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GLOSARIO

ACIDO LACTICO: importante materia prima e intermediario en las industrias de
alimentos, farmaceéutica y cosmética.

ACIDO POLILACTICO: polimero termoplastico biodegradable con propiedades
similares al PET.

CEPA MICROBIANA: identificacion mediante caracteristicas determinadas para un
grupo particular de microorganismos.

CRECIMIENTO DIAUXICO: etapa de crecimiento en la cual el microorganismo se
adapta a una nueva fuente de carbono presente en el medio de cultivo.

FASE DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL: etapa en la que los microorganismos
se reproducen a la mayor velocidad del proceso fermentativo.

FASE DE LATENCIA: etapa en la que el microorganismo se adapta a las
condiciones del medio de cultivo.

FASE DE MUERTE: etapa en la que la reproduccién de microorganismos no ocurre
mas y por el contrario empieza a haber lisis celular.

FASE ESTACINONARIA: etapa en la que el microorganismo ha alcanzado su
maximo crecimiento.

FERMENTACION MICROBIANA: proceso por el cual los microorganismos
presentes en el medio de cultivo metabolizan los azucares y producir metabolitos
de distintos tipos.

MEDIO DE CULTIVO: mezcla de nutrientes que permiten que los microorganismos
asimilen sus nutrientes y se reproduzcan.

METABOLITO PRIMARIO: metabolito que se produce asociado al crecimiento del
microorganismo.

MICROORGANISMO MESOFILO: microorganismo cuyo rango Optimo de
temperatura para su crecimiento esta entre los 35y 40°C.
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MODELOS CINETICOS ESTRUCTURADOS: modelos cinéticos que consideran la
poblacion microbiana como un todo, con caracteristicas generales para todos.

MODELOS CINETICOS NO ESTRUCTURADOS: modelos cinéticos que
consideran las distintas diferencias entre los microorganismos, como la edad de las
células, por ejemplo.

RUTA METABOLICA: proceso bioquimico por el cual los microorganismos
metabolizan un sustrato para producir metabolitos, para producir o consumir
energia.

SUSTRATO COMPLEJO: mezcla de nutrientes cuya composicidon quimica
especifica es desconocida.

SUSTRATO DEFINIDO: mezcla de nutrientes cuya composicion quimica es
conocida en su totalidad.

17



RESUMEN

El presente estudio llevé a cabo una fermentaciéon microaerofilica durante 96 horas
utilizando bacterias de la especie Lactobacillus y del género acidophilus, con
agitacion constante a 150 rpm y un rango de temperatura entre los 34-37 °C.

Para la recolecciéon de datos, se realizé un muestreo cada 12 horas, para su
posterior siembra y conteo de microorganismos mediante la técnica de recuento en
placa. Obteniéndose posteriormente la curva de crecimiento microbiano.

A partir de los datos experimentales recolectados se compararon 8 modelos
cinéticos no estructurados cuyos parametros se estimaron a partir del ajuste de los
datos experimentales mediante regresiones no lineales. Se simularon los procesos
fermentativos con los parametros obtenidos y se compararon con los datos
experimentales segun el coeficiente de correlacion y el porcentaje de error de
minimos cuadrados.

Los modelos de Haldane y Amrane y Prigent fueron los que mejor se ajustaron a los
datos experimentales, con un R? de 0.977 y 0.982, respectivamente.

Dichos parametros cinéticos obtenidos que describen el crecimiento de los
microorganismos involucrados en la fermentacién, permiten predecir el desempefio,

rendimientos y comportamiento en general de los procesos fermentativos.

Palabras clave: Acido LActico, Bacterias Acido LActicas, Fermentacion, Parametros
Cinéticos, Crecimiento microbiano, Modelos Cinéticos.
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INTRODUCCION

El acido lactico es el precursor de uno de los polimeros termoplasticos
biodegradables mas importantes empleados industrialmente, el acido polilactico.
Alrededor del 15% de la produccion mundial que ronda las 40.000 toneladas al afio
de Aacido lactico para el 2005, se destina para aplicaciones industriales como la
produccion de desinfectantes, emulsificantes, conservantes o hidratantes en la
industria cosmeética; mientras que el 85% restante, se destina a la industria
alimenticia, para ser utilizado como acidulante, saborizante, neutralizador de pH e
inhibidor bacteriano?.

Su produccién industrial se ha dado a través del tiempo por dos principales vias: La
via quimica, a partir de precursores o derivados de compuestos petroquimicos,
principalmente a partir de acetaldehido y &cido cianhidrico®. Actualmente, se ha
desarrollado la via biotecnoldgica para obtener este producto y es a partir de
bacterias acidolacticas o distintos tipo de hongos; esta permite mejorar las
condiciones de operacion, como por ejemplo, la operacién a temperaturas cercanas
a la de ambiente, presion atmosférica y sustratos de bajo valor comercial y de facil
acceso, lograndose asi, la utilizacién de recursos renovables y el mejoramiento en
la eficiencia del proceso en general®.

La ingenieria quimica, juega un papel determinante en el desarrollo de este
proyecto, dado que actualmente, es posible representar los procesos
microbiolégicos con modelos cinéticos que puedan describir el comportamiento de
la produccién de biomasa, metabolito o consumo de sustrato. Por lo anterior, los
bioprocesos estan siendo objeto de estudio y desarrollo, para optimizar los
requerimientos energéticos, los tiempos de produccion (pasando de largos periodos
de horas o dias a pocas horas), la utilizacidén de recursos de tipo renovables y poder

1 HERRYMAN MUNILLA, Maribel y BLANCO CARRACEDO, Gladys. Acido lactico y polilactico:
Situacion actual y tendencias. En: ICIDCA: sobre los derivados de la cafia de azlcar. Enero, 2005,
vol. 39, no. 1, p. 49-59.

2 K. MADHAVAN, Nampoothiri y ROJAN, John. Fermentative production of lactic acid from biomass:
an overview of process developments and future perspectives. En: JOURNAL OF EVOLUTIONARY
BIOLOGY. Noviembre, 2007, vol. 20, no. 6, p. 2075.

3 SERNA-COCK, L. y RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccién biotecnoldgica de acido lactico:
estado del arte. En: CIENCIA Y TECNOLOGIA ALIMENTARIA. Octubre, 2009, vol. 5, no. 1, p. 54-
65.

4 ROJAS, Adriana M.; MONTARO, Liceth P. y BASTIDAS, Marlon J. Produccion de acido lactico a
partir del lactosuero utilizando Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y streptococcus
thermophilus. En: REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA. Marzo, 2016, vol. 44, no. 3, p. 5-10.
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obtener el metabolito de interés a partir de diversos tipos de sustratos, tanto simples
como complejos con costos de produccion bajos.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Ajustar un modelo cinético para el crecimiento de Lactobacillus acidophilus en la
fermentacion de un sustrato complejo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una fermentacion a partir de un sustrato complejo bajo condiciones
establecidas.

e Determinar experimentalmente el crecimiento de Lactobacillus acidophilus a
partir de un sustrato complejo.

e Determinar un modelo cinético que se ajuste al crecimiento microbiano.
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1. MARCO TEORICO

En el presente capitulo se describiran conceptos concernientes al presente trabajo
de grado, en los que se incluyen generalidades del acido lactico, sus diferentes vias
de produccion, la fermentacion microbiana para la obtencion del mismo y por ultimo,
los modelos cinéticos que describen el crecimiento microbiano durante una
fermentacion; con lo anterior, se podra tener una vision de la importancia del acido
lactico como materia prima a nivel industria.

1.1 ACIDO LACTICO

El &cido 2-hidroxi-propanoico o a-hidroxi-propanoico fue descubierto por el quimico
de origen sueco, Scheele en el afio de 1780, cuando pudo aislarlo de la leche agria;
pero fue hasta el afio de 1847, Blondeaur fue el primero en reconocer que el acido
lactico se daba como producto de la fermentacion y un hasta un siglo después de
su descubrimiento, en 1881, Littlelon inici6 la fermentacién a escala industrial®.

Por tener un carbono asimétrico, el acido lactico tiene actividad 6ptica, dando lugar
a los acidos D (-) lactico y L (+) lactico, ademas de una mezcla equimolar de los
dos, denominada racémica, siendo el segundo, el metabolizado en el cuerpo
humano. En general es incoloro, inodoro, soluble en agua y se encuentra en estado
liguido. En estado puro, se presentan sélidos muy higroscépicos de bajo punto de
fusion, que no ha podido ser determinado debido a la dificultad de sintetizar el
compuesto en ausencia de agua. Las formas isoméricas del 4cido lactico pueden
ser polimerizadas en polimeros con una gran variedad de propiedades segun la
composicion de los precursores®.

® SERNA-COCK, L. y RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccién biotecnoldgica de acido lactico:
estado del arte. En: CIENCIA Y TECNOLOGIA ALIMENTARIA. Octubre, 2009, vol. 5, no. 1, p. 54-
65.

6 ROJAS, Adriana M.; MONTANO, Liceth P. y BASTIDAS, Marlon J. Produccién de &cido lactico a
partir del lactosuero utilizando Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y streptococcus
thermophilus. En: REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA. Marzo, 2016, vol. 44, no. 3, p. 5-10.
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Figura 1. Estructura del acido lactico.

CHq CH,

H/ unon HO\VC\H
CO,H CO,H

(R)-lactic acid (S)-lactic acid

Fuente: VELAZQUEZ DE LA CRUZ, Gonzalo, BUSTOS VAZQUEZ, Guadalupe y
RANGEL TORRES, Ernesto. Aprovechamiento biotecnoldgico de productos
agropecuarios Il. Plaza y Valdés, S.A. de C.V, 2008. 70p.

La mayor parte del acido lactico producido se da a partir de los microorganismos,
pero también existe la via quimica a partir de compuestos organicos. Ambos
métodos de produccion requieren un posterior tratamiento de separacion y
purificacion.

1.1.1 Obtencién del acido lactico

1.1.1.1 Obtencion por via quimica. En un medio basico, como catalizador, se
obtiene lactonitrilo a partir de acido cianhidrico y acetaldehido, segun la siguiente
reaccion:

Catalizador
CH3sCHO + HCN » CH3-CHOH-CN

Posteriormente, se da la hidrdlisis del lactonitrilo en medio acido, donde se produce
el &cido lactico y una sal de amonio a una temperatura de 100 °C y presion
atmosférica, segun la siguiente reaccion’:

CH3sCHOHCN + 2H20 + § H2S04 —» CH3CHOHCOOH + § (NH4)2SO04

Este proceso obtiene rendimientos cercanos al 60%.

