191
12 10 7.161 7.376
24 10 7.153 7.353
48 10 7.383 7.580

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 31

Datos de la segunda corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccién

Tiempo (h) Glicerol (%V/v) Acido lactico Etanol (%v/v) Acido acético
(Yom/v) (Yom/iv)

0 2.06055 0 0 0
3 2.02434 0.3124 0.128277 0.145788
6 1.85968 0.44214 0 0.1688952
9 1.66605 0.5523 0.177811 0.1565544
12 1.49668 0.59983 0 0.1504152
24 1.48375 0.664324 0 0.14920248
48 1.33971 0.69123 0 0.13217568

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 32

Datos de la segunda corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del
crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo

cinético de la reaccién

Tiempo (h) Volumen (mL) £ 0.5 | Peso bala vacia (g) £ Peso bala con pellet
mL 0.001¢g (9) £0.001 g
0 10 7.131 7.287
3 10 7.092 7.242
6 8 7.220 7.387
9 8 7.091 7.267
12 10 7.202 7.398
24 10 7.200 7.466
48 10 7.334 7.481

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 33

Datos de la tercer corrida para monitorear la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccién

Tiempo (h) Glicerol (%V/v) Acido lactico Etanol (%v/v) Acido acético
(Yom/v) (Yom/iv)

0 1.96423 0 0 0
3 1.85968 0.29412 0 0.10312234
6 1.71614 0.379324 0 0.11428777
9 1.53571 0.53255 0.0612799 0.1060307
12 1.53453 0.667124 0 0.12296236
24 1.48245 0.69245 0.140048 0.1210757
48 1.25318 0.71234 0.153079 0.1192091

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 34

Datos de la tercer corrida para determinar la biomasa generada por medio de peso seco del crecimiento

de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la

reaccion
Tiempo (h) Volumen (mL) £ 0.5 | Peso bala vacia (g) £ Peso bala con pellet
mL 0.001¢g (9) £0.001 g
0 10 7.131 7.287
3 10 7.139 7.289
6 8 7.161 7.331
9 8 7.199 7.359
12 10 7.239 7.468
24 10 7.190 7.343
48 10 7.175 7.300

Nota. Elaboracion propia.
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XI1V. Anexo C. Datos calculados

En este anexo, se presenta una coleccién de todos los datos calculados por medio del
Anexo B. Primero, se presentan los datos calculados para caracterizar el glicerol crudo.
Después, se presentan los datos de las corridas realizadas para evaluar la adaptacion de la cepa
Lactobacillus plantarum al nuevo sustrato y el promedio de las corridas. Posteriormente, se
presentan los analisis ANOVA, la prueba F y la prueba t para determinar la variable que causaba
un cambio significativo en la sintesis de acido lactico. Luego, se presentan los graficos que
representan los grupos de datos mencionados anteriormente. Por Gltimo, se presentan los
cuadros de la suma de errores al cuadrado para establecer la precision del modelo cinético

generado.

Tabla 35

Estadistica descriptiva de los parametros fisicoquimicos medidos para la caracterizacion del glicerol

crudo
Glicerina | Metanol % Agua % Densidad | Viscosidad pH
%(V/V) (V/v) (viv) (g/mL) (cPs)
Promedio 55.775 5.4 0.011166667 1.0185 92.92 11.185
Desviacion 1.757602534 | 0.141421356 0.00023094 0.00341565 | 0.155241747 | 0.017320508
estandar
Varianza 3.089166667 0.02 0.00000005 0.0000117 0.0241 0.0003

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 36

Datos calculados de la primera corrida para determinar la curva de crecimiento de la cepa de

Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (%om/v) Etanol (Yom/v) Biomasa (Yom/v)

0 1.563912 0.008280902 0.081536364

3 0.706022087 0.091470245 0.031444444

6 0.668628352 0.099547925 0.052

7.5 0.681634616 0.097573034 0.081
9 0.53084088 0.132315639 0.146

11 0.581647145 0.196272784 0.115789

24 0.519053409 0.194117402 0.15

Nota. Elaboracién propia.

