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como Ingeniero en Biotecnologia Industrial la generacién de modelos cinéticos para el
escalamiento del proceso.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es evaluar la fermentacion de melaza de cafia de azucar
empleando Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum para la produccion de acido
lactico, evaluando el efecto de la hidrolisis, concentracion de melaza y concentracion de
extracto de levadura en el rendimiento de produccion de &cido lactico sobre sustrato. Se
determind que la hidrolisis de melaza no tiene un efecto positivo en el rendimiento de
produccion de éacido lactico sobre azlcares totales. Asi mismo, se observé que la
concentracion de melaza y extracto de levadura en el medio poseen un efecto significativo
en el rendimiento de produccion de &cido lactico y biomasa sobre azucares totales;
obteniendo el mayor rendimiento global (0.8876 y 0.8576 g/g, para L. casei y L. plantarum,
respectivamente) a una concentracion de 170 g/L de melaza y 15 ¢g/L de extracto de
levadura. Finalmente, el crecimiento microbiano, la produccion de acido lactico y el
consumo de azucares totales fueron descritos por ecuaciones cinéticas. Determinando los
valores de las constantes cinéticas como tasa maxima de crecimiento especifica (tmqax),
2.37 h'ly 0.619 h't; constante de afinidad al sustrato (k), 3.44 g/L y 46.0 g/L; constante de
inhibicion por sustrato (k), 8.24 y 59.8 g/L; constante de inhibicion por producto (k,),
14.0 y 36.5 g/L; constante asociada al crecimiento para la produccion de acido lactico
(0),5.55y4.02 g/g; constante no asociada al crecimiento para la produccion de 4cido lactico
(B) 7.69y 11.4 g/(g*h) para L. casei y L. plantarum, respectivamente.
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. INTRODUCCION

El &cido lactico (AL) es un acido organico de importancia industrial con
aplicaciones en la industria de alimentos, farmacéutica y quimica, siendo el producto
quimico basico mas vendido a nivel mundial. Su demanda tiene un crecimiento anual de
5.8% y en el afio 2017 tuvo una produccién anual mayor a 350,000 toneladas. Este tiene un
gran potencial de expansion en el mercado por su nueva aplicacion como monémero en la
sintesis de &cido polilactico (PLA) capaz de sustituir a los plasticos convencionales. La
produccion de PLA tiene un incremento de 12-15% anual y se tiene proyectado un aumento
de demanda de 45.5% (Anaya y Lopez, 2018; Munilla y Carracedo, 2005; Joglekar et al.,
2006; Jarvis, 2001).

La produccién biotecnolégica de acido lactico ha adquirido gran importancia
industrial con respecto a la sintesis quimica debido al uso de materias primas renovables
de bajo costo y condiciones de reaccion suaves, que requieren un menor consumo de
energia. En décadas recientes las investigaciones han sido direccionadas a la optimizacién
de la produccién de este &cido, con la premisa de lograr mayor productividad, rendimientos
y bajo costo. La fermentacion de sustratos ricos en carbohidratos empleando bacterias y
hongos produce enantidmeros épticamente puros de acido lactico. Los microorganismos
comunmente empleados son las bacterias acido-lacticas pertenecientes al género
Lactobacillus, como L. casei y L. plantarum. Ambas bacterias son heterofermentativas
facultativas, que fermentan azUcares de hexosas a traves de la via Embden-Meyerhof-
Parnas, produciendo lactato y etanol a partir de glucosa y lactosa (Garcia, Arrazola y
Durango, 2010; Anaya y Lépez, 2018).

Por otro lado, la melaza de cafia de azlcar es una fuente potencial de carbono para
la produccidn biotecnol6gica de &cido lactico. La conversion de ingenios azucareros en
biorrefinerias es una oportunidad clave para aumentar la rentabilidad de estos. Una
biorrefineria de melaza podria producir productos quimicos basicos, con alto volumen de
produccién y costo reducido, mediante fermentacién. El bioproceso para la conversion de
melaza en productos quimicos se lleva a cabo en cuatro etapas: pretratamiento para
aumentar la disponibilidad de azlcares fermentables en el sustrato y eliminar la
contaminacion, fermentacion que se realiza en biorreactores, recuperacion y purificacion
(Anayay Lopez, 2018; Abdur et al., 2020).

En este caso, el planteamiento de un modelo matematico de crecimiento microbiano
es necesario para escalar procesos realizados a nivel laboratorio. Estos para el estudio de
procesos de fermentacion tienen entre sus principales aplicaciones correlacionar datos
experimentales y hacer una prediccion cuantitativa del proceso, reducir costos en disefio
experimental y considerar variables que afecten su desarrollo (Altiok, Tokatl y Harsa,
2006).

1



El objetivo de este trabajo es evaluar la fermentacion de melaza de cafia de
azucar empleando Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum para la
produccidn de acido lactico. Teniendo como objetivos especificos evaluar el efecto
de la hidrolisis &cida de melaza como método de pretratamiento en el rendimiento
de produccidn de acido lactico; determinar las concentraciones de melaza y extracto
de levadura en el medio que maximicen el rendimiento de &cido lactico; y
determinar el modelo cinético de la fermentacion de ambas bacterias que describa
el crecimiento microbiano, la produccién de acido lactico y el consumo de sustrato.



1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la fermentacion de melaza de cafia de azlcar empleando Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus casei para la produccién de &cido lactico.

B. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar el efecto de la hidrdlisis &cida de melaza como método de
pretratamiento en el rendimiento de produccién de &acido lactico en una
fermentacion por Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei.

Determinar las concentraciones de melaza y extracto de levadura en el
medio de cultivo que generen el mayor rendimiento de produccion de acido
lactico a través de fermentaciones a escala laboratorio.

Plantear la cinética de reaccion de la produccion de &cido lactico, empleando
el pretratamiento y concentraciones de melaza y extracto de levadura en el
medio de cultivo que generen el mayor rendimiento.



I1l. JUSTIFICACION

La problematica ambiental, social y econdmica derivada de la dependencia hacia
los productos de origen fésil ha traido consigo la necesidad de desarrollar alternativas
sustentables para la generacién de productos similares a estos. Una de ellas son las
biorrefinerias, que son estructuras que integran procesos de conversion de biomasa y
equipamiento para producir combustibles, energia y productos quimicos con valor
agregado. La conversion o adaptacion de ingenios azucareros en biorrefinerias es una
oportunidad potencial para ampliar la gama de productos que esta posee y aumentar su
rentabilidad, aprovechando los subproductos como la melaza para generar productos de
valor agregado. La industria azucarera nacional es de gran importancia en Guatemala
puesto que el azlcar es el cuarto producto de mayor exportacion en el pais, representando
el 6.5% de exportaciones totales, asi mismo es el sexto pais exportador de azlcar en el
mundo y tercero de Latinoamérica. En la zafra 2018/2019 la molienda de cafia de azucar
fue de 27.5 millones de toneladas y en promedio se producen 38.3 galones de melaza por
tonelada de cafia, lo que equivale a 1,051,600 toneladas por zafra. La melaza de cafia de
azucar es un subproducto y debido a su composicion mayoritaria de sacarosa tiene gran
potencial para convertirse en la materia prima principal de una biorrefineria (Méndez, 2020;
Anayay Lopez, 2018; CENGICANA, 2020).

Uno de los productos quimicos basicos méas vendido a nivel mundial es el acido
lactico, el cual en el afio 2010 represento casi el 80% del mercado mundial de productos
quimicos renovables en conjunto con el glicerol. Actualmente se observa un aumento en su
demanda, ya que este se utiliza como materia prima para la sintesis del biopolimero acido
polilactico (PLA) que es una alternativa biodegradable, biocompatible y prometedora como
sustituto de los plasticos derivados de petroquimicos. La produccién de acido lactico puede
ser tanto por sintesis quimica como por via biotecnoldgica empleando bacterias acido-
lacticas, siendo la segunda la preferida, ya que por esta via se obtiene acido lactico
Opticamente puro, que es una caracteristica crucial para las propiedades fisicas del PLA,
ademas que puede producirse a partir de fuentes renovables (Anaya y Lopez, 2018). Dado
al aumento de demanda de este producto y la potencial rentabilidad que este tendria al
producirse a partir de un subproducto abundante como la melaza, se planteo en este
proyecto el estudio de la produccion de acido lactico a partir de melaza empleando bacterias
lacticas.

En el presente la manufactura de este &cido en las industrias por fermentacion se
lleva a cabo con azUcares puros, resultando en un aumento en el costo de materias primas.
Adicionalmente, la fermentacion adn lidia con problemas en términos de productividad y
el principal obstaculo en esta a gran escala es alcanzar un alto rendimiento y pureza dptica
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con sustratos de bajo costo. La melaza representa un sustrato econdmicamente
favorable que puede sustituir a las materias primas usualmente utilizadas. Sin embargo,
esta puede requerir un pretratamiento para hidrolizar la sacarosa en glucosa y fructosa,
segun las preferencias de sustrato que posea el microorganismo empleado. Asi mismo, la
concentracion de melaza en el medio es uno de los factores que puede influenciar en el
rendimiento de produccidn, ya que una concentracion elevada podria causar inhibicion en
el microorganismo, asi como una concentracion baja podria provocar un crecimiento y
produccién deficiente. Por otro lado, las bacterias acido-lacticas son microorganismos
fastidiosos que requieren la suplementacion del medio con fuentes de nitrégeno y vitaminas
para su adecuado crecimiento (Anayay Ldpez, 2018). Por lo cual en este trabajo se evalto
el efecto de la hidrolisis acida de melaza en el rendimiento de produccion de AL y se
determind la concentracion de melaza y extracto de levadura que genere el mayor
rendimiento de produccion de acido lactico.

Un estudio comparativo de la produccidon de acido lactico realizado por Nandasana
y Kumar (2007) demostr6 que el trabajo experimental de la produccién de AL partir de
residuos agroindustriales es alta, mientras que el estudio de modelado y optimizacion es
bajo. Los modelos matematicos que describen el crecimiento microbiano son (tiles para el
disefio y control de procesos bioldgicos, y para predecir la influencia de los parametros
operativos de la fermentacion en la tasa de crecimiento celular, la concentracion celular, la
tasa de utilizacion del sustrato y la tasa de produccion de &cido lactico. Por lo que en este
trabajo se planted la generacion de un modelo cinético que describa la fermentacion de
melaza a partir de L. casei y L. plantarum para la produccion de acido lactico.



A.
1.

IV. MARCO TEORICO

ACIDO LACTICO

Definicion

El acido lactico (acido 2-hidroxipropanocio, acido hidroxipropiénico) es un acido
organico natural formado por los grupos funcionales alcohol y carboxilo, siendo el
hidroxiacido mas sencillo. Posee un carbono asimétrico que le confiere actividad Optica,
por lo que existen dos isdbmeros, D (-) y L (+) lactico, y una modificacion racémica
constituida por fracciones equimolares de las formas L (+) y D (-). Las dos formas
Opticamente activas y la forma racémica se encuentran en estado liquido, son incoloros,
solubles en éter, miscibles con agua e insoluble en cloroformo, éter de petréleo y
disulfuro de carbono. En estado puro es un sélido altamente higroscépico de punto de
fusion bajo. Ambas formas isoméricas pueden ser polimerizadas y se pueden producir
polimeros con diferentes propiedades dependiendo de la composicion. Las propiedades
fisicoquimicas del acido lactico se muestran en el Cuadro 1. El &cido L (+) lactico esta
clasificado por la FDA como una sustancia GRAS y es reconocido como seguro para
uso aditivo alimenticio. Mientras que el isémero D (-) es perjudicial al metabolismo
humano y puede generar acidosis y descalcificacion, sin embargo aun puede ser
utilizado para la produccién de polimeros (Munilla y Carracedo, 2005; Serna-Cock y
Stouvenel, 2005; Garcia, Arrazola y Durango, 2010).

Figura 1. Isomeros de &cido lactico.

COOH COOH
HO—(l?*—H H—(lj*—OH

Ci1H3 [CHB
L{+) acido lactico Di{=)4cido lactico

Extraido de Garcia, Arrazola y Durango (2010).
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Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas de acido lactico

Férmula C3HsO3

Peso molecular 90.08

indice de refraccion 1.4414

Punto de fusion L +) v D (-): 528 a 54 °C
DL (segln composicion): 16.8 a 33 °C

Punto de ebullicién 125-140 °C

Gravedad especifica 1206

Calor de combustion 3616 cal/g

Viscosidad 40.33 mNsm

Densidad 1.249

Constante dieléctrica 22¢

Adaptado de Serna-Cock y Stouvenel (2005).

Usos del &cido lactico

El &cido lactico es el producto quimico basico mas vendido a nivel mundial. En el afio
2010 representd el 79.2% del mercado mundial de productos quimicos renovables en
conjunto con el glicerol. Es utilizado en la manufactura de alimentos, bebidas, medicinas,
cosméticos y textiles. En la industria alimentaria, farmacéutica y quimica, es utilizado
principalmente como acidulante y conservante, y también como electrolito y fuente de
minerales. En la industria quimica es utilizado como neutralizante, solvente, agente
limpiador y como antimicrobiano. Estd presente en una gran variedad de alimentos
procesados como caramelos, productos de panaderia, sopas, lacteos, cerveza, jaleas,
mayonesas y huevos procesados. Su capacidad de retencidén de agua lo convierte en un
hidratante altamente utilizado en el sector de cosméticos, ademas aclara la piel y rejuvenece
por su capacidad de frenar el desarrollo de tirosinasa en la piel (Garcia, Arrazolay Durango,
2010; Anaya y Lépez, 2018).

En el afio 2011 se proyectd una demanda superior a las 200,000 toneladas metricas de
acido L (+) lactico purificado, de las cuales el 85% de la demanda estaba destinada a la
industria alimentaria y el 15% restante a la industria no alimentaria. Su produccion y
demanda aumento, alcanzando en el afio 2017 una produccion anual estimada de 367,300
toneladas (Garcia, Arrazola y Durango, 2010; Anaya y Lopez, 2018).

Nuevas aplicaciones de acido lactico, tales como monomeros Yy plasticos
biodegradables tienen un gran potencial de expansion en el mercado. La polimerizacion del
acido lactico produce polimeros de acido polilactico (PLA), que al mezclarse con otras
moléculas poliméricas naturales permiten la obtencion de productos biodegradables y
reabsorbibles, totalmente compostables. Este polimero cumple con las especificaciones de
los materiales de empaque cominmente empleados, por lo que no hay necesidad de
redisefiar productos o ejecutar grandes inversiones en nuevos equipos de proceso. Se puede
utilizar en la industria alimentaria, textil, cosmética y médica (Munilla'y Carracedo, 2005).



El PLA es uno de los materiales plasticos con mayor potencial para sustituir a los
plasticos convencionales por sus propiedades mecanicas y fisicas, ademas de que puede
procesarse con maquinarias existentes, a las que se les deben hacer ajustes menores. Estas
propiedades dependen de la proporcion de acido poli-D-lactico (PDLA) y acido poli-L-
lactico (PLLA) en el copolimero. La co-cristalizacion ocurre cuando se mezcla PLLA
con PDLA, lo que da como resultado un nuevo PLA estereocomplejo con un punto de
fusion maés alto. Este hallazgo ha llevado a un mayor interés en la produccion de acido
D-lactico Opticamente puro porque el mercado de 4&cido lactico comercial
historicamente ha estado dominado por el &cido L-lactico (Zhang et al., 2016).

La demanda del acido lactico posee un crecimiento anual estimado de 5.8%. Su
precio comercial grado alimenticio ronda entre 1.38 US$/kg (50% de pureza) y 1.54
US$/kg (88% de pureza). Sin embargo, para satisfacer las aplicaciones recientes del AL
como precursor del PLA y para ser comercialmente viable, los costos globales de
produccion deben ser iguales o inferiores a 0.8 US$/kg, para que el precio de venta
del PLA sea competitivo con plasticos provenientes del petréleo. La Figura 2
muestra la demanda de acido lactico en diferentes sectores segun los ingresos del
mercado mundial de &cido lactico de 2018 (Anaya y Lopez, 2018).

Figura 2. Demanda global de acido lactico en diferentes sectores de 2018.

3%

= Farmacos
= Cosméticos
Quimicos

Alimentos y bebidas

= Polimeros

24% = Otros

Adaptado de Abdur et al. (2021).

3. Produccion de &cido lactico
El &cido lactico se produce comercialmente por sintesis quimica utilizando
fuentes basadas en hidrocarburos o por fermentacion microbiana usando rutas
biotecnoldgicas. De la primera se obtiene una forma racémica de acido lactico
D/L (%), mientras que de la segunda se pueden obtener los isomeros L (+) 0 D (-
) con alta pureza Optica. Debido al reciente desarrollo en la tecnologia de
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bioconversién industrial, el acido lactico se genera predominantemente a traves de la
fermentacion por cepas microbianas apropiadas en condiciones 6ptimas (Abdur et
al., 2020).

La produccion quimica se basa en la reaccion a presion alta de acetaldehido con
acido cianhidrico (HCN) para generar lactonitrilo, el cual se destila e hidroliza con
acido clorhidrico o &cido sulfarico para producir acido lactico, este se somete a una
esterificacion con metanol donde se produce lactato de metilo el cual se separay se
purifica destilandolo. Finalmente se agrega acido al producto purificado para
producir el &cido lactico, este proceso se observa en la siguiente figura. Otros
métodos de sintesis quimica son acetaldehido con monoéxido de carbono y agua a alta
presion en presencia de acido sulfarico como catalizador, degradacion de azlcar
catalizada por bases, hidrolisis del &cido cloropropionico y la oxidacion del propileno
por &cido nitrico (Serna y Alban, 2003; Abdur et al., 2020).

Figura 3. Secuencia de produccion de &cido lactico por sintesis quimica.

: 77 0 OH
Cianuro de hidrogeno + [ Catiltzsik |
Acetaldehido = lactonitrilo CH;—C—H + HCN = CH,—CH=—CN
Hidrolisis et Destilaci6n
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| [l
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con alcohol | CHy=CH=C—OH + CHy—0H —% CH;—CH—C—0—CH, + H,0|
TR, Evaporacion y/o
| Hidrolisis b-— P T }
| destilacion

Catalizador

™ o
CH;—CH—C—0—CH, + H,0 —— CH,—CH—C—0H + CH,—OH |

Extraido de Gil, Dominguez y Pacho (2008).

La produccion biotecnoldgica se basa en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos por medio de bacterias y hongos para formar enantiomeros
Opticamente activos. La fermentacion es dependiente del tipo de microorganismo,

9



condiciones, fuente de carbono, fuente de nitrégeno y método de fermentacién
empleado. Su produccién se ve afectada por factores nutricionales de la bacteria, el
exceso de acidez y la inhibicion de sustrato y producto. La siguiente figura muestra
reacciones estequiométricas de la fermentacion de diferentes sustratos (Garcia,
Arrazola y Durango, 2010; Anaya y Lépez, 2018).

Figura 4. Reacciones estequiométricas involucradas en la reaccion de produccion
de acido lactico por fermentacion.

OH
Biorreaccion | ]
n(CgH,,05) —» 2 n(CH;—CH—C—CH)
Dextrosa o
glucosa
OH O
Biorreaccion | Il
Maltosa

. . OH ©
Biorreaccion | Il
+ H;0 —— 4(CH;~CH—C—OH)

CH,0OH
Lactosa

O
Biorreaccion |
+ H,0 ————— 4(CHy~CH—C—OH)

CH,OH

Sacarosa

Extraido de Gil, Dominguez y Pacho (2008).

Los bioprocesos fermentativos son preferibles a la sintesis quimica que
emplea combustibles fosiles para la produccion de acido lactico, ya que se
obtienen diferentes beneficios como la utilizacion de desechos organicos y
recursos renovables, y menor consumo de energia durante los procesos de
fabricacion. Sin embargo, el proceso de recuperacion y purificacion, utilizando
las tecnologias actuales hace costoso el proceso de produccion biotecnoldgica.
Por lo que se realizan investigaciones para mejorar los procesos de fabricacion y
se evallan nuevas materias primas que permitan obtener un producto mas
competitivo economicamente. La siguiente figura muestra un diagrama del
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proceso de la produccion biotecnoldgica de acido lactico (Munilla y Carracedo,
2005).

Figura 5. Diagrama de flujo de proceso de la produccion de &cido lactico por
fermentacidn a partir de recursos organicos.

Recuperacién y

Pretratamiento Fermentacion P,
purificacion

Recursos Carbohidratos Caldo de
renovables ™ fermentables > fermentacién

l }

Sacarificacion y
fermentacion simultanea

Adaptado de Abdur et al. (2020).

— » Acido lactico

PRODUCCION DE ACIDO LACTICO POR VIiA BIOTECNOLOGICA

Microorganismos utilizados para la produccion de acido lactico

Las bacterias que se emplean para la produccion de &cido lactico se denominan
bacterias acido-lacticas (BAL), estas cominmente son cocos y bacilos Gram positivos,
anaerobios facultativos o anaerobios, no esporulados, inmoviles y catalasa negativo que
crecen entre 5y 45°C y pH de 5.5-6.5. Estas bacterias requieren nutrientes como vitaminas,
minerales, acidos grasos, carbohidratos, aminoacidos, péptidos y bases nucleotidos para su
crecimiento. Las BAL estan comprendidas en 20 géneros, entre ellos: Lactobacillus,
Lactococcus, Vagococcus, Oenococcus, Aerococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Weisella y Leuconostoc, siendo el primero
el mas abundante. Asi mismo hay otros microorganismos, incluyendo hongos, que
producen acido lactico, como Rhizopus oryzae (Abdur et al., 2020; Serna-Cock y
Stouvenel, 2005).

Hay dos clases de BAL, homofermentativas, que producen acido lactico
exclusivamente siguiendo la via Embden Meyerhof Parnas (EMP), y las
heterofermentativas, que producen subproductos en cantidades apreciables como etanol,
dioxido de carbono y &cido acético, siguiendo la via de la fosfocetolasa (PK) o la via del
fosfoglucanato. El rendimiento tedrico de acido lactico por glucosa es de 1 g/g y 0.5-0.6
g/g para bacterias homofermentativas y heterofermentativas, respectivamente. En el
metabolismo homolactico generalmente se produce lactato como metabolito principal y
piruvato que se puede desviar a acetato o acetoina como productos finales alternativos. Y
en el metabolismo heterolactico se genera lactato y acetato o etanol como metabolitos
principales. En la Figura 2 puede observarse las distintas vias metabdlicas para las bacterias
acido-lacticas a partir de glucosa y pentosas (Munilla y Carracedo, 2005; Anaya y L6pez,
2018; Gaenzle, 2015).
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Figura 6. Vias metabolicas de BAL para produccion de acido lactico.
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Nota: Los principales productos finales del metabolismo se observan en negrita;
puntos de ramificacién del metabolismo se observan subrayados. La formacion de
cofactores reducidos/oxidados se observan en azul y la sintesis de ATP en rojo. (A)
Metabolismo homofermentativo de hexosas a través de la via Emden-Meyerhoff
Parnas. (B) Metabolismo heterofermentativo de hexosas a través de la via de la
fosfocetolasa. (C) Metabolismo homofermentativo de las pentosas a través de la
pentosa, via del fosfato. (D) Metabolismo heterofermentativo de las pentosas a través
de la via de la fosfocetolasa. Adaptado de Gaenzle, (2015).
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Las bacterias homofermentativas en su metabolismo no producen importantes
precursores como purina, pirimidina, ribosa 5-fosfato y aminoacido aromatico, en
condiciones de crecimiento anaerdbico, por lo que requieren factores de crecimiento
especificos. Sin embargo, estas son preferidas comercialmente para la produccién industrial
de é&cido lactico ya que alcanzan mayores rendimientos. Aunque las bacterias
heterofermentativas estan adquiriendo atencion, ya que las homofermentativas no pueden
degradar pentosas que son abundantes en la hemicelulosa (Zhang et al., 2016; Liu et al.,
2010).

