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RESUMEN

Este documento tiene como objetivo principal, analizar las diferentes opciones para la
elaboracién de un biopolimero utilizando lactosuero como sustrato, con el fin de
disminuir el impacto ambiental que este genera al ser vertido en el medio ambiente y

adicionalmente generar una alternativa a los plasticos comunes de origen fosil.

Inicialmente, se realiz6 una revision bibliografica de las diferentes propiedades
fisicoquimicas y microbioldgicas del lactosuero, identificando que muchas de estas
propiedades pueden variar segun el proceso de elaboracion del queso, su procedencia,

alimentacion del ganado, entre otros factores.

Posteriormente, se realiz6 una investigacion detallada acerca de los biopolimeros que
se pueden obtener a partir de lactosuero, siendo especificamente los biopolimeros
extraidos a partir de la sintesis de microorganismos (PHA, PCL, PLA), enfocando el
trabajo hacia la produccion de PHA. Conociendo el tipo de biopolimero a producir, se
realizd una investigacion acerca de los microorganismos que producen PHB a partir de

lactosuero, eligiendo como microorganismo Bacillus Megaterium.

Finalmente, se realiz6 el disefio conceptual basico del proceso de produccion de PHB
con su respectivo balance de masa por operacion y se realiz6 un andlisis de costos
teniendo en cuenta los costos de equipos, costos de materia prima y costos

energéticos.

PALABRAS CLAVE: Lactosuero, Bacillus megaterium, Biopolimero, Disefio

conceptual.



INTRODUCCION

El lactosuero es un subproducto liquido obtenido después de la precipitaciéon de la
caseina durante la elaboracibn del queso, conteniendo principalmente lactosa,
proteinas, minerales, vitaminas y grasas [1]. En la produccién de quesos, se destinan
aproximadamente 1.278 millones de toneladas de leche al afio, generando entre 1.086
y 1.150 millones de toneladas de lactosuero por afio, donde alrededor de 488 y 518
millones de toneladas de este lactosuero son desechados al afio [1], este es
comunmente utilizado para alimentacion animal, o bien, desechado como efluente

liquido, provocando un incremento de los niveles de contaminacién ambiental [2].

El lactosuero es una excelente fuente de nutrientes, pero una vez vertido es un
producto fuertemente contaminante del medio ambiente [3], por su cantidad de
proteinas y azucares el lactosuero eleva el DQO (demanda quimica de oxigeno) y DBO
(demanda bioquimica de oxigeno), impactando significativamente los ecosistemas.
Adicionalmente, hay empresas colombianas que usan el lactosuero de manera irregular
para rendir productos lacteos, afectando a los consumidores finales debido a que altera
el valor nutricional de dichos productos, cuya practica esta prohibida en todas las

etapas de la cadena productiva [4].

A partir del lactosuero se pueden obtener diferentes productos en la industria como lo
son levaduras, bebidas energizantes, bebidas fermentadas, biomasa, concentrados,
conservantes, fertilizantes, aislados e hidrolizados de proteina, formulas infantiles,
etanol, quesillo, entre otros [5]. Existen productos mas novedosos con un enfoque
sostenible, uno de ellos son los biopolimeros, que gracias al gran volumen y bajo costo
del lactosuero, este residuo se puede utilizar como materia prima para la elaboracion

de biopolimeros.

Los biopolimeros son compuestos fabricados a partir de monomeros biologicos. Estos
incluyen moléculas de masa molecular muy alta (> 10.000 kD) como proteinas, acidos
nucleicos, polisacaridos y otros macro polimeros de hidrocarburos. Tradicionalmente

los biopolimeros son extraidos de plantas y animales, sin embargo, durante las ultimas



décadas, los biotecnologos han estado subyugando microorganismos para producir

numerosos polimeros de importancia comercial [2].

Existe un gran interés de producir biopolimeros a partir de lactosuero en los ultimos
afos, por ende, se buscan alternativas viables para la produccion de estos con el fin de
dar un uso a un residuo agroindustrial presentes en todas las industrias de lacteos en
Colombia, y poder presentar la mas adecuada para el desarrollo de un biopolimero

para la industria.

El lactosuero al ser un abundante residuo en toda industria lactea, puede ser
aprovechado como materia prima en la produccion de biopolimeros, usandolo como
sustrato, evitando asi desecharlo afectando el medio ambiente, lo que justifica este
proyecto a nivel ambiental debido a su carga organica relativamente alta, ya que este

se compone principalmente de lactosa, grasas, proteinas y sales minerales.