" GARCIA, Maria D., et al. Planta de produccion de 4cido lactico. Trabajo de grado Quimica industrial.
Cerdanyola del Vallés: Universidad Autébnoma de Barcelona, 2010. 193p.
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Las reacciones anteriores, se encuentran implicitas en el siguiente diagrama de
blogues que describe la produccién de acido lactico:

Figura 2. Produccion de 4cido lactico por via quimica.

Acetaldehido (1) -4——————— Hidrdxido sédico (1) 20 %
Acido cianhidrico (I) —— - Acido sulfidrico (1) 50%%

Acido cianhidrico (g)

Acetaldehido (g)
Acido cianhidrico (g)

Lactonitrilo (1) Destilacion —— Condensacién |f———»

Acetaldehido (1)
Acido sulfarico (1) 98%
—_— -—

> Agua descalcificada

Acido lactico (1)
Lactonitrile (I}
sulfato de amonio {sol.)

Cristalizaciégn

Cristales de sulfato de amonio (s)
Lactonitrilo (1}
Acido lactico (1)

k.
L —_—
Lactonitrilo (1) Sulfato de amonio (s)

l Acido lactico 883 [{}]

Fuente: GARCIA, Maria D., et al. Planta de produccion de &cido lactico. Trabajo de
grado Quimica industrial. Cerdanyola del Vallés: Universidad Autonoma de
Barcelona, 2010. 193p.

1.1.1.2 Obtencién a partir de microorganismos. La produccién biotecnoldgica se
basa en la fermentacion de sustratos (simples y complejos) ricos en carbohidratos
por bacterias y hongos.

Esta via de produccion tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) y L (+), activos
opticamente®. Dependiendo del microorganismo utilizado, las condiciones de
aireacion y pH, la temperatura y la fuente de carbono, entre otras variables de
proceso, se obtendran los distintos tipos de &cido lactico.

Existen principalmente dos géneros de bacterias utilizados en la produccion de
acido lactico. Los primeros, corresponden al género Lactobacillus, que se
caracterizan por ser Gram positivas, aflageladas, anaerobios, tener unos
requerimientos nutricionales complejos y en general se presentan aisladas; se

8 HERRYMAN MUNILLA, Maribel y BLANCO CARRACEDO, Gladys. Acido lactico y
polilactico: Situacion actual y tendencias. En: ICIDCA: SOBRE LOS DERIVADOS DE LA
CANA DE AZUCAR. Enero, 2005, vol. 39, no. 1, p. 49-59.
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favorece su crecimiento a condiciones de entre el 5y 10% de CO: e intervalos de
pH y temperaturas de entre 5.5-5.8 y 35-38 °C, respectivamente®. El otro grupo de
bacterias corresponde al género Streptococcus, que son microorganismos que
generalmente se disponen en parejas o formando cadenas cortas, son, al igual que
los Lactobacillus, bacterias Gram positivas; las condiciones de temperatura y pH
optimas de su crecimiento son 37°C y 9.6, respectivamente’®.

La ruta metabdlica por la cual se produce el acido lactico consiste en la oxidacion
parcial de la glucosa en la matriz citoplasmatica y como producto de desecho se
obtiene el producto de interés, es una ruta metabdlica de tipo anaerdbica, como se
puede observar en la Figura 3.

Figura 3. Rutas metabdlicas para la produccién de acido lactico a partir de
bacterias acido lacticas.

) ) 5
' AQE ATT
Xylulose 5-P Xy hulose
s = X ke |

e

Ribose 5P se— X violoseS-P Xyhboses-F
oam

GAP Sedoheptulose 7-P
17y

. Erythrose 4-F

CHpRseie L Lactose 6P AP+ (18)
Fructose 1.6-1
Tagtose1,6-P _ 19y

s, e
P’ Dinydroty g

L3 acetone
Tagtose-6-P phosphate

Galacigse 6-P

IraAD-

Fuente: ABDEL-RAHMAN, Mohamed Ali, TASHIRO, Yukihiro y SONOMOTO, Keniji.
Recent advances in lactic acid production by microbial fermentation processes. En:
Biotechnology Advances. Noviembre, 2013, vol. 31, no. 6, p. 890.

e Sustratos empleados: Para la obtencién de &cido lactico por medio de procesos
biotecnolégicos, son diversos los sustratos que pueden cumplir con los

9 GUILLEN ROMERO, Laura 'y VEGA LOPEZ, Jorge. Evaluacion de la produccion de acido lactico a
partir de pifia (Ananas comosus mer) y banano (Musa sapientum) como materia prima para la
sintesis de acido polilactico. Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Bogota: Universidad de América.
Facultad de Ingenierias, 2013. 108p.

10 RODRIGUEZ MEMBIBRE, M. L. Bacterias productoras de &acido lactico: Efectos sobre el
crecimiento y la flora intestinal de pollos, gazapos y lechones. Trabajo de investigacién Doctorado
en Veterinaria. Madrid: Universidad Complutense de Madrid. Facultad de Veterinaria. Departamento
de Produccion Animal, 1994. 211p.
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requerimientos nutricionales de los microorganismos fermentadores, entre ellos
se encuentran los sustratos definidos que se caracterizan por tener una
composiciébn quimica fija y conocida y los sustratos complejos que se
caracterizan por su bajo valor comercial a costa de tener una composicién de
nutrientes desconocida.

v’ Sustratos definidos: Son sustratos de alto valor comercial, y entre ellos se
destacan la glucosa, melaza y maltosa®.

v’ Sustratos complejos: Son los mas utilizados en las investigaciones mas recientes
para la produccion de acido lactico debido a sus buenos rendimientos y bajo
costo. Entre estos se encuentran melazas, lactosuero, almidon de yuca, almidon
de papa, jugo de citricos, etc.1?.

Por otro lado, al utilizarse también la via microbiolégica como proceso industrial,
debe entonces, como todo proceso de ingenieria, tener un basico de condiciones
de operacién para controlarse y de esta manera garantizar la eficiencia y
rentabilidad del proceso a realizar.

Las condiciones de operacion susceptibles a control son las siguientes:

e Tiempo: Debido a la gran disponibilidad de sustratos susceptibles de
fermentacion, los tiempos del proceso varian también sustancialmente. Estos
pueden encontrarse en rangos que van desde los 4 dias hasta las 3 semanas de
tiempo de fermentacion. Ademas, ha sido posible obtener mayores rendimientos
y concentraciones de acido lactico en procesos continuos, frente a los procesos
en discontinuo?*3,

e pH: Esta variable es de suma importancia a la hora de realizar un proceso de
fermentacion, debido a que el producto del mismo son acidos y debe tenerse en

1 OROZCO MURILLO, M. P., & SOLARTE, J. A. Busqueda del mejor medio de cultivo y
modelamiento cinético para la obtencion del &cido lactico a partir de glucosa por via fermentativa.
Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Manizales: Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
Ingenieria y Arquitectura, 2003. 115p.

12 SERNA-COCK, L. y RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccion biotecnoldgica de &cido
lactico: estado del arte. En: Ciencia y Tecnologia Alimentaria. Octubre, 2009. vol. 5, no. 1, p. 54-65.
13 SERNA-COCK, L. y RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccion biotecnolégica de &acido
lactico: estado del arte. En: Ciencia y Tecnologia Alimentaria. Octubre, 2009. vol. 5, no. 1, p. 54-65.
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cuenta la tolerancia de los microorganismos a los diferentes ambientes.
Generalmente, el rango en el cual pueden crecer se encuentra entre 4.5y 6.54.

e Temperatura: Los microorganismos que realizan fermentacion lactica son
considerados mesodfilos, es decir, su temperatura 6ptima de crecimiento se
encuentra entre los 15 y los 35°C. En particular, se ha encontrado que los
Lactobacillus crecen Optimamente a temperaturas entre los 30 y 42°C,
encontrandose la temperatura mas éptima con ciertos sustratos los 37°C1°. Es
primordial que durante el proceso de fermentacion se tenga un control minucioso
de la temperatura, ya que cualquier variacion brusca podria terminar en la muerte
de los microorganismos fermentadores®®.

1.1.2 Aplicacion industrial. El acido lactico es ampliamente usado en la industria
a nivel mundial. En la industria alimentaria, es utilizado ampliamente en los
alimentos procesados, como acidulante, neutralizador de pH, conservante e
inhibidor de bacterias.

Los ésteres de &cido lactico son utilizados como emulsificantes y disolventes
“limpios”. En la industria farmacéutica, es utilizado en la fabricacién de productos
contra el acné y humectantes, también se utiliza en la industria cosmética en la
fabricacion de lociones.

1.1.3 Métodos de Separacidon. En general, la separacién y purificacion del acido
lactico obtenido por via microbiolégica o fermentativa se torna complicada debido
a la afinidad que tiene con el agua, ademas de presentar baja volatilidad. En los
procesos industriales de la actualidad, el acido lactico es recuperado en forma de
lactato de calcio y segun el grado de pureza que se requiera del mismo, existen
diferentes procesos de separacion y purificacion.

14 CASTRILLON, Olivia, BEDOYA, Oswaldo y MONTOYA, Diana. Efecto del pH sobre el crecimiento
de microorganismos durante la etapa de maduracién en pilas estaticas de compost. En: Produccién
+ Limpia. Diciembre, 2006, vol. 2, no. 1, p. 87-98.

15 WANG, Y.; CORRIEU, G. y BEAL, C. Fermentation pH and Temperature Influence the
Cryotolerance of Lactobacillus acidophilus RD758. En: Journal of Dairy Science. Enero, 2005, vol.
88, no. 1, p. 21-29.