Los Lactobacillus tienen una morfologia que varia entre cocobacilos a bastoncillos
largos y delgados. Cuando se presentan en forma bacilar cominmente se asocian en
cadenas cortas. Son anaerobios facultativos o microaerdfilos, catalasa y citocromos
negativos. Excepcionalmente pueden poseer motilidad, se mueven ayudados por flagelos.
Estas bacterias son auxotrofas quimioorganotroficas, es decir, necesitan medios complejos
para su crecimiento, y degradan la sacarosa para producir lactato. La temperatura optima
de crecimiento de los lactobacilos esté entre 30 — 40 °C. Su hébitat natural es variado, se
pueden encontrar en el aparato gastrointestinal de mamiferos y aves. Principalmente, se
utilizan para la produccion de productos fermentados y probiéticos (Waldir et al., 2007;
Hill et al., 2018).

Lactobacillus plantaurum es una bacteria heterofermentativa facultativa, es decir que
en condiciones de anaerobiosis y microaerobiosis se comporta como homofermentativa
fermentando azlcares de hexosas a través de la via EMP. En condiciones aerdbicas posee
una via PK inducible; en donde convierte la arabinosa en xilulosa-5-fosfato y finalmente
en acido D (-) lactico y acido acético. L. plantarum posee una alta tolerancia a la acidez y
se utiliza en la industria de alimentos y salud, presentandose en una gran variedad de
alimentos como encurtidos y aceitunas. Se utiliza en la fermentacién de masa madre y
también se aplica como probiotico (Zhang et al., 2016; Siezen et al., 2011).

Lactobacillus casei es una bacteria heterofermentativa facultativa, que en condiciones
batch convierte, en su mayoria, azicar en acido L (+) lactico, esta prefiere la lactosa para
su crecimiento y produccion de acido lactico, seguido por glucosa y maltosa, y en pocas
cantidades sacarosa. Comercialmente, se utiliza para fermentar productos lacteos y también
como probid6tico (Garcia, Arrazola y Durango, 2010; Hill et al., 2018).

2. Factores que influyen la produccion de acido lactico
Los parametros del proceso y las caracteristicas de la materia prima desempefian una
parte integral en la estabilidad del proceso de fermentacion, por lo que deben ser
continuamente monitoreadas y controladas. Cambios en estos pardmetros y caracteristicas
pueden afectar la concentracion de acido lactico e incluso, cesar la fermentacion.

Sustratos de fermentacion: Los sustratos para la producciéon de acido lactico por
fermentacion deben cumplir con ciertas caracteristicas para que puedan ser fermentados y
sean aptos para su uso a nivel comercial, entre ellas se pueden mencionar: bajo costo, bajo
nivel de contaminantes, alta velocidad de fermentacion, gran rendimiento en acido lactico,
poca o nula formacion de subproductos, posibilidad de ser fermentados con poco o ningln
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pretratamiento y disponibilidad durante todo el afio. Asi mismo, no deben contener altas
concentraciones de metales pesados (hierro, zinc, cobre, manganeso, magnesio, calcio)
dado a que causan un problema critico durante la fermentacion, ya que inhiben el
crecimiento de los microorganismos, influyen en el pH del sustrato y estan involucrados
en la inactivacion de enzimas asociadas (Serna-Cock y Stouvenel, 2005; Kotzamanidis,
Roukas y Skaracis, 2002).

La produccion de acido lactico puede darse a partir de medios sintéticos y
permeados de suero por bacterias lacticas. Sin embargo, la utilizacion de estas fuentes
de carbono no es econdmica, ya que el costo de estos sustratos puros constituye en
promedio del 40-70% del costo de la produccion, por lo que se han considerado otras
fuentes de azlcares como los desechos agricolas, que son ricos en carbohidratos como
glucosa, galactosa, xilosa, celobiosa, arabinosa y manosa. Algunos ejemplos de ellos
son melaza, bagazo de cafia de azUcar, residuos de zanahoria procesada, almidon de
papa, lactosuero, almidon hidrolizado y otros. Asi mismo, se han estudiado y utilizado
otras fuentes de carbohidratos como materiales celulésicos, licores sulfiticos, granos
dafiados y porciones comestibles de granos y tubérculos. Una produccion industrial de
acido lactico econémicamente factible por fermentacion requiere sustratos costo-
efectivos con toxicidad y contaminacion minima (Munilla y Carracedo, 2005;
Kotzamanidis, Roukas y Skaracis, 2002; Abdur et al., 2020).

Efecto del Ph: El pH del medio debe mantenerse entre 5y 7, es importante que este
se monitoree dado a que disminuye durante la fermentacion y puede generar una
disminucion significativa de la biomasa de microorganismos y consecuentemente la
produccién de acido lactico. Asi mismo, un pH bajo y una alta concentracion de AL
puede inhibir el metabolismo celular ya que el &cido es capaz de traspasar la membrana
celular y romperla (Abdur et al., 2020).

Para evitar estos efectos se pueden agregar al medio bases fuertes como hidroxido
de sodio, hidréxido de potasio e hidréxido de calcio que neutralizan la acumulacion de
acidos. También se puede agregar al inicial al medio carbonato de calcio que puede
mantener el pH entre 6.0 y 7.0 neutralizando el 4cido lactico producido. Sin embargo,
existen algunas desventajas al utilizar agentes neutralizantes ya que generan algunos
desechos como yeso y aumentan el costo de purificacion de producto. Por lo que se
buscan y prefieren cepas tolerantes a la acidez (Kotzamanidis, Roukas y Skaracis, 2002;
Abdur et al., 2020).

Otros nutrientes: Las BAL tienen requerimientos nutricionales complejos dado a
que tienen una limitada habilidad para sintetizar aminoacidos y vitamina B. Para lograr
un alto crecimiento celular son importantes tanto los nutrientes como la fuente de
carbono, por lo que es esencial suplementar el medio con minerales, vitaminas y
nitrégeno. EIl nitrégeno es indispensable para los procesos anabdlicos y catabdlicos,
este debe estar disponible como aminoacidos, péptidos o compuestos inorganicos
(Anayay Lopez, 2018; Abdur et al., 2020).

Fuentes de nitrdgeno como extracto de levadura, peptona, urea y sulfato de amonio
pueden ser agregados al medio de cultivo. El extracto de levadura es muy eficiente para
la produccion de cido lactico con BAL, ya que posee un alto contenido de compuestos
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nitrogenados, purinas, bases pirimidinicas y vitaminas, que son suplementos esenciales,
dado a que actian como cofactores en muchas reacciones enzimaticas. Puede contribuir
no solo a una alta produccién de biomasa sino también a un alto nivel de metabolismo.
A la vez, el extracto de levadura puede ser utilizado como una estrategia ante la inhibicion
del producto, debido a que el medio de cultivo utilizado como factor de crecimiento y
nitrégeno proteico esta relacionado con la inhibicién del microorganismo. Sin embargo,
posee un alto costo, logrando alcanzar hasta el 38% del costo de produccidon de acido lactico
(Anayay Lopez, 2018; Liu et al., 2010).

Inhibicion por producto y sustrato; Se ha demostrado que el &cido lctico ejerce un
efecto inhibidor sobre el crecimiento celular, esto debido al aumento la presién osmotica.
Para mitigar esta inhibicion se han propuesto diferentes estrategias, entre ellas uso de
tecnologias para eliminar el producto del medio y la neutralizacion de acido lactico. A su
vez, puede ocurrir una inhibicién por altas concentraciones de azlcar en el medio. A lo cual
se le atribuye una de las principales limitantes de la produccion industrial de AL por
fermentacion por lotes. Una estrategia para solucionar esta limitante es emplear una
fermentacion por lotes alimentados (Anaya y Lopez, 2018).

C. AZUCAR
La sacarosa es el principal componente de interés en la cafia de azucar, este es un
disacarido que resulta de la union quimica entre dos monosacaridos: glucosa y fructosa, la
biosintesis de esta se realiza en el metabolismo de la cafia de azlcar. Los monosacaridos,
glucosay fructosa, se clasifican como azucares reductores, puesto a que su grupo carbonilo
puede reaccionar y reducir cationes (CENGICANA, 2014).

Figura 7. Estructuras desarrolladas y reaccion quimica entre glucosa y fructosa
para la formacién de sacarosa.
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Extraido de: CENGICANA (2014).
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1.

Produccion de azucar

El proceso industrial de produccion de azlcar a partir de cafia de azUcar inicia con
la recepcidn de la cafia, para lo cual intervienen dos subprocesos: pesaje y muestreo y
andlisis. Posteriormente continla el proceso de preparacion de la cafia, en el que se
transforma la cafia en un material homogéneo y con mayor densidad para mantener una
alimentacion uniforme en los molinos. La preparacion consiste en la reduccion de
longitud de la cafia en trozos por accion de cuchillas giratorias y la desintegracion del
tejido de la cafia por accion de desfibradoras (CENGICANA, 2014).

La cafia preparada se alimenta al tindem de molinos, en el cual se realiza la
extraccion del jugo por accion de molinos de cuatro mazas y por imbibicion compuesta.
Este ultimo consiste en aplicar agua caliente a 75°C al bagazo que ingresa al ltimo
molino, el jugo extraido de este se aplica al penaltimo molino y asi sucesivamente.
Durante este proceso también se elimina del jugo mezclado las particulas gruesas de
bagacillo en suspension, empleando una malla filtrante (CENGICANA, 2014).

El jugo obtenido del tandem de molinos continda hacia el proceso de clarificacion,
que consiste en la remocion de impurezas como tierra, arena, bagacillo y otras firmas
de basura propias de la cafia. Esto se realiza por alcalizacién, en el que se forma un
solido sedimentable de composicion compleja. Para esto se sulfata el jugo, se afiade
4cido fosforico y se lleva el jugo a altas temperaturas (CENGICANA, 2014).

El jugo clarificado se somete a un proceso de evaporacion, en el cual se concentra
de 15°-18° Briz hasta 65-67 ° Brix, obteniendo un material denominado meladura. El
proceso consiste en evaporar el agua contenida en el jugo, haciéndolo hervir en
evaporadores. La meladura se somete a un proceso de clarificacidn, por un tratamiento
fisicoquimico en el que se afiade acido fosférico para acondicionar las impurezas y
separarlas posteriormente; agua sulfatada para remover sustancias colorantes; y
finalmente calentamiento y burbujeo de aire (CENGICANA, 2014).

La meladura clarificada se somete a dos procesos paralelos: crecimiento del cristal
de sacarosa y agotamiento de mieles, esto debido a que mientras las moléculas de
sacarosa contenidas en la miel que se encuentran en solucion se integran en una
estructura o red de cristal, la pureza de la miel disminuye. Para propiciar la
cristalizacion existen varios métodos, el mas comun es el semillamiento, en el que se
agregan semillas o cristales de azucar para propiciar el desarrollo de estos, mientras se
evapora el resto de agua en vacio a baja temperatura (CENGICANA, 2014).

Finalmente, la mezcla de cristales de azucar y miel se separan por centrifugacion.
El aztcar puede someterse a un proceso de refinamiento. La miel se retorna a los tachos
para dos etapas adicionales de cristalizacion que termina con melaza (CENGICANA,
2014). Un resumen del proceso se observa en el siguiente diagrama.
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Figura 8. Proceso de produccion de azlcar.
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2. Produccién de azucar en Guatemala
El cultivo de la cafia de azlUcar en Guatemala ha evolucionado de manera
considerable en las ultimas décadas. De la zafra 1996-1997 a la zafra 2008-2009 la
produccion de aztcar aumento en un 45%, de 33 millones de qq (1.5 millones de t) a
48 millones de qqg (2.2 millones de t). Esto se observa en la siguiente figura
(CENGICANA, 2014).

Figura 9. Produccion de azucar por zafra en Guatemala
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. Extraido de: CENGICANA (2014).

Asi mismo, se observa un incremento en las ventas locales y de exportacién, desde
un millén de toneladas métricas hasta dos millones de toneladas métricas, es decir un
incremento del 100% en un periodo de 15 afios, de la zafra 1992-1993 a la zafra 2008-
2009, esto se observa en la siguiente figura. Este incremento en la produccion y ventas
de azUcar es consecuencia del aumento del &rea cultivada y del aumento de la capacidad
en las fabricas (CENGICANA, 2014).

18



Figura 10. Ventas de azUcar en el mercado interno y exportaciones de la
Agroindustria en Guatemala
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Extraido de: CENGICANA (2014).

Actualmente, el azlcar es el cuarto producto de mayor exportacion en el pais,
representando el 6.5% de exportaciones totales. Guatemala es el sexto pais exportador de
azucar en el mundo vy tercero de Latinoamérica. Las exportaciones de azlcar, alcohol y
melaza generan divisas que superan los US1,000 millones. La produccién de azlcar genera
alrededor de 54 mil empleos directos y 280 mil empleos indirectos (CENGICANA, 2020).

3. Melaza de cafia de azucar
La miel final o melaza es un fluido que se obtiene en la ultima etapa del proceso de
cristalizacion y centrifugacion en la produccién de azlcar, considerada como un
subproducto en esta industria. Esta contiene agua, aproximadamente un 50% de azUcares
(sacarosa, glucosa y fructosa), compuestos nitrogenados, aminoacidos, metales pesados,
entre otros. La caracterizacion de la melaza de cafia de azUcar se observa en el Cuadro 2
(CENGICANA, 2020; Kotzamanidis, Roukas y Skaracis, 2002).

19



Cuadro 2. Composicion promedio de miel final de cafia de azUicar generada en
ingenios guatemaltecos durante la zafra 2019-2020.

Componente Porcentaje (%om/m)
Agu 17.77
a
Sélidos totales 82.23
AzUcares totales 47.85
Sacarosa 34.5
8
Glucosa 5.89
Fructosa 7.39
No-sacarosas 23.3
orgénicas
Cenizas (componentes inorganicos) 10.53
P205 0.07
CaO 0.66
MgO 0.34
K20 3.74
Fe203 0.00
7
Zn0O 0.00
2
MnO2 0.00
4
CuO 0.00
1
Otros desconocidos (Si02, Al203, SO3, 9.21
Na20...)
Nitrogeno total 0.55

Adaptado de CENGICARNA (2020).

Por su contenido de azucares fermentables algunos ingenios utilizan la melaza como
materia prima para la produccion de alcohol etilico mediante fermentacion. Esta es un
insumo de bajo costo, con un costo promedio de 0.15 US$/kg (Kotzamanidis, Roukas
y Skaracis, 2002; Anaya y Lopez, 2018).

Durante la zafra 2018-19 en Guatemala se molieron 27.5 millones de toneladas de
cafia en toda la agroindustria azucarera. Se producen 38.3 galones de melaza por
tonelada de cafia, lo que equivale a 1,051,600 toneladas de melaza en la zafra. Segun la
fuente, se podria destinar el 9.5% de esta cantidad a la produccion de acido lactico para
posteriormente producir PLA (CENGICANA, 2020).
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4.

Pretratamiento de melaza como sustrato de fermentacion

La abundancia de desechos agricolas ricos en nutrientes ha sido aprovechada como
materia prima para la produccion de productos quimicos por fermentacion, sin embargo
la mayoria de estos sustratos requiere un pretratamiento antes de que puedan ser
fermentados y en ocasiones el costo ahorrado en la materia prima por el sustrato se invierte
en este proceso (Abdur et al., 2020).

Especificamente, la melaza puede necesitar pretratamientos adicionales para mejorar la
eficiencia de la fermentacion, purificando los metales pesados e invirtiendo la sacarosa en
azucares reductores que pueden ser utilizados por los microorganismos (Micheo, 2021).

La inversion de la sacarosa, el azicar mas abundante en la melaza, consiste en términos
quimicos en el cambio de sentido de la rotacion de la luz polarizada por este compuesto
para la obtencion de glucosa y fructosa. Estos cambios en la actividad dptica pueden
lograrse mediante la accion hidrolitica acida o enzimatica. En la siguiente figura se observa
la reaccion de hidrolisis de sacarosa (Micheo, 2021).

Figura 11. Hidrdlisis de sacarosa
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Extraido de Abdur et al., 2020.

Los azucares poseen actividad Gptica, puesto que sus soluciones acuosas desvian la luz
polarizada monocromatica debido a la asimetria en varios de sus atomos de carbono. La
sacarosa tiene actividad Gtica dextrdgira, es decir que rota la luz polarizada a la derecha. Al
separar las unidades de fructosa y glucosa por hidrdlisis acida o enzimatica, la mezcla
resultante es levdgira, es decir rota la luz polarizada a la izquierda. Por este hecho, a la
separacion de la sacarosa en sus monosacaridos se le conoce como inversion de sacarosa y
a la glucosa y fructosa como azlcares invertidos, sin embargo desde un sentido
estrictamente quimico no es lo mas apropiado (CENGICANA, 2014).

La hidrdlisis &cida puede realizarse con acidos fuertes, donde la velocidad de la
inversion dependeréa del pH, la temperatura y la concentracion de la melaza. Generalmente
se realiza a temperaturas mayores a 90°C y pH inferior a 2, para evitar reacciones
secundarias (Micheo, 2021).

En la hidrolisis enziméatica se emplea como catalizador la enzima invertasa o f-
fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26), cuya especificidad es absoluta. Las enzimas son
catalizadores bioldgicos selectivos especificos, con una alta eficiencia y capacidad de
regulacion (Vidra, Toth y Nemeth, 2017; Micheo, 2021)
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1.

Comparando ambos métodos, la hidrdlisis acida ocurre en un tiempo menor, sin
embargo la hidrolisis enzimatica presenta mayores ventajas ya que evita la degradacion de
azucar, no genera reacciones secundarias y requiere condiciones de reaccion mas suaves,
ya que ocurren en un intervalo entre 40 y 60 °C y en un rango de pH entre 4,0 y 8,0 (Micheo,
2021).

Algunos metodos utilizados Este pretratamiento puede ser realizado con acido
sulfarico, fosfato tricélcico, ferrocianuro de potasioy EDTA

Ademas de la inversidn de sacarosa de melaza, se pueden realizar otros tratamientos
previos a la fermentacion como:

e Esterilizacion: las melazas pueden contener microorganismos nocivos
para la fermentacién o que compitan por el sustrato y generen productos
secundarios no deseados. Por lo que se recomienda la esterilizacion, en algunos
casos se realiza por inyeccion de vapor (Jeri, 2015).

e Dilucion: Es necesario diluir la melaza con agua hasta una concentracion
de azlcar apta y Optima para el microorganismo. Una alta concentracion de
azucares y sales puede inhibir la fermentacion, ademéas de aumentar la presion
osmotica del medio contraproducente para los microorganismos, asi mismo
estas son altamente viscosas lo que dificulta su manipulacion (Jeri, 2015).

e Adicion de nutrientes: la melaza es un medio complejo que contiene
microelementos y vitaminas que no deben ser adicionados a la fermentacion,
con excepcion de las fuentes elementales de nitrégeno y fosforo (Jeri, 2015).

CINETICA QUIMICA

Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano no se caracteriza por un crecimiento de tamafio como en
los organismos pluricelulares, sino en un incremento en el nimero de microorganismos
dada por la multiplicacion o divisién que se da por fisién simple o binaria (Tortora,
Funke y Case, 2007).

Cuando los microorganismos son inoculados en un medio de cultivo, estos toman
selectivamente los nutrientes disueltos y lo transforman en biomasa. En un cultivo por
lotes se puede observar una curva tipica de crecimiento cuando se monitorea el nimero
de microorganismos o la cantidad de biomasa en un lapso determinado. En esta curva
se pueden apreciar las siguientes fases: fase de retraso o latencia, fase de crecimiento
logaritmico o exponencial, fase estacionaria y fase de muerte, la cual se puede observar
en la siguiente figura (Tortora, Funke y Case, 2007).

e Fase de retraso o latencia: Durante esta fase, los microorganismos se
adaptan al medio en el que se encuentran, produciendo las enzimas necesarias
para metabolizar la fuente de carbono disponible y empezar el proceso de
division celular (Tortora, Funke y Case, 2007).
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e Fase de crecimiento logaritmico o exponencial: Durante este periodo la
actividad metabolica aumenta notablemente y ocurre la division celular dando
como resultado una relacion lineal entre el nimero de microorganismos y el
tiempo. En esta se espera observar un crecimiento constante en la poblacion en caso
de no contar con procesos de inhibicién (Tortora, Funke y Case, 2007).

o Fase estacionaria: En esta fase el crecimiento disminuye, no hay aumento de
la poblacién y las células nuevas remplazan a las que han muerto. La actividad
metabolica es mas lenta. Algunas células se encuentran en animacion suspendida.
En esta fase se producen los metabolitos secundarios como toxinas y antibioticos,
ademas de polimeros intracelulares (Tortora, Funke y Case, 2007).

o Fase de muerte: Durante esta fase, el nimero de células decrece y se presenta
la lisis celular debido a la acumulacion de productos toxicos y falta de nutrientes.
AUn hay células vivas, pero la cantidad de muertas las sobrepasa (Tortora, Funke y
Case, 2007).

Figura 12. Curva de crecimiento bacteriano
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Extraido de Tortora, Funke y Case (2007).
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2.

Modelos cinéticos de crecimiento microbiano

Los modelos matematicos son hipdtesis entre relaciones matematicas de variables
medibles y no medibles en un sistema, proceso o experimentacion. Estos para el estudio de
procesos de fermentacidn tienen entre sus principales aplicaciones correlacionar datos
experimentales y hacer una prediccion cuantitativa del proceso, reducir costos en disefio
experimental y considerar variables que afecten el desarrollo del proceso, asi como
utilizar el modelamiento matemético para escalar procesos realizados a nivel
laboratorio. Especificamente se utilizan para predecir los efectos de parametros
operativos sobre el crecimiento de biomasa, la utilizacion de sustrato, las tasas de
formacion de productos y la optimizacion de procesos de fermentacion (Altiok, Tokatl
y Harsa, 2006).