103




Tabla 37

Datos calculados de la segunda corrida para determinar la curva de crecimiento de la cepa de

Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (Yom/v) Etanol (%om/v) Biomasa (%om/v)

0 1.58819724 0.077354191 0.045235
3 0.706477262 0.096236571 0.04912
6 0.672597601 0.093146152 0.059047

7.5 0.68911794 0.100485809 0.11487
9 0.529238279 0.169528643 0.13495

11 0.570958618 0.213705794 0.1184466

24 0.503199295 0.173918134 0.126

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 38

Datos calculados de la tercer corrida para determinar la curva de crecimiento de la cepa de

Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo (h) Glicerol (Yom/v) Etanol (%om/v) Biomasa (%om/v)
0 1.6763292 0.008065997 0.04112
3 0.843967782 0.095389114 0.07623
6 0.777563554 0.089672722 0.09714
7.5 0.799359326 0.106628774 0.11897
9 0.74613551 0.156595686 0.14951456
11 0.71695087 0.176721293 0.1219047
24 0.672342413 0.189515646 0.194

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 39

Promedio de los datos calculados para determinar la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo

Tiempo Acido Acido
(h) Glicerol lactico Etanol acético Glicerol Etanol Biomasa
(%viv) (Yom/v) (%Vviv) (Yom/iv) (Yom/v) (%(miv) | %(miv)
0 1.277364667 | 0.028852141 | 0.039586434 | 0.021152972 | 1.60947948 | 0.031233697 | 0.055963788
3 0.596948977 | 0.347501143 | 0.119601153 | 0.213313393 | 0.752155711 | 0.09436531 | 0.052264815
6 0.560526325 | 0.351499873 | 0.119293113 | 0.219113233 | 0.706263169 | 0.094122266 | 0.069395667
75 0.574103672 | 0.351405535 | 0.128723117 | 0.219962413 | 0.723370627 | 0.101562539 | 0.104946667
9 0.477834569 | 0.332202527 | 0.19367975 | 0.22214658 | 0.602071556 | 0.152813323 | 0.143488187
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11 0.494591702 | 0.325881717 | 0.247866443 | 0.201988627 | 0.623185544 | 0.195566624 | 0.118713433
24 0.448305587 | 0.33850489 | 0.23555183 | 0.19975138 | 0.564865039 | 0.185850394 | 0.156666667
Tabla 40

Datos calculados de la primer concentracion de glicerina utilizada para la fermentacion de glicerol

crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerina | Temperatura Tiempo de Acido Glicerina Glicerina % de % de
inicial de fermentacion lactico restante consumida | conversion | rendimiento
(%viv) fermentacion (hr) (Yom/v) (Yom/v) (Yom/v) de glicerol de &cido

(°C) lactico
0.53% 30 24 0.11% 0.4605% 0.2134% 0.3990 51.96%
0.50% 30 24 0.07% 0.4784% 0.1516% 0.3031 42.91%
0.52% 30 24 0.09% 0.4695% 0.1825% 0.3527 48.21%
0.50% 37 24 0.28% 0.2691% 0.3609% 0.7217 77.88%
0.53% 37 24 0.32% 0.2563% 0.4177% 0.7809 76.19%
0.52% 37 24 0.30% 0.2627% 0.3893% 0.7523 76.98%
0.50% 42 24 0.17% 0.3682% 0.2618% 0.5235 65.29%
0.53% 42 24 0.17% 0.3404% 0.3335% 0.6236 52.28%
0.52% 42 24 0.17% 0.3543% 0.2976% 0.5752 58.00%
0.53% 30 48 0.13% 0.4556% 0.2184% 0.4083 61.76%
0.50% 30 48 0.13% 0.4402% 0.1898% 0.3796 66.96%
0.52% 30 48 0.13% 0.4479% 0.2041% 0.3944 64.18%
0.50% 37 48 0.16% 0.4405% 0.1895% 0.3791 82.01%
0.53% 37 48 0.19% 0.4337% 0.2402% 0.4491 78.04%
0.52% 37 48 0.17% 0.4371% 0.2149% 0.4153 79.79%
0.53% 42 48 0.23% 0.3479% 0.3261% 0.6096 69.82%
0.50% 42 48 0.24% 0.3094% 0.3206% 0.6411 73.90%
0.52% 42 48 0.23% 0.3287% 0.3233% 0.6248 71.84%

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 41

Datos calculados de la segunda concentracién de glicerina utilizada para la fermentacion de glicerol

crudo utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerina | Temperatura Tiempo de Acido Glicerina Glicerina % de % de
inicial de fermentacion lactico restante consumida | conversién | rendimiento
(%viv) fermentacion (hr) (Yom/v) (Yom/v) (Yom/v) de glicerol de 4cido

G lactico
0.89% 30 24 0.61% 0.2694% 0.8460% 0.9557 72.67%
1% 30 24 1.09% 0.2312% 1.4068% 1.0821 77.33%
1.09% 30 24 0.85% 0.2503% 1.1264% 1.0309 75.58%
1% 37 24 0.51% 0.6274% 0.6326% 0.6326 80.34%
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0.89% 37 24 0.38% 0.6755% 0.4399% 0.4969 86.37%
0.94% 37 24 0.44% 0.6515% 0.5363% 0.5689 82.81%

1% 42 24 0.42% 0.6857% 0.5743% 0.5743 72.34%
0.89% 42 24 0.38% 0.5974% 0.5180% 0.5852 72.40%
0.94% 42 24 0.40% 0.6415% 0.5462% 0.5794 72.37%