16 HARLEY, John P., PRESCOTT, Lansing M. y KLEIN, Donald A. Microbiologia. McGraw-Hill
Interamericana, 2004.
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1.1.3.1 Clarificacién de medios de fermentacion por microfiltracion con flujo
cruzado. Este método consiste en hacer una clarificaciéon del caldo obtenido por
medio de una microfiltracion en flujo cruzado, método que se esta convirtiendo en
el mas utilizado industrialmente debido a la reduccién en los residuos del proceso?’.
Dicha microfiltracién, consiste en la separacion de algun(os) compuesto(s) de
interés a partir de membranas cuyo diametro de corte oscila entre los 0.1 y 10
picnémetros?®,

1.1.3.2 Extraccion Reactiva. Este tipo de extraccion esta siendo utilizada en la
recuperacion de distintos acidos carboxilicos producidos por via microbiol6gica ya
gue no afecta la estabilidad térmica de los bioproductos y el requerimiento de
energia es, comparativamente con otros métodos de purificacion, bajo.

Este proceso de separacion no convencional, hace que al irse formando los
bioproductos deseados, reaccionen con un agente determinado (solvente) y sean
extraidos. Este tipo de método, a pesar de no estar investigado a fondo conceptual
ni experimentalmente en la actualidad, ofrece ventajas frente a otro tipo de
procesos, entre las que se encuentran: el requerimiento de equipos pequefos,
aumento en la conversion de las reacciones y disminucion en los procesos de
inhibicion?®,

17 CARRERE, Héléne y BLASZKOW, Frédéric. Comparison of operating modes for clarifying lactic
acid fermentation broths by batch cross-flow microfiltration. En: Process Biochemistry. Marzo, 2001,
vol. 36, no. 8, p. 751-756.

18 BECERRA OSPINA, Nubia Liliana. Clarificacion de vinazas de cafia de azlcar por tratamiento
fisicoquimico y filtracibn con membranas. Tesis de Magister en Ingenieria Quimica. Bogota:
Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ingenieria. Departamento de Ingenieria Quimica y
Ambiental, 2014. 134p.

19 GUTIERREZ MOSQUERA, L. F. (2008). Estudio y disefio de procesos reaccién extraccion
simultaneos. Trabajo de investigacion Doctorado en Ingenieria. Manizales: Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de Ingenieria y Arquitectura. 2008. 92p.
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1.1.3.3 Electrodialisis. La electrodialisis es un método que se ha desarrollado para
la separacion de sales provenientes de acidos productos de fermentacién. Bajo la
influencia de una fuente de poder (potencial eléctrico) los iones se transportan a
través de membranas de intercambio ionico de una solucién inicial hasta otra
(producto de la separacion)?°. Esta técnica es llamativa ya que puede separarse el
acido lactico a medida que se va produciendo en el fermentador, lo cual evita la
utilizacién de agentes de extraccion o neutralizantes en el proceso?L.

1.1.4 Mercado del Acido Léactico. El &cido lactico, es una materia prima importante
en las industrias de alimentos principalmente, asi como también en la industria
farmacéutica, textil y cosmética. Actualmente, su demanda esta aumentando entre
un 12 y 15% anual®® debido a su uso como materia prima en la produccién de acido
polilactico (PLA), un polimero biodegradable de amplia aplicacién industrial?3.

La produccién fermentativa del &cido lactico representa como principal ventaja
frente a la produccion por via quimica, la obtencion de isomeros (L o D) 6pticamente
puros segun la aplicacion a la que sea destinado. Es por ello que se esta avanzando
en la investigacién para la produccion de acido lactico a partir de sustratos de bajo
costo, en un proceso donde el costo de las materias primas representa el 68% del
costo total?*; ya que los sustratos empleados actualmente para el crecimiento de las
bacterias acido lacticas son de alto costo segun el rendimiento que se quiera
obtener®.

1.2 FERMENTACION

Las fermentaciones son procesos metabdlicos llevados a cabo por microorganismos
como bacterias, levaduras, etc., que permiten obtener productos simples como

20 AVILA, Rita M., CARDENAS, Antonio y MEDINA, Ana. Tratamiento del lactosuero utilizando la
técnica de electrodialisis. En: INTERCIENCIA. Marzo-abril, 2000, vol. 25, no. 2, p.80-84.

21 SERNA-COCK, L. y RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccion biotecnoldgica de &cido
lactico: estado del arte. En: Ciencia y Tecnologia Alimentaria. Octubre, 2009. vol. 5, no. 1, p. 54-65.
22 ARIAS ZABALA, Mario; HENAO NAVARRETE, Lina y CASTRILLON GUTIERREZ, Yulieth.
Produccion de acido lactico por fermentacién de mucilago de café con Lactobacillus bulgaricus nrrl-
b548. En: DYNA. Junio 2009, vol. 76, no. 158, p. 147-153.

23 DING, Shaofeng y TAN, Tianwei. L-lactic acid production by Lactobacillus casei fermentation using
different fed-batch feeding strategies. En: Process Biochemistry. Junio, 2006, vol. 41, no. 6, p. 1451-
1454.

24 OH, Hurok, et al. Lactic acid production from agricultural resources as cheap raw materials. En:
BIORESOURCE TECHNOLOGY. Septiembre, 1996, vol. 96, no. 13, p. 1492-1498.

25 BUSTOS, G., et al. Optimization of d-lactic acid production by Lactobacillus coryniformis using
response surface methodology. En: Food Microbiology. Abril, 2004, vol. 21, no. 2, p. 143-148.
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acidos orgéanicos (etanol, 4cido lactico, &cido succinico, acido propionico) a partir de
compuestos quimicos organicos, como los azUcares.

Estos, son unos procesos anabolicos, es decir, tiene requerimiento energético,
contrario a los procesos catabodlicos. Son llevadas a cabo principalmente por
bacterias y levaduras que utilizan carbohidratos como sustratos, fermentando
principalmente azlcares como la fructosa, maltosa, glucosa y sacarosa?®.

Particularmente, el tipo de fermentacion lactica es llevado a cabo por bacterias en
su mayoria de los géneros Lactobacillus y Streptococcus, ademas de los masculos
esqueléticos humanos, donde por accién de la enzima lactato-deshidrogenasa en
la glicélisis es obtenido el &cido lactico?’.

1.3 CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

En un cultivo por lotes, como generalmente son realizadas las investigaciones en
produccién de diferentes metabolitos de interés, es inoculado un microorganismo
en un medio de cultivo determinado y el crecimiento de la biomasa es
constantemente medido. A partir de esta medida, es posible notar distintas fases en
el crecimiento de los microorganismos:

26 PUERTA QUINTERO, Gloria Inés. Fundamentos del proceso de fermentacion en el beneficio del
café. En: Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia. Diciembre, 2010, vol. 1, no. 42, p. 1-12.
27 GIL-HORAN, Ricardo H., DOMINGUEZ-ESPINOSA, Maria y PACHO-CARRILLO, Juan Daniel.
Bioproduccion de acido lactico a partir de residuos de cascara de naranja: Procesos de separacion
y purificacién. En: Tecnologia, Ciencia, Educacion. Julio, 2008, vol. 23, no. 2, p.79-90.
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Figura 4. Crecimiento microbiano a través del tiempo.

Log x

Tiempo

e Fase de latencia (1): Durante esta fase, los microorganismos se adaptan al medio
en el que se encuentran, empezando a metabolizar la fuente de carbono
disponible para empezar el proceso de division celular. Cuando los
microorganismos son sembrados en un medio con diversas fuentes de carbono,
es posible que en la fase de latencia se identifique un proceso conocido como
crecimiento diauxico, es decir, el microorganismo agotara primero la fuente de
carbono que pueda metabolizar méas facilmente, para después empezar a
metabolizar las demas.

e Fase de crecimiento (2): Se conoce también como fase exponencial; durante este
periodo ocurre la division celular mediante una progresion geométrica 2°, 21, 22...
228 Durante este periodo se espera observar un crecimiento constante en la
poblacién celular en caso de no contar con procesos de inhibicion.

e Fase estacionaria (3): Cuando se termina el periodo de crecimiento, inicia la fase
estacionaria, donde las fuentes de carbono para la poblacion se han agotado y
las células contintan con vida hasta alcanzar la madurez, sin posibilidad de
division celular.

2 OROZCO MURILLO, M. P., & SOLARTE, J. A. Busqueda del mejor medio de cultivo y
modelamiento cinético para la obtencion del acido lactico a partir de glucosa por via fermentativa.
Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Manizales: Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
Ingenieria y Arquitectura, 2003. 115p.
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e Fase de muerte (4): Durante esta fase, las células no pueden liberar sustancias
que permitan alimentar y mantener a la poblacién, por lo tanto el nimero de
células decrece y se presenta la lisis celular.

Durante una fermentacion se dan tres principales fendmenos: consumo de sustrato,
produccion de metabolito y formacion de biomasa. En esta ultima esta centrada el
presente trabajo, el cual es representado mediante modelos matematicos que
permiten describir y reproducir su comportamiento.

1.4 MODELOS CINETICOS DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Como definicién, los modelos matematicos son hipotesis existentes entre las
relaciones matematicas de las variables medibles y no medibles en sistema,
procesos o experimentacion.

Los modelos matematicos para el estudio de los procesos de fermentacion tienen,
entre sus principales aplicaciones o utilidades el poder correlacionar datos
experimentales y asi tener una vision mas acertada acerca del proceso en cuestion,
hacer una prediccion cuantitativa del proceso, reducir costos en disefio experimental
y de proceso, considerar o no variables que puedan o no afectar el desarrollo
experimental y utilizar el modelamiento matematico para escalar procesos
realizados a nivel de banco o laboratorio?®, entre otras.

En general, un modelo matematico de crecimiento estd compuesto por 3 partes: la
primera corresponde a los principios quimicos, fisicos y biolégicos involucrados en
el proceso en cuestion, la segunda son las inferencias que se puedan hacer a partir
de los datos existentes previamente y la tercera corresponde a las suposiciones que
se deban hacer, con bases y criterios validos. En las fermentaciones, es una
constante que los modelos mateméaticos tengan uno o paradmetros que los describan
y que su valor numérico sea desconocido antes de aplicarlo y no sea medible.