Un modelo matematico de crecimiento esta compuesto por principios quimicos,
fisicos y bioldgicos involucrados, inferencias que se puedan hacer a partir de datos
existentes y suposiciones con bases y criterios validos. En los modelos que describen
procesos fermentativos es comun que se tengan parametros que los describan con
valores numéricos desconocidos y que no sean medibles, por lo que las suposiciones
son necesarias en la complejidad de los procesos microbioldgicos (Calderon, 2017).

Se pueden describir dos tipos principales de modelos de crecimiento de una
poblacién de microorganismos: estructurados y no estructurados. Los primeros
consideran aspectos béasicos de la célula y su especie quimica, despreciando o
agrupando los demas componentes en grupos generalizados como lipidos y proteinas.
Los segundos consideran que los microorganismos poseen una composicion fija y
simple, despreciando los cambios en el medio de cultivo producto de la concentracién
de biomasa, son los més utilizados (Calderon, 2017).

Entre los modelos cinéticos de crecimiento microbiano se encuentran: ecuacion
logistica, modelo de Monod, modelo de Moser, modelo de Teissier, modelo de Haldane,
modelo de Contois, modelo de Amrane y Prigent, modelo de Gompertz y modelo de
Powell. Cada uno de estos describe el crecimiento de los microorganismos en distintas
condiciones y con diferentes consideraciones como composicién celular independiente
del tiempo, presencia de sustratos inhibitorios en el medio, acoplamiento de la
transferencia de masa de sustrato y otros. Para fines de este estudio se describira la
ecuacién logistica y el modelo de Monod (Calderon, 2017).

La ecuacion logistica describe el comportamiento de la biomasa en distintos
procesos de fermentacion, se representa mediante la Ecuacion 1 (Calderdn, 2017).

Ecuacion 1. Ecuacion logistica para crecimiento microbiano
ax X(l X)

Donde Xm hace referencia a la concentracion maxima de biomasa en el proceso
fermentativo, | es la tasa de crecimiento especifica [h™] y X la concentracion de
biomasa [UFC/mL] (Calderén, 2017).
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Al integrar la Ecuacion 1 en las condiciones de frontera X=Xo y t=to=0, se obtiene la
Ecuacion 2, correspondiente al crecimiento de biomasa en funcion del tiempo (Calderdn,
2017).

Ecuacion 2. Crecimiento de biomasa en funcién del tiempo.

XoXmett

x=——%m
Xp—Xo + et

El modelo de Monod describe una relacion entre el crecimiento microbiano y el sustrato
que limita el crecimiento sin ningun tipo de proceso de inhibicion durante la fermentacion.
Este modelo toma solamente en consideracion las fases positivas de crecimiento y se asume
la poblacion microbiana como homogénea. La ecuacion de Monod es semiempirica; se
deriva de la premisa de que un solo sistema enzimatico con cinética de Michaelis-Menten
es responsable de la captacion de S, y la cantidad de esa enzima o su actividad catalitica es
lo suficientemente baja como para limitar la tasa de crecimiento. Este se describe mediante
la Ecuacién 3y 4 (Shuler y Kargi, 2002; Calderén, 2017).

Ecuacion 3. Ecuacion de Monod para el crecimiento de biomasa.

S

u= #maxm

Ecuacion 4. Ecuacion de Monod para el consumo de sustrato.

ds -1 dx
_ = — x —
dt ~ Yy5 dt

Este modelo se caracteriza por alcanzar un grado de ajuste cercano a los datos
experimentales, aun siendo un modelo sencillo. Mediante tratamiento matematico integral,
de las Ecuaciones 3 y 4, puede obtenerse una Ecuacion 5 que permite relacionar la
produccion de biomasa y crecimiento de sustrato simultdneamente (Shuler y Kargi, 2002;
Calderon, 2017).

Ecuacion 5. Ecuacion integrada del modelo de Monod

_ Yy/sS0 + Yy sKs + Xo
Hmix Yy/sSo + Xo

Yy sKs n Yy/s50
ij,'gscp + Xy ijssu-FXU—X

[ ad +
n)

Donde pmax, Yxis, So, Ks, X 'y t corresponden a la tasa de crecimiento especifica maxima
[h™], rendimiento del sustrato [UFC/g sustrato], sustrato inicial [g/mL], constante de
saturacion [g/mL], biomasa [UFC/mL] y tiempo [h] (Shuler y Kargi, 2002; Calderon,
2017).

La velocidad especifica de crecimiento umax, €S la maxima velocidad a la que puede
crecer un microorganismo en determinadas condiciones de cultivo, que se ve influenciada
por factores ambientales y enddgenos como la organizacién morfolégica, la regulacion y
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el control intracelular. La constante de saturacion media Ks, es la concentracion de
sustrato limitante para la cual la velocidad especifica de crecimiento es la mitad de pmax.
Este pardmetro brinda informacion de la afinidad del microorganismo por un sustrato
bajo determinadas condiciones. Entre menor sea el valor de Ks mas afin sera el
microrganismo al sustrato. La representacion gréfica de la ecuacion de Monod se
observa en la siguiente figura (Shuler y Kargi, 2002).

Figura 13. Velocidad de crecimiento especifica en funcion de la concentracion de
sustrato segin modelo de Monod.

19
,-"‘ff
fm | T
2 /I
T
! |
| -
I’(S ]

Extraido de Altiok, Tokatl y Harsa (2006).

Formas modificadas del modelo de Monod y otras ecuaciones ldgicas se han
aplicado para indicar los efectos de la inhibicion de biomasa, el producto y el sustrato
sobre el crecimiento de biomasa en la produccion de acido lactico. Se han sugerido
modelos que incluyen términos tanto para la inhibicion del sustrato como del producto,
asi como modelos que consideran solo la inhibicion del producto por el pH. Se han
propuesto modelos cinéticos de L. casei principalmente con glucosa como fuente de
carbono en sistemas de fermentacidn continuos y discontinuos, evaluando inhibiciones
por distintos factores (Altiok, Tokatl y Harsa, 2006).
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V. ANTECEDENTES

La produccion de acido lactico por fermentacion de recursos renovables utilizando
bacterias &cido-lacticas ha sido ampliamente estudiada. En el afio 2011, la Universidad del
Valle en conjunto con el CONCYT, SENACYT y FONACYT realiz6 el PROYECTO
FODECYT No. 003-2008 en donde se estudio la obtencion de acido lactico a partir de jugo
de cafia de azucar, particulas de cafia deshidratada y particulas de cafia congelada,
empleando diferentes cepas de bacterias lacticas y un hongo. En esta investigacion destaco
la bacteria L. lactis DSM 4366 que fue capaz de crecer empleando sacarosa extraida de
cafia y producir acido lactico. Asi mismo, las bacterias lacticas B. coagulans DSM 23080
y L. paracasei DSM 20008 utilizaron la glucosa y sacarosa del jugo de cafia, sin embargo
fue necesario agregar al medio una fuente compleja de nitrégeno organico y vitaminas,
obtenida de extracto de levadura en una proporcion de 5 g/L (Rolz et al., 2011).

La melaza de cafia de azUcar es una fuente mas econémica para la produccion de
productos de valor agregado por fermentacion, ya que contiene una gran cantidad de
carbohidratos (45-60%), es un subproducto de la industria cafiera y es un recurso renovable.
Se han realizado diversos estudios que evalian su fermentacion por bacterias para la
produccion de AL. En la investigacion realizada por Vidra, Toth y Németh (2017) se
estudio la produccidn de &cido lactico a partir de melaza de azicar mediante fermentaciones
discontinuas con L. casei y Lactobacillus sp. MKT878. La melaza utilizada como sustrato
se sometio a dos pretratamientos, el primero consistié en una hidrolisis acida con acido
sulfarico y el segundo en una inversion enzimatica con invertasa. Sus resultados mostraron
que ambas especies bacterianas podian crecer en melaza a pesar de los efectos inhibitorios
de los metales pesados que esta posee, generando una concentracion de &cido lactico
después de 150 horas de 68 g/L y 83 g/L con rendimientos de 0.76 g/g y 0.57 g/g para
Lactobacillus sp. MKT878 y L. casei, respectivamente. Asi mismo, determinaron que L.
casei utilizé glucosa y fructosa en paralelo (Vidra et al., 2017).

La produccion de acido lactico a partir de melaza utilizando L. plantarum también
ha sido evaluada. En el estudio de Coelho et al. (2010) se evaluaron siete componentes
agregados a la melaza para optimizar la composicion del medio, empleando la cepa L.
plantarum LMISM6. En este determinaron que el licor de maceracion de maiz (CSL),
K2HPO4 y Tween 80 aumentan la produccion de AL. Obtuvieron una produccion maxima
de &cido lactico de 94.8 g/L cuando las concentraciones de melaza, CSL, K2HPO4 y Tween
80 fueron de 193.50 g/L, 37.50 mL/L, 2.65 g/L y 0.83 mL/L, respectivamente. Sin embargo,
aproximadamente una cuarta parte de la azucar afiadida inicialmente no se utilizo después
de 48 horas de fermentacién, por lo que concluyeron que se necesitan estudios futuros que
consideren una alta conversion de azucar en el producto final, asi como una alta
productividad volumétrica, para mejorar el proceso de fermentacién y reducir los costos
posteriores (Coelho et al., 2010).
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Otros sustratos y microorganismos se han utilizado para la produccién de acido
lactico. El siguiente cuadro, presenta un resumen de las condiciones optimizadas para la
produccién de acido lactico con un amplio rango de sustratos y microorganismos. En esta se
observan condiciones como pH, temperatura, tiempo de fermentacion, pureza de &cido
lactico, rendimientos y otros.
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Cuadro 3. Datos de fermentacion de &cido lactico usando varios sustratos, cepas microbianas, modos operativos y métodos
con sus respectivas condiciones optimizadas (T - temperatura; C - concentracion; Y - rendimiento; P - productividad; ND - no

descrito).
. N Modo de T  Pureza Gptica Acido lactico
Sustrato fermentativo Cepa microbiana fermentacion pH °C) (%) CL) Yy P(@(L*h)
Glicerol Escherichia coli Fed-batch 55 37 D-(99) 111 0.78 2.8
Glicerol Escherichia coli Fed-batch 55 37 L-(99) 50 0.9 0.6
Alga Lactobacillus paracasei Batch (SSF) g 5 37 L-(98) 37 0.46 1.03
Microalga Lactobacillus Batch (SSF) 6 37 D-(99) 36 046 1.02
coryniformis
Microalga Lactobacillus pentosus Batch (SSF) g 5 37 ND 24 0.93 0.45
Lactobacillus
Arroz quebrado delbrueckii Batch (SSF) 6 40 D-(96) 79 0.81 3.58
Maiz Lactobacillus brevis Batch (SSF) 5 37 ND 21 0.7 0.58
Glucosa Lactobacillus paracasei Batch 6.5 38 L-(96) 192 0.96 3.99
Sacarosa Escherichia coli Batch 7 37 D-(98) 8.5 0.85 1
Glucosa Rhizopus oryzae Batch 6 37 ND 103 ND 2.09
Melaza de cafia de Lactobacillus casei Batch 6 38 ND 12023 091 ND

azucar

Adaptado de Rawoof et al. (2021



Por otro lado, se han propuesto diferentes modelos cinéticos para la produccion de
AL. Dentro de ellos destaca para esta investigacion el estudio de Thakur, Panesar y Saini
(2018) donde se empled un disefio experimental para la optimizacién de los pardmetros del
proceso para maximizar la produccion de acido lactico por L. casei MTCC 1423 a partir de
melaza de cafia de azUcar. Las condiciones optimizadas obtenidas fueron una concentracién
de azlcar de 190 g/L, un contenido de CSL de 2.75 % (v/v), un pH de 6.75, una temperatura
de incubacion de 38 °C y un tiempo de incubacién de 59.5 h con una produccion méaxima
de acido lactico de 119.45 g/L. En el estudio consideraron un modelo de Monod y un
modelo cinético propuesto por Luedeking y Piret para obtener los parametros cinéticos. Se
determinaron pmax, Ks y la constante de inhibicion del sustrato de 0.7163 (h™%), 0.6203
(/L) y 362.5 (g/L), respectivamente. Obtuvieron una concentracion maxima de biomasa
de 14.98 g/L en peso seco celular, un rendimiento de células de crecimiento, Yx/s, de 0.3289
(9/9) y un rendimiento de producto, Yess, de 0.9194 (g/g) (Thakur et al., 2018).

Acerca de modelos cinéticos de produccién de acido lactico de L. plantarum, se
encuentran empleando diferentes sustratos como jugo de pepino y lactosa. El estudio de Fu
y Mathews (1999) presenta un modelo cinético y los efectos del pH, concentracion de
sustrato y presencia de oxigeno en la produccion de AL a partir de lactosa por L. plantarum,
En este estudio, determinaron que el pH optimo para el crecimiento celular y la produccién
de &cido estaba entre 5 y 6. Obtuvieron que la fermentacion anaerébica dio un mayor
rendimiento de &cido lactico de aproximadamente 2.3 veces que la fermentacion aerobica.
Asi mismo, la tasa de crecimiento celular fue aproximadamente dos veces mayor, pero el
rendimiento celular fue aproximadamente el 80% de la fermentacion aerdbica. Finalmente,
modelaron el proceso de fermentacion utilizando la ecuacion de Monod con efectos de
inhibicién del producto incorporados en los pardmetros del modelo. Utilizaron el método
de Gauss para estimar los valores de los pardmetros y correlacionaron la variacion de cada
parametro cinético en funcion del pH mediante ecuaciones empiricas para el rango de pH
de 4+7. Las expresiones que obtuvieron son Utiles en el modelado y simulacion de
fermentacion discontinua y continua. Los parametros cinéticos que determinaron se
observan en el siguiente cuadro (Fu y Mathews, 1999).

Cuadro 4. Pardmetros 6ptimos estimados para la fermentacion de lactosa por L.

plantarum.
pH Himax (1 0} Ky Yy (Wiw)  Yp (Wiw)
4 0.0072 178.0 0.005 0.724 (1.03)
3 0.382 49.0 0.45 0.97
f 0.364 444 0.39 1.02
7 0.286 45.0 0.27 0.956

Extraido de Fu y Mathews (1999).
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VI. METODOLOGIA

La experimentacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioprocesos del Centro
de Innovacién y Tecnologia (CIT) de la Universidad del Valle de Guatemala. Las cepas
bacterianas fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Operaciones Unitarias de
la misma universidad. Se utilizo melaza comercial como sustrato, adquirida en
Agroprocesos del Pacifico San Martin S.A, cuya ficha técnica puede observarse en la
seccion de anexos.

A. ACTIVACION DE CEPAS

Materiales y equipo:
Cultivo de L. plantarium ATCC® 8014™"en agar
Cultivo de Lactobacillus casei ATCC® 393™" en agar
Agar MRS

Balanza de laboratorio
Estufa con agitacién
Esterilizador de autoclave
Incubadora

Refrigeradora

Campana de laboratorio

1 Erlenmeyer de 250 mL
1 Probeta de 100 mL
Cajas Petri de 20 mL

2 mecheros de etanol

1 Agitador magnético

1 Asa microbioldgica

1 espatula

Cinta testigo

Papel Parafilm

Agua destilada

Etanol

Cloro
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B.

9.

Procedimiento:
Siguiendo las indicaciones del fabricante para la preparacion de agar MRS,
se midieron 150 mL de agua destilada con una probeta y se vertieron en un
Erlenmeyer de 250 mL.
Se pesaron 9.9 g de agar MRS en un trozo de papel aluminio en una balanza
y se vertieron en el Erlenmeyer.
El Erlenmeyer se coloc6 en una estufa, se calentd y se agité con ayuda de
un agitador magnético hasta que alcanzo el punto de ebullicién y cambio de
color.
Se coloco cinta testigo y se esterilizo en una autoclave a 121°C por 15
minutos.
Se desinfecto el area de trabajo utilizando etanol al 80% y cloro y se trabajo
al lado de dos mecheros de etanol.
El agar MRS se vertié en 6 cajas Petri, para trabajar durante tres semanas,
dos cajas Petri por semana.
i. Nota: Se utiliz6 1 caja Petri inoculada de cada bacteria por semana.
En la semana 4 se repitio el procedimiento para sembrar 3 sub-cajas
hijas de cada bacteria, dado a que el cultivo tiene un mes de vida en
refrigeracion. Esto se repitio durante el tiempo de investigacion.
Se coloco la tapa de las cajas a mediacién y se esper6 hasta que este se
solidificara.
Con un asa microbioldgica se tomo una colonia del cultivo bacteriano y se
inoculo en el agar MRS, realizando un estriado. Se inocularon 3 cajas Petri
con L. plantarium y 3 con L. casei.
Las cajas Petri inoculadas se sellaron con papel Parafilm y se incubaron a
37 °C en una incubadora durante 72 horas.

10. Los cultivos fueron almacenados en la refrigeradora hasta su uso.

PREPARACION DE INOCULO PARA FERMENTACION

Materiales y equipo

Cultivo de L. plantarium en agar
Cultivo de L. casei en agar
Caldo MRS

Balanza

Estufa con agitacion
Esterilizador de autoclave
Incubadora de agitacion
Campana de laboratorio
Erlenmeyer de 250 mL con tapa
Probeta de 100 mL

2 mecheros de etanol

1 Agitador magnético

1 Asa microbioldgica

1 espatula
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C.

Cinta testigo
Papel Parafilm
Papel aluminio
Agua destilada
Etanol

Cloro

Procedimiento

Siguiendo las indicaciones del fabricante para la preparacion de caldo MRS,
se midio el volumen necesario de agua destilada con una probeta y se vertio
en un Erlenmeyer de 250 mL.

Se pesaron en un trozo de papel aluminio en una balanza los gramos de caldo
MRS necesarios siguiendo la proporcion de 55 g de caldo/L indicados por
el fabricante y se vertieron en el Erlenmeyer.

El Erlenmeyer se coloco en una estufa, se calent0 y se agité con ayuda de
un agitador magnético hasta que alcanzo el punto de ebullicién y cambio de
color.

Se coloco cinta testigo y se esterilizo en una autoclave a 121°C por 15
minutos.

Se desinfecto el area de trabajo utilizando etanol al 80% y cloro. Se trabajo
al lado de dos mecheros de etanol.

Con un asa microbioldgica se tom6 una colonia del cultivo bacteriano en
agar y se inoculo en el caldo MRS a temperatura ambiente.

Se colocaron las tapas a los erlenmeyers, se sellaron con papel Parafilm y se
incubaron a 37 °C en una incubadora de agitacion a 150 rpm durante 16
horas.

PREPARACION DE MELAZA SIN TRATAMIENTO

Materiales y equipo:
Melaza

NaOH 3.00 N

HCI 6.34 N

Balanza de laboratorio
Esterilizador de autoclave
Potenciémetro

Estufa con agitacion
Refrigeradora

3 Erlenmeyers de 1000 mL
Probeta de 1000 mL
Beaker de 500 mL

2 Beakers de 150 mL

2 pipetas pasteur

1 espatula

Agitador magnético
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N

Cinta testigo

Papel Parafilm
Papel aluminio
Agua destilada

Procedimiento:

En erlenmeyers de 1000 mL se prepararon 3 soluciones de melaza al 15, 21
y 28 % (m/v), para posteriormente cuando se mezclen con el in6culo y el
extracto de levadura alcancen una concentracion de 12, 17 y 22 % (m/v),
equivalente a 120, 170 y 220 g/L, respectivamente.

a. Nota: las concentraciones de melaza evaluadas fueron seleccionadas
en base a los resultados de otras investigaciones, mencionadas en la
seccion de antecedentes y marco teorico, donde se observd que el
rango seleccionado ha generado los mayores rendimientos de
produccion de &cido lctico. Trabajando tres concentraciones para
obtener valores estadisticamente aceptables.

En un beaker de 500 mL se vertié melaza utilizando una espétula.

Los erlenmeyers se colocaron en una balanza de laboratorio, se tararon y se
pesaron 85.5 g, 191.25 g y 156.75 g de melaza para preparar 570 mL al 15
% (m/v), 900 mL al 21 % (m/v) y 570 mL al 28 % (m/v), respectivamente.
Utilizando una probeta se agreg6 el volumen de agua destilada indicado en
el numeral anterior para diluir la melaza.

Se colocd un agitador magnético a cada Erlenmeyer y se colocaron en una
estufa sin calor y con agitacion hasta que la melaza se diluyo.

Se midio el pH de la melaza con un potenciometro, previamente calibrado,
y con agitacién continua se ajusto el pH a 6.5 utilizando HCI 6.34 N y NaOH
3.00 N, agregando gotas con pipetas pasteur.

Se coloco cinta testigo a los erlenmeyers y se esterilizaron las soluciones en
una autoclave a 121°C por 15 minutos.

Las soluciones de melaza se conservaron en refrigeracion selladas con papel
aluminio y papel Parafilm hasta su uso.

D. HIDROLISIS DE MELAZA

Materiales y equipo:
Melaza

NaOH 3.00 N

HCI 6.34 N

Balanza

Esterilizador de autoclave
Potenciémetro
Termdmetro

Estufa con agitacion
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=

~No

Refrigeradora
Centrifugadora

3 Erlenmeyers de 1000 mL
Probeta de 1000 mL
Beaker de 500 mL

2 Beakers de 150 mL
Envases de centrifuga
2 pipetas pasteur

1 espétula

Agitador magnetico
Cinta testigo

Papel Parafilm

Papel aluminio

Agua destilada

Procedimiento:

Se repitieron los pasos 1-5 del procedimiento del inciso C.

A cada solucién de melaza se midi6 el pH con un potencidmetro,
previamente calibrado, y con agitacion continua se disminuyé a pH 1
utilizando HCI 6.34 N y agregando gotas con pipetas pasteur.

Los erlenmeyers con la solucion se colocaron en una estufa con agitacion y
calor, se elevo la temperatura a 80°C y se mantuvo durante 1 hora.

Las soluciones se retiraron del calor y cuando alcanzaron la temperatura
ambiente se colocaron en una estufa sin calor y con agitacién. Agregando
gotas con pipetas pasteur se ajustd el pH a 6.5 utilizando HCI 6.34 N y
NaOH 3.00 N.

La melaza hidrolizada se colocd en envases de centrifugadora de 250 mL,
pesando cada uno para que tuvieran el mismo peso.

Se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos.

El sobrenadante se decant6 en erlenmeyers de 1000 mL.

Se coloco cinta testigo a los erlenmeyers y se esterilizaron las soluciones en
una autoclave a 121°C por 15 minutos.

Las soluciones de melaza hidrolizada se conservaron en refrigeracion
selladas con papel aluminio y papel Parafilm hasta su uso.