1% 30 48 0.64% 0.4330% 0.8270% 0.8270 77.52%
0.89% 30 48 0.51% 0.4632% 0.6523% 0.7368 77.46%
0.94% 30 48 0.57% 0.4481% 0.7396% 0.7846 77.49%
0.89% 37 48 0.40% 0.6452% 0.4702% 0.5311 84.10%

1% 37 48 0.51% 0.6855% 0.5745% 0.5745 88.63%
0.94% 37 48 0.45% 0.6653% 0.5224% 0.5542 86.59%
0.89% 42 48 0.20% 0.8514% 0.2640% 0.2982 75.11%

1% 42 48 0.28% 0.8735% 0.3865% 0.3865 73.15%
0.94% 42 48 0.24% 0.8624% 0.3253% 0.3451 73.94%

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 42

Datos calculados de la tercer concentracion de glicerina utilizada para la fermentacion de glicerol crudo

utilizando la cepa adaptada de Lactobacillus plantarum

Glicerin | Temperatur Tiempo de Acido Glicerin | Glicerina % de % de
ainicial ade fermentacié | lactico a consumid | conversi6 | rendimient
(%viv) fermentacio n (hr) (Yom/lv | restante | a(%em/v) n de 0 de &cido
n (°C) ) (Yomiv) glicerol lactico
1.54% 30 24 0.77% | 0.9590% 0.9815% 0.6373 78.51%
2% 30 24 0.91% | 0.9583% | 1.5617% 0.7809 58.34%
1.77% 30 24 0.84% | 0.9587% 1.2716% 0.7184 66.12%
2% 37 24 1.00% 1.0053% 1.5147% 0.7574 65.95%
1.54% 37 24 0.77% | 1.0682% | 0.8723% 0.5664 88.81%
1.77% 37 24 0.89% | 1.0367% | 1.1935% 0.6743 74.30%
2% 42 24 0.82% 1.1976% 1.3224% 0.6612 61.88%
1.54% 42 24 0.43% 1.1987% 0.7418% 0.4817 57.64%
1.77% 42 24 0.62% | 1.1981% | 1.0321% 0.5831 60.35%
1.54% 30 48 0.78% | 0.9526% 0.9879% 0.6415 79.39%
2% 30 48 0.95% | 0.9737% | 1.5463% 0.7732 61.49%
1.77% 30 48 1.05% | 0.9631% 1.2671% 0.7159 82.63%
1.54% 37 48 0.65% 1.1326% 0.8079% 0.5246 80.66%
2% 37 48 1.33% | 1.0831% | 1.4369% 0.7184 92.64%
1.77% 37 48 0.99% | 1.1079% | 1.1224% 0.6341 88.33%
2% 42 48 1.11% | 0.6523% 1.8677% 0.9338 59.59%
1.54% 42 48 0.81% | 0.6352% 1.3053% 0.8475 61.71%
1.77% 42 48 0.96% | 0.6438% | 1.5865% 0.8963 60.46%

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 43

Analisis ANOVA de un factor para la variable de la concentracion de glicerina en la fermentacion de

glicerol crudo por medio de Lactobacillus plantarum para la sintesis de &cido lactico

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,50% 18 9.333194467 0.518510804 0.02256514
1,0% 18 11.54415108 0.641341726 0.0494884
2,0% 18 12.54596705 0.696998169 0.01498468

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.30025689 2 0.150128445 5.17456953 0.00899339 3.178799292
Dentro de los grupos 1.479649783 51 0.029012741
Total 1.779906672 53

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 44

Analisis ANOVA de un factor para la variable de la temperatura en la fermentacion de glicerol crudo

por medio de Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
30°C 18 11.9213419 0.662296772 0.05821559
37°C 18 10.73180027 0.596211126 0.01462364
42°C 18 10.77017042 0.598342801 0.02887459

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.050771803 2 0.025385901 0.74874493 0.47808681 3.178799292
Dentro de los grupos 1.729134869 51 0.033904605
Total 1.779906672 53

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 45

Analisis ANOVA de un factor para la variable del tiempo en la fermentacion de glicerol crudo por medio

de Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
24 hrs 27 17.39868352 0.644395686 0.03347574
48 hrs 27 16.02462907 0.593504781 0.03363746

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.034963437 1 0.034963437 1.04192429 0.31209995 4.0266314
Dentro de los grupos 1.744943235 52 0.033556601
Total 1.779906672 53