Respecto a la ultima parte, las suposiciones gue se realizan son necesarias debido
a la complejidad de los procesos microbiolégicos, estas suposiciones aunque
introducen inexactitud a los modelos respecto a ciertas variables, no inciden
considerablemente, por ejemplo, en la descripcion de las etapas de crecimiento
microbiano u otras variables importantes en los procesos microbioldgicos. Las

29 DUARTE TORRES, Alberto. Introduccién a la ingenieria bioquimica. 1995. 355 p.
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suposiciones béasicas que se hacen a la hora del desarrollo de un modelo
matematico son la no consideracion de la distribucion de estados, es decir, no
considerando las diferentes formas, edades y tamafios de las células y asumiendo
todo el conjunto como homogéneo; otra suposicion es la segregacion, donde toda
la poblacién microbiana se asume como discreta; ademas, la suposicion con la cual
se asume que el crecimiento microbiano sigue un modelo deterministico, aun
cuando se ha demostrado que a través de las generaciones de células, la tasa de
crecimiento microbiano varia gradualmente; por ultimo, se hace la suposicidon que
la estructura celular interna es la misma para todo el conjunto celular, despreciando
las diferencias tanto en composicion como en distribucion a lo largo del espacio y
tiempo de la fermentacion.

Segun lo anterior, pueden describirse dos tipos principales de modelos matematicos
de crecimiento de una poblacion de microorganismos:

e Estructurados: Estos consideran los aspectos basicos de la célula y su especie
quimica en cuestién, despreciando o agrupando los demas componentes en
grupos generalizados que pueden llamarse lipidos, proteinas, etc.

e No estructurados: Para la mayoria de casos de fermentaciones, este tipo de
modelos puede describir adecuadamente el desarrollo del proceso, considerando
gue los microorganismos y/o células poseen una composicion fija y simple. Este
tipo de modelos desprecia los cambios en el medio de cultivo producto de la
concentracion de biomasa®°.

Ademas, los dos tipos anteriores de modelos, pueden clasificarse también en
modelos de tipo segregados y no segregados. Los primeros hacen referencia a una
poblacién de microorganismos heterogénea, donde se distinguen en la poblacién
diferentes entidades con edades, formas, tamafios y composiciones internas
variables; mientras que los no segregados, consideran que el comportamiento
celular se aproxima al de una sola célula promedio que permita agrupar el
desempefio de ciertas variables durante la fermentacion3.

30 ESENER, A. A., ROELS, J. A. y KOSSEN, N. W. Theory and applications of unstructured growth
models: Kinetic and energetic aspects. En: Biotechnology and Bioengineering. Diciembre, 1983,
vol. 25, no. 12, p. 2803-2841.

31 FREDRICKSON, A. G., MEGEE, R. D. y TSUCHIYA, H. M. Mathematical Models for Fermentation
Processes En: Anonymous Advances in Applied Microbiology. 1970, vol. 13, p. 419-465.
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Actualmente, la microbiologia predictiva es un campo de estudio de gran intereés.
Por medio de esta, es posible describir, predecir, evaluar, optimizar y desarrollar
procesos bioldgicos sin la necesidad de pasar por el &mbito experimental®?. Para
ello, son necesarias correlaciones y parametros que puedan asociarse a los
procesos; es donde los modelos cinéticos de crecimiento juegan un papel
fundamental en las investigaciones.

Entre los modelos cinéticos de crecimiento microbiano, se encuentran los
siguientes:

1.4.1 Ecuacién Logistica. Esta ecuacion, describe el comportamiento de la
biomasa en distintos procesos de fermentacién, se representa mediante la
Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Ecuacion logistica para crecimiento microbiano

dX_ X(l X)

Donde Xm hace referencia a la concentracion maxima de biomasa en el proceso
fermentativo, y es la tasa de crecimiento especifica (h'!) y X la concentraciéon de
biomasa (UFC/mL)3,

Al integrar la Ecuacion 1 en las condiciones de frontera X=Xo y t=to=0, se obtiene
la Ecuacidn 2, correspondiente al crecimiento de biomasa en funcion del tiempo.

Ecuacién 2. Crecimiento de biomasa en funcion del tiempo.

XoXmett
X, — Xo + Xgeht

X =

32 MCMEEKIN, Tom, et al. Predictive microbiology theory and application: Is it all about rates? En:
Food Control. Febrero 2013, vol. 29, no. 2, p. 290.

33 CORDON PAEZ, Santiago y PEREZ MARTINEZ, Jorge Alejandro. Ajuste de un modelo
matematico para el crecimiento de Streptococcus pyogenes en 2 sustratos para la produccion de
acido hialurénico a escala de laboratorio. Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Bogota: Universidad
de América. Facultad de Ingenieria, 2016. 132p.
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1.4.2 Modelo de Monod. Modelo desarrollado en 1942, que describe una relacion
entre el crecimiento microbiano y el sustrato que limita el crecimiento sin ningun tipo
de proceso de inhibicién durante la fermentacién3*. Este modelo toma solamente en
consideracion las fases positivas de crecimiento y se asume la poblacion microbiana
como homogénea®. Este modelo se puede describir mediante la Ecuaciéon 3y 436,

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

dX S

dt ”ma"KS+S

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

ds -1 dx
dt = Yy dt

Este modelo en general, 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 produccién de biomasa y
crecimiento de sustrato simultdneamente.

Ecuacidn 5. Ecuacion integrada del modelo de Monod
L= Yx/sS0 + Yx/sKs + Xy n ﬁ) N Yy /sKs n Yx/sS0
Hmix Yy /50 + Xo Xo ' YysSo+Xo  Yy/sSo+Xo— X

Donde pmax, Yxss, 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).

34 DUARTE TORRES, Alberto. Introduccion a la ingenieria bioquimica. 1995. 355 p.

35 MONOD, Jacques. The Growth of Bacterial Cultures. En: Annual Review of Microbiology. Octubre,
1949, vol. 3, p. 371-394.

% DUARTE TORRES, Alberto. Evaluacion de los parametros cinéticos de la ecuacion de Monod. En:
Ingenieria e Investigacion. Enero, 2011, no. 33, p.123-138.
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1.4.3 Modelo de Moser. Este modelo nacié como una modificacion al modelo de
Monod también en 1958, y se considera como una buena aproximacion cuando la
composicion celular es independiente del tiempo de proceso®’. Se caracteriza
porque en su formulacion, estd implicita la consideracion del efecto de la
propagacion de especies mutantes en la poblaciéon bacteriana®. Este modelo se
representa mediante la Ecuacién 6.

Ecuacion 6. Ecuacion de Moser.
S‘n

H= ﬂméxm

Cuyo acople a un balance de masa y de sustrato para obtener todas las variables
en funcién de la biomasa, se deduce la Ecuacion 7.

Ecuacion 7. Modelo de Moser para crecimiento microbiano

ix (50 N XOYX—S X)"
—_— M ,
T (S0 + XOYX_S X)n

Este modelo considera las mismas variables que el modelo de Monod y su Unica

variacion es la introduccion del parametro n, cuyo valor es empirico para cada
proceso fermentativo.

37 TREJOS, Victor Manuel, FONTALVO ALZATE, Javier y GOMEZ GARCIA, Miguel Angel.
Descripcién Matematica y Analisis de Estabilidad de Procesos Fermentativos. En: DYNA. Enero,
2009, vol. 76, no. 158, p. 111-121.

38 MOSER, Hermann. The dynamics of bacterial populations maintained in the chemostat.
Washington. Carnegie Institution of Washington, 1958. p.82-100
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1.4.4 Modelo de Teissier. Modelo propuesto en 1936, previo al modelo de Monod
y fundamentado en un punto de partida diferente al mismo, explicando el efecto de
las hormonas en el crecimiento de ciertos cultivos®®. Este introdujo el concepto de
deficiencia de crecimiento, hipétesis que resultd mostrando la relacién
semilogaritmica entre la velocidad de crecimiento y la concentraciéon de biomasa“.
Este modelo se describe mediante la Ecuacion 8.

Ecuacion 8. Modelo de Teissier.

1= Hnax (1 - eG—f))

De igual manera, el modelo de Teissier acoplado a un balance de materia y sustrato,
da paso a la ecuacion diferencial que describe la Ecuacion 9.

Ecuacion 9. Modelo de Teissier para crecimiento microbiano.

Xo—X
~So- Yxs
ax Km
1—e

[ x

dt - Mméx

Donde umax, S 'y Km representan tasa de crecimiento especifico (ht), concentracion
de sustrato (g/mL) y constante de saturacion (g/mL), respectivamente.

39 TEISSIER, G. Quantitive laws of growth. En: Annales de Physiologie et de Phisicochimie
Biologique. Febrero, 1936, vol. 12, p. 527-586.
40 ATKINSON, B. Biochemical reactors. Londres. Pion Limited, 1974. 267p.
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1.45 Modelo de Haldane. Este modelo desarrollado en 1930, y utilizado
ampliamente en sistemas en discontinuo, estudia entre otras cosas, las
capacidades de adaptacién de microorganismos al medio*'. Ademas de esto, es
matematicamente simple para su desarrollo y es una buena representacion de la
presencia de sustratos inhibitorios en el medio*?. EI modelo de Haldane, se
representa por medio de la Ecuacién 10.

Ecuacién 10. Modelo de Haldane.

S
maxp + S + kS

=y

Despejando S, en un balance de sustrato para acoplarlo a un balance de masa, da
paso a la Ecuacion 11.

Ecuacion 11. Modelo de Haldane para crecimiento microbiano.

SO+X°_X
dX—M Yys ¥
E— max X _Xz
Ky + S+ K (So + 5 —)

Cuya expresion integrada, es una funcién independiente de la biomasa descrita
mediante la Ecuacion 12.

Ecuacion 12. Expresion integrada del modelo de Haldane.

X
(So%K; + o + Ko)¥xs™ + (280K + DXolxs + KiXo® ) In ()
t =
SoYxs” + XoYxs
Hmax

KSYXsln(X - SOYXS - Xo) KIX
So¥xs + Xo Yxs
HUmax Umax

41 HALDANE, J. B. S. A mathematical theory of natural and artificial selection. (Part VI, Isolation.).
En: Mathematical Proceedings of the Cambridge Philosophical Society. Abril 1930, vol. 26, no. 2, p.
220-230.

42 KUMAR, Shashi; KUMAR, Surendra y KUMAR, Arinjay. Biodegradation kinetics of phenol and
catechol using Pseudomonas putida MTCC 1194. En: Biochemical Engineering Journal. Enero, 2005,
vol. 22, no. 2, p. 151-159.
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Donde pmax, S, Ks, Ki  corresponden a tasa de crecimiento especifico (h'%),
concentracion de sustrato (g/mL), constante de saturacion (g/mL) y constante de
inhibicién por sustrato (g/mL).