E. PREPARACION DE SOLUCIONES DE EXTRACTO DE LEVADURA

Materiales y equipo:
Extracto de levadura
Balanza de laboratorio
Esterilizador de autoclave
3 Erlenmeyers de 250 mL
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Probeta de 100 mL

1 Agitador magnético
1 espatula

Cinta testigo

Papel Parafilm

Papel aluminio

Agua destilada

Procedimiento:

En erlenmeyers de 250 mL se prepararon 3 soluciones de extracto de
levadura al 5, 10 y 15 % (m/v), para posteriormente cuando se mezclen con
el indculo y la melaza alcancen una concentracion de 0.5, 1.0 y 1.5 % (m/v)
equivalentes a 5, 10 y 15 g/L, respectivamente.

a. Nota: las concentraciones de extracto de levadura evaluadas fueron
seleccionadas en base a los resultados de otras investigaciones,
mencionadas en la seccion de antecedentes y marco teorico, donde
se observé que el rango seleccionado ha generado los mayores
rendimientos de produccién de acido lactico. Trabajando tres
concentraciones para obtener valores estadisticamente aceptables.

En papel aluminio en una balanza se pesaron 2.5 g, 11 gy 7.5 g de extracto
de levadura para preparar 80 mL al 0.5 % (m/v), 100 mL al 1.0 % (m/v) y
80 mL al 1.5 % (m/v), respectivamente.

Utilizando una probeta se agreg6 el volumen de agua destilada indicado en
el numeral anterior para diluir el polvo.

Se coloc6 un agitador magnético a cada Erlenmeyer y estos se colocaron en
estufas con agitacion y sin calor hasta que el polvo se diluyo.

Las soluciones se taparon con aluminio, se etiquetaron, se les coloc6 cinta
testigo y se esterilizaron en una autoclave a 121°C por 15 minutos.

Las soluciones de extracto de levadura se conservaron en refrigeracion
selladas con papel aluminio y papel Parafilm hasta su uso.

F. PRUEBA FACTORIAL DE FERMENTACION DE MELAZA
VARIANDO TRATAMIENTO DE MELAZA, CONCENTRACION DE
MELAZA Y CONCENTRACION DE EXTRACTO DE LEVADURA

Materiales y equipo:

Cultivo de L. plantarium en caldo

Cultivo de L. casei en caldo

Soluciones de melaza al 15, 21y 28 % (m/v)

Soluciones de melaza hidrolizada al 15, 21y 28 % (m/v)
Soluciones de extracto de levadura al 5, 10 y 15 % (m/v)
Esterilizador de autoclave

Incubadora de agitacion

36



Campana de laboratorio
Potenciometro

22 Erlenmeyer de 250 mL con tapa
Probeta de 100 mL

3 pipetas graduadas de 10 mL
2 mecheros

Cinta testigo

Papel Parafilm

Papel aluminio

Etanol

Cloro

Procedimiento:

Se realiz6 un experimento de tipo factorial, en el cual se evaluaron los

siguientes factores: pretratamiento de melaza, concentracion de melaza y

concentracion de extracto de levadura. Evaluando para cada uno el

rendimiento global de produccion de &cido lactico y biomasa sobre sustrato.

a. Nota: Los factores fueron seleccionados por las razones que se

exponen en la seccion de justificacion. Cada uno de estos representa
un parametro critico en la fermentacion. Otros factores como
temperatura, presion y agitacion no se evaluaron puesto a que la
revision bibliografica demostré una amplia investigacion de estos
temas, los cuales han generado valores establecidos que generan
rendimientos adecuados para los microorganismos trabajados.

Los niveles de cada factor fueron: no hidrolizada e hidrolizada para

pretratamiento de melaza; 12.0%, 17.0% y 22.0% (m/v) para concentracion

de melaza; y 0.5%, 1.0% y 1.5% (m/v) para extracto de levadura.

Por lo tanto: se fabricaron 18 medios, cada uno compuesto con una

concentracion de extracto de levadura, concentracion de melaza vy

pretratamiento de melaza distinto. Cada uno de estos medios se fermento

utilizando L. plantarum y L. casei, por separado. Se realizé una réplica por

cada fermentacion, a excepcién de la corrida con melaza al 17 % (m/v) y

extracto de levadura al 1.0% (m/v) que se realizé en triplicado para obtener

valores estadisticos. El error de este se propago a los demas valores.

El disefio factorial se muestra en el siguiente cuadro.
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Cuadro 5. Disefio factorial de fermentacion de melaza

Sistema Concentracion de melaza (% Concentracion de
m/v) extracto de levadura (% m/v)

MAl 12.0% 0.5%

MA2 12.0% 1.0%

MA3 12.0% 1.5%

MB1 17.0% 0.5%

MB2 17.0% 1.0%

MB3 17.0% 1.5%

MC1 22.0% 0.5%

MC2 22.0% 1.0%

MC3 22.0% 1.5%
MHA1 12.0% 0.5%
MHA2 12.0% 1.0%
MHA3 12.0% 1.5%
MHB1 17.0% 0.5%
MHB2 17.0% 1.0%
MHB3 17.0% 1.5%
MHC1 22.0% 0.5%
MHC2 22.0% 1.0%
MHC3 22.0% 1.5%

Nota: Los sistemas de melaza no hidrolizada se identificaron anteponiendo “M” y de
melaza no hidrolizada “MH”. Es decir, un sistema con una concentracion de melaza
hidrolizada al 17 % (m/v), extracto de levadura al 0.5 % (m/v) se identifica como “MHB1”

5.

6.

10.

11.

Se realizo el procedimiento indicado en el inciso B para la preparacién de
200 mL de in6culo de cada bacteria.

Se realiz6 el procedimiento indicado en los incisos C, D y E para la
preparacion de soluciones de melaza, melaza hidrolizada y extracto de
levadura respectivamente.

Una probeta del 100 mL y 3 pipetas graduadas de 10 mL se envolvieron en
aluminio y se esterilizaron en una autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se desinfecto el area de trabajo utilizando etanol al 80% y cloro.
Trabajando al lado de 2 mecheros, se prepararon los 18 sustratos para cada
bacteria variando el tratamiento de melaza, la concentracion de melaza y
extracto de levadura como se indica en el Cuadro 5. Se utiliz6 un volumen
de fermentacion de 100 mL.

Con la probeta estéeril se midieron 80 mL de las soluciones de melaza y se
vertieron en cada Erlenmeyer.

Con una pipeta graduada estéril se midieron 10 mL de las soluciones de
extracto de levadura y se vertieron en cada Erlenmeyer.
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a. Nota: Las soluciones de extracto de levadura y melaza se
esterilizaron por separado con el fin de evitar posibles reacciones de
Maillard.

12. Con una pipeta graduada estéril se midieron 10 mL de indculo y se vertieron
en cada Erlenmeyer.

13. Los erlenmeyers se taparon y se sellaron con papel Parafilm

14. Se incubaron a 37°C y 150 rpm durante 144 horas.

15. Posterior al tiempo de incubacidn, se midio el pH de los cultivos utilizando
un potenciémetro y se siguio el procedimiento de los numerales H e | para
el analisis de muestras.

16. Este procedimiento se realizo el mismo para ambas bacterias.

G. ANALISIS FACTORIAL DE FERMENTACION DE MELAZA
VARIANDO TRATAMIENTO DE MELAZA, CONCENTRACION DE
MELAZA'Y CONCENTRACION DE EXTRACTO DE LEVADURA

N

o

Materiales y equipo:
e Microsoft Excel
e Software Minitab

Procedimiento:

Con los valores de concentracion de acido lactico y azucares se calculo el
rendimiento de producto sobre sustrato como se observa en la seccién de
calculos en anexos.

El rendimiento de producto sobre sustrato se tabulé en Excel.

En el software Minitab se cre6 un disefio factorial completo de 3 factores:
tratamiento de melaza, concentracion de melaza y concentracion de extracto de
levadura; con los siguientes niveles: no hidrolizada e hidrolizada; 120, 170 y
220;y 5, 10y 15, respectivamente.

En opciones se especificd no aleatorizar el disefio.

Se agreg6 una columna al lado del disefio factorial creado con el nombre
“Respuesta”. En esta columna se pegaron los valores de rendimiento de
producto sobre sustrato, asegurandose que los valores coincidian con lo
especificado en el disefio factorial.

Se selecciono la pestafia “Estadisticas”, “DOE”, “Factorial” y “Analizar disefo
factorial”, con lo cual se genero6 un analisis de varianza,

Se selecciond la pestafia “Estadisticas”, “DOE”, “Factorial” y “Graficas
factoriales”, con lo cual se generaron graficas de efectos principales y de
interaccion.

Se selecciond la pestaiia “Estadisticas”, “ANOVA” y “Prueba de igualdad de
varianzas”. En la pagina que se abri6 se seleccioné la columna “Respuesta” en
la opcion “Respuesta” y en “Factores” el factor “Tratamiento de melaza”. Este
procedimiento se repitid para los factores “Concentracion de melaza” y
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H.

“Concentracion de extracto de levadura”, con lo cual se generaron gréaficas de
pruebas de igualdad de varianzas para cada factor.

FERMENTACION DE MELAZA SUPLEMENTADA CON
EXTRACTO DE LEVADURA PARA GENERACION DE MODELO
CINETICO DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Materiales y equipo:

Cultivo de L. plantarium en caldo

Cultivo de L. casei en caldo

Soluciones de melaza al 15, 21y 28 % (m/v)
Soluciones de extracto de levadura al 5, 10 y 15 % (m/v)
Esterilizador de autoclave

Incubadora de agitacion

Potenciometro

Campana de laboratorio

22 Erlenmeyer de 250 mL con tapa

Probeta de 100 mL

3 pipetas graduadas de 10 mL

2 mecheros

Papel Parafilm

Papel aluminio

Etanol

Cloro

Procedimiento:

Se realiz6 un andlisis, expuesto en la seccion de Discusion de resultados,
para escoger la concentracion de extracto de levadura y el tratamiento y
concentracion de melaza que generen el mayor rendimiento en produccion
de acido lactico.

Utilizando las concentraciones y tratamientos escogidos para cada bacteria
se realiz6 una curva de crecimiento microbiano estableciendo los cambios
de concentracién de biomasa, consumo de sustrato y produccion de &cido
lactico.

Se realiz6 el procedimiento indicado en el inciso B para la preparacion de
200 mL de in6culo de cada bacteria.

Se realiz6 el procedimiento de los incisos C y E para la preparacion de 1000
mL de melaza al 17 % (m/v) y 150 mL de extracto de levadura al 1.5 %
(m/v).

Se desinfecto el area de trabajo utilizando etanol al 80% y cloro y se trabajo
al lado de 2 mecheros.

Con la probeta estéril se midieron 80 mL de melaza y se vertieron en cada
Erlenmeyer.

Con una pipeta graduada estéril se midieron 10 mL de extracto de levadura
y se vertieron en cada Erlenmeyer.
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10.
11.

12.

13.

14.

Con una pipeta graduada estéril se midieron 10 mL de in6culo y se vertieron
en cada Erlenmeyer.

Los erlenmeyers se taparon y se sellaron con papel Parafilm

Se incubaron a 37°C y 150 rpm.

Los cultivos se incubaron durante 144 horas, sacando un Erlenmeyer y
poniendo en refrigeracion para detener la actividad metabdlica de las
bacterias a las horas: 4, 11, 24, 35, 48, 59, 72, 83, 100 y 144, representando
cada Erlenmeyer un punto en la curva de crecimiento microbiano.

En la hora 72 se retiraron de la incubadora 3 erlenmeyers a la vez como
triplicado para la propagacion de error. Y en la hora 100 en el duplicado.

A cada Erlenmeyer se le midio el pH y se sigui6 el procedimiento del inciso
H para el analisis de muestras.

El procedimiento se realiz6 para cada bacteria en duplicado.

PREPARACION Y ANALISIS DE MUESTRAS

ok w

Materiales y equipo:

Centrifuga

Balanza analitica de laboratorio

Horno

Vortex

Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en
inglés)

2 Pipetas graduadas de 5 mL

Tubos de ensayo de 10 mL con tapa

Tubos conicos para centrifuga Falcon™ de 50 mL
Bulbo para pipeta

Gradilla para tubos de ensayo

Gradilla para tubos conicos para centrifuga

Agua destilada

Procedimiento:
Se tomaron 40 mL de las muestras de melaza antes, durante y después de la
fermentacion y se vertieron en tubos conicos para centrifuga Falcon ™ de
50 mL.
Se pesaron y se colocaron en una centrifuga balanceando el peso en cada
corrida.
Se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 minutos.
El sobrenadante se decantd en tubos de ensayo.
El sedimento obtenido se utilizO para la determinacion de biomasa por
diferencia de peso seco.

a. Al sedimento se agregaron 10 mL de agua destilada.

b. El tubo para centrifuga se coloco en un vortex a maxima velocidad

durante 30 segundos hasta que el sedimento se diluy6é nuevamente.
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6.

c. Se centrifugé a 5000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante
obtenido se descartd. Se repitio el procedimiento a-c dos veces.

d. Los tubos cdnicos para centrifuga con el sedimento se colocaron en
un horno a 60 °C durante 48 horas, hasta que el peso se mantuvo
constante.

e. Se determino el peso de los tubos con el sedimento y de los tubos sin
el sedimento en una balanza analitica.

f. Por diferencia de peso se determiné la concentracion de biomasa
seca, utilizando el volumen de muestra que se centrifugd
inicialmente.

El sobrenadante obtenido en el inciso 4 se utilizd para determinar la
concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa y acido lactico con HPLC.

a. Las muestras se diluyeron en una proporcion 1:1 en agua destilada,
para lo cual se mezclaron 5 mL de sobrenadante y 5 mL de agua
destilada en un tubo de ensayo.

b. Los tubos se agitaron en un vortex a velocidad méxima para
homogenizar.

c. Las muestras se enviaron al Laboratorio de Andlisis Instrumental
Avanzado del Centro de Investigaciones de la Universidad del Valle
de Guatemala.

d. Se realizo el analisis con detector de indice de refraccion utilizando
columna Hi plex H que se detalla mas adelante.

J. ANALISIS DE MUESTRAS CON HPLC

wmn

Materiales y equipo

Filtros de 0.22 um

Filtros de 0.45 pum

Viales de cromatografia

Columna Hi-plex H

Detector de indice de refraccion P-1200
Agua destilada

Procedimiento

Se tomd una alicuota de la muestra preparada utilizando una jeringa y se
filtr6 empleando un filtro de 0.22 um hacia los viales de cromatografia.

De la muestra filtrada, se tomaron 20 pL y se introdujeron al muestreador.
Se configur6 la bomba para tener un flujo de 0.6 uL/min

Se establecio la temperatura de la columna y el detector a 20 °C y del
inyector a 30 °C.

El agua destilada que ingresa a la columna se filtré utilizando filtros de 0.45
pm.

Se realizo la corrida y se configuro el archivo para exportar los datos
obtenidos del detector del indice de refraccion a 40 °C.
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K.

DETERMINACION DEL MODELO MATEMATICO QUE DESCRIBE
EL CRECIMIENTO CELULAR Y CONSUMO DE SUSTRATO,
UTILIZANDO EL SOFTWARE BERKELEY MADONNA ®

L

oo

Materiales y equipo:
Microsoft Excel
Software Berkeley Madonna ®

Procedimiento:

Las concentraciones de azucares totales, acido lactico y biomasa en el
tiempo se tabularon en Excel.

Los valores de cada concentracion en el tiempo se guardaron en diferentes
archivos como “Comma Separated Values” (.csv)

Se abrid el programa de Berkeley Madonna.

Se escribi6 el cdodigo con las ecuaciones que describen el crecimiento
microbiano, produccién de acido lactico y consumo de sustrato. Este se
observa en la seccion de anexos. La ecuacion del consumo de sustrato esta
basada en el modelo de Monod, lade crecimiento microbiano en el modelo
de Nandasana y Kumar (2007), el cual modifica el modelo de Monod
incluyendo inhibicion por sustrato e inhibicion por producto, y la
produccién de acido lactico en Luedeking—Piret incluyendo crecimiento
asociado y no asociado a la produccion de acido lactico.

Los datos experimentales se graficaron en el programa.

Se realiz6 un ajuste maltiple iterando los diferentes parametros empleados.
Se ajustaron los parametros utilizando “sliders” hasta que el modelo cinético
coincidio con los datos experimentales.
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VIl. RESULTADOS

Cuadro 6. Porcentaje de hidrolisis de sacarosa en melaza de cafia de azucar por hidrolisis
acida utilizando &cido clorhidrico

Concentracion de azucares (£0.002 g/L) Porcentaje de
Sacarosa Glucosa Fructosa hidrolisis (£
0.42 % m/v)
Inicial 59.28 17.56 18.05 91.33
Final 5.140 41.59 48.31 '

Valor porcentual representa el valor masico de sacarosa final con respecto
al valor inicial del mismo en del sistema.
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Cuadro 7. Comparacion de produccion de acido lactico por fermentacion empleando L.
casei a partir de melaza hidrolizada y melaza no hidrolizada

Consumo Acido

: Azucares ,de lactico Y P/Sq Incertidumbre Y X/Sq Incertidumbre
Sistema azucares (=

invertidos (0005 0.003 (9/9) (x9/9) (9/9) (x9/9)

g/L) g/L)
MA1 No 18.47 13.11 0.7098 0.0002 0.0661 0.008

MA2  No 2089 1589 07607  0.0002 00528 (07
MA3  No 2143 17.77 08293 00002  0.0899 (009
MBL  No 2018 12.98 06433 00002 00931 (o1
MB2  No 17.88 1586 0.8873  0.0003 00157  gg20
MB3  No 1884 1672 0.8876 00003 00190  go19
MC1  No 2163 1464 06770 00003 00185 (020
MC2  No 2255 17.66 0.7833  0.0003 00693 (019
MC3  No 2225 1884 08469 00002 00830 (o011

MHA1 Si 1957  14.89 0.7608 0.0002 0.09561 0.007
MHAZ2 Si 19.95 1591 0.7974 0.0003 0.08289 0.007
MHA3 Si 20.99 15,51 0.7389 0.0002 0.11391 0.008
MHB1 Si 37.35 19.39 0.5191 0.0001 0.06387 0.005
MHB?2 Si 36.56  20.54 0.5863 0.0001 0.08194 0.006
MHB3 Si 33.71 2331 0.6914 0.0001 0.08686 0.006
MHC1 Si 3349  18.03 0.5383 0.0002 0.06713 0.008
MHC?2 Si 37.67 1795 0.4765 0.0001 0.07693 0.006
MHC3 Si 3851  20.89 0.5424 0.0001 0.05676 0.005

Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las
especificaciones de la composicion de cada sistema pueden observarse en el Cuadro 5 de
la seccion de Metodologia. Notacion: Tratamiento de melaza: M — no hidrolizada, MH —
hidrolizada. Concentracion de melaza del sistema: A — 120 g/L, B - 170 g/L, C — 220 g/L.
Concentracion de extracto de levadura del sistema: 1 -5 g/L, 2 — 10 g/L, 3 - 15 g/L. Ypisq
rendimiento global de produccion de acido lactico sobre el consumo de azdcares totales;
Y xisq rendimiento global de formacion de biomasa sobre el consumo de azdcares totales.
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Cuadro 8. Comparacién de produccion de acido lactico por fermentacion
empleando L. plantarum a partir de melaza hidrolizada y melaza no hidrolizada

Consumo <.
Acido . .

. AzUcares Jae lactico Y pisg Incertidu Y xisq Incertidu
Sistema invertidos azucares (0.003 (9/0) mbre (9/0) mbre
(x0.005 _g /.L) (x0/9) (x0/9)

g/L)

MA1 No 18.71 15.55 0.8313 0.0003 0.110 0.008
MA2 No 21.31 16.43 0.7712 0.0002 0.091 0.007
MA3 No 20.79 17.27 0.8309 0.0002 0.102 0.008
MB1 No 23.33 18.51 0.7936 0.0001 0.069 0.005
MB2 No 20.07 16.23 0.8089 0.0001 0.076 0.006
MB3 No 27.21 23.33 0.8576 0.0002 0.085 0.007
MC1 No 29.43 19.55 0.6644 0.0002 0.124 0.010
MC2 No 30.03 20.29 0.6758 0.0002 0.142 0.012
MC3 No 20.45 16.73 0.8181 0.0002 0.101 0.009
MHA1 Si 34.68 18.27 0.5266 0.0001 0.059 0.006
MHA2 Si 34.46 20.45 0.5933 0.0001 0.064 0.006
MHA3 Si 35.60 20.77 0.5832 0.0001 0.072 0.006
MHB1 Si 20.28 13.75 0.6777 0.0002 0.013 0.017
MHB2 Si 29.70 15.26 0.5182 0.0001 0.025 0.013
MHB3 Si 38.46 20.33 0.5284 0.0001 0.047 0.011
MHC1 Si 36.54 19.61 0.5365 0.0001 0.038 0.008
MHC2 Si 41.78 26.41 0.6320 0.0001 0.053 0.008
MHC3 Si 41.16 26.11 0.6342 0.0001 0.062 0.008

Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las
especificaciones de la composicion de cada sistema pueden observarse en el Cuadro
5 de la seccion de Metodologia. Notacién: Tratamiento de melaza: M — no
hidrolizada, MH — hidrolizada. Concentracion de melaza del sistema: A — 120 g/L,
B — 170 g/L, C — 220 g/L. Concentracion de extracto de levadura del sistema: 1 —5
g/L,2-10g/L,3-15g/L. Yrisq rendimiento global de produccion de acido lactico
sobre el consumo de azlcares totales; Yxisq rendimiento global de formacion de
biomasa sobre el consumo de azUcares totales.
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Figura 14. Gréfica de efectos principales para rendimiento de produccion de acido
lactico sobre consumo de azucares, L. casei
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Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).

Figura 15. Gréfica de interaccién para rendimiento de produccién de &cido lactico
sobre consumo de azlcares, L. casei
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Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).
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Figura 16. Grafica de efectos principales para rendimiento de produccion de acido
lactico sobre consumo de azucares, L. plantarum
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Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).

Figura 17. Gréfica de interaccién para rendimiento de produccion de cido lactico
sobre consumo de azlcares, L. plantarum
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Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).
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Figura 18. Balance de masa del sistema MB3 del Cuadro 5 para la produccion de
acido l4ctico a partir de melaza no hidrolizada empleando L. casei

»| Fermentacion

57.41 g/L Sacarosa
15.46 g/L Glucosa
15.76 g/L Fructosa
0.42 g/L Biomasa
15 g/L Extracto de

levadrura
2.23 g/L Acido lactico
0.34 g/L Acido citrico

\

54.14 g/L Sacarosa
5.15 g/L Glucosa
10.51 g/L Fructosa
0.78 g/L Biomasa
18.95 g/L Acido lactico
5.02 g/L Acido citrico
12.07 Mantenimiento y
otros subproductos

Fermentacion realizada a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las especificaciones
de la composicion del sistema pueden observarse en el Cuadro 5 de la seccion de

Metodologia.