De estos componentes, la lactosa es responsable de la mayor parte de demanda
bioquimica de oxigeno del suero y este al no ser tratado correctamente, disminuye de
manera drastica la concentracion de oxigeno en los efluentes donde es vertido [9].
Adicionalmente, puede ser considerado como una alternativa respetuosa con el medio

ambiente a los plasticos de origen fosil que aun son dominantes.

Los biopolimeros tienen un gran potencial biotecnoldgico, se utilizan ampliamente en
una variedad de industrias y campos. Sin embargo, su aumento en la produccién y su
uso mas amplio se ve obstaculizado por el alto costo de las materias primas y, por lo
tanto, requiere un enfoque en insumos mas baratos, incluidos los subproductos lacteos
y los desechos como el lactosuero (CW), lo que da lugar al uso de lactosuero como
materia prima de bajo costo, lo que justifica el impacto econémico en los procesos de

produccion de biopolimeros a partir de microorganismos [6].

A partir del lactosuero se pueden obtener diferentes productos en la industria, uno de
ellos son los biopolimeros, de manera especifica los PHA; un foco de investigacion

que, si bien lleva anos en desarrollo, no se ha escalado a nivel industrial debido a los



altos costos de produccién, por ende, el uso de lactosuero como sustrato, es una
opcion a estudiar para la produccién de biopolimeros. En el desarrollo del presente
trabajo, se analizaron diferentes microorganismos que puedan ser opcion para la
produccion de PHA, a partir de lactosuero previamente caracterizado en base a la

literatura; especificamente enfocada en articulos, revistas y tesis de Colombia.

Posteriormente, se analizan los diferentes tipos de microorganismos productores de
PHA a partir de lactosuero, seleccionando la mejor alternativa en base a la
disponibilidad, aplicacion en la industria, rendimiento y economia en el proceso. Por
ultimo, se establece el disefio conceptual basico, en base a conocimientos de
ingenieria y datos experimentales en articulos de referencia; finalizando con la

cotizacion de equipos necesarios estimados y los gastos relacionados al proceso.



OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar las diferentes opciones para la elaboracion de un biopolimero utilizando

lactosuero como materia prima.

Objetivos especificos

e Determinar conceptualmente las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas del
lactosuero.

e Identificar la mejor alternativa para la produccion de biopolimeros utilizando como

materia prima lactosuero.

e Plantear un disefio conceptual basico para la produccién de un biopolimero

utilizando como materia prima lactosuero en base a la mejor alternativa.

e Realizar el andlisis de costos asociados al disefio conceptual basico.



1. GENERALIDADES DEL LACTOSUERO

El lactosuero se define como una sustancia liquida obtenida de la separacion del
coagulo de la leche en la elaboracion de queso [3]. Por lo general, es de color verde
traslucido; aunque sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas varian segun la
procedencia del lactosuero, ya que el color depende de la calidad y el tipo de leche

empleada en la elaboracion de quesos [4].

Este subproducto de la industria lactea, representa cerca del 85 a 90% del volumen de
la leche procesada en la elaboracién de queso y contiene al rededor del 50 a 55% del
total de los nutrientes que contiene la leche, entre los que se encuentra la lactosa,

grasas, proteinas solubles, lipidos y sales minerales [4], [5].

El lactosuero se ha considerado como un desecho y cerca del 50% es vertido en
efluentes y suelos, generando grabes problemas ambientales, como la contaminacion
de suelos, cuerpos de agua y mantos freaticos [6]. Este subproducto es altamente
contaminante por el elevado contenido de materia organica que posee, el principal
componente responsable es la lactosa, debido a su capacidad para actuar como

sustrato de fermentacion microbiana [7].

Sin embargo, gracias al alto contenido nutricional que brinda el lactosuero en los
ultimos afios se han venido desarrollando tecnologias para su aprovechamiento,

transformandolo en un componente de bajo costo con un gran potencial en la industria.

Una gran parte del lactosuero es transformado en diferentes productos alimenticios, ya
sea mediante su uso directo en forma liquida o en polvo, concentrado de proteina,
lactosa y derivados. En las que sobresalen los concentrados de proteina, debido a sus
excelentes propiedades funcionales, nutricionales y biologicas, caracteristicas

altamente demandadas en las areas de nutricion, salud y formulacién de alimentos [6].



1.1 Composicion del lactosuero

El lactosuero se compone principalmente de agua (93,3%), lactosa (5%), proteinas

solubles (0,85%), minerales (0,53%) y en menor proporcion grasas (0,36%) [4], [8], [9].

Figura 1.