1.4.6 Modelo de Contois. Modelo desarrollado en 1959, y que ha sido ampliamente
utilizado en la literatura para describir procesos de tipo anaerébicos, para los casos
principalmente donde la etapa de hidrolisis controla en mayor medida la velocidad
del proceso fermentativo*. Ademas, este considera que la tasa de crecimiento
especifica depende de la densidad de poblacién en el medio**. Este modelo puede
describirse mediante la Ecuacion 13.

Ecuacion 13. Modelo de Contois.

S

Que al igual que los modelos descritos anteriormente, acoplado a un balance de
biomasa y sustrato toma la forma de la Ecuacion 14.

Ecuacion 14. Modelo de Contois para crecimiento microbiano.

XO_X
dx So+ 7y
E:.uméx X _XX
KX + Sy + OY
XS

Cuya expresion integrada es también una funcidon independiente de Ila
concentracion de biomasa en el medio, descrito mediante la Ecuacion 15.

Ecuacién 15. Expresion integrada del modelo de Contois.

X
In (X_o) — K Yysln(X — SoYys — Xo)

Umax

43 RED ESPANOLA DE COMPOSTAJE. Ingenieria y aspectos técnicos de la digestion anaerdbica
I1.4. Madrid: Mundi-Prensa, 2016.

44 CONTOIS, D. E. Kinetics of Bacterial Growth: Relationship between Population Density and
Specific Growth Rate of Continuous Cultures. En: Journal of General Microbiology. Agosto, 1959,
vol. 21, no. 1, p. 40-50.
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Donde pumax, S, Ks, corresponden respectivamente a la tasa de crecimiento
especifico (ht), concentracién de sustrato (g/mL), constante de saturacién (g/mL).

1.4.7 Modelo de Amrane y Prigent. Estos autores, en 1994, plantearon un modelo
cinético no estructurado para describir la produccion de acido lactico a partir de
lactosa. Este modelo se caracteriza por su simplicidad y facil convergencia de los
datos experimentales con los pardmetros calculados cuando los valores iniciales de
iteracion son los acertados*. Este modelo se representa por medio de la Ecuacién
16.

Ecuacién 16. Ecuacion de Amrare y Prigent.

1

Umax — C

B = Hmax( )

1+

Esta expresion, basta con acoplarla con un balance de materia, ya que este modelo
es independiente de la concentraciébn de sustrato en el medio de cultivo. La
expresion resultante se describe mediante la Ecuacién 17.

Ecuacion 17. Modelo de Amrare y Prigent para crecimiento microbiano.

dx 1
E = Umax cedt
1+——
Umax — C

Luego de realizar un método integral de andlisis, se obtiene una ecuacion integrada
del modelo de Amrare y Prigent que se representa mediante la Ecuacion 18.

Ecuacion 18. Expresion integrada de la ecuacion de Amrare y Prigent.

1 c
X = Xpexpitmay [t —=In| 1+ (e —1)
d Hmax

Donde X, pmax, t, d y c representan biomasa (UFC/mL), tasa de crecimiento
especifica (h?1), tiempo (h) y constantes propias del modelo cinético y el proceso
fermentativo.

4 AMRANE, Abdeltif y PRIGENT, Yves. Mathematical model for lactic acid production from lactose
in batch culture: Model development and simulation. En: Journal of Chemical Technology and
Biotechnology. Julio, 1994, vol. 60, no. 3, p. 241-246.
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1.4.8 Modelo de Gompertz. El modelo de Gompertz fue desarrollado inicialmente
para describir los procesos de mortalidad en poblaciones humanas?.
Posteriormente, se desarroll6 como un modelo cinético de tipo primarios, es decir,
capaz de describir la concentracién de biomasa a lo largo del tiempo*’. Este modelo
es descrito mediante la Ecuacion 19.

Ecuacion 19. Modelo de Gompertz para crecimiento microbiano.
—B(t—M)

X=X, +Ce®

Donde C, M y B corresponden a recuentos microbianos cuando el tiempo crece
indefinidamente (UFC/mL), tiempo para alcanzar la tasa de crecimiento especifica
maxima (h) y la velocidad de crecimiento relativo (UFCmLth1).

Variables que a su vez, representan expresiones matematicas que permiten
encontrar parametros cinéticos de interés, como se muestra en las Ecuaciones 20,
21y 22.

Ecuacion 20. Expresion matematica para obtener tasa de crecimiento especifica.

BC
e

Umax

Ecuacion 21. Expresion matemética para obtener la duracion de la fase de
latencia.

pp =M1
B

Ecuacién 22. Expresion matemética para obtener la maxima densidad de
poblacién microbiana.

MDP =A+C

46 CEDRON CASTRO, Javier. El modelo de Gompertz y su aplicacion en seguridad alimentaria.
Trabajo de grado Nutricion Humana y Dietética. Valladolid: Universidad de Valladolid. Facultad de
Medicina, 2016. 43p.

47 FAKRUDDIN, Md., MOHAMMAD MAZUMDER, Raez y SHANEWAJ BIN MANNAN, Khanjada.
Predictive microbiology: Modeling microbial responses in food. En: Ceylon Journal of Science.
Noviembre, 2011, vol. 40, no. 2, p. 121-131.
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1.4.9 Modelo de Powell. La principal caracteristica de este modelo cinético, es que
acopla la transferencia de masa de sustrato a través de la célula a la ecuacion de
Monod“*® pues contiene la difusividad del sustrato y la permeabilidad del mismo en
la membrana. Este modelo esta descrito mediante la Ecuacién 23.

Ecuacion 23. Ecuaciéon de Powell.

S

Que acoplada a un balance de materia y sustrato, da paso a la ecuacién diferencial
descrita en la Ecuacion 24.

Ecuacién 24. Modelo de Powell para crecimiento microbiano.
Xo—X

Y,

XS X

(Ks+ L)+ S, +X°Y_X
XS

dx So +
E = Umax

Cuya forma integrada en funciébn de la biomasa, se representa mediante la
Ecuacion 25.

Ecuacion 25. Expresion integrada del modelo de Powell.

(‘” (¥/x,) (Ko + Vs (s + L+ S0)) = Yis (s + L)In(=Xo — So¥ys + X))

Xo + So¥Yxs

Umax

t =

Donde X, t, umax, S, Ks y L representan biomasa (UFC/mL), tiempo (h), tasas de
crecimiento especifica maxima (h't), concentracion de sustrato (g/mL), constante de
saturacién (g/mL) y constante de difusién.

48 POWELL, E.O. Microbial physiology and continuous culture. Londres: Her Majesty's Stationery,
1967.
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1.5 VALIDACION DE MODELOS CINETICOS

La validacion de los modelos es uno de los pasos necesarios para realizar una
comparacién entre los mismos, siendo de gran importancia en este tipo de
investigaciones*.

Para ello, se utilizaron los pardmetros obtenidos con cada uno de los modelos
estudiados, para simular el crecimiento microbiano a través del tiempo y comparar
dicho comportamiento con los puntos experimentales obtenidos®°.

Estos datos obtenidos, se evaltan a partir del coeficiente de correlacion obtenido
(R2) y el porcentaje de error de minimos cuadrados (MSE), calculdndose este ultimo
a partir de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 26. Porcentaje de error de minimos cuadrados.

. — £)2
s o - (E0L10°)
t

Donde vyi, fi y nt corresponden a los datos experimentales obtenidos, datos
calculados con el modelo y niumero total de datos, respectivamente.

49 SARGENT, Robert G. y KLEIJNEN, Jack P. C. A methodology for fitting and validating metamodels
in simulation. En: European Journal of Operational Research. Enero, 2000, vol. 120, no. 1, p. 14-29.
50 DON, Mashitah Mat y SHOPARWE, Noor Fazliani. Kinetics of hyaluronic acid production by
Streptococcus zooepidemicus considering the effect of glucose. En: Biochemical Engineering
Journal. Marzo, 2010, vol. 49, no. 1, p. 95-103.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo, se describe el proceso experimental que se realizé para llevar a
cabo la fermentacion de pifia madurada, utilizando el microorganismo Lactobacillus
acidophilus. Ademas, se describiran los procedimientos llevados a cabo para
obtener los resultados de la cuantificacion de los microorganismos durante la
fermentacién. Materiales y equipos utilizados en la investigacion, se encuentran en
los anexos.

2.1 CEPA BACTERIANA

Para la fermentacién, se utiliza un inéculo comercial de concentracién 1x108
células/mL, de la cepa bacteriana Lactobacillus acidophilus, Lyofast LA3, de marca
Sacco. Es obtenido en tiendas agroindustriales de la ciudad Bogota.

Es utilizada esta cepa debido a que se sabe con seguridad que fermenta los
azucares presentes en la pifia.

2.2 PINA (ANANAS COMOSUS MER)

Se utiliza pifia, de la variedad perolera debido a que es la mas cultivada en el
territorio colombiano®!. Es obtenida en un almacén de cadena de la ciudad de
Bogota, para entrar en un periodo de maduracion de entre 15-16 dias.

El periodo de maduracién de la pifia es determinado con base ala NTC 4102, donde
se decide trabajar con el grado de maduracién correspondiente al color 6, cuando
el color de la fruta es anaranjado intenso y como procedimiento anexo, se realiza la
medicion de grados Brix, el cual corresponde a valores que oscilan entre 12.2 y
11.3. Es en este grado de maduracién, donde la cantidad de azucares disponibles
para la fermentacion es mayor.

51 NEIRA GARCIA, Ana Maria; MARTINEZ REINA, Antonio Maria y ORDUZ RODRIGUEZ, Javier
Orlando. Analisis del mercado de pifia Gold y Perolera en dos principales centrales mayoristas de
Colombia. En: Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria. Julio, 2016, vol. 17, no. 2, p. 149.
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2.3 REACTIVOS

Los reactivos presentes en la Tabla 1, son los que se emplean en la realizacién de
la investigacion.

Tabla 1. Reactivos.

Reactivo Uso

Es utilizado como solvente, al

Solucién salina al 0.85% p/v momento de realizar las diluciones

para la siembra de los
microorganismos.