Figura 19. Balance de masa del sistema MHAZ2 del Cuadro 5 para la produccion
de &cido lactico a partir de melaza hidrolizada empleando L. casei

Fermentacién

3.48 g/L Sacarosa
25.18 g/L Glucosa
27.89 ¢/L Fructosa
0.938 g/L Biomasa
10 g/L Extracto de
levadrura
3.192 g/L Acido lactico
0.318 g/L Acido citrico

\/

3.28 g/L Sacarosa
11.52 g/L Glucosa
21.79 g/L Fructosa
2.59 g/L Biomasa
19.1 g/L Acido lactico
4.76 g/L Acido citrico
8.04 Mantenimiento y otros
subproductos

Fermentacion realizada a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las especificaciones
de la composicion del sistema pueden observarse en el Cuadro 5 de la seccion de

Metodologia.
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Figura 20. Balance de masa del sistema MB3 del Cuadro 5 para la produccion de
acido lactico a partir de melaza no hidrolizada empleando L. plantarum

57.41 g/L Sacarosa
15.21 g/L Glucosa
15.82 g/L Fructosa
0.42 g/L Biomasa
15 g/L Extracto de

levadrura
2.77 g/L Acido lactico
0.37 g/L Acido citrico

»| Fermentacion

\

55.68 g/L Sacarosa
2.78 g/L Glucosa
2.78 g/L Fructosa
2.31 g/L Biomasa

26.1 g/L Acido lactico
4.58 g/L Acido citrico
12.77 Mantenimiento y
otros subproductos

Fermentacién realizada a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las
especificaciones de la composicion del sistema pueden observarse en el Cuadro 5

de la seccion de Metodologia.

Figura 21. Balance de masa del sistema MHB1 del Cuadro 5 para la produccion de
acido l4ctico a partir de melaza hidrolizada empleando L. plantarum

»| Fermentacion

5.92 g/L Sacarosa
45.18 g/L Glucosa
53.71 g/L Fructosa
3.87 g/L Biomasa
5.00 g/L Extracto de
levadrura
4.35 g/L Acido lactico
0.384 g/L Acido citrico

\/

5.68 g/L Sacarosa
35.82 g/L Glucosa
43.02 g/L Fructosa
4.12 g/L Biomasa
18.1 g/L Acido lactico
4.4 g/L Acido citrico
2.27 Mantenimiento y otros
subproductos

Fermentacién realizada a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Las
especificaciones de la composicion del sistema pueden observarse en el Cuadro 5

de la seccion de Metodologia.
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Figura 22. Consumo de azucares y produccion de biomasa y acido lactico en el
tiempo para modelo cinético de L. casei
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Composicion del
medio 170 g/L de melaza y 15 g/L de extracto de levadura.

Figura 23. Consumo de azucares y produccion de biomasa y cido lactico en el
tiempo para modelo cinético de L. plantarum
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Composicion del
medio 170 g/L de melaza y 15 g/L de extracto de levadura.
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Ecuacion 6. Ecuacién de Monod empleando L. casei y L. plantarum para la
produccion de acido lactico

= imex (2) () e (- 2)
H = Hmax (3 0\ + ¢.) P\ &,

u= Velocidad de crecimiento

Donde:

Umax = Velocidad maxima de crecimiento
C, = Concentracion de azucares totales
k, = Constante de afinidad
k; = Constante de inhibicién por sustrato
C, = Concentracion de acido lactico

kp = Constante de inhibicién por producto

Ecuacion 7. Ecuacion cinética de crecimiento microbiano en funcion del tiempo
empleando L. casei y L. plantarum para la produccion de acido lactico

Donde:
C,,= Concentracion de biomasa
u= Velocidad de crecimiento

C, = Concentracién de biomasa en fase estacionaria

t =tiempo
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Ecuacidn 8. Ecuacion cinética de produccion de acido lactico en funcién del
tiempo empleando L. casei y L. plantarum

acy dX+ c ( Cs )( k; ) ( Cp>
a Yt P e o) kv U,

Donde:

C, = Concentracion de acido lactico
t =tiempo
a = Coeficiente de produccion asociada al crecimiento
B= Coeficiente de produccion no asociada al crecimiento
C,,= Concentracion de biomasa
C, = Concentracion de azUcares totales
k, = Constante de afinidad
k; = Constante de inhibicion por sustrato
kp = Constante de inhibicién por producto

Ecuacion 9. Ecuacion cinética de consumo de azucares en funcion del tiempo empleando
L. casei y L. plantarum para la produccion de &cido lactico

= ———————-—myC, + a-exp(k *t)

Donde:
C, = Concentracion de azUcares totales
C,= Concentracion de biomasa

Yys= Coeficiente de rendimiento instantdneo de biomasa sobre consumo de
sustrato

C, = Concentracion de acido lactico

Yps = Coeficiente de rendimiento instantaneo de acido lactico sobre consumo de
sustrato

m,=Coeficiente de mantenimiento celular
a = Constante asociada a consumo de azucares
k = Constante asociada a consumo de azucares

t = tiempo
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Cuadro 9. Constantes cineticas de la produccion de acido lactico empleando L.
casei y L plantarum a partir de melaza de cafia de azlcar obtenidas de Berkeley Madonna

Valor

Coeficiente . Dimensional
L. casei L. plantarum
Hmax 2.37861 0.61946 ht

ks 3.44872 46.03027 g/L

k; 8.24917 59.79032 g/L

kp 14.0444 36.49023 g/L

B 7.68892 11.42563 g &cido lactico / (g biomasa * h)
a 5.55242 4.02151 g &cido lactico / g biomasa
Yys 0.27724 0.97499 g biomasa / g azUcar
Yps 4.23556 2.02117 g acido lactico / g azUcar
mg 0.04124 0.01031 g azucar / g biomasa * h
a -4.00056 -4.70857 g/(L*h)

k -0.31101 -0.45475 ht

Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas.

Composicion del medio 170 g/L de melaza y 15 g/L de extracto de levadura.
Notacion:
Umax: Velocidad méaxima de crecimiento; k,: Constante de afinidad; k;: Constante
de inhibicion por sustrato; kp: Constante de inhibicién por producto; a: Coeficiente
de produccién asociada al crecimiento; B: Coeficiente de produccion no asociada al
crecimiento; Yys: Coeficiente de rendimiento instantdneo de biomasa sobre
consumo de sustrato; Yps: Coeficiente de rendimiento instantdneo de &cido lactico
sobre consumo de sustrato; m,: Coeficiente de mantenimiento celular; a: Constante
asociada a consumo de azucares; k: Constante asociada a consumo de azucares
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Figura 24. Ajuste de modelo cinético con Berkeley Madonna a los datos experimentales de crecimiento bacteriano,

consumo de azucares y produccion de acido lactico de L. casei
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Figura 25. Ajuste de modelo cinético con Berkeley Madonna a los datos experimentales de crecimiento bacteriano, consumo de

azucares y produccion de cido lactico de L. plantarum
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Se plante6 como objetivo principal para este trabajo de graduacion evaluar la
fermentacion de melaza de cafia de azGcar empleando Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum para la produccion de acido lactico. Con el mismo fin se evallo el efecto de la
hidroélisis acida de melaza como método de pretratamiento en el rendimiento global de
produccién de acido lactico. A la vez, se determinaron las concentraciones de melaza y
extracto de levadura como fuentes de azucares y nitrégeno en el medio que generaron el
mayor rendimiento global de produccion. Y finalmente, se planted la cinética de reaccion
de produccion de &cido lactico por fermentacion a partir de melaza de cafia de azucar,
empleando el pretratamiento, concentracion de melaza y concentracion de extracto de
levadura con el mayor rendimiento para ambas bacterias.

Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum son bacterias acido-lacticas
heterofermentativas facultativas que producen acido lactico a partir de hexosas mediante la
via Embden-Meyerhof-Parnas. Ambas cepas se han reportado como productoras de acido
lactico eficientes a partir de glucosa y fructosa. L. casei produce acido L (+) lactico,
mientras que L. plantarum acido D (-) lactico. Siendo ambos isdmeros puros potenciales
para la produccion de PLA. Aunque histéricamente se ha brindado mayor interés y el
mercado ha sido dominado por el acido L (+) lctico, se ha estudiado que las propiedades
fisicas y mecéanicas del PLA dependen de la proporcion de acido poli-D-lactico (PDLA) y
acido poli-L-lactico (PLLA) en el copolimero. La co-cristalizacion ocurre cuando se
mezcla PLLA con PDLA, lo que da como resultado un nuevo PLA estereocomplejo con un
punto de fusion mas alto. Este hallazgo ha llevado a un mayor interés en la produccién de
acido D (-) lactico opticamente puro (Garcia, Arrazola y Durango, 2010; Zhang et al.,
2015).

La melaza de cafia de azUcar es una fuente rica en sacarosa (59.28 g/L) y pobre en
glucosa (17.56 g/L) y fructosa (18.05 g/L). Puesto a que las bacterias empleadas para la
produccidn de acido lactico en esta experimentacion prefieren a la glucosa como sustrato
ante la sacarosa, se plante6 la evaluacion de hidrolisis &cida de melaza como método de
pretratamiento. Este se llevd a un pH 1y 80 °C durante 60 minutos, evitando pH menores
a 1 y temperaturas mayores a 106 °C para no degradar la glucosa y la fructosa.
Posteriormente se neutralizo y esterilizd en autoclave. El paso de la neutralizacion previo
a la esterilizacion es crucial, dado a que a un pH bajo se generan compuestos inhibidores.
Como se observa en el Cuadro 6, se alcanz6 un porcentaje de hidrdlisis de 91.33 % (m/v),
degradando casi en su totalidad la sacarosa.

Al comparar las fermentaciones realizadas con azucares invertidos y no invertidos,
se observa que en general, ambas bacterias consumieron una mayor cantidad de azlcar en
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los sistemas de melaza con tratamiento, sin embargo produjeron una cantidad
similar de acido lactico, que por ende generé mayores rendimientos globales de
producto y biomasa sobre sustrato en los sistemas de melaza sin pretratamiento.
Estos fendmenos pueden deberse a que al realizar la hidrolisis acida se degradaron
algunas sustancias deseables, las cuales tuvieron un efecto significativo en la
produccidn de acido lactico. Asi mismo, es posible que durante la esterilizacion de
la melaza en la autoclave realizada a 121 °C se haya producido 5-hidroximetil-
furfural, el cual es una sustancia inhibidora, que se genera por isomerizacion y
reacciones de deshidratacion a temperaturas elevadas en presencia de &cidos
(Gomes, Rampon y Ramos, 2017).

Las bacterias acido-lacticas generalmente son microorganismos fastidiosos
desde el punto de vista de requerimientos nutricionales, ya que requieren una fuente
compleja de nutrientes como aminoécidos y vitaminas para su crecimiento. El
extracto de levadura es la fuente de nitrbgeno comunmente utilizada que provee el
complejo de nutrientes necesarios. Para evaluar la influencia de la melaza de cafia
de azlcar y el extracto de levadura en la formacion de acido lactico, se realiz6 un
disefio experimental de tipo factorial, en el cual se evaluaron concentraciones de
melaza de 120 a 220 g/L y concentraciones de extracto de levadura de 5 a 15 g/L,
realizando fermentaciones tipo batch a 37 °C con pH inicial de 6.5 durante 144
horas.

El mayor rendimiento de produccion de acido lactico alcanzado por L. caseli
fue de 0.8876 g/g, el cual se dio empleando una concentracion de melaza no
hidrolizada de 170 g/L y una concentracion de extracto de levadura de 15 g/L, con
el que se alcanzd una concentracion de &cido lactico de 16.72 g/L. Mientras que el
mayor rendimiento alcanzado utilizando melaza hidrolizada para esta bacteria fue
de 0.7974 g/g con una concentracion de melaza invertida de 120 g/L y una
concentracion de extracto de levadura de 10 g¢g/L, con la que se alcanzd una
concentracion de acido lactico de 15.91 g/L. Por otro lado, el mayor rendimiento de
produccidn de &cido lactico alcanzado por L. plantarum fue de 0.8576 g/g, el cual
se dio empleando una concentracién de melaza no hidrolizada de 170 g/L y una
concentracion de extracto de levadura de 15 g/L, con el que se alcanzd una
concentracion de 4cido lactico de 23.33 g/L. Mientras que el mayor rendimiento
alcanzado utilizando melaza hidrolizada para esta bacteria fue de 0.6777 g/g con
una concentracion de melaza invertida de 170 g/L y una concentracién de extracto
de levadura de 5 g/L, con la que se alcanz6 una concentracion de acido lactico de
13.75 g/L. En ambas bacterias, se observd que en general, al aumentar la
concentracion de extracto de levadura, la concentracion de biomasa producida y el
rendimiento de biomasa sobre sustrato aumentaron. Obteniendo la méxima cantidad
de biomasa seca de 2.93 g/L al suplementar el medio con 15 g/L de extracto de
levadura. Otros estudios también han demostrado esta tendencia empleando melaza
de cafia de azlcar y melaza de remolacha, donde se pueden mencionar a Wee et al.
(2004) y Kotzamanidis et al. (2002).

En las figuras 14, 15, 16 y 17 se observan graficas de medias ajustadas del
rendimiento global de produccion de acido lactico sobre consumo de azlcares en
funcidn de los distintos niveles de cada factor. En la Figura 14, gréafica de efectos
principales para rendimiento de produccion de &cido lactico sobre consumo de
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azucares de L. casei, se observa la media del rendimiento para cada factor, por separado y
sin relacionarse con los otros factores, la cual fue mayor para los sistemas compuestos por
melaza no hidrolizada, concentracion de 120 g/L de melaza y concentracion de 15 g/L de
extracto de levadura. Sin embargo, en la siguiente grafica, Figura 15, grafica de interaccion
para rendimiento de produccién de &cido lactico sobre consumo de azucares de L. casei,
donde se observa la interaccion entre los factores, se observa que, al relacionar el
tratamiento de melaza con su concentracion, los mayores rendimientos se obtienen con
melaza no hidrolizada y una concentracion de 170 g/L. Al relacionar tratamiento con
concentracion de levadura, los mayores rendimientos se obtienen con melaza no
hidrolizada y 15 g/L de extracto de levadura. Y finalmente, al relacionar concentracion de
melaza y concentracion de extracto de levadura, con 170 g/L de melazay 15 g/L de extracto
de levadura. Los resultados obtenidos indican que la concentracion de extracto de levadura
tiene un efecto significativo en las fermentaciones de &cido lactico.

En cuanto al analisis factorial para los sistemas fermentados por L. plantarum, en
la Figura 16, gréfica de efectos principales para rendimiento de produccion de &cido lactico
sobre consumo de azlcares, se observa que, por separado para cada factor, se obtienen
mayores rendimientos de produccion de acido lactico sobre sustrato para los sistemas con
melaza no hidrolizada, melaza a una concentracién de 170 g/L y extracto de levadura a una
concentracion de 15 g/L. Lo cual coincide con los rendimientos obtenidos relacionando dos
factores, que se observan en la Figura 17, grafica de interaccion para rendimiento de
produccion de &cido lactico sobre consumo de azlcares, dado a que al combinar tratamiento
de melaza con concentracion de melaza y tratamiento con concentracion de extracto de
levadura, se obtienen mayores rendimientos con melaza no hidrolizaday, 170 g/L y 15 g/L
como concentracion de melaza y extracto de levadura respectivamente.

Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum son bacterias &cido-lacticas
heterofermentativas facultativas que producen principalmente acido lactico a partir de
glucosa y fructosa, sin embargo pueden producir subproductos en cantidades menores.
Fendmeno que se observé durante las fermentaciones, puesto a que los analisis de
cromatografia determinaron la presencia de é&cido citrico principalmente, con una
concentracion entre 4.4 g/L y 5.0 g/L. El etanol es otro subproducto que se observa en la
mayoria de las fermentaciones empleando bacterias acido-lacticas, aunque la presencia de
este no se detecto al realizar los analisis de cromatografia. Otros subproductos que podrian
haberse generado durante las fermentaciones son acido acético, formiato, diacetilo,
acetoina y dioxido de carbono, los cuales podrian atribuirse a la salida de los balances de
masa nombrada como “otros subproductos y mantenimiento”. La formacion de esos
subproductos implica que el procesamiento posterior a la fermentacion requiere separacion
y purificacion del producto final, lo cual debe tomarse en cuenta para futuras
investigaciones basadas en este trabajo de graduacion. Algunos de los métodos para
disminuir la formacion de subproductos son el uso de nuevas cepas y la modificacién
genetica de las cepas existentes para seguir el camino deseado (Abedi y Hashemi, 2020;
Abdur et al., 2021)

En cuando al mantenimiento, este se atribuye al consumo de sustrato que la célula
utiliza para ejecutar la suma de mecanismos moleculares, bioquimicos y genéticos que se
dan en su interior para mantenerse en condiciones autosuficientes. En los diferentes
balances se observo que los valores correspondientes a mantenimiento fueron mayores en
los sistemas que emplearon melaza no hidrolizada a comparacion de los que emplearon
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melaza hidrolizada, esto se debe a que los primeros estan compuestos mayormente
por sacarosa, la cual requiere un paso mas en la ruta metabolica para poder ser
utilizada, aumentando el gasto de energia en estos sistemas (Villagomez et al.,
2020).

Los experimentos realizados para la generacion de datos para los modelos
cinéticos fueron llevados a cabo a una concentracion de melaza de 170 g/L,
equivalente a una concentracion total de azucar de 66-68 g/L, una temperatura de
37 °C y un pH inicial de 6.5. Asi mismo se agregaron 15 g/L de extracto de levadura
como fuente de nitrégeno y vitaminas. En general, se observé una disminucion
rapida del total de azlcares y un incremento en la concentracion de acido lactico y
biomasa en las primeras 40 horas en las fermentaciones por L. casei y por L.
plantarum. Asi mismo se observé después de este tiempo el inicio de la fase
estacionaria, en donde las concentraciones de azlcares, &cido lactico y biomasa se
mantienen constantes. Consecuentemente ambas fueron fermentaciones
satisfactorias de melaza de cafia de azUcar.

Los modelos cinéticos que se plantearon para describir el crecimiento
microbiano, produccién de acido lactico y consumo de sustrato son de tipo no
estructurado, ya que estos no toman en cuenta algunos aspectos basicos de la
estructura celular como su funcién y composicion, y ninguna caracterizacion
fisiolégica de las células, considerando unicamente concentracion celular total.
Estos modelos han sido empleados previamente para describir el comportamiento
de las fermentaciones de acido lactico con un rango amplio de medios y
condiciones.

El modelo cinético que se planted para describir el crecimiento bacteriano
de L. casei y L. plantarum en la fermentacion de melaza, esta basado en el modelo
de Nandasana y Kumar (2007), el cual modifica el modelo de Monod, tomando en
cuenta la limitacion de la fuente de carbono, e incluyendo fendmenos de inhibicion
por el sustrato y un decaimiento exponencial para la inhibicion del producto. Asi
mismo, se agrego el término de la ecuacion logistica para describir tanto la fase
exponencial como la fase estacionaria. Se determind que la tasa especifica de
crecimiento maxima tiene un valor de 2.38 h* y 0.620 h™ para L. casei y L.
plantarum respectivamente. A la vez se determind que la constante de afinidad es
de 3.44 g/L y 46.0 g/L para L. casei y L. plantarum respectivamente. La constante
de afinidad indica que entre mas cercano el valor a cero, mayor es la afinidad por el
sustrato. Lo cual indica que L. casei posee una mayor afinidad por los azlcares de
la melaza, que L. plantarum.

Durante las primeras horas de fermentacion se observa una fase de latencia
0 lag prolongada, esto puede atribuirse a que el sustrato estaba compuesto
mayormente por sacarosa, la cual es mas dificil de metabolizar puesto a que requiere
un paso mas para ser incorporado a glucolisis. A su vez, ese fendmeno podria
indicar una posible inhibicidn por sustrato en la fase exponencial. Se determiné que
constante de inhibicion del sustrato (ki) encontrada para el crecimiento de la
biomasa es de 8.24 g/l y 59.79 g/L para L. casei y L. plantarum respectivamente, lo
que sugiere que la inhibicién significativa ocurriria para la concentracion de azlcar
superior a estos valores. Esto implica que el efecto de la inhibicion del sustrato sobre
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el crecimiento de la biomasa tiene un efecto significativo en las fermentaciones llevadas a
cabo.

El incremento en la concentracion de acido lactico presente en el medio de cultivo
provoca la disipacion del gradiente de protones que se mantiene a través de la membrana
celular. Las bacterias requieren energia de mantenimiento para regular este gradiente de
pH. Si la energia se vuelve insuficiente, el crecimiento de bacterias se detiene debido a la
inhibicion del producto. Se observo que el crecimiento de biomasa y la produccién de &cido
lactico se vio afectada por esta inhibicion. Ya que, a pesar de que en el medio ain se
encontraba una cantidad significativa de sustrato (34.3 g/L y 43.9 g/L, para L. casei y L.
plantarum respectivamente), tanto la concentracién de biomasa como de acido lactico,
Ilegaron a un punto estable. La inhibicion del producto es causada tanto por el &cido lactico
no disociado como por el disociado. EI mecanismo de inhibicion del crecimiento por acido
lactico se describe por el mecanismo de inhibicion de los acidos organicos débiles, el cual
estd relacionado con la solubilidad de la forma no disociada dentro del citoplasma y la
insolubilidad de la forma disociada. Esto provoca la acidificacion del citoplasma y el
colapso de la fuerza motriz del protdn, lo que da como resultado la inhibicion del transporte
de nutrientes. La energia ganada por la produccién de lactato ya no esta disponible para el
crecimiento celular, sino que se utiliza por completo para mantener la homeostasis del pH
y se produce autolisis de la célula por la alta concentracion de acido lactico. El &cido lactico
se disocia casi por completo a pH 6 o superior. La toma de datos experimentales no fue a
pH controlado, cuando se observa la inhibicion el pH se encontraba en 3.9-4.0, por lo que
se infiere que la inhibicion del producto se debe al acido lactico no disociado. Los valores
determinados para la constante de inhibicion por producto (kp) son de 14.04 g/L y 36.49
g/L para L. casei y L. plantarum respectivamente. La inhibicion es evidente a partir de
valores significativos, teniendo un efecto mucho mayor en L. plantarum. Aunque se han
reportado valores de inhibicion por la concentracion de acido lactico para L. plantarum de
66.53 g/L.

Para la produccién de &cido lactico se utilizd nuevamente el modelo Nandasana y
Kumar (2007), el cual modifica el modelo de Luedeking-Piret para la produccion de acido
lactico asociada y no asociada al crecimiento, con términos de limitacion de la fuente de
carbono, fendmenos de inhibicion por el sustrato y un decaimiento exponencial para la
inhibicion del producto. Tanto la ecuacion de produccion de acido lactico como la ecuacion
de Monod poseen los mismos términos de limitacidn de sustrato e inhibicion por producto
y sustrato. Esto se debe a que el modelo utilizado asume, con fines de simplificacion, que
cuando la absorcion de azlcar se ve afectada por una baja concentracion de azlcar, la tasa
de produccion de &cido lactico se ve afectada de la misma manera; cuando la absorcion de
azucar es inhibida por el aztcar en altas concentraciones, la produccion de acido lactico se
inhibe de la misma manera; y la concentracion de acido lactico inhibe el consumo de azucar
y la produccion de acido lactico de la misma manera.