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 46

Prueba F para varianza de dos muestras entre las concentraciones de glicerina en la fermentacion de

glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

No hay evidencia 0,50% 1,0%
Media 0.5185108 0.64134173
Varianza 0.0225651  0.0494884
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17 17
F 0.4559684
P(F<=f) una cola 0.0575286
Valor critico para F (una cola) 0.4401616
Iguales 0,50% 2,0%
Media 0.5185108 0.69699817
Varianza 0.0225651 0.01498468
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17 17
F 1.5058805
P(F<=f) una cola 0.2036067
Valor critico para F (una cola) 2.2718929
Desiguales 1,0% 2,0%
Media 0.6413417 0.69699817
Varianza 0.0494884 0.01498468
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17 17
F 3.3025986
P(F<=f) una cola 0.0091096

Valor critico para F (una cola) 2.2718929

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 47

Prueba t suponiendo varianzas iguales de dos muestras entre las concentraciones de glicerina en la

fermentacion de glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la sintesis de &cido lactico

0,50% 1,0%
Media 0.5185108 0.64134173
Varianza 0.0225651 0.0494884
Observaciones 18 18
Varianza agrupada 0.0360268
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 34
Estadistico t -1.9414057
P(T<=t) unacola 0.030267
Valor critico de t (una cola) 1.6909243
P(T<=t) dos colas 0.060534
Valor critico de t (dos colas) 2.0322445
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0,50% 2,0%

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0.5185108 0.69699817

0.0225651 0.01498468

18 18
0.0187749
0
34
-3.9078669
0.0002107
1.6909243
0.0004213
2.0322445

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 48

Prueba t suponiendo varianzas desiguales de dos muestras entre las concentraciones de glicerina en la

fermentacidn de glicerol crudo usando Lactobacillus plantarum para la sintesis de acido lactico

1,0% 2,0%

Media

Varianza

Observaciones

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) unacola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0.6413417 0.69699817
0.0494884 0.01498468
18 18
0
26
-0.9299562
0.1804742
1.7056179
0.3609483
2.0555294

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 49

Datos calculados para la primera corrida de la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion

Tiempo (h) Glicerol (Yom/v) Etanol (Y%om/v) Biomasa (%om/v)
0 2.4989832 0 0.021272727
3 2.3431968 0 0.192
6 2.1831264 0 0.225
9 2.1211092 0 0.268125
12 2.0513934 0.132532275 0.3225
24 1.72431 0.117835572 0.3
48 1.4662746 0 0.2955

Nota. Elaboracién propia.
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Tabla 50

Datos calculados para la segunda corrida de la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion

Tiempo (h) Glicerol (Yom/v) Etanol (%om/v) Biomasa (%om/v)
0 2.596293 0 0.014181818
3 2.5506684 0.101210553 0.128
6 2.3431968 0 0.15
9 2.099223 0.140292879 0.17875
12 1.8858168 0 0.215
24 1.869525 0 0.2
48 1.6880346 0 0.297

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 51

Datos calculados para la tercer corrida de la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum

adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion

Tiempo (h) Glicerol (Yom/v) Etanol (%om/v) Biomasa (%om/v)

0 2.4749298 0 0.017018182

3 2.3431968 0 0.1536

6 2.1623364 0 0.18

9 1.9349946 0.048349841 0.2145

12 1.9335078 0 0.258

24 1.867887 0.110497872 0.24

48 1.5790068 0.120779331 0.3012

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 52

Promedio de datos de la curva de crecimiento de la cepa de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol

crudo para generar el modelo cinético de la reaccion

Tiempo (h) Glicerol Acido lactico | Acido acético Etanol Biomasa
) ) ) ) )
0 2.523402 0 0 0 0.017490909
3 2.412354 0.309643333 | 0.116999856 0.033736851 | 0.157866667
6 2.2295532 0.426528 0.132554224 0 0.185
9 2.0517756 0.53922 0.125291696 0.062880907 0.220458333
12 1.956906 0.640051333 | 0.130743808 0.044177425 | 0.265166667
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24 1.820574 0.699994667 | 0.130412682 | 0.076111148 | 0.246666667
48 1.577772 0.721963333 | 0.124885912 | 0.040259777 0.2979

Nota. Elaboracion propia.

Figura 40

Curva de crecimiento para la primera corrida de la fermentacion por medio de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccién

—4—Glicerina (%m/v) —#—Etanol (%m/v) —&— Acido lactico (%m/v)
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Nota. Elaboracion propia.
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Figura 41

Curva de crecimiento para la segunda corrida de la fermentacion por medio de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion
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Nota. Elaboracion propia.

Figura 42

Curva de crecimiento para la tercer corrida de la fermentacion por medio de la cepa de Lactobacillus

plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion
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Nota. Elaboracion propia.
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Figura 43

Curva de crecimiento para el promedio de los datos de la fermentacion por medio de la cepa de

Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para generar el modelo cinético de la reaccion
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Nota. Elaboracion propia.