Composicién del lactosuero

Proteinas Minerales, 0,53%

Lactosa, 5% solubles, 0,85% Grasa, 0,36%

Agua, 93%

Nota. El grafico muestra la composicién mayoritaria en el lactosuero. Tomado de: N.
Monroy, Propuesta preliminar de disefio para un sistema de separacién de proteinas
del lactosuero usando ultrafiltracién. Bogota D.C, Colombia: Univ. de La Salle, 2020.
[En linea]. Disponible en: https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721. [Accedido:
27-nov-2021]

La composicion de lactosuero varia segun: el tipo de queso de procedencia, el tipo de
lactosuero, la region, entre otros factores asociados a la actividad agricola. No
obstante, las grasas y los minerales son los que mas fluctian en porcentaje, dado que
son variables sensibles ante los factores mencionados. Sin embargo, caracteristicas y
propiedades del lactosuero como porcentaje de cenizas, lactosa y densidad, son

constantes y poco sensibles a dichos factores.


https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721

Figura 2.

Composicién del lactosuero (sin agua)

Minerales, 0,53%  Grasa, 0,36%

Proteinas |
solubles, 0,85%

Lactosa, 5%

Nota. El grafico muestra la composicién mayoritaria en el lactosuero. Tomado de: N.
Monroy, Propuesta preliminar de disefio para un sistema de separacion de proteinas
del lactosuero usando ultrafiltracion. Bogota D.C, Colombia: Univ. de La Salle, 2020.
[En linea]. Disponible en: https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721. [Accedido:
27-nov-2021]

1.2 Tipos de lactosuero

Existen dos grandes tipos de lactosuero; dulce o acido, dependiendo principalmente de
la eliminacion de la caseina o el proceso que se haya llevado para la elaboracion del
gueso. A continuacién, se describen los diferentes tipos de lactosuero.

1.2.1 Lactosuero dulce

El lactosuero dulce es la fase acuosa que se separa de la cuajada en la elaboracion de
gueso, mediante la coagulacidn enzimatica de las caseinas al pH fisiolégico de la leche
(6,5 a 6,8), utilizando cuajo comercial estandarizado (quimosina u otra proteasa con
actividad similar) [10] y se obtiene en la elaboracion tradicional de queso fresco,
panela, Chihuahua, Cheddar, Manchego, entre otros [11].


https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721

Este lactosuero presenta un alto contenido de lactosa (46 g/L a 65 g/L) y proteina (6 g/L
a 12 g/L), con bajo contenido de grasa (3 g/L a 5 g/L) y acidez (maximo 2 g/L de acido
lactico) [12].

1.2.2 Lactosuero acido

El lactosuero acido se produce por acidificacion de acidos grasos (acido citrico) o
fermentacién de la lactosa con bacterias acido lacticas (BALs) propias de la leche
disminuyendo el valor del pH gasta 5,1, en la elaboracion de quesos frescos como el
Oaxaca, Cotija y cocido, para estos ultimos se utiliza una coagulacion mixta en su
elaboraciéon (disminucion del pH de la leche y adicibn de cuajo). La composicidon
fisicoquimica del suero &cido es muy parecida al suero dulce, 6 g/L a 8 g/L de proteina,
3 g/L a 4 g/L de grasa, 38 g/L a 45 g/L de lactosa [12]. Sin embargo, el suero acido

posee un mayor contenido de acido lactico y menor pH.

Ambos sueros presentan diferencias en su composicién en general, el dulce tiene un
pH mas elevado, mayor contenido de proteinas, lactosa, lipidos y menor cantidad de
calcio y fésforo. R. Riofrio [10] menciona que, de los dos tipos de lactosuero, el dulce
posee mejores aptitudes para el procesamiento y obtencion de subproductos de mayor

valor agregado.

Otra forma de clasificacion de lactosuero es segun su tratamiento; donde se busca
remover algin compuesto del lactosuero sin tatar para una mayor disposicion,
concentracion o caracteristicas, y depende del enfoque y materia que se quiera obtener
(ver Figura 3).



Figura 3.

Tipos de lactosuero

Tipos de lactosuero

l

Segun el tipo de
tratamiento Segln su pH

| |

v v
Bajas cantidades de sales minerales
Suero liquido (remocion total). Suero dulce Suero acido
desmineralizado

Se utilizan equipos de separacién por
tamafio de particula (cristalizacion-
filtracion o ultrafiltracion).

Se remueven microorganismos patogenos
que pueda alterar las caracteristicas del
lactosuero.

Suero liquido
pasteurizado

Se remueven por pasteurizado.

Se remueven particulas solidas y de
Suero liquido grasa.

clarificado

Por lo general se usa centrifugacion para
su separacion.

Se remueven proteinas de alto peso
I molecular, de sales con bajo peso
molecular.

Concentrado de
ultrafiltracion (WPC)

Se separan por medio de clarificacion y
ultrafiltracion.