Los valores determinados para los coeficientes de produccion asociada al
crecimiento y no asociada son de 5.55 g/L y 7.69 g/(L*h) para L. caseiy 4.02 g/Ly 11.4
g/(L*h) para L. plantarum, respectivamente. Estos coeficientes indican que la tasa de
produccidn de acido lactico es alta durante la fase asociada con el crecimiento, pero la
cantidad de produccién que tiene lugar durante la fase estacionaria es mayor. La relacion
A/B en este trabajo es de 0.72 y 0.36 para L. casei y L. plantarum respectivamente, mientras
que se han reportado relaciones de 4.0 y 2.7 empleando melaza, indicando que la
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produccion de &cido lactico es mayor en la fase exponencial. El pequefio valor de
la relacion A/B obtenido en esta investigacion indica la independencia casi total de
la tasa de produccion de &cido lactico de la tasa de crecimiento. Las bacterias
producen acido lactico proporcionalmente a la concentracion, sin depender de su
fase de crecimiento (Monteagudo et al., 1997).

La ecuacion que describe la tasa de utilizacion de sustrato se obtuvo de Dutta
et al. (1996), esta considera tanto la conversién de sustrato en producto y biomasa
como el consumo de sustrato para mantener el crecimiento de la biomasa. Asi
mismo se agregd un factor mateméatico como ajuste de aceleracion del consumo de
azucar. Este factor matematico posee dos constantes “a” y “k” que se determinaron
con valores de -4.0 y -0.31 para L. casei y -4.7 y -0.45 para L. plantarum,
respectivamente. La correccion con este factor matematico permite la aceleracion
de consumo de sustrato al inicio de la fermentacion, puesto a que hay una mayor
cantidad de sustrato, hay un mayor consumo de este.

Los valores experimentales utilizados para ajustar el modelo al consumo de
sustrato corresponden a la sumatoria de la concentracion de glucosa, fructosa y
sacarosa en el tiempo, esto debido a que en ambas bacterias se observo un consumo
significativo de los tres azlcares durante todo el tiempo de fermentacion, sin
observar un comportamiento triatxico. L. casei consumié glucosa y fructosa a un
ritmo similar, debido a la isomerizacién espontanea entre si, mientras que L.
plantarum utilizé la glucosa a un ritmo mayor que la fructosa; y en ambos casos la
sacarosa se consumio a un ritmo menor. Aungue como era de esperarse, la glucosa
fue el azicar que se consumié en mayor cantidad, en su totalidad en la fermentacién
por L. casei y a un 90% por L. plantarum.

El coeficiente de mantenimiento celular se determiné con un valor de 0.04
g/(g*h) y 0.01 g/(g*h) para L. casei y L. plantarum respectivamente. Al iterar
distintos valores para este coeficiente y modificar el modelo cinético, no se
observaron cambios, por lo que se infiere que este no tiene un efecto significativo
en el modelo. Finalmente, se determinaron los rendimientos instantaneos de
biomasa y producto sobre el consumo de sustrato. Los valores obtenidos para
Yys corresponden a 0.278 y 0.975 g/g y para Ypg de 4.23 y 2.02 g/g para L. casei y
L. plantarum respectivamente. Como se observa el rendimiento de producto es
mucho mayor que el rendimiento de biomasa sobre sustrato, indicando que la
fermentacidn favorecio la produccion de acido lactico. Los valores elevados de Ypg
pueden deberse a invertasas intracelulares capaces de hidrolizar la sacarosa para su
posterior consumo. Debe considerarse que los valores mencionados corresponden a
un rendimiento instantaneo, que toma en cuenta la cantidad de producto, biomasa y
sustrato en diferentes momentos de la fermentacion, a diferencia de los
rendimientos globales mencionados anteriormente en referencia a los experimentos
relacionados a la hidrolisis de melaza y concentracion de melaza y extracto de
levadura, que solamente toma en cuenta el inicio y final de la fermentacion;
generando esto las diferencias entre los rendimientos expuestos.

Como fuentes de error pueden mencionarse el método de cuantificacién de
microorganismos que se realiz0 mediante biomasa seca, dado a que esta no
representa Unicamente a las células vivas, sino también considera las células
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muertas y otros componentes del medio, a pesar de que este fue lavado con agua destilada.
Mas se dificulta la cuantificacion de microorganismos por otros métodos como densidad
Optica o equipos de alta sensibilidad para conteo microbiano dada la coloracion oscura de
la melaza. Por otro lado, la alta viscosidad de la melaza también puede representar una

fuente de error, ya que esta obstaculiza la transferencia de masa entre los sistemas sustrato-
microorganismo y producto-microorganismo.
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IX. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron mayores rendimientos globales de produccion de &cido lactico y
biomasa sobre sustrato empleando melaza no invertida, teniendo la hidrolisis de
melaza como método de pretratamiento un efecto negativo en estos. Empleando una
concentracion de melaza no invertida de 170 g/L se obtuvo un rendimiento global
de produccién de acido lactico de 0.8876 g/g, mientras que el mayor rendimiento
global alcanzado utilizando una concentracion de melaza invertida de 120 g/L fue
de 0.7974 g/g para L. casei. En el caso de L. plantarum empleando una
concentracion de melaza no invertida de 170 g/L se obtuvo un rendimiento global
de produccién de &cido lactico de 0.8576 g/g, mientras que el mayor rendimiento
global alcanzado utilizando una concentracion de melaza invertida de 170 g/L fue
de 0.6777 gl.

2. La concentraciéon de melaza de cafia de azUcar y extracto de levadura en el medio
de cultivo de fermentacién acido-lactica por L. casei y L. plantarum demostraron
tener un efecto significativo en el rendimiento de producto y biomasa sobre sustrato,
puesto a que estos variaban al cambiar la composicion del medio. La méaxima
concentracion de acido lactico alcanzada después de 144 horas por L. casei fue de
23.31 g/L con un rendimiento global de 0.6914 g/g empleando un medio compuesto
por 170 g/L de melaza no invertida y 15 g/L de extracto de levadura. Mientras que
para L. plantarum fue de 23.33 g/L con un rendimiento global de 0.8576 g/g
empleando la misma composicion de medio.

3. Seplanted para cada bacteria un modelo cinético de fermentacion de melaza de cafia
de azucar que describe el crecimiento microbiano, la produccién de acido lactico y
el consumo de azucares totales en el tiempo (ver ecuaciones 6, 7, 8 y 9 de la seccidn
de resultados); basado en el modelo de Monod y el modelo de Luedeking-Piret
incluyendo términos de limitacion de la fuente de carbono, fendmenos de inhibicion
por el sustrato y un decaimiento exponencial para la inhibicion del producto.
Determinando los valores de las constantes cinéticas como tasa méxima de
crecimiento especifica (tyqy), 2.37 1y 0.619 h't; constante de afinidad al sustrato
(ks), 3.44 g/L y 46.0 g/L; constante de inhibicidn por sustrato (k,), 8.24 y 59.8 g/L;
constante de inhibicion por producto (k,), 14.0 y 36.5 g/L; constante asociada al
crecimiento para la produccion de &cido lactico (a),5.55 y 4.02 g/g; y constante no
asociada al crecimiento para la produccion de &cido lactico (8) 7.69y 11.4 g/(g*h)
para L. casei y L. plantarum, respectivamente.
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X. RECOMENDACIONES

Se sugiere evaluar la hidrolisis de la sacarosa de melaza de cafia de azlcar
empleando invertasa o B-fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26). Ya que la hidrolisis
acida y térmica puede generar la formacion de hidroximetil-furfural y otros
compuestos inhibidores. Asi mismo, la hidrolisis de sacarosa aumenta la
disponibilidad de glucosa en el medio, el cual es el sustrato preferido para la
mayoria de los Lactobacillus.

Realizar un estudio comparativo a nivel laboratorio de fermentacion de melaza para
la produccion de acido lactico empleando otras fuentes de nitrégeno de bajo costo
como proteina de suero de queso y licor de maiz fermentado, mediante la
suplementacién del medio de melaza con una concentracion de proteina equivalente
a 1.5 % (m/v) de extracto de levadura. Puesto a que las bacterias &cido-lacticas son
microorganismos fastidiosos que requieren una fuente de proteina y vitaminas para
su crecimiento y el extracto de levadura, comunmente empleado, posee un elevado
costo y se ha reportado que puede representar hasta el 38% de los costos de
produccion de &cido lactico.

Evaluar la suplementacion de melaza de cafia de azlcar con sales como acetato de
sodio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, citrato de amonio, fosfato de
potasio y Tween 80, que podrian incrementar la produccién de &cido lactico y
crecimiento celular ya que actGan como cofactores en la ruta metabdlica de las
bacterias acido-lacticas.

Realizar un estudio de fermentacion de melaza de cafia de aztcar empleando un
disefio experimental de tipo factorial para evaluar concentraciones de CaCOs de 1,
3,5,7Yy 9% (m/v) para evitar la caida de pH mientras se produce acido lactico en
la fermentacion. Los Lactobacillus poseen un crecimiento 6ptimo a un pH entre 6.0
y 7.0, mantener el pH adicionando CaCOs podria incrementar la produccion de
acido lactico y crecimiento celular al disminuir la inhibicion por producto.

Evaluar la fermentacion de melaza de cafia de azdcar en modo lote alimentado,
afiadiendo el sustrato de forma parcial y progresiva durante el tiempo de
fermentacién. La fermentacion por lote es el método mas utilizado industrialmente,
sin embargo una de sus principales limitantes es la alta concentracion de azucares
al inicio de la fermentacion, ya que esta puede provocar la inhibicion de
microorganismo por sustrato.
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XIl. ANEXOS

A. DATOS ORIGINALES
Cuadro 10. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico del
disefio factorial empleando melaza no hidrolizada y L. casei

i Concentracion (x0.0001 %m/v)
Sistema

Sacarosa Glucosa Fructosa Acido Lactico

In6culo L. casei 0.027 0.064 0.034 1.053
Melaza 120 g/L 2.057 0.446 0.517 0.022
Melaza 170 g/L 2.868 0.754 0.788 0.033
Melaza 220 g/L 3.01 0.852 0.817 0.036
MA1 1.886 0.104 0.074 0.845
MA2 1.864 0.102 0.079 0.896
MA3 1.816 0.088 0.089 0.876
MB1 2.023 0.427 0.115 1.081
MB2-1 2.086 0.314 0.102 1.154
MB2-2 2.008 0.275 0.106 1.009
MB2-3 2.045 0.275 0.109 1.253
MB3 2.107 0.498 0.142 1.277
MC1 2.399 0.462 0.166 1.016
MC2 2.212 0.485 0.121 1.012
MC3 2.223 0.438 0.115 1.159

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Cuadro 11. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico del
disefio factorial empleando melaza no hidrolizada y L. plantarum

: Concentracion (£0.0001 %m/v)
Sistema

Sacarosa Glucosa Fructosa Acido LActico

In6culo L. plantarum 0.029 0.197 0 0.785
MA1 1.807 0.194 0.096 0.955
MAZ2 1.69 0.19 0.087 0.949
MA3 1.717 0.189 0.087 0.991
MB1 2.426 0.18 0.345 1.116
MB2-1 2.416 0.185 0.32 1.153
MB2-2 2.321 0.327 0.213 1.276
MB2-3 2.581 0.25 0.123 1.352
MB3 2.784 0.139 0.139 1.305
MC1 2.591 0.412 0.522 1.067
MC2 2.811 0.387 0.49 0.953
MC3 2.773 0.421 0.475 1.023

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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Cuadro 12. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico del
disefio factorial empleando melaza hidrolizada y L. casei

Concentracion (£0.0001 %m/v)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa Acido Lactico
Indculo L. casei 0 0.029 0.016 0.692
Melaza invertida 120 g/L 0.174 1.57 1.741 0.113
Melaza invertida 170 g/L 0.236 2.258 2.684 0.137
Melaza invertida220 g/L 0.291 2.36 2.971 0.121
MHA1 0.106 0.665 1.133 0.815
MHA?2 0.164 0.576 1.043 0.954
MHA3 0.168 0.568 1.02 1.048
MHB1 0.181 1.336 1.668 0.828
MHB2-1 0.17 1.435 1.718 0.941
MHB2-2 0.157 1.406 1.701 0.973
MHB2-3 0.162 1.437 1.714 1.001
MHB3 0.231 1.36 1.661 1.01
MHC1 0.241 1.434 1.804 0.898
MHC2 0.234 1.402 1.797 1.049
MHC3 0.242 1.424 1.782 1.108

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Cuadro 13. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico del
disefio factorial empleando melaza hidrolizada y L. plantarum

Concentracion (£0.0001 %m/v)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa Acido Léactico
Inéculo L. plantarum 0 0.008 0.014 0.807
Melaza invertida 120 g/L 0.254 1.57 1.741 0.113
Melaza invertida 170 g/L 0.296 2.258 2.684 0.137
Melaza invertida220 g/L 0.391 2.36 2.971 0.121
MHA1 0.135 0.526 1.172 1.107
MHA?2 0.172 0.509 1.163 1.216
MHA3 0.189 0.478 1.12 1.232
MHB1 0.284 1.791 2.151 0.905
MHB2-1 0.279 1.565 2.017 0.951
MHB2-2 0.294 1.489 2.01 1.101
MHB2-3 0.262 1.44 1.909 0.89
MHB3 0.107 1.307 1.903 1.234
MHC1 0.262 1.479 2.156 1.182
MHC2 0.282 1.272 2.081 1.522
MHC3 0.302 1.285 2.079 1.507

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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Cuadro 14. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
del disefio factorial empleando melaza no hidrolizada y L. casei

Masa (+0.00001 g)

Muestra Tubo con muestra Tubo
In6culo L. casei 11.445 11.4185
Melaza 120 g/L 11.4681 11.4526
Melaza 170 g/L 10.1081 10.0902
Melaza 220 g/L 9.6658 9.6289

MA1 10.0652 9.9753
MA?2 9.2271 9.1459
MAS3 9.7407 9.63

MB1 10.1338 10.0214

MB2-1 10.3092 10.1536

MB2-2 10.1498 10.0038

MB2-3 9.9845 9.8439

MB3 10.1996 10.0655
MC1 10.4558 10.3337
MC2 11.6004 11.4523
MC3 10.5273 10.4077

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.

Cuadro 15. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
del disefio factorial empleando melaza no hidrolizada y L. plantarum

Masa (+0.00001 g)

Muestra Tubo con muestra Tubo
Inéculo L. plantarum 9.3746 9.3151
MA1 9.203 9.1022
MA?2 10.2522 10.1567
MA3 10.3184 10.2155
MB1 10.2735 10.1717
MB2-1 11.6601 11.5484
MB2-2 10.3151 10.2025
MB2-3 11.518 11.417
MB3 9.8139 9.6854
MC1 10.2202 10.0688
MC2 10.3013 10.1521
MC3 10.2408 10.123

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.
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Cuadro 16. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
del disefio factorial empleando melaza hidrolizada y L. casei

Masa (+0.00001 g)

Muestra Tubo con muestra Tubo
In6culo L. casei 9.9753 9.9186
Melaza invertida 120 g/L 10.1921 10.1523
Melaza invertida 170 g/L 10.0477 9.8614
Melaza invertida220 g/L 10.0014 0.8834
MHA1 10.065 9.9787
MHA?2 9.2334 9.1518
MHA3 9.7474 9.6328
MHB1 10.1559 9.926
MHB2-1 10.3227 10.1592
MHB2-2 10.1738 10.0072
MHB2-3 10.0138 9.846
MHB3 10.237 10.068
MHC1 10.4536 10.3375
MHC2 11.6186 11.456
MHC3 10.4845 10.3106

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.

Cuadro 17. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
del disefio factorial empleando melaza hidrolizada y L. plantarum

Masa (+0.00001 g)

Muestra Tubo con muestra Tubo
In6culo L. plantarum 10.1878 10.1362
Melaza invertida 120 g/L 10.1921 10.1523
Melaza invertida 170 g/L 10.0477 9.8614
Melaza invertida220 g/L 10.0014 9.8834
MHA1 10.0235 9.9041
MHA2 10.2611 10.1354

MHA3 10.1125 9.9732

MHB1 9.484 9.3192
MHB2-1 10.3237 10.1441
MHB2-2 10.165 9.9804
MHB2-3 10.282 10.0919
MHB3 10.2718 10.0456

MHC1 10.068 9.9124

MHC2 10.1738 9.9845
MHC3 10.3329 10.1307

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.



Cuadro 18. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico de las
muestras para modelo cinético de L. casei

Concentracion (x0.0001 %m/v)

Muestra Tiempo Sacarosa  Glucosa  Fructosa Acido Lactico
In6culo L. casei 0 0.009 0.410 0.061 0.316
Melaza 170 g/L 0 2.062 0.650 0.606 0.034

1 4 1.923 0.529 0.487 0.333
2 11 1.703 0.508 0.483 0.299
3 24 1.666 0.281 0.378 0.822
4 35 1.633 0 0.33 1.021
5 48 1.624 0 0.209 1.128
6 59 1.648 0 0.137 1.238
7.1 72 1.59 0 0.08 1.267
7.2 72 1.661 0 0.1 1.34
7.3 72 1.669 0 0.082 1.323
8 83 1.632 0 0.083 1.322
9 100 1.615 0 0.082 1.379
10 144 1.648 0 0.183 1.385

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Cuadro 19. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico de las
muestras para modelo cinético de L. casei — duplicado

Concentracion (x0.0001 %m/v)

Muestra Tiempo Sacarosa  Glucosa  Fructosa Acido LActico
Inéculo L. casei 0 0.016 0.340 0.076 0.017
Melaza 170 g/L 0 2.123 0.565 0.677 0.033

1 4 1.804 0.492 0.559 0.034
2 11 1.651 0.392 0.074 0.27
3 24 1.563 0 0.379 0.873
4 35 1.534 0 0.324 0.964
5 48 1.566 0 0.351 0.92
6 59 1.451 0 0.162 1.134
7 72 1.37 0 0.061 1.079
8 83 1.498 0 0.195 1.189
9.1 100 1.512 0 0.259 1.061
9.2 100 1.507 0 0.068 1.241
9.3 100 1.474 0 0.072 1.234
10 144 1.471 0.201 0.208 1.326

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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Cuadro 20. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico de las
muestras para modelo cinético de L. plantarum

Concentracion (£0.0001 %m/v)

Muestra Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa  Acido Léctico
Inoculo L. plantarum 0 0.026 0.423 0.061 0.357
Melaza 170 g/L 0 2.034 0.628 0.597 0.033
1 4 1.643 0.411 0.171 0.1

2 11 1.762 0.458 0.201 0.172

3 24 1.538 0.256 0.22 0.181

4 35 0.215 0.118 0.383 0.509

5 48 0.256 0.267 0.342 0.925

6 59 0.193 0.221 0.174 1.197

7.1 72 0.491 0.254 0.295 1.164

7.2 72 0.268 0.209 0.276 1.220

7.3 72 0.278 0.212 0.228 1.193

8 83 0.262 0.108 0.273 1.242

9 100 0.353 0.186 0.137 1.372

10 144 0.264 0.115 0.146 1.317

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Cuadro 21. Concentraciones de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico de las
muestras para modelo cinético de L. plantarum — duplicado

Concentracion (£0.0001 %m/v)

Muestra Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa  Acido Léctico

In6culo L. plantarum 0 0.029 0.396 0.069 0.353
Melaza 170 g/L 0 2.135 0.567 0.547 0.03
1 4 1.736 0.523 0.486 0.135

2 11 1.753 0.486 0.481 0.227

3 24 1.869 0 0.408 0.845

4 35 1.839 0 0.355 0.996

5 48 1.888 0 0.379 0.982

6 59 1.872 0 0.362 1.033

7 72 1.805 0 0.348 1.015

8 83 1.758 0 0.377 0.938

9.1 100 1.82 0 0.359 1.047

9.2 100 1.801 0 0.385 0.968

9.3 100 1.858 0 0.379 1.036

10 144 1.897 0 0.441 1.035

Valores obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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Cuadro 22. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
para modelo cinético de L. casei

. Masa (+0.00001 g)

Muestra Tiempo Tubo con muestra Tubo
Indculo L. casei 0 9.7597 9.7361
Melaza 170 g/L 0 10.4701 10.4475

1 4 9.1643 9.1419
2 11 10.2267 10.2011
3 24 10.2072 10.1261
4 35 10.2402 10.1516
5 48 10.1605 10.0698
6 59 10.1843 10.0798
7.1 72 10.3533 10.2478
7.2 72 10.2013 10.101
7.3 72 10.307 10.2052
8 83 9.3152 9.2095
9 100 10.2275 10.1298
10 144 10.1426 10.0382

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.

Cuadro 23. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
para modelo cinético de L. casei — duplicado

. Masa (+0.00001 g)

Muestra Tiempo Tubo con muestra Tubo
Indculo L. casei 0 10.1328 10.1212
Melaza 170 g/L 0 10.1763 10.1561

1 4 10.1547 10.1367
2 11 10.1756 10.1472
3 24 10.1381 10.0495
4 35 10.2375 10.1468
5 48 10.0746 9.9834
6 59 10.0115 9.9
7 72 9.9626 9.8613
8 83 10.0773 9.978
9.1 100 10.0009 9.9111
9.2 100 9.988 9.8849
9.3 100 10.1929 10.0944
10 144 9.4128 9.3192

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra.
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Cuadro 24. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
para modelo cinético de L. plantarum

. Masa (+0.00001 g)

Muestra Tiempo Tubo con muestra Tubo
Inoculo L. plantarum 0 9.7412 9.7177
Melaza 170 g/L 0 9.7433 9.7231
1 4 10.188 10.1649
2 11 10.1712 10.1475
3 24 11.4438 11.4198
4 35 11.6063 11.5506

5 48 9.7913 9.6862
6 59 10.4805 10.3874
7.1 72 10.3921 10.3164
7.2 72 10.2776 10.1798

7.3 72 9.4715 9.3735
8 83 10.2037 10.0995
9 100 10.3202 10.2233

10 144 11.5583 11.456

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra

Cuadro 25. Masa de tubo y tubo con muestra para determinacion de biomasa seca
para modelo cinético de L. plantarum — duplicado

. Masa (+0.00001 g)

Muestra Tiempo Tubo con muestra Tubo
In6culo L. plantarum 0 9.1704 9.1474
Melaza 170 g/L 0 9.3985 9.3726
1 4 10.0945 10.0701
2 11 11.5743 11.5486

3 24 9.7823 9.7127
4 35 11.4956 11.4169

5 48 10.1966 10.129

6 59 9.909 9.8432
7 72 10.0845 10.0215
8 83 10.1243 10.0669

9.1 100 10.0421 9.9742
9.2 100 10.2124 10.1536

9.3 100 10.0712 10.005

10 144 10.0405 9.9784

Valores obtenidos mediante peso seco de 40 mL de muestra
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Cuadro 26. pH de muestras para modelo cinético de L. casei

Muestra Tiempo pH (£0.005)
1 4 4.64
2 11 4.62
3 24 4.61
4 35 4.61
5 48 4.46
6 59 3.82

7.1 72 3.78
7.2 72 3.76
7.3 72 3.77
8 83 3.76
9 100 3.73
10 144 3.73

Los datos fueron medidos con un potenciémetro de mano.