Figura 44

Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del sustrato (glicerina) durante
la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para la
sintesis de 4cido lactico
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Nota. Elaboracién propia.
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Figura 45

Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del microorganismo (biomasa)
durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para

la sintesis de acido lactico
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Nota. Elaboracion propia.

Figura 46

Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del producto (acido lactico)
durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para

la sintesis de acido lactico
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Nota. Elaboracion propia.
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Figura 47

Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del subproducto (&cido acético)
durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para
la sintesis de &cido lactico
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Nota. Elaboracion propia.

Figura 48

Curva de crecimiento del modelo cinético que predice el comportamiento del subproducto (etanol)
durante la fermentacion de glicerol crudo por medio de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada para
la sintesis de &cido lactico
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Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 53

Datos pronosticados obtenidos por medio del modelo cinético de la fermentacion por medio de la cepa

de Lactobacillus plantarum adaptada al glicerol crudo para la sintesis de acido lactico

Tiempo (h) Glicerol Acido lactico | Acido acético Etanol Biomasa
(Yom/iv) (Yom/v) (Yom/iv) (%em/v) (Yom/v)
0 2.523402 0 0 0 0.01749091
3 2.33568814 0.21300324 0.1083488 0.0197655 0.13864229
6 2.17172966 0.39008357 0.13087682 0.03563905 0.18337307
9 2.04107542 0.52445884 0.13087682 0.04724375 0.2124397
12 1.93798906 0.62379773 0.13087682 0.05536343 0.23513023
24 1.7056215 0.7929547 0.13087682 0.06517344 0.28625152
48 1.58814379 0.69156413 0.13087682 0.04114728 0.31209661

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 54

Suma de errores al cuadrado para cada modelo generado para las especies presentes en la fermentacion

lactica de glicerol crudo usando la cepa Lactobacillus plantarum

Tiempo (h) Glicerol Acido lactico | Acido acético Etanol Biomasa
(%6mv)? (Yom/v)? (Yom/v)? (Y%om/v)? (Y%om/v)?

0 0 0 0 0 -9.09091E-10

3 0.07666586 0.096640093 | 0.008651056 | 0.013971351 | 0.019224377

6 0.05782354 0.03644443 0.001677404 | -0.03563905 0.00162693

9 0.01070018 0.01476116 | -0.005585124 | 0.015637157 | 0.008018633

12 0.01891694 | 0.016253603 | -0.000133012 | -0.011186005 | 0.030036437

24 0.1149525 -0.092960033 | -0.000464138 | 0.010937708 | -0.039584853

48 -0.01037179 | 0.030399203 | -0.005990908 | -0.000887503 | -0.01419661

SSE total 0.023015212 | 0.020715255 | 0.000144972 | 0.001955409 | 0.003107214

RMSE total | 0.057340103 | 0.054399652 | 0.004550858 | 0.016713592 | 0.021068643

Nota. Elaboracion propia.
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XV. Anexo D. Célculo de muestra

En este anexo, se presentan los célculos realizados para obtener las propiedades del
glicerol por medio de los datos medidos durante la experimentacion. Asimismo, también se
presentan los célculos de los pardmetros sobre el consumo del glicerol durante la fermentacion.
Por altimo, se presenta el célculo del logaritmo natural de la concentracion de microorganismos
con respecto al tiempo que permite evaluar la condicion de crecimiento de la cepa durante el

tiempo.
Figura 49

Determinacion de la densidad de una medicién del volumen de glicerol crudo a una temperatura de 24
°C

Masa de glicerol 50.9
gt 9) = g = 1.019i

Densi = =
ensidad Volumen de glicerol(mL) 50 mlL mL

Este célculo se realizo para las cuatro mediciones de la densidad del glicerol crudo por medio

de dicho analisis.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 50

Concentracion de glicerina presente en la muestra de glicerol crudo analizada

v v
Valor original = Dilucién (1: 100) * 100 mL = 0.536 % (5) +100mL = 53.6 % (-)

Este calculo se realizd para poder llevar a su valor original al valor obtenido de la cantidad
de glicerina en la muestra. El glicerol se diluy6 en una proporcion 1:100 para poder ser analizado en

HPLC. Este calculo se repitid para las cuatro mediciones.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 51

Determinacion la concentracion de glicerol en % (m/v) partiendo de su porcentaje % (v/v)

9 _
mL

Este calculo se realizo para poder llevar los datos obtenidos de concentracién por HPLC que

m v v m
%— = %« densidad = 1.2412 % (~) « 1.26 1.5639 %(—)
v v v v

estaban en % v/v y llevarlos todos al mismo tipo de unidad. Este calculo se realiz6 para las demas

especies analizadas durante la experimentacion tales como el etanol, acido acético y &cido lactico.