Etanol 70% v/v Es utilizado como bactericida

2.4 TECNICA DE CUANTIFICACION

Durante la experimentacion del proyecto, se utilizo la técnica de recuento en placa
para el conteo de los microorganismos en las diferentes siembras, y con esto, poder
elaborar la curva de crecimiento microbiano para su posterior analisis y modelado
matematico.

e Recuento en Placa: Esta técnica de cuantificacion se caracteriza por ser,
ademas de la méas usada en procesos microbioldgicos, la mas exacta y confiable
frente a otros métodos de cuantificacion de microorganismos.

Se basa en la capacidad de las “células viables”, las cuales son las que pueden
generar una descendencia, dando lugar a una colonia de bacterias®2. Dichas
colonias son las que se cuentan en las distintas siembras diluidas, hasta
encontrar la que tenga entre 30 y 300 UFC.

Para obtener el numero real de UFC en la siembra que se esté analizando, se
utiliza la Ecuacion 27, donde ademas debe entonces considerarse la dilucion a
la que se encuentra; siendo estas progresivas de 1/10, 1/100, 1/100, etc.

52 ALONSO NORE, Lina Ximena y POVEDA SANCHEZ, Jeimy Alexandra. Estudio comparativo en
técnicas de recuento rapido en el mercado y placas petriflmTM 3MTM para el andlisis de alimentos.
Tesis de grado Microbiologia Industrial. Bogota: Pontificia Universidad Javeriana, Facultad de
Ciencias, 2008. 213p.
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Ecuacion 27. Ecuacion para la determinacion de unidades formadoras de colonia
por unidad de volumen.

UFC

gk (Numero de colonias entre 30 y 300) * (inverso de la dilucion) * 10

2.5 FERMENTACION MICROBIANA

La fermentacion se llevd a cabo en un frasco Schott con un volumen de 1L,
utilizando un in6culo comercial de Lactobacillus acidophilus.

Se utilizé una relacién de 25% v/v, con el fin de asegurar la homogeneizacién de la
mezcla, condicion que facilita el metabolismo y reproduccién microbianos.

Para asegurar que se den los fendmenos de transferencia de calor y masa, se utilizd
una incubadora tipo Shaker, con control de temperatura y agitacion, impidiendo asi
gue se presenten condiciones que favorezcan la inhibicion y por el contrario se
favorezcan las condiciones para la reproduccion y crecimiento de los
microorganismos.

En el siguiente diagrama, se muestra el procedimiento para realizar la fermentacion
microbiana:
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PREPARACION DEL
SUSTRATO: Se realiza la
solucion de 25% v/v de
sustrato.

FERMENTACION: 120
horas, 37°C, 150 rpm y
muestreos cada 12 horas.

O

CUANTIFICACION DE
BIOMASA: Por medio de la
técnica de recuento en
placa.

Figura 5. Metodologia de la fermentacion.

>
C—

a7

ESTERILIZACION: Con
autoclave a 121°Cy 15 psi
de presion por 15 minutos,

se esteriliza el medio de

cultivo.

L

PREPARACION DEL
MEDIO DE CULTIVO: Se
activa la cepa y adecua el

medio de cultivo




2.5.1 Activacion de la Cepa. El microorganismo Lactobacillus acidophilus, cuya
cepa se adquiri6 mediante un inéculo de tipo comercial, se encuentra en
concentracion de 1x10'! UFC. La mitad del contenido del sobre es agregado al
medio de cultivo previamente esterilizado, cerca de un mechero, con guantes y
tapabocas esterilizados para evitar la contaminacién del inéculo, segin Maria
Orozco et al®3.

2.5.2 Preparacion del medio. Después de la maduracion requerida de la pifia, se
tienen entonces una cantidad de azlcares considerable que pueden ser
metabolizados por los microorganismos utilizados. Se prepara una solucion de 1 L,
donde el 25% v/v de sustrato; proporcion que facilita la transferencia de calor y la
fermentacién al obtenerse una mezcla homogénea, segun el trabajo realizado por
Laura Guillén et al>*.

Figura 6. Fermentador cargado con el caldo de cultivo.

53 OROZCO MURILLO, M. P., & SOLARTE, J. A. Busqueda del mejor medio de cultivo y
modelamiento cinético para la obtencién del acido lactico a partir de glucosa por via fermentativa.
Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Manizales: Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
Ingenieria y Arquitectura, 2003. 115p.

5 GUILLEN ROMERO, Laura y VEGA LOPEZ, Jorge. Evaluacion de la produccion de acido lactico
a partir de pifia (Ananas comosus mer) y banano (Musa sapientum) como materia prima para la
sintesis de acido polilactico. Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Bogota: Universidad de América.
Facultad de Ingenierias, 2013. 108p.
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Teniendo el medio de cultivo, se autoclava a 121°C y 15 psi durante 15 minutos.
Esto con el fin de garantizar la esterilizacion del medio, evitando la posibilidad de
gue otros microorganismos presentes en el medio interfieran en el desarrollo de la
fermentacién, produciéndose la competencia por el sustrato presente en el caldo.

2.5.3 Fermentacion. La fermentacién fue realizada en una incubadora tipo Shaker,
con control de temperatura y agitacion. Esta ultima, se fija en 150 rpm, ya que va a
permitir una adecuada homogeneizacion de la mezcla y también la distribucion del
sustrato para los microorganismos.

Debido al caracter anaerdbico facultativo del microorganismo Lactobacillus
acidophilus y a que su crecimiento se da en condiciones microaerofilicas, la tapa
del fermentador no debe ajustarse totalmente por la produccién de gas residual.

Esta especie de microorganismo también se caracteriza por ser mesofilos, es decir,
su crecimiento es Optimo en temperaturas que oscilan entre los 15 y 40°C. Segun
los datos técnicos de la cepa, tiene una temperatura 6ptima de crecimiento que esta
entre los 34 y los 40°C, por lo que la temperatura para la fermentacion se fija en
37°C. Esto permitira una condicion que garantice mayores rendimientos en el
proceso fermentativo.

EL tiempo de fermentacién es definido con base a la investigacion realizada por
Laura Guillén et al®®, en la cual concluyeron que luego de 108 horas de
fermentacién, pueden obtenerse los resultados necesarios que conciernen a la
presente investigacion.

2.6 CUANTIFICACION DE BIOMASA

Para la cuantificacion de la biomasa, se sembraron las nueve muestras tomadas a
lo largo del proceso fermentativo en cajas de Petri, con medio de cultivo MRS,
siendo este un método de conteo directo, ya que es posible observar las unidades
formadoras de colonia (UFC) directamente.

% GUILLEN ROMERO, Laura y VEGA LOPEZ, Jorge. Evaluacion de la produccion de acido lactico
a partir de pifia (Ananas comosus mer) y banano (Musa sapientum) como materia prima para la
sintesis de &cido polilactico. Trabajo de grado Ingenieria Quimica. Bogota: Universidad de América.
Facultad de Ingenierias, 2013. 108p.
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2.6.1 Diluciones. Debido a que si se siembra directamente la muestra en las cajas
de Petri, puede resultar imposible el conteo de las unidades formadoras de colonia,
es necesario realizar diluciones sucesivas para poder realizar el proceso de
cuantificacion.

Para obtener un nimero de UFC de entre 30 y 300, se tom6 1 mL de muestra 'y se
afadié a 9 mL de solucion salina al 0.85% v/v y asi obtenerse una dilucién de 1x10
1, posteriormente se tomé 1 mL de la solucién anterior y se afiadié a 9 mL de
solucién salina y obtenerse la dilucion 1x102. Se realiz6 este procedimiento
sucesivamente hasta obtener las diluciones debidamente marcadas y seriadas,
realizandose el procedimiento cerca de un mechero, con el fin de generar
condiciones de asepsia en la zona de trabajo.

2.6.2 Siembra. Luego de tener las diluciones de las muestras recolectadas y
teniendo en cuenta que en las primeras horas de la fermentacién el nimero de
microorganismos es menor respecto a las Ultimas etapas del proceso, se eligieron
para sembrar primero diluciones mas concentradas y finalizando con diluciones
menos concentradas.

Durante el proceso de siembra, se trabajoé lo mas cerca posible al mechero, para
garantizar condiciones de esterilidad y prevenir la contaminacion de las muestras.
Se tomaron 0.1 mL de las muestras a sembrar, partiendo de la mas concentrada a
la menos concentrada y posteriormente se homogeneizaron en sentido contrario
con ayuda de un asa o rastrillo esterilizado para cada una de las muestras.

Finalizado este proceso, las cajas de Petri con las muestras, fueron llevadas a la
incubadora a una temperatura de 37°C por espacio de 7 dias aproximadamente,
hasta que los microorganismos crecieron, haciéndose visibles sobre el medio de
cultivo.

2.6.3 Obtencidon de datos. Luego de transcurrido el tiempo para el crecimiento de
los microorganismos, por medio de la Ecuacion 26, se obtuvieron para cada
muestra, el total de unidades formadoras de colonia. Los resultados obtenidos, se
presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Crecimiento microbiano durante la fermentacion.

Tiempo (h) X (UFC/mL) Log X
0 3x108 6.47
12 4x106 6.60
24 5x107 7.69
36 1.8x10° 9.25
48 2x10%° 10.30
60 1.4x10% 11.15
72 1.3x1012 12.11
84 1.8x1012 12.25
96 1.1x10%3 13.04

Estos datos de tiempo y concentracion de biomasa a través del tiempo, se utilizaran
para a partir de regresiones no lineales de modelos cinéticos de crecimiento,
obtener parametros propios del proceso fermentativo que permitiran describirlo,
analizarlo y compararlo con otros procesos.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se analizaran los resultados obtenidos en el capitulo anterior,
interpretando el crecimiento del microorganismo, las condiciones de operacién y el
modelo cinético ajustado al proceso experimental. Los datos de consumo de
sustrato a través del tiempo se obtuvieron gracias a un proyecto de la misma linea
de investigacion en el grupo de procesos de separacion no convencionales (GPS).