Cuadro 27. pH de muestras para modelo cinético de L. casei — duplicado

Muestra Tiempo pH (x0.005)
1 4 5.99
2 11 5.28
3 24 3.99
4 35 3.92
5 48 3.9
6 59 3.75
7 72 3.73
8 83 3.73

9.1 100 3.75
9.2 100 3.71
9.3 100 3.7
10 144 3.67

Los datos fueron medidos con un potenciometro de mano.
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Cuadro 28. pH de muestras para modelo cinético de L. plantarum

Muestra Tiempo pH (£0.005)
1 4 4.87
2 11 4.8
3 24 4.73
4 35 4.72
5 48 4.71
6 59 3.89

7.1 72 3.78
7.2 72 3.78
7.3 72 3.78
8 83 3.76
9 100 3.76
10 144 3.72

Los datos fueron medidos con un potenciémetro de mano.

Cuadro 29. pH de muestras para modelo cinético de L. plantarum — duplicado

Muestra Tiempo pH (x0.005)
1 4 6.32
2 11 5.75
3 24 4.2
4 35 4.01
5 48 4.01
6 59 3.95
7 72 3.93
8 83 3.96

9.1 100 3.89
9.2 100 3.93
9.3 100 3.93
10 144 3.94

Los datos fueron medidos con un potenciometro de mano.
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B.

DATOS CALCULADOS

Cuadro 30. Concentracion de azUcares y &cido lactico de in6culos y melaza para
fermentacion por L. casei y L. plantarum de melaza no hidrolizada

Muestra Concentracion (x0.002 g/L)

Sacarosa Glucosa Fructosa  Acido Léctico
Inoculo L. casei 0.058 0.394 0.000 1.570
Inoculo L. plantarum 0.054 0.128 0.068 2.106
Melaza 120 g/L 41.140 8.920 10.340 0.440
Melaza 170 g/L 57.360 15.080 15.760 0.660
Melaza 220 g/L 60.200 17.040 16.340 0.720

Cuadro 31. Concentracion de azUcares y &cido lactico de in6culos y melaza para
fermentacion por L. casei de melaza hidrolizada

Muestra Concentracion (+0.002 g/L)

Sacarosa Glucosa Fructosa  Acido Léctico
Inoculo L. casei 0.000 0.058 0.032 1.384
Melaza hidrolizada 120 g/L 3.480 25.120 27.856 1.808
Melaza hidrolizada 170 g/L 4.720 36.128 42.944 2.192
Melaza hidrolizada 220 g/L 5.820 37.760 47.536 1.936

Las concentraciones de azUcares, acido lactico y biomasa del indculo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucién 0.1 y 0.8 respectivamente

Cuadro 32. Concentracién de azucares y acido lactico de indculos y melaza para
fermentacion por L. plantarum de melaza hidrolizada

Concentracion (£0.002 g/L)

Muestra Sacarosa Glucosa Fructosa  Acido Léctico
Inoculo L. plantarum 0.000 0.016 0.028 1.614
Melaza hidrolizada 120 g/L 5.080 31.400 34.820 2.260
Melaza hidrolizada 170 g/L 5.920 45.160 53.680 2.740
Melaza hidrolizada 220 g/L 7.820 47.200 59.420 2.420

Las concentraciones de azUcares, acido lactico y biomasa del inéculo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucién 0.1 y 0.8 respectivamente
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Cuadro 33. Biomasa seca de indculos y melaza para fermentacion por L. casei y L.
plantarum de melaza no hidrolizada

Muestra ?ﬁTlagf_;eg? Biomasa seca (g/L) Incert|g/qur)1 bre (+
Inoculo L. casel 0.027 0.066 0.004
Inoculo L. 0.059 0.149 0.009
plantarum
Melaza 120 g/L 0.015 0.310 0.019
Melaza 170 g/L 0.018 0.358 0.022
Melaza 220 g/L 0.037 0.738 0.046

La concentracion de biomasa del indculo y de melaza se corrigieron con el
factor de dilucion 0.1y 0.8 para el in6culo y la melaza, respectivamente.

Cuadro 34. Biomasa seca de indculo y melaza para fermentacién por L. casei de
melaza hidrolizada

Muestra I?;ngagifsse;;a Biomasa seca (g/L) Incertig/quT)l bre (+
Inoculo L. casei 0.057 0.142 0.009
Melaz;zgig;ﬁlizada 0.040 0.796 0.050
Melaz;%icé;ﬁlizada 0.186 3726 0.233
Melaz;zgig;ﬁlizada 0.118 2360 0.148

La concentracién de biomasa del in6culo y de melaza se corrigieron con el
factor de dilucion 0.1 y 0.8 para el in6culo y la melaza, respectivamente.

Cuadro 35. Biomasa seca de in6culo y melaza para fermentacion por L. plantarum
de melaza hidrolizada

Biomasa seca . Incertidumbre (z
Muestra (£1*10°-5 g) Biomasa seca (g/L) g/L)
Inoculo L. 0.052 0.139 0.009
plantarum
Melaza hidrolizada
120 g/l 0.040 0.796 0.050
Melaza hidrolizada
170 g/L 0.186 3.726 0.233
Melaza hidrolizada
220 g/l 0.118 2.360 0.148

La concentracion de biomasa del indculo y de melaza se corrigieron con el
factor de dilucion 0.1y 0.8 para el in6culo y la melaza, respectivamente.
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Cuadro 36. Cambio de concentracion de azUcares en fermentacion de melaza no
hidrolizada empleando L. casei

Cambio de concentracion (+0.003 g/L)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa
MA1 3.478 7.234 8.860
MA2 1.918 7.274 8.760
MA3 4.878 7.554 8.560
MB1 16.958 6.934 13.460
MB2 15.698 9.194 13.720
MB3 15.278 7.514 13.320
MC1 10.278 5.034 9.020
MC2 16.018 7.734 13.920
MC3 15.798 8.674 14.040

MAB2-2 17.258 9.974 13.640

MAB2-3 16.518 9.974 13.580

El cambio de concentracion de azlcares corresponde a la diferencia entre la
concentracion de azucares al final de la fermentacion y la suma de concentracion de
azucares de la melaza empleada y el indculo, correspondiente al inicio de la fermentacion.

Cuadro 37. Biomasa seca en fermentacion de melaza no hidrolizada empleando L.

caseli
Biomasa L Cambio de
Concentracion . . .
Muestra seca de biomasa Incertidumbre conce_ntrauon Incertidumbre
(x1*107- (xa/L) de biomasa (xg/lL)
seca

50) seca (g/L)
MA1 0.090 2.248 0.140 1.871 0.142
MAZ2 0.081 2.030 0.127 1.654 0.128
MA3 0.111 2.767 0.173 2.391 0.174
MB1 0.112 2.810 0.176 2.386 0.177
MB2 0.156 3.890 0.243 3.466 0.244
MB3 0.134 3.353 0.210 2.928 0.211
MC1 0.122 3.052 0.191 2.248 0.196
MC2 0.148 3.703 0.231 2.898 0.236
MC3 0.120 2.990 0.187 2.186 0.193
MAB2-2 0.146 3.650 0.228 3.226 0.229
MAB2-3 0.141 3.515 0.220 3.091 0.221

El cambio de concentracién de biomasa seca corresponde a la diferencia entre la
concentracion de biomasa al final de la fermentacion y la concentracién de biomasa del
inoculo, correspondiente al inicio de la fermentacion.
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Cuadro 38. Cambio de concentracion de azUcares en fermentacion de melaza no
hidrolizada empleando L. plantarum

Cambio de concentracion (+0.003 g/L)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa
MA1 5.054 5.168 8.488
MA2 7.394 5.248 8.668
MA3 6.854 5.268 8.668
MB1 8.894 11.608 8.928
MB2 9.094 11.508 9.428
MB3 1.734 12.428 13.048
MC1 8.434 8.928 5.968
MC2 4.034 9.428 6.608
MC3 4.794 8.748 6.908

MAB2-2 10.994 8.668 11.568

MAB2-3 5.794 10.208 13.368

El cambio de concentracion de azlcares corresponde a la diferencia entre la
concentracion de azucares al final de la fermentacion y la suma de concentracion de
azucares de la melaza empleada y el in6culo, correspondiente al inicio de la fermentacion.

Cuadro 39. Biomasa seca en fermentacion de melaza no hidrolizada empleando L.

plantarum
Biomasa L Cambio de
Concentracion . . .
Muestra seca de biomasa Incertidumbre conce_ntrauon Incertidumbre
(x1*107- (xa/L) de biomasa (xg/lL)
seca

50) seca (g/L)
MA1 0.101 2.520 0.158 2.061 0.159
MAZ2 0.095 2.387 0.149 1.929 0.151
MA3 0.103 2.573 0.161 2.114 0.162
MB1 0.102 2.545 0.159 2.038 0.161
MB2 0.112 2.792 0.175 2.286 0.176
MB3 0.113 2.815 0.176 2.308 0.178
MC1 0.151 3.785 0.237 2.898 0.241
MC2 0.149 3.730 0.233 2.843 0.238
MC3 0.118 2.945 0.184 2.058 0.190
MAB2-2 0.101 2.525 0.158 2.018 0.160
MAB2-3 0.129 3.213 0.201 2.706 0.202

El cambio de concentracion de biomasa seca corresponde a la diferencia
entre la concentracion de biomasa al final de la fermentacion y la concentracion de
biomasa del inoculo, correspondiente al inicio de la fermentacion.
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Cuadro 40. Cambio de concentracion de azUcares en fermentacion de melaza
hidrolizada empleando L. casei

Cambio de concentracion (x0.003 g/L)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa
MHA1 1.360 11.878 5.228
MHA2 0.200 13.658 7.028
MHA3 0.120 13.818 7.488
MHB1 1.100 9.466 9.616
MHB2-1 1.320 7.486 8.616
MHB2-2 1.580 8.066 8.956
MHB2-3 1.480 7.446 8.696
MHB3 0.100 8.986 9.756
MHC1 1.000 9.138 11.488
MHC2 1.140 9.778 11.628
MHC3 0.980 9.338 11.928

El cambio de concentracién de azlcares corresponde a la diferencia entre la
concentracion de azucares al final de la fermentacion y la suma de concentracion
de azucares de la melaza empleada y el indculo, correspondiente al inicio de la
fermentacion.

Cuadro 41. Biomasa seca en fermentacion de melaza hidrolizada empleando L.

casel
Biomasa ., Cambio de
Concentracion . .. .
Muestra seca de biomasa Incertidumbre conce.ntracmn Incertidumbre
(x1*107-5 (xg/L) de biomasa (xg/L)
seca

9)) seca (g/L)
MHA1 0.086 2.157 0.135 1.220 0.144
MHA2 0.082 2.040 0.128 1.102 0.137
MHA3 0.115 2.865 0.179 1.927 0.186
MHB1 0.230 5.748 0.359 1.880 0.428
MHB2-1 0.163 4.087 0.255 0.220 0.346
MHB2-2 0.167 4.165 0.260 0.297 0.349
MHB2-3 0.168 4.195 0.262 0.327 0.351
MHB3 0.169 4.225 0.264 0.357 0.352
MHC1 0.116 2.902 0.181 0.401 0.234
MHC2 0.163 4.065 0.254 1.563 0.294
MHC3 0.174 4.347 0.272 1.846 0.309

El cambio de concentracion de biomasa seca corresponde a la diferencia
entre la concentracion de biomasa al final de la fermentacion y la concentracion de
biomasa del in6culo, correspondiente al inicio de la fermentacion.
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Cuadro 42. Cambio de concentracion de azUcares en fermentacion de melaza
hidrolizada empleando L. plantarum

Cambio de concentracion (+0.003 g/L)

Sistema Sacarosa Glucosa Fructosa
MHA1 2.380 20.896 11.408
MHA2 1.640 21.236 11.588
MHA3 1.300 21.856 12.448
MHB1 0.240 9.356 10.688
MHB2-1 0.340 13.876 13.368
MHB2-2 0.040 15.396 13.508
MHB2-3 0.680 16.376 15.528
MHB3 3.780 19.036 15.648
MHC1 2.580 17.636 16.328
MHC2 2.180 21.776 17.828
MHC3 1.780 21.516 17.868

El cambio de concentracién de azlcares corresponde a la diferencia entre la
concentracion de azucares al final de la fermentacion y la suma de concentracion
de azucares de la melaza empleada y el indculo, correspondiente al inicio de la
fermentacion.

Cuadro 43. Biomasa seca en fermentacion de melaza hidrolizada empleando L.
plantarum

Biomasa ., Cambio de
Concentracion . . .
seca Incertidumbre concentracién Incertidumbre

Muestra (\jxjgng  dEDIOMasA =0 3" e biomasa  (giL)
Seca
9)) seca (g/L)
MHAL  0.119 2.985 0.187 2.050 0.193
MHA2 0126 3.143 0.196 2207 0.203
MHA3 0139 3.483 0.218 2547 0.223
MHBL  0.165 4.120 0.258 0.255 0.347
MHB2-1  0.180 4.490 0.281 0.625 0.365
MHB2-2  0.185 4615 0.288 0.750 0.371
MHB2-3  0.190 4.752 0.207 0.887 0.378
MHB3  0.226 5.655 0.353 1.790 0.423
MHCL  0.156 3.890 0.243 1391 0.285
MHC2 0189 4732 0.296 2233 0.331
MHC3 0202 5.055 0.316 2556 0.349

La concentracion de biomasa seca corresponde a la diferencia entre la
concentracion de biomasa al final de la fermentacion y la concentracién de biomasa
del indculo, correspondiente al inicio de la fermentacion.
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Cuadro 44. Consumo de sustrato por fermentacion empleando L. casei a partir de

melaza hidrolizada y melaza no hidrolizada

Consumo de sustrato en fermentacion (% m/m)

Sr::;e Sacaro Incertidumbre Gluco Incertidumbre Fructo Incertidumbre Totale Incertidumbre
sa (€3] sa (€3] sa (€3] S (€3]
MAL 844%  001% 097 ooaw B oome T oo
0 0 0
MA2 951%  001% o0 ooaw 0% oo %5 oow
0 0 0
MA3 110)(? Y oo 810/01 ° oo 820)07 ? 003w 31}? ° oo
MB1 2%)(‘:53 0.01% 4‘;?1 0.02% 85(’,):1 ! 0.02% 42(;)33 0.004%
mB2 T8 oo 9% oo BMSL 0o L2 00a%
mBs 0%t oo % oo B oo B 003w
mer 0% oo U0 oo 9 oo P 0003w
mez %% oo % oo B 0o 0% 0003w
mes 2% oo N oo B 0o 0 003w
MHA 3908 gogp 4118 oo 1875 oo 25T o005%
MIA 575w oo %P2 oo 2 oo %% 0.005%
MEA zasm oo %% oo % oo PNPY o.00s%
MIB 2381 ooe 251 oo A oo 2H)% 0.004%
MIB 303 ooew 1% oo 0¥ oo P 0.004%
MIB 21206 ooswe 2P oo A0 oo P 000
MHC 218 oo 231° oo M oo BT 000
MHC 1959 oosw 2% oo M oo %41 000
MHC 1038 oosw 20 oo % oo RPN 0.003%
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Cuadro 45. Consumo de sustrato por fermentacion empleando L. plantarum a
partir de melaza hidrolizada y melaza no hidrolizada

Consumo de sustrato en fermentacion (% m/m)

Srls;e Sacar Incertidum Gluc Incertidum Fruct Incertidum Total Incertidum

osa  bre(x) osa bre(x) osa  bre() €S bre (£)
war 227 oo B4 om0 o 95 oows
a2 795 oois B3 oo B8 go B2 oo
mas 1880 oo %5 ogm B8 qome 3 oo
weL % oo D0 oo 9% oo P9 0003w
wB2 5% oo 7% oo %9 oo BT 0003w
wB3 5% oo % oo %27 oo 3% 0003w
mer 1900 oo O0F oo %97 oo ISt 0003w
e 6(.;)9 0.00% %f)/s’ 0.02% 4%):‘4 0.02% 21;;)4 0.003%
mes 7% ooow 2L oo 22 oo LTt 0003w
WS ooe 00 oo 5/t oo ST 0.004%
MI 3228 ooew O oo B2 oo 820 000
'XI\I?:I 2&2);59 0.06% 67?))? 0.01% 35(‘%7 2 0.01% 42;;;0 0.004%
VH 035 g0 01 oo M oo %0 0.005%
VIS8 g 0 oo 0 oo 0 0.00a%
VI 3052 ooe P2 oo B oo B0 0.003%
MH 3299 oo 30 oo DY oo LY 0.003%
|\£|2—| 270)?8 0.04% 42?%1 0.01% 290)39 0.01% 32{29 0.003%
|\£|3—| 220)076 0.04% 47?)/05 0.01% 3%}(?6 0.01% 32;;)5 0.003%
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Cuadro 46. Concentracién de azUcares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. casei para modelo cinético

Concentracion (£0.002 g/L) . Incertidumbre
. 7. Biomasa | .
Muestra Tiempo Acido biomasa seca
Sacarosa Glucosa Fructosa - seca g/L
Léactico (xg/L)
Inoculo 0.002 0.082 0.012 0.063 0.006 0.004
L. casei
Melaza o 41540 13000 12120  0.680 0.362 0.028
170 g/L
1 4 38.460 10.580 9.740 6.660 0.108 0.040
2 11 34.060 10.160 9.660 5.980 0.188 0.045
3 24 33.320 5.620 7.560 16.440 1.576 0.128
4 35 32.660 0.000 6.600 20.420 1.763 0.140
5 48 32.480 0.000 4.180 22.560 1.815 0.143
6 59 32.960 0.000 2.740 24.760 2.160 0.165
7.1 72 31.800 0.000 1.600 25.340 2.186 0.166
7.2 72 33.220 0.000 2.000 26.800 2.055 0.158
7.3 72 33.380 0.000 1.640 26.460 2.093 0.160
8 83 32.640 0.000 1.660 26.440 2.191 0.166
9 100 32.300 0.000 1.640 27.580 1.990 0.154
10 144 32.960 0.000 3.660 27.700 2.158 0.164

Las concentraciones de azucares, &cido lactico y biomasa del indculo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucion 0.1 y 0.8 respectivamente.

Cuadro 47. Concentracidn de azUcares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. casei para modelo cinético - duplicado

Concentracion (£0.002 g/L) . Incertidumbre
. Z . Biomasa .
Muestra - Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa Acido seca g/L biomasa seca
Lactico (xg/L)
Inoculo 0.003 0.068  0.015 0.003 0.003 0.002
L. casel
Melaza 45460 11300 13540 0422 0.323 0.025
170 g/L
1 4 36.080 9.840 11.180 0.680 0.046 0.035
2 11  33.020 7.840  1.480 5.400 0.306 0.049
3 24 31.260 0.000  7.580 17460  1.811 0.140
4 35 30680 0.000  6.480 19.280  1.864 0.143
5 48 31320 0.000  7.020 18.400  1.876 0.144
6 59  29.020 0.000  3.240 22680  2.384 0.175
7 72 27.400 0.000  1.220 21580  2.129 0.160
8 83  29.960 0.000  3.900 23.780  2.079 0.156
9.1 100 30240 0.000 5.180 21220  1.841 0.142
9.2 100 30140 0.000  1.360 24820  2.174 0.162
9.3 100  29.480 0.000  1.440 24680  2.059 0.155
10 144 29420 4.020  4.160 26520  1.936 0.148

Las concentraciones de azucares, &cido lactico y biomasa del inéculo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucién 0.1 y 0.8 respectivamente.
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Cuadro 48. Concentracién de azUcares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. plantarum para modelo cinético

Concentracion (x£0.002 g/L) . Incertidumbre
. o Biomasa .
Muestra  Tiempo Acido biomasa seca
Sacarosa Glucosa Fructosa |, .. seca g/L
Lactico (xg/L)
Inoeulo L., 0052 0846 0122 0714  0.059 0.004
plantarum
Melaza 0 40.680 12560 11.940 0.660  0.404 0.025
170 g/L

1 4 32.860 8.220 3.420 2.000 0.174 0.041
2 11 35.240 9.160 4.020 3.440 0.189 0.042
3 24 30.760 5.120 4.400 3.620 0.196 0.043
4 35 4,300 2.360 7.660 10.180 0.989 0.089
5 48 5.120 5.340 6.840 18.500 2.224 0.165
6 59 3.860 4,420 3.480 23.940 1.924 0.147
7.1 72 9.820 5.080 5,900 23.280 1.489 0.120
7.2 72 5.360 4,180 5.520 24.400 2.041 0.154
7.3 72 5.560 4.240 4.560 23.860 2.046 0.154
8 83 5.240 2.160 5.460 24.840 2.201 0.164
9 100 7.060 3.720 2.740 27.440 2.019 0.153
10 144 5.280 2.300 2.920 26.340 2.154 0.161

Las concentraciones de azucares, &cido lactico y biomasa del inéculo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucion 0.1 y 0.8 respectivamente.

Cuadro 49. Concentracidn de azUcares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. plantarum para modelo cinético - duplicado

Concentracion (+0.002 g/L) . Incertidumbre
. ‘o Biomasa .