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 52

Porcentaje de conversién de glicerol crudo durante la fermentacion usando la cepa Lactobacillus

plantarum
. . o — o) (Y
Glicerol; — Glicerol, (0.5349% — 0.4605%) (v)
= - * 100 = 7 * 100 = 39.90%
Glicerol; 0.5349% (E)

Este calculo fue realizado para un dato de la experimentacion realizada a una concentracién
de 0.5 % (v/v) de glicerol crudo. Este calculo se repitio para todas las mediciones realizadas con las

tres concentraciones de glicerol estudiadas.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 53

Rendimiento de glicerol crudo durante la fermentacion usando la cepa Lactobacillus plantarum

] v
, _ Acido lactico producido (g) _ 0.07 %

ps = =0.4291

Glicerol consumido (9) 01516 %™
v

Este calculo fue realizado para un dato de la experimentacion realizada a una concentracion
de 0.5 % (v/v) de glicerol crudo. Este célculo se repitié para todas las mediciones realizadas con las

tres concentraciones de glicerol estudiadas.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 54

Variacion del logaritmo natural de la concentracién de microorganismos presentes en el medio de

fermentacién respecto al tiempo

m
InX=Ln (0.1566 %;) - 185

dLnX B —1.85 — (—2.13)
dt  \24 horas — 11 horas

) = 0.021

Este calculo consisti6 en obtener en logaritmo natural de la concentracion de biomasa en el
medio. Luego, se obtuvo un diferencial aproximado por un cambio del logaritmo natural de la
concentracion de biomasa y el tiempo en el que se dio dicho cambio. Este calculo se repiti6 para los
sets de datos obtenidos para la curva de crecimiento en la fermentacion y sirvio para poder analizar el

comportamiento de estas mismas curvas.

Nota. Elaboracién propia.
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XVI. Anexo E. Andlisis de error

En este anexo, se presentan los calculos relacionados a parametros estadisticos
realizados para poder obtener los valores promedios de mediciones realizadas en la
experimentacién. Asimismo, se presenta también el calculo de las pruebas ANOVA 'y la prueba
t para poder determinar la variable que causaba una variacién significativa en las mediciones.
Por Gltimo, se presenta el analisis de la incertidumbre que se realiz6 para colocarlo en los datos

calculados e incluir la variacion de los instrumentos utilizados para su medicion y célculo.

Figura 55

Promedio de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo utilizado

53.6% + 551 %+ 57.3% +57.1%
4
Se realizo el célculo anterior para determinar el promedio de una serie de datos medidos y/o

v
Promedio de glicerina = = 55.775%;

calculados. Se realizo este calculo para determinar el valor promedio de las concentraciones de las

especies presentes en el glicerol crudo. También se realizé para encontrar el promedio de los

metabolitos analizados en las curvas de crecimiento de la fermentacion con L. plantarum.

Nota. Elaboracion propia.

Figura 56

Varianza de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo utilizado

_ (53.6 —55.775)% + (55.1 — 55.775)% + (57.3 — 55.775)% + (57.1 — 55.775)?
N 4

2

o

v 2
=3.089 % (-)
v
Se realizo el célculo anterior para determinar la varianza de una serie de mediciones y/o
calculos. Se realizo este calculo para determinar la varianza de las mediciones de caracterizacion del

glicerol crudo que se realizaron.

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 57

Desviacidn estandar de la concentracion de glicerina presente en el glicerol crudo utilizado

o = Jo? =/3.089 = 1.757 % (E)

v

mediciones de caracterizacion del glicerol crudo que se realizaron.

Se realizo el calculo anterior para determinar la desviacién estdndar de una serie de

mediciones y/o céalculos. Se realiz6 este calculo para determinar la desviacion estandar de las

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 55

ANOVA de un factor para el efecto de la concentracién de glicerol crudo por medio de la conversion de

glicerol crudo a &cido lactico

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,50% 18 9.333194467 0.518510804 0.022565144
1,0% 18 11.54415108 0.641341726 0.049488395
2,0% 18 12.54596705 0.696998169 0.014984684
Origen de Suma de Grados | Promedio de F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados de los para F
variaciones libertad | cuadrados
Entre 0.30025689 2 0.150128445 | 5.174569533 | 0.00899339 | 3.178799292
grupos
Dentro de | 1.479649783 51 0.029012741
los grupos
Total 1.779906672 53
Ho: g = pp = iz
Hg: pg # phy # U3
e PruebaF: F > F,itico—— Se rechaza H,
5.174 > 3.1788
Por ende, se rechaza la hipotesis nula y hay evidencia significativa que hay diferencia en los
promedios del grupo para las concentraciones de glicerol crudo evaluadas. Este calculo se repitié para
las otras dos variables analizadas que fueron el efecto de la temperatura y el tiempo.