3.1 FERMENTACION

Durante el proyecto, se llevaron a cabo dos fermentaciones. La primera de ellas
resultd infructuosa debido a un problema de falta de control en la temperatura del
proceso y al evitar mas rigurosamente la contaminacion del caldo de fermentacion;
el resultado de la misma fue que debido a la contaminacion por algun factor o muerte
microbiana, no se presentd crecimiento microbiano y por consiguiente no hubo
produccion de acido lactico

Para la segunda fermentacion experimental, se corrigieron los aspectos necesarios,
obteniendo entonces un proceso experimental exitoso. En la grafica del crecimiento
microbiano respecto al tiempo, pueden observarse distintas fases de crecimiento, lo
que demuestra que las condiciones de agitacion y temperatura determinadas fueron
correctas.

Por otro lado, en el conteo de unidades formadoras de colonia por unidad de
volumen, no se evidencié contaminacién por parte de algin microorganismo
diferente al utilizado, lo cual favorecié en el resultado final de la fermentacion.

3.2 CINETICA MICROBIANA

Después de realizar el método de conteo de las unidades formadoras de colonia
para las muestras obtenidas de la fermentacion se obtuvieron los resultados
mostrados en el capitulo anterior; es posible notar que durante las primeras 12 horas
de fermentacion, el microorganismo se estuvo adaptando a las condiciones del
medio que lo rodeaba y empezar a consumir el sustrato de pifia. Estos valores,
obedecen al objeto para el cual los modelos cinéticos en mencion, representan una
mejor aproximacion a los datos experimentales.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 2, se construye el Gréfico 1. En esta,
ademas de verse la etapa de adaptacion en las primeras 12 horas, es posible
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también notar la etapa de crecimiento exponencial, la cual comprende
aproximadamente entre las 12 y las 84 horas de fermentacion. Posterior a esta fase,
se esperaria que el microorganismo entre en fase estacionaria, pero la
concentracion de microorganismos en la hora 96 es mayor a la que se encuentra en
las horas 72 y 84. Este repunte en el crecimiento microbiano, puede asociarse al
fendbmeno de crecimiento diauxico, el cual consiste en que el microorganismo ha
agotado su fuente de carbono principal, pero entra en una nueva fase de adaptacion
para empezar a consumir otro sustrato presente en el caldo de fermentacion®®. Este
fendmeno presentado, se asocia al consumo de un sustrato complejo en la
fermentacion, en el que no es conocida la cantidad de fuentes de carbono
disponibles en el mismo.

Grafico 1. Crecimiento de biomasa a través del tiempo.
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En la figura obtenida, no es posible diferenciar las etapas estacionaria y de muerte
microbiana, esto debido a que el tiempo de fermentacion pudo haberse extendido
hasta tomar mas valores que permitieran representar todas las fases de
crecimiento®’. Para esta investigacion, el no contar con los datos de la etapa de
muerte y estacionaria no representa ningun problema, debido a que el indculo de

% STRELKAUSKAS,Anthony J., et al. Microbiology. 2da. ed. Nueva York: Garland Science, 2016.
ISBN 9780815345442

5" ROUSSO0S, S. y PERRAUD-GAIME, I. Fisiologia y Bioquimica de Microorganismos Utilizados en
Procesos de Fermentacion en Medio Soélido. En: Fronteras de Biotecnologia y Bioingenieria. Mayo,
1996, p. 341-348.
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Lactobacillus acidophilus utilizado en la fermentacién produce un metabolito
primario (acido lactico) asociado al crecimiento, es decir, se produce metabolito en
la medida que la poblacién microbiana aumenta. Por lo tanto, cuando acaba la etapa
de crecimiento exponencial, la produccién de &cido lactico habrd llegado a su tope
y no se lograran concentraciones mayores a las ya obtenidas.

Por otro lado, pudo evidenciarse la fermentacién lactica, resultado de la
comparacion del crecimiento microbiano con el consumo de sustrato. Con ello, fue
posible notar que segun se daba el crecimiento microbiano, la concentracién de
sustrato en el medio de cultivo disminuye progresivamente; dicho comportamiento
puede notarse en el Gréafico 2.

Gréfico 2. Crecimiento Microbiano y Consumo de Sustrato a través del tiempo.
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De la anterior figura, es posible notar un aumento subdito en la concentracién de
azucares reductores en las muestras tomadas entre las 24 y 36 horas de
experimentacion, debido a que como ya se dijo, el acido lactico es un metabolito
asociado al crecimiento o primario, lo cual ocasion6 un aumento también del pH del
medio, siendo este el precursor para que los azlcares no reductores presentes en
el medio de cultivo pudieran hidrolizarse y convertirse en azucares reductores que
aumentaron los niveles en la lectura de los mismos.

En los Graficos 3y 4, se muestran los valores experimentales frente a los valores
calculados segun cada modelo cinético de crecimiento. En el Gréfico 3, se
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representan los modelos cuya variable independiente es la biomasa, junto a los
puntos experimentales recolectados durante el estudio.

Gréfico 3. Ajuste de datos experimentales a los modelos cinéticos cuya variable
independiente es la biomasa.
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Los modelos descritos anteriormente, son aquellos cuya variable independiente es
la biomasa, y la prediccion de los datos experimentales corresponden a tiempos
calculados. De acuerdo a la anterior grafica, es posible notar que en la fase de
adaptacion, es decir para tiempos calculados comprendidos entre las 0 y 12 horas,
el modelo que mejor representa los datos experimentales es el de Contois debido a
que este modelo es apropiado para describir los procesos donde hay hidrdlisis,
como es este caso en los azlcares no fermentables; sin embargo, conforme se
calculan tiempos comprendidos en la fase de crecimiento exponencial, este modelo
tiende a alejarse de los datos experimentales siguiendo una tendencia de linea
recta; no se perciben grandes diferencias entre las predicciones hechas con el
modelo de Powell, que se comporta muy similar al modelo de Contois, exceptuando
la zona en la que los tiempos calculados van hasta las 40 horas. Por otro lado, los
modelos de Monod y Haldane describen una mejor representacion grafica de los
datos experimentales y particularmente el tltimo, describe satisfactoriamente la fase
de crecimiento exponencial del proceso fermentativo. Sin embargo, es posible
también notar que ninguno de los modelos estudiados describe el primer dato
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recolectado experimentalmente; dicho comportamiento obedece a que los modelos
cinéticos no describen la fase de adaptacion de los microorganismos al medio, fase
que segun el crecimiento microbiano, tardo alrededor de 12 horas.

En el Gréafico 4, se muestran los modelos cuya variable independiente es el tiempo.

Gréfico 4. Ajuste de datos experimentales a los modelos cinéticos cuya variable
independiente es el tiempo.
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Estos modelos independientes de la concentracion de sustrato a lo largo del proceso
fermentativo, muestra que los puntos de datos experimentales, se acercan mas al
crecimiento predicho con el modelo cinético de Amrare y Prigent. Esto debido a que
el modelo de Gompertz, fue desarrollado inicialmente para describir los procesos de
muerte celular, etapa que no se encuentra en consideracion en el presente estudio;
por lo que el modelo de Amrare y Prigent resulta mas adecuado para el modelado
de las fases de latencia y crecimiento exponencial en un proceso fermentativo, en
cuanto a la comparacion entre modelos cinéticos de tipo primario.

Otro parametro importante para el analisis es la tasa de crecimiento especifica
(umax), el cual es un indicador de que tanto esta creciendo el microorganismo y su
afinidad por el sustrato empleado en la fermentacion. El célculo de las velocidades
especificas de crecimiento puede verse reflejado en el Grafico 5.
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Grafico 5. Tasa de crecimiento especifica en funcion del tiempo.
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Acotando que los modelos de Haldane y Amrare y Prigent estan representados
mediante las magnitudes del eje vertical secundario; puede notarse que segun el
modelo de Amrare y Prigent, la tasa de crecimiento especifica corresponde a
valores 10 veces mayores que los predichos por los demas modelos. Esta diferencia
se origina a que el modelo en cuestion, solamente calcula dicho pardmetro con base
a la poblacién microbiana en el medio, y no considera la influencia de la
concentracion de sustrato en la fermentacion.

Los modelos de Powell y Monod, describen una velocidad de crecimiento menor a
la predicha por el modelo de Haldane aproximadamente en 0.005 h; por su parte,
este ultimo, entre la hora 84 y 96 tuvo una leve disminucién en la velocidad de
crecimiento, debido al fenédmeno de diauxia que se discutié en apartes anteriores.

Se compararon ademas los tiempos calculados por los modelos cinéticos de Monod,
Haldane, Powell y Contois y se describe el Gréafico 6.
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Grafico 6. Dispersion de tiempos calculados.

100
90
80
70
60

50

40 / = Referencia de dispersion
30 / Monod

20 Haldane

Contois
10

Powell
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

A partir del anterior es posible notar que ninguno de los modelos representa los
datos obtenidos en el segundo punto experimental debido a la fase de adaptacién
en que se encontraba en microorganismo, como se discuti6 anteriormente. Sin
embargo, como se confirmara mas adelante numéricamente, los datos se ajustaron
a los datos experimentales, teniendo en cuenta que se estan describiendo procesos
biolégicos.

Los modelos de Amrare y Prigent y Gompertz, permiten comparar las biomasas

calculadas frente al conteo microbiano obtenido experimentalmente, como se
muestra en Gréfico 7.
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Grafico 7. Dispersion de biomasa calculada.
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Del grafico anterior, es posible notar como el modelo de Gompertz ajusta sus dos
primeros datos sobre la linea de referencia en el grafico, mientras que por otro lado,
el modelo de Amrare y Prigent describe en mayor medida los datos experimentales
a partir del cuarto dato; informacion que se corrobora segun el coeficiente de
correlacion y el porcentaje de error de minimos cuadrados.

Para la comparacion entre los modelos estudiados, se ajustaron pardmetros
caracteristicos de 8 modelos cinéticos de tipo no estructurados, cuyos resultados se
presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de los parametros estimados de los modelos de crecimiento
microbiano a partir del método integral de analisis en la fermentacion de un
sustrato complejo con Lactobacillus acidophilus.