Muestra  Tiempo Sacarosa Glucosa Fructosa Acido seca g/L biomasa seca
Lactico (xg/L)
Inoculo L. 0006 0079 0014 0071  0.006 0.004

plantarum
Melaza 0 42700  11.340 10940 0384  0.414 0.032
170 g/L

1 4 34720 10460 9720 2700  0.092 0.043
2 11 35060 9720 9.620 4540  0.124 0.045
3 24 37380 0.000 8160 16.900  1.222 0.111
4 35 36780 0.000 7.100 19.920  1.449 0.125
5 48 37760 0.000 7580 19.640 1.172 0.108
6 59  37.440 0.000 7.240 20.660  1.127 0.105
7 72 36100 0.000 6.960 20.300  1.057 0.100
8 83 35160 0.000 7.540 18.760 0.917 0.092
9.1 100  36.400 0.000 7.180 20940 1.180 0.108
9.2 100  36.020 0.000 7.700 19.360  0.952 0.094
9.3 100  37.160 0.000 7.580 20720  1.137 0.105
10 144  37.940 0000 8820 20700 1.034 0.099

Las concentraciones de azucares, &cido lactico y biomasa del in6culo y de melaza
se corrigieron con el factor de dilucién 0.1 y 0.8 respectivamente.
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Cuadro 50. Concentracién promedio de azUcares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. casei para modelo cinético

AzUcares " Acido ... Biomasa L
. Desviacion L . Desviacion Desviacion

Muestra Tiempo totales estandar lactico estandar seca estandar
, (9/L) (9/L) (9/L)

Inoculo 0.912 0.270 0.333 0.077 0.044 0.020

L. casei

Melaza

170 gL 0 66.830 0.962 0.604 0.087 0.428 0.065
1 4 57.940 1.674 3.670 0.107 0.077 0.002
2 11 48.110 1.390 5.690 0.166 0.247 0.008
3 24 42.670 1.233 16.950 0.494 1.693 0.054
4 35 38.210 1.104 19.850 0.579 1.813 0.057
5 48 37.500 1.084 20.480 0.597 1.846 0.059
6 59 33.980 0.982 23.720 0.692 2.272 0.072
7 72 33.065 0.956 25.045 0.730 2.116 0.067
8 83 34.080 0.985 25.110 0.732 2.135 0.068
9 100 33.215 0.960 24.295 0.709 2.042 0.065
10 144 35.100 1.014 27.110 0.791 2.047 0.065

Cuadro 51. Concentracién promedio de azucares, acido lactico y biomasa seca de
fermentacion de melaza por L. plantarum para modelo cinético

Azlcares Acido Biomasa
totales Desviacion lactico Desviacion  seca  Desviacion
Muestra Tiempo  (g/L) estandar  (g/L)  estdndar (g/L) estandar
In6culo L.
plantarum 0 1.004 0.436 0.710 0.081 0.058 0.052
Melaza
170 g/L 0 65.080 0.936 0.570 0.092 0.461 0.065
1 4 49.700 0.715 2.350 0.055 0.133 0.015
2 11 51.410 0.740 3.990 0.094 0.156 0.017
3 24 42.910 0.617 10.260 0.241 0.709 0.079
4 35 29.100 0.419 15.050 0.354 1.219 0.136
5 48 31.320 0.451 19.070 0.448 1.698 0.189
6 59 28.220 0.406 22.300 0.524 1.525 0.170
7 72 23.320 0.336 22.960 0.539 1.658 0.185
8 100 27.780 0.400 21.800 0.512 1.559 0.174
9 100 36.600 0.527 21.220 0.499 1.329 0.148
10 144 28.630 0.412 23.520 0.553 1.594 0.178
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MUESTRA DE CALCULOS

Calculo 1. Correccion de concentracién de azlcares y acido lactico

1886 +0.0001 g 1000mL ., _ . . | 00029
* *x 2 = . . T
100 mL 1L - L

Se utilizaron los datos de los cuadros 10, 11, 12, 13, 18, 19, 20 y 21 para corregir
la concentracion de azlcares y &cido lactico a la dimensional deseada. Se multiplica por
2 debido al factor de dilucion empleado.

Célculo 2. Porcentaje de hidrolisis

80.2 + 0.002%— 6.82 + o.ooz%

* 100 = 91.50 £ 0.42%

80.2 + 0.002%

Se utilizd la concentracién promedio de sacarosa en una solucion de melaza al
220 g/L antes y después de la hidrdlisis acida con acido clorhidrico.

Calculo 3. Concentracion de sélidos seco de melaza

11.4681 + 0.0001g — 11.4526 + 0.0001g 0.8 = 03100 + 0.022
1000 mL TRe=g -L

1L

Se utilizaron los datos correspondientes a melaza de los cuadros 14, 16, 17, 22,
23, 24 y 25. Se multiplica por 0.8 debido al factor de dilucion de los sistemas de
fermentacion, se agregaron 80 mL de melaza para un volumen total de 100 mL de
cultivo.

40 £ 2.5 mL *

Célculo 4. Concentracion de biomasa seca de indculo

11.4450 £ 0.0001g — 114185+ 0.0001g . _ 0 oc 1 0004 ?
1000 mL HRtie —L

1L

Se utilizaron los datos correspondientes a inoculos de los cuadros 14, 16, 17,
22, 23, 24 y 25. Se multiplica por 0.1 debido al factor de dilucion de los sistemas de
fermentacién, se agregaron 10 mL de in6culo para un volumen total de 100 mL de
cultivo.

40 + 2.5 mL *

Célculo 5. Concentracion de biomasa seca de sistemas de fermentacion
10.1547 + 0.0001g biomasa seca en tubo — 10.1367 + 0.0001g tubo

40 +2.5 mlL %
g melaza seca g biomasa seca
— 0.404 I = 0.046 + 0.03 I
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Se utilizaron los datos de los cuadros 14, 15, 16, 17, 22, 23, 24 y 25. Al valor
de la biomasa seca del sistema de fermentacion se resta el valor de solidos secos de
melaza para obtener la concentracion real de biomasa seca real.

Célculo 6. Cambio de concentracion de biomasa seca en sistemas de
fermentacion

g biomasa seca g biomasa seca
2.2475 + 0.14 I —0.06625 £ 0.004 I
g biomasa seca
= 1871 £ 0.14 L

Se utilizaron los datos de los cuadros 37, 39, 41, 43, 33, 34, 35. A la
concentracion de biomasa seca se resta la concentracion de biomasa seca del inéculo
para obtener el cambio de esta durante la fermentacion.

Célculo 7. Consumo de azUcares en fermentacion

45.16 + 0.002 %* 0.8+ 0.58 + 0.002%* 01-133+ 0.002%

—11.878 + 0.003%

A la suma de la concentracion de azucares de melaza y del in6culo cada uno
multiplicado por el factor de dilucidn se resta la concentracion de azlcares del sistema
de fermentacion.

Calculo 8. Produccion de acido lactico en fermentacion

gAL 2.26g g AL
16.3 +0.002 I I + 0.002 * 0.8 — 13.84 £ 0.002 I

g AL
= 13.108 + 0.003T

* 0.1

A la concentracién de acido lactico del sistema de fermentacién se resta la
concentracion de acido lactico en la melaza y en el inoculo cada uno multiplicado por
el factor de dilucion

Célculo 9. Coeficiente de rendimiento de &cido lactico sobre azlcares totales

13.11 + 0.003%

18.466 + 0.005%

Se utilizaron los datos de los cuadros 7, 8, 36, 38, 40, 42. Se dividio la
produccién de acido lactico entre la sumatoria del consumo de sacarosa, glucosa y
fructosa.

YP/S = = 0.7098 £ 0.0002

Célculo 10. Coeficiente de rendimiento de crecimiento microbiano sobre
azucares totales

1.21975 + 0.14%

18.466 + 0.005%
01

= 0.06605 + 0.008

YX/S =



Se utilizaron los datos de los cuadros 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43. Se dividio
el cambio de concentracion de biomasa seca entre la sumatoria del consumo de
sacarosa, glucosa y fructosa.

D. ANALISIS DE ERROR

Ecuacion 10. Propagacion de error de sumas y restas

Sy=\/S§+S§+---+Si2

Donde:
S, = Incertidumbre de resultado

S,= Incertidumbre de cada medida (a, b, i...)

Ecuacion 11. Propagacion de error de multiplicaciones y divisiones

Donde:

S, = Incertidumbre del resultado

y = Valor del resultado del célculo

a,b,i..= Valor de cada medida

S;= Incertidumbre de cada medida (a, b, i...)

Ecuacién 12. Desviacion estandar

o= XY (o — X)?
B N -1
Donde:

o = Desviacion estandar

N = Numero de observaciones

x; = Observaciéon numero i de la variable X
X =Media de la variable

Calculo 11. Incertidumbre de cambio de concentracién de biomasa seca

Sy =+/(0.14 g)2 + (0.004 g)2 = +0.14 g

Se realizé este calculo para determinar la incertidumbre del cambio de
concentracion de biomasa seca. Se realizaron célculos similares para determinar la
incertidumbre de resultados que implicaban sumas o restas.
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Célculo 12. Incertidumbre de rendimiento de acido lactico sobre azUcares

totales
0.003 % 0.005%
Sy,, =0.7098 * |( P+ (———5)* = £0.0002
/s 13115 19.572%

Se realiz0 este célculo para determinar la incertidumbre del rendimiento de
acido lactico sobre azUcares totales. Se realizaron calculos similares para determinar
la incertidumbre de resultados que implicaban multiplicaciones y divisiones.

Calculo 13. Desviacion estandar de concentracion de acido lactico
J(25.3 —26.2)2 + (26.8 — 26.2)% + (26.4 — 26.2)2
o=
3—1

Se realizd un calculo similar para determinar la desviacion estandar de
concentracion total de azUcares, acido lactico y biomasa.

=0.73

E. DATOS DE REACTIVOS Y EQUIPO

1. Datos de reactivos
Cuadro 52. Melaza

Brix 85.20%
Densidad 12.065
Humedad (max) 17.0a20.0 %
Ceniza (max) 11.00%
Viscosidad Uniforme, 3000 cps a 24 °C

Uniforme, 3500 cps a 25 °C

Cuadro 53. Caldo MRS para lactobacilos
Caldo MRS para

Reactivo lactobacilos
Marca CRITERION™
Condiciones de preparacion (g de solido/ L
agua) 55
Temperatura de almacenamiento (°C) 2-8
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Cuadro 54. Agar MRS

Reactivo Agar MRS
Marca Scharlau
Condiciones de preparacion (g de sélido/ L agua) 66
pH final (25 °C) 6.2+0.2

Cuadro 55. Extracto de levadura granulado

Reactivo Extracto de levadura granulado
Marca Merck
Solubilidad (g/L) 410
pH final (20 °C, 10 g/L en H20) 7
Temperatura de almacenamiento (°C) 25

Cuadro 56. Hidroxido de sodio

Reactivo Hidrdxido de sodio
Marca Merck
Solubilidad (g/L) 1090
Pureza 97%
CAS 1310-73-2

Cuadro 57. Acido clorhidrico fumante

Reactivo Acido clorhidrico fumante
Marca EMSURE®
Pureza 37 - 38%
CAS 7647-01-0

2.  Datos de equipo
Cuadro 58. Balanza de laboratorio

Equipo Balanza de laboratorio
Marca OHAUS
Modelo CS 5000
Capacidad méaxima (g) 5000
Incertidumbre (g) +0.1
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Cuadro 59. Balanza analitica

Equipo Balanza analitica
Marca OHAUS
Modelo PAl114
Capacidad maxima (g) 110
Incertidumbre () +0.0001

Cuadro 60. Centrifugadora para tubos Falcon de 50 mL

Equipo Centrifugadora
Marca Eppendorf AG
Modelo 5804 R
Clasificacion 120V - 60Hz - 12A
NUmero de serie 5805F0033302
Velocidad maxima (rpm) 14000
Densidad de liquido méaxima (kg/dm?®) 1.2

Cuadro 61. Centrifugadora de capacidad de un 1L

Equipo Centrifugadora
Marca Sorvall
Modelo RT7
Clasificacion 115V - 60Hz -12A
Velocidad méaxima (rpm) 7000

Cuadro 62. Incubadora

Equipo Incubadora
Marca Imperial I
Modelo 310
Clasificacion 120V - 50/60Hz -5 A
Temperatura (°C) Ambiente + 5a 65
Control de temperatura (°C) +0.1
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Cuadro 63. Incubadora con agitacion

Equipo Incubadora con agitacion
Marca New Brunswick Scientific
Modelo Series 25
Clasificacion 120V — 60Hz 12kW
Velocidad méaxima (rpm) 500
Temperatura maxima (° C) 100

Cuadro 64. Horno de conveccion

Equipo Horno de conveccién
Marca VWR
Modelo Symphony ™
Clasificacion 115V
Temperatura (° C) Ambiente + 8 a 65
Control de temperatura (°C) +0.7

Cuadro 65. Potenciémetro

Equipo Potencidmetro
Marca OAKTON
Modelo PCSTestr 35 multi-parameter
Rango 0.00 a 14.00 pH
Resolucion 0.01 pH
Exactitud +0.01 pH

Cuadro 66. Informacion de equipo HPLC para analisis de concentracion de azucar

Equipo Detector de indice de refraccion P-1200
Marca Agilent
Modelo P-1200

Clasificacion 100-120/220-240 V - 50/60 Hz

96



F. ILUSTRACIONES

Figura 26. Consumo de azUcares totales y produccion de biomasa y &cido lactico
en el tiempo para modelo cinético de L. casei
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Composicion del
medio 170 g/L de melaza y 15 g/L de extracto de levadura.

Figura 27. Consumo de azlcares totales y produccion de biomasa y acido
lactico en el tiempo para modelo cinético de L. plantarum
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. Composicion del
medio 170 g/L de melazay 15 g/L de extracto de levadura.
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G. CURVAS DE CALIBRACION HPLC

Figura 28. Curva de calibracion de HPLC para la cuantificacion de sacarosa

Area 4
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Sacarosa at exp. RT:

9.107

RID1 A, Refractive Index Signal

Correlation:
Residual Std. Dev.:

Formula:
m:
x2
y:

0.99841
867096.26212
y = mx

4.26145e6
Amount [% (p/Vv)]
Area

Figura 29. Curva de calibracion de HPLC para la cuantificacion de glucosa
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RID1 A, Refractive Index Signal

Correlation: 0.99866
Residual Std. Dev.: 620142.17141
Formula: y = mx

m: 3.77732e6

x: Amount[% (p/Vv)]

y: Area

Figura 30. Curva de calibracion de HPLC para la cuantificacion de fructosa
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'5E7? Correlation: 0.99942
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Figura 31. Curva de calibracion de HPLC para la cuantificacion de acido lactico
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H. ANALISIS FACTORIAL
Figura 32. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de levadura y de
melaza en la produccion de acido lactico por fermentacion empleando L. casei a partir
melaza no hidrolizada.
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. La composicion
detallada del medio de cultivo puede observarse en el cuadro 5. Notacidn: Y p/sg rendimiento
global de produccion de éacido lactico sobre el consumo de azlcares totales. Gréfica de
barras enlazadas a eje izquierdo, lineas a eje derecho.

Figura 33. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de levadura y de
melaza en la produccion de acido lactico por fermentacién empleando L. casei a partir
melaza hidrolizada.
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. La composicion
detallada del medio de cultivo puede observarse en el cuadro 5. Notacion: Yp/sg rendimiento
global de produccion de acido lactico sobre el consumo de azucares totales. Grafica de
barras enlazadas a eje izquierdo, lineas a eje derecho.
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Figura 34. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de levadura y de
melaza en la produccion de acido lactico por fermentacion empleando L. plantarum a
partir melaza no hidrolizada.
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. La
composicion detallada del medio de cultivo puede observarse en el cuadro 5.
Notacion: Yrisq rendimiento global de produccion de cido lactico sobre el consumo
de azUcares totales. Gréfica de barras enlazadas a eje izquierdo, lineas a eje derecho.

Figura 35. Efecto de diferentes concentraciones de extracto de levadura y de
melaza en la produccion de acido lactico por fermentacion empleando L. plantarum a
partir melaza hidrolizada.
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Fermentaciones realizadas a 37 °C y 150 rpm durante 144 horas. La
composicién detallada del medio de cultivo puede observarse en el cuadro 5.
Notacion: Ypisq rendimiento global de produccion de cido lactico sobre el consumo
de azlcares totales. Gréafica de barras enlazadas a eje izquierdo, lineas a eje derecho.
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Figura 36. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de acido
lactico sobre consumo de azlcares vs. Tratamiento de melaza, L. casei
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5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de

levadura: (g/L).

Figura 37. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de &cido
lactico sobre consumo de azlcares vs. Concentracion de melaza, L. casei
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S5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azlcares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de

levadura: (g/L).
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Figura 38. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de acido
lactico sobre consumo de azlicares vs. Concentracion de extracto de levadura, L. casei

Prueba de igualdad de varianzas: Respuesta vs. Conc. extracto de levadura
Mualtiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valor p 0.256
51 | Prueba de Levene
Valor p 0421

1 | !

Conc. extracto de levadura

51 | |

010 012 014 015 018 0.20 022 024 028

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).

Figura 39. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de &cido
lactico sobre consumo de azucares vs. Tratamiento de melaza, L. plantarum

Prueba de igualdad de varianzas: Respuesta vs. Tratamiento de melaza
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, a = 0.05

Comparacionas multiples
Valorp 0354

Prueba de Levene

No hidrolizada | | | Valorp 0408

Tratamiento de melaza

Hidrolizada 1 | |

0.039 0.10 on 01z [IRES 014

S5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azlcares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).
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Figura 40. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de acido
lactico sobre consumo de azucares vs. Concentracion de melaza, L. plantarum

Prueba de igualdad de varianzas: Respuesta vs. Conc. melaza
Mualtiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valor p 03356
1207 | Prueba de Levene
Valor p 0389

Conc, melaza
a8

010 012 014 015 018 0.20 0.22

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccion de acido lactico sobre
consumo de azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de
levadura: (g/L).

Figura 41. Prueba de igualdad de varianzas: rendimiento de produccion de &cido
lactico sobre consumo de azlcares vs. Concentracion de extracto de levadura, L.
plantarum

Prueba de igualdad de varianzas: Respuesta vs. Conc. extracto de levadura
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, a = 0.05

Comparacionas multiples
Valar p 0510
51 | | Prueba de Levene
Valar p 0710
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Conc, extracto de levadura
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51 los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.
Nota: Respuesta corresponde rendimiento de produccién de &cido lactico sobre consumo de
azucares (g/g). Dimensionales de concentracion de melaza y extracto de levadura: (g/L).
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|. CODIGOS DE BERKELEY MADONNA
Cddigo utilizado para modelar el comportamiento de L. casei

METHOD RK4

STARTTIME =0

STOPTIME = 80

DT =5

{Type Equations Here.}

V=Vmax*(CS)/(KS+CS)*Ki/(Ki+CS)*EXP(-Cp/Kp)

Rn=V*Cn*(1-Cn/Ce)
Rp=(A*Rn+gpmax*(CS)/(KS+CS)*Ki/(Ki+CS)*EXP(-Cp/Kp)*Cn*(1-Cp/Cpmax))
Rs=-Rn/Yxs-Rp/Y ps-ms*Cn+w*EXP(k*TIME)

Vmax=2.22678
Ks=3.44872
Ki=8.24917
Kp=14.04439
A=6.32657
gpmax=6.23153
Cpmax=26
Yxs=0.27724
Yps=4.23556
Ce=2.1

k =-0.23435

w =-3.92703
ms=0.04124

INITCS=67.7
INIT Cn =0.044
INIT Cp =0.937

d/dt(Cn)=Rn
d/dt(CS)=Rs

d/dt(CP)=Rp

104



Cadigo utilizado para modelar el comportamiento de L. plantarum
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME =70
DT =5
{Type Equations Here.}
V=Vmax*(CS)/(KS+CS)*Ki/(Ki+CS)*EXP(-Cp/Kp)
Rn=V*Cn*(1-Cn/Ce)
Rp=(A*Rn+gpmax*(CS)/(KS+CS)*Ki/(Ki+CS)*EXP(-Cp/Kp)*Cn*(1-Cp/Cpmax))
Rs=-Rn/Yxs-Rp/Yps-ms*Cn+w*EXP(k*TIME)

Vmax=0.61946
Ks=46.03027
Ki=59.79032
Kp=36.49023
A=4.02151
gpmax=11.42563
Cpmax=20.05
Yxs=0.97499
Yps=2.02117
Ce=1.6

k =-0.45475

w = -4.70857
ms=0.01031

INIT CS = 66.084
INIT Cn = 0.058125
INITCp=1.28

d/dt(Cn)=Rn

d/dt(CS)=Rs
d/dt(CP)=Rp
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XIl. GLOSARIO

AEROBICO. Que ocurre o requiere la presencia de oxigeno molecular (O2)
(Alberts et al., 2010).

ANAEROBICO. Que necesita, 0 que se produce, en ausencia de oxigeno molecular
(O2) (Alberts et al., 2010).

AZUCAR. Carbohidratos formados por unidades de mondémeros de formula
general (CH20)n. Como ejemplos pueden citarse los monosacéaridos glucosa y fructosa; y
el disacarido sacarosa (formado por una molécula de glucosa y una de fructosa unidas entre
si) (Alberts et al., 2010).

BERKELEY MADONNA. es un software de modelado matematico que permite
solucionar ecuaciones diferenciales de proposito general. Posee una interfaz gréfica para
construir modelos matematicos complejos con facilidad utilizando simbolos. Este
proporciona un conjunto de herramientas graficas para trazar los resultados. Resuelve:
Ecuaciones diferenciales ordinarias, ecuaciones de diferencias, raices de ecuaciones
algebraicas trascendentales multidimensionales y simulaciones discretas. Se pueden
escribir ecuaciones quimicas utilizando la notacion quimica convencional, para aplicar
automaticamente la ley de velocidad adecuada y generar ecuaciones cinéticas. Los
algoritmos que posee de integracion son: Euler (1° orden), Runge-Kutta (2° y 4° orden),
tamafo de paso adaptativo (4° orden Runge-Kutta) y otros (Berkeley Madonna; 2022)

BIOMASA. Masa integrada por componentes biodiversos con caracteristicas de
combustibilidad (CENGICANA, 2014).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRECISION. (HPLC por sus siglas
en inglés) es un método instrumental utilizado para separar los componentes de una mezcla.
Este método presenta una fase movil constituida por un liquido que fluye a través de una
columnay se introduce a alta presion para forzar el paso del disolvente a través de una fase
fija que es un sélido o liquido fijado en un solido. El procedimiento consiste en inyectar
pequefios volimenes de analito a la corriente de fase movil, que es polar, la cual es
bombeada hasta una columna de fase estacionaria, que es apolar. El analito introducido se
retarda por las diferentes interacciones quimicas, este retardo se denomina tiempo de
retencion el cual es distinto para cada analito de la muestra. Dependiendo de la afinidad,
por cada una de las fases se tendran velocidades y tiempos de retencidon diferentes
provocando una separacion. Los componentes en la fase estacionaria pasan por un detector
de sefial que identifica su momento de aparicién. El principio de la técnica se fundamenta
en las interacciones hidrofobicas que resultan de la repulsion entre el disolvente polar y el
componente apolar, teniendo como Unica condicion que la muestra que se inyecta sea
soluble en la fase movil (Skoog et al., 2014).

106



FERMENTACION. proceso metabdlico llevado a cabo por microorganismos
como bacterias, hongos y levaduras, que permiten obtener productos simples como acidos
organicos (etanol, acido lactico, acido succinico, acido propidnico) a partir de compuestos
quimicos orgénicos, como los azlcares. Estos son procesos anabolicos, es decir tiene
requerimiento energético (Calderon, 2017).
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