Nota. Elaboracién propia.
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Tabla 56

Prueba t con una significancia del 0.05 para determinar la muestra de la concentracion de glicerol crudo

que tiene una diferencia significativa en su conversion a acido lactico

Concentracion de glicerol 0,50% 1,0%
Media 0.518510804 0.641341726
Varianza 0.022565144 0.049488395
Observaciones 18 18
Varianza agrupada 0.036026769
Diferencia hipotética de las | O
medias
Grados de libertad 34
Estadistico t -1.941405741
P(T<=t) una cola 0.030266976
Valor critico de t (una cola) 1.690924255
P(T<=t) dos colas 0.060533951
Valor critico de t (dos colas) 2.032244509
Ho: g =t
Hg: py #

® Prueba p: Psignificancia > Pcritico__> Se rechaza Ho

0.05 > 0.06—— No se rechaza H,

Por ende, no se rechaza la hipdtesis nula y no hay evidencia significativa de que hay
diferencia en los promedios del grupo para las concentraciones de glicerol crudo evaluadas. Este

calculo se repiti6 para los otros dos grupos de datos para lograr determinar entre cuales grupos de

muestras existia diferencia significativa debido al anélisis ANOVA de un factor.

Nota. Elaboracién propia.
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Figura 58

Incertidumbre de la concentracion de glicerina en el glicerol crudo utilizado

Syticerina = (04288 %)2 + (0.4342 %) + (0.4124)% + (0.4322)2 = +0.20 g de peso

0.0001 g\? /0.4 mL\?
Sgticerina = 53.6% * ( 509 g ) + (50 mL) = +0.4288 %

Se realizé el calculo anterior para determinar la incertidumbre de un valor calculado por
medio de sumas o restas y también para las operaciones que involucraban multiplicaciones y
divisiones. Se realizé este calculo para determinar la incertidumbre del promedio de la incertidumbre
del promedio de la concentracion de glicerina en el glicerol crudo. Se repitié este calculo para las

demas variables fisicoquimicas analizadas cuantitativamente para la caracterizacién del glicerol.

Nota. Elaboracion propia.
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XVII.Anexo F. llustraciones

A continuacién, se presentan algunas ilustraciones realizadas al momento de la
experimentacion tales como la recoleccion de la materia prima, el cultivo de la cepa
Lactobacillus plantarum, la adaptacion de la cepa al glicerol crudo, el crecimiento de biomasa
en el medio de cultivo, las fermentaciones realizadas y las muestras recolectadas para realizar

los analisis de metabolitos.

Figura 59

Muestra de glicerol crudo utilizado para las fermentaciones
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Nota. Ilustracion obtenida en el laboratorio de operaciones unitarias de la Universidad del Valle de

Guatemala.

Figura 60

Cepa de Lactobacillus plantarum utilizada para la adaptacion y fermentacién

Nota. llustracidn obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del

Valle de Guatemala.
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Figura 61

Evaluacién de la tolerancia de la cepa utilizada contra la presencia de glicerol crudo en un medio de
agar MRS

=
R

Nota. llustracion obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del

Valle de Guatemala.

125



Figura 62

Adaptacion de la cepa utilizada a diferentes concentraciones de glucosa y de glicerol crudo en caldo
MRS

Nota. llustracién obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del
Valle de Guatemala.
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Figura 63

Preparacién de las muestras tomadas para ser enviadas a HPLC y la evaluacion del crecimiento
microbiano por medio del peso seco

Nota. llustracién obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del
Valle de Guatemala.

127



Figura 64

Crecimiento en caja Petri de la cepa Lactobacillus plantarum adaptada a glicerol crudo

Nota. llustracidn obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del

Valle de Guatemala.

128



Figura 65

Preparacién del caldo a ser utilizada para la fermentacidn lactico de glicerol crudo medidas a diferentes

variables de concentracion de sustrato, tiempo de fermentacion y temperatura de fermentacion utilizando
la cepa Lactobacillus plantarum adaptada
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Nota. llustracion obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del
Valle de Guatemala.
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Figura 66

Fermentacién final a 37 °C a una concentracion de 2 % v/v de glicerol crudo utilizando Lactobacillus

plantarum adaptada

Nota. llustracién obtenida en el laboratorio de bioprocesos industriales (CIT -113) de la Universidad del

Valle de Guatemala.
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XVIIl. Glosario

Acido lactico: Carbohidrato organico que se produce como producto final de la fermentacion
lactica. Es un acido débil que tiene un sabor agrio y que se encuentra en muchos alimentos

fermentados, como el yogur, el kéfir, el chucrut y el kimchi.

Acidos grasos: Compuestos organicos que contienen una cadena hidrocarbonada lineal o
ramificada y un grupo carboxilo (-COOH). Los &cidos grasos se encuentran en una amplia

variedad de alimentos, como los aceites vegetales, las grasas animales y los frutos secos.