Parametro/Modelo Monod Haldane Amrarey Gompertz Contois Powell

Prigent
Mmax (™) 0,00398 1,12085 0,72598 0,12964 0,00846 0,00698
K 1,654 101,999 NA NA 0,424 0,873
Ki NA 0,484 NA NA NA NA
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Tabla 3. (Continuacion)
Parametro/Modelo Monod Haldane Amrarey Gompertz Contois Powell

Prigent
Yxs 0,705 0,705 NA NA 0,014 0,217
R? 0,974 0,977 0,982 0,981 0,950 0,947
MSE (%) 16,128 12,550 2.39x10* 0,396 15,368 12,570

Los modelos de Moser y Teissier no aparecen en la tabla anterior, debido a que no
se obtuvo la convergencia en los datos requerida para obtener los parametros que
describen el proceso fermentativo. En ambos casos, las variables de salida
mostraban que la tasa de crecimiento especifica maxima (Umax) tendia a cero, lo que
describe que el microorganismo no crece en las condiciones evaluadas; la constante
de saturacion tendiendo a infinito, representa una concentracion de sustrato
tendiente a infinita necesaria para que el microorganismos alcance la mitad del valor
de la tasa de crecimiento especifica maxima; y el rendimiento global del proceso
biomasa-sustrato tendiendo a uno, describe que toda la poblacion microbiana
consumié el sustrato empleado. Esto se debe a que los modelos de Moser y
Teissier, fueron concebidos principalmente, con el objetivo de poder representar
ademas de las fases de crecimiento exponencial y latencia, la fase de muerte celular
y su injerencia en los procesos fermentativos.

Los modelos de Monod, Haldane, Contois y Powell dependen de la concentracion
de sustrato presente en el medio de cultivo®®, y a excepcion de Haldane y Powell
con 4, cuentan con 3 parametros a ajustar mediante el analisis diferencial o integral
de valores reportados de una experimentacion. Los modelos de Monod, Contois y
Powell con una tasa de crecimiento especifica (umax) de 0.00398, 0.00846 y
0.00698, respectivamente, sugieren que se presentd un crecimiento microbiano
lento a través del tiempo; teniendo en cuenta que la tasa de crecimiento especifica
representa una relacion entre las concentraciones inicial y final de biomasa, se
explica que no se cuenten con puntos experimentales que representen la fase

%8 TREJOS, Victor Manuel, FONTALVO ALZATE, Javier y GOMEZ GARCIA, Miguel Angel.
Descripcién matematica y andlisis de estabilidad de procesos fermentativos. En: DYNA. Enero, 2009,
vol. 76, no. 158, p. 111-121.
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estacionaria y de muerte en el proceso fermentativo a lo largo de las 96 horas de
experimentacion.

El modelo de Haldane por su parte, brinda informacién sobre los procesos de
inhibicion por sustrato en el medio. Con una constante de inhibicion despreciable
(Ki=0.484), es posible deducir que se descartan los posibles procesos inhibitorios
por sustrato durante la fermentacion experimental.

De los modelos anteriores, el de Haldane tuvo un coeficiente de correlacién mayor
(R?) que los modelos de Monod, Contois y Powell: 0.977, 0.974, 0.950 y 0.947,
respectivamente. Estos resultados, al representar una relacion de la linealidad entre
las variables cuantitativas de cada modelo, describen que a un mayor valor de R?,
los resultados obtenidos se ajustan mejor a los datos experimentales.

Como otro factor de comparacion, se presenta el porcentaje de error de minimos
cuadrados (MSE), donde un valor menor representa una mayor convergencia de los
datos. El modelo de Haldane obtuvo un resultado de 12.55%, frente al 16.128% de
Monod, 15.368% de Contois y 12.57% de Powell. Esto indica una congruencia frente
a la gréfica presentada anteriormente, donde es posible notar que la mayor cercania
de un modelo frente a los datos experimentales, es el modelo de Haldane.

Por otro lado, los modelos de Amrare y Prigent y Gompertz, no dependen de la
concentracion de sustrato en el medio para representar el proceso de crecimiento
microbiano. EI modelo de Amrare y Prigent sugiere una mayor tasa de crecimiento
especifica (umax) 0.72598 frente al modelo de Gompertz, 0.12964. Ademas, los
coeficientes de correlacion (R?) y MSE corresponden a 0.982, 0.981, 2.3x10% y
0.396, respectivamente. Esto describe un mejor ajuste de los parametros utilizando
el modelo de Amrare y Prigent, aunque el modelo de Gompertz también se ajusta
en similares proporciones que su analogo. Esta leve diferencia obedece a que los
pardmetros que se ajustan con el modelo de Gompertz son a partir de los cuales se
deducen, mediante expresiones matematicas, los parametros que se comparan en
este estudio, como la tasa de crecimiento especifica.
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4. CONCLUSIONES

e El modelo cinético con mayor coeficiente de correlacidon y menor porcentaje de
error de minimos cuadrados fue el modelo de Amrare y Prigent con 0.982 y
0.00024%, respectivamente.

e Entre los modelos dependientes de otras variables ademas de la concentracion
de biomasa, el modelo con mayor coeficiente de correlaciébn y menor porcentaje
de error de minimos cuadrados fue el modelo de Haldane con 0.977 y 12.55%,
respectivamente.

e El modelo de Haldane describe que los fendmenos de inhibicién por sustrato

durante el proceso fermentativo no influyen en el crecimiento de los
microorganismos.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una hidrélisis de los azUcares en el sustrato antes del
inicio de la fermentacion con el objetivo de garantizar que todos los azlcares
disponibles para la misma sean fermentables.

Debido a que un proceso bioldgico puede ser afectado por mas variables ademas
de la temperatura (como el pH, la aireacion, la tasa de nitrificacion, porosidad de
la membrana celular, etc.), se recomienda realizar la evaluacion de la influencia
de estas en el proceso fermentativo.

Al obtener los parametros del proceso fermentativo mediante el ajuste de
modelos cinéticos no estructurados, se recomienda realizar la evaluacién con
modelos cinéticos de tipo estructurados que permitan comparar con los obtenidos
en el presente estudio.

Realizar la toma de muestras cada 6 horas, con el objetivo de tener mas puntos

experimentales que permitan un mejor ajuste de los modelos cinéticos
estudiados.
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ANEXO A
MATERIALES Y EQUIPOS

Para el adecuado desarrollo experimental, es necesaria la utilizacién de equipos y
materiales descritos a continuacion.

MATERIALES

Los materiales utilizados durante la experimentacion del proyecto son los
siguientes:

Tabla 4. Materiales requeridos para el proceso experimental.

Elemento Caracteristica Uso Imagen
e
Fabricado en ldeal para , ;
borosilicato, almacenar o ‘..:-L“P |
Frasco de vidrio | conforme a ASTM transportar -
tapa azul E438, tipo I, clase | medios de cultivo, | |magen 1. Frasco
A. Cuenta con tapa ademas son de tapa azul
antigoteo GL45 y adecuados para
es autoclavable. esterilizaciones. | Fuente: Disponible
Marca KIMAX en internet

<http://www.blamis
.com.co/product/fr
asco-tapa-rosca-
azul>

Fabricados en

borosilicato,
conforme a ASTM
438. Espesor de Son utilizados
pared uniforme para realizar las A
Tubos de cultivo | para maximizar la | diluciones previas | |magen 2. Tubo
tapa rosca transferencia de a la siembra de de cultivo tapa
calor y resistencia los cultivos rosca.
guimica. Sus bacterianos.
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dimensiones son de
20x125 mm, marca
KIMAX.

Fuente: Disponible
en internet en
<http://www.blamis
.com.co/product/tu
bo-de-cultivo-tapa-
rosca>

Cajas de Petri

Recipiente de
vidrio, con tapa que
permite taparlo. Se
puede encontrar de

diferentes
diametros, son de
fondo bajo.

Utilizadas para
sembrar los
microorganismos
y posteriormente
contar las UFC
mediante la
técnica de
recuento en
placa.

Imagen 3. Caja de
Petri.

Fuente: Disponible
en internet en
<http://www.marie
nfeld-
superior.com/index
.php/petri-dishes-
accessoires-
331/articles/cajas-
de-petri-de-
vidrio.htm|>
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Instrumentos de

Son instrumentos
de vidrio, los cuales
sirven para la
medicion de

Se utilizan para

vidrio para cantidades de medir volumenes | Imagen 4.
medicion volumen con gran | a la hora de hacer | |nstrumentos de
volumeétrica exactitud. Entre _las medicion
estos se diluciones. volumétrica.
encuentran
probetas, pipetas, Fuente: Disponible
vasos de en
precipitados, etc. <http://www.ibmetr
0.gob.bo/web/lab_
vol_dens>
Instrumento para la Utilizado para
medicion de tomar volimenes
volumenes de de 0.1 mL de las
Micropipeta liqguidos muy muestras para

pequefios de
manera exacta,
generalmente
volumenes
menores a 1 mL.

posteriormente
realizar las
diluciones
sucesivas.

Imagen 5.
Micropipeta.

Fuente: Disponible
en internet en
<http://www.blamis
.com.co/product/tr
ansferpetter-s-tipo-
fix-micropipeta-
monocanal>
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Rastrillo

Son generalmente
tubos de vidrio
desechados de

usos previos, cuyas

puntas se doblan o

curvan.

Este instrumento
es utilizado para
homogeneizar las
siembras de
microorganismos
en las cajas de
Petri, previo al
conteo de UFC.

\,
A4

Imagen 6.
Rastrillo.

Fuente: Disponible
en internet en
<http://www.marie
nfeld-
superior.com/index
.php/petri-dishes-
accessoires-
331/articles/espatu
las-drigalski.htmI>

EQUIPOS

Para el proceso experimental, son necesarios los siguientes equipos, que permiten
que las condiciones que el mismo requiere se puedan alcanzar y controlar:

Tabla 5. Equipos requeridos para la experimentacion.

microorganismos.

Equipo Caracteristica Uso Imagen
Este equipo, tiene | Se utiliza para
como funcién gue se generen
generar las las condiciones
Incubadora condiciones adecuadas para
adecuadas de la fermentacion
temperatura y experimental.
humedad que ,
permita el -
o Imagen 7.
crecimiento de los
Incubadora.
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Agitador

Equipo de
laboratorio
utilizado para
homogeneizar
mezclas o agitar

medios de cultivo.

Modelo: DSR
2100V

Se utiliza para
obtener la
agitacion

necesaria en el

proceso
fermentativo.

Imagen 8.
Agitador.
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