Adaptacion de cepa: Proceso por el cual una cepa de bacteria se adapta a un nuevo medio de
cultivo. Este proceso puede tomar varios dias 0 semanas, durante los cuales la bacteria se adapta

a las condiciones del medio, como la temperatura, el pH y la composicion nutricional.

Agar MRS: Medio de cultivo selectivo para bacterias lacticas. Se utiliza para el aislamiento y

el cultivo de estas bacterias.

Autoclave: Equipo que se utiliza para esterilizar materiales a altas temperaturas y presiones. Se

utiliza para esterilizar medios de cultivo, materiales de laboratorio y equipos.

Bacteria: Microorganismo unicelular que carece de un nucleo definido. Las bacterias son muy

diversas y se encuentran en todos los ecosistemas del planeta.

Biodiésel: Combustible renovable que se produce a partir de lipidos de origen vegetal o animal.
Los lipidos mas utilizados para la produccion de biodiésel son los aceites vegetales y las grasas

animales.

Biomasa: Cantidad de materia viva presente en un sistema. En el contexto de la fermentacion

lactica, la biomasa se refiere a la cantidad de células bacterianas presentes en un cultivo.

Cajas Petri: Recipientes de vidrio o pléstico que se utilizan para el cultivo de microorganismos.
Estan hechas de un material transparente que permite la observacién del crecimiento de las

bacterias.

Caldo MRS: Medio de cultivo general para bacterias. Se utiliza para el cultivo de una amplia

gama de bacterias, incluidas las bacterias lacticas.
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Centrifugacién: Proceso que se utiliza para separar particulas de diferentes tamafios. En el
contexto de la fermentacion lactica, la centrifugacion se utiliza para separar las células

bacterianas del medio de cultivo.

Cepa: Variante de una especie bacteriana que tiene caracteristicas distintivas. Las cepas de

bacterias lacticas se clasifican segln sus propiedades biogquimicas, fisioldgicas y genéticas.

Curva de crecimiento: Grafico que representa el crecimiento de una poblacién bacteriana en
funcion del tiempo. La curva de crecimiento se divide en cuatro fases: fase lag, fase exponencial,

fase estacionaria y fase de muerte.

Fermentacion aerobia: Proceso catabolico que se produce en presencia de oxigeno. En la

fermentacion aerobia, los microorganismos utilizan el oxigeno como aceptor final de electrones.

Fermentacion heterogénea: En este tipo de fermentacion se produce acido lactico y otros
compuestos tales como acidos acético y férmico (Bifidobacterium), diéxido de carbono y etanol

(Leuconostoc).

Fermentacion: Proceso catabolico que se produce en ausencia de oxigeno. En la fermentacion
lactica, las bacterias utilizan los azGcares como fuente de energia y producen acido lactico como

producto final.

GC/MS: Técnica analitica que se utiliza para identificar y cuantificar compuestos organicos.
En el contexto de la fermentacién lactica, la GC/MS se utiliza para analizar los productos de la

fermentacion.

Glicerina: Alcohol de tres carbonos que se produce como subproducto de la fermentacion
lactica. La glicerina se utiliza en una variedad de aplicaciones, como la industria alimentaria, la

industria farmacéutica y la industria cosmética.

Glicerol crudo: Glicerina que no ha sido purificada. El glicerol crudo suele contener impurezas,

como agua, azlcares y sales.

HPLC: Técnica analitica que se utiliza para separar y cuantificar compuestos organicos. En el
contexto de la fermentacién lactica, la HPLC se utiliza para analizar los productos de la

fermentacion.
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Incubadora: Equipo que se utiliza para mantener una temperatura constante. En el contexto de
la fermentacion lactica, las incubadoras se utilizan para mantener las condiciones Optimas de

crecimiento para las bacterias lacticas.

Lactobacillus: Género de bacterias que producen &cido lactico. Las bacterias Lactobacillus son
las responsables de la fermentacién lactica en una variedad de alimentos, como el yogur, el

kéfir, el chucrut y el kimchi.

Mantenimiento celular: Proceso por el cual las bacterias mantienen su viabilidad en un medio

de cultivo. El mantenimiento celular es importante para la conservacion de cepas bacterianas.

Microorganismo: Ser vivo unicelular que puede verse a través de un microscopio. Los

microorganismos incluyen bacterias, hongos, protozoos y algas.
Transesterificacion: Reaccion quimica que consiste en la sustitucioén de un grupo hidroxilo (-

OH) por un grupo alquilo (-R) en un compuesto organico. La transesterificacion se utiliza en la

produccidn de biodiésel, un combustible renovable que se produce a partir de lipidos.
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