Nota. El tratamiento puede ser uno o una combinacion de todos, depende de la disposicion que se
requiera. Tomado de: M. C. Alvarez, Caracterizacion fisicoquimica de los diferentes tipos lactosueros
producidos en la Cooperativa Colanta LTDA. Caldas, Antioquia, Colombia. Corp. Univ. Lasallista, 2013.
[En linea). Disponible en: http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/
10567/1036/1/Caracterizacion_fisicoquimica_diferentes_tipos_lactosueros_producidos_Colanta.pdf
[Accedido: 27-nov-2021]

1.3 Situacién actual del lactosuero

La industria lactea en Colombia, proporciona la materia prima para la elaboracion de
guesos. De acuerdo al DANE en el afio 2019 se produjo un total de 6829 millones
L/afio de leche [13], esta produccion de leche se lleva a cabo en por lo menos 1104

municipios colombianos de los 1122 existentes [5]. En la Tabla 1 se muestra la


http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/

produccion diaria de leche de los principales departamentos productores del pais, junto
con su respectivo porcentaje de participacion para el afio 2019.

Tabla 1.

Produccién de leche por departamentos 2019

Departamento Litros diarios %

Antioquia 3.551.183 19%
Cundinamarca 2.797.779 15%
Cagueta 1.552.958 9,0%
Cérdoba 1.274.837 6,8%
Boyaca 1.121.188 6,0%
Magdalena 878.912 4.7%
Cesar 857.250 4,6%
Narifio 766.140 4,1%
Meta 755.345 4,0%
Santander 604.775 3,2%
Otros 4.549.968 23,6%
TOTAL NACIONAL 18.710.335 100%

Nota. La tabla muestra los principales departamentos
productores de leche en el pais, con su respectivo volumen
diario y el porcentaje de participacion. Tomado de:
Minagricultura, “Sector lacteo”, 2019. [En linea]. Disponible en:
https://sioc.minagricultura.gov.co/SICLA/Documentos/2020-03-

30%20Cifras%20Sectoriales.pdf. [Accedido: 27-nov-2021]

La industria lactea posee en la actualidad una gran importancia en los paises en
desarrollo, en el caso de Colombia la produccién de lacteos ha generado la creacion de
diversas empresas dedicadas a la produccion y comercializacion de productos tales
como yogurt, quesos de diversos tipos, mantequilla, entre otros. Lo que ha generado
diferentes tipos de residuos o subproductos que no poseen una finalidad industrial, tal
es el caso del lactosuero [9].

Como ya se ha mencionado la fabricacion de queso da lugar a la produccion de

lactosuero como subproducto, y aunque la mayor parte del lactosuero es agua, este


https://sioc.minagricultura.gov.co/SICLA/Documentos/2020-03-30%20Cifras%20Sectoriales.pdf
https://sioc.minagricultura.gov.co/SICLA/Documentos/2020-03-30%20Cifras%20Sectoriales.pdf

posee componentes organicos importantes que deben ser eliminados para evitar

contaminacion (carbohidratos, grasas, proteinas).

El no aprovechamiento de este subproducto causa contaminacién ambiental que afecta
fisica y quimicamente la estructura del suelo, segun R. Parra [14], lo anterior resulta en
una disminucion del rendimiento de cultivos agricolas, reduciendo la vida acuatica al
agotar el oxigeno disuelto. Lo que motiva a la industria lactea en busqueda de nuevas
tecnologias que permitan el aprovechamiento de este subproducto y reducir una de las

mayores fuentes de contaminacion de la industria alimentaria colombiana.

Por otro lado, en Colombia el lactosuero posee una alta demanda, dado que es
empleado tanto en preparaciones alimenticias como no alimenticias. Segun la
resolucién 2310 de 1986 del ministerio de salud [15], por la que se regula el uso de
lactosuero como materia prima, permitiendo adicionarlo en productos como la

mantequilla de suero, algunos tipos de queso, arequipe, postres, helados, entre otros.

1.4 Aplicaciones del lactosuero

El lactosuero tiene diversas aplicaciones en la industria alimenticia, agropecuaria,
farmacéutica, debido a su calidad nutricional, alto contenido de proteina y minerales.
Los usos mas comunes del lactosuero son como concentrados naturales, azucarados,
sueros en polvo, extraccion de proteinas, obtencion de acido lactico, panaderia,
pasteleria, manteca de suero, alimentos infantiles, jarabe de lactosa hidrolizada,
pildoras farmacéuticas, acidificante para alimentos, alimento para ganado, entre otros

(ver Figura 4).



Figura 4.

Algunas aplicaciones del lactosuero
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Nota. La figura muestra los diferentes usos del lactosuero. Tomado de: J. M. Pais et al, “Valorizacion del
suero de leche: Una visién desde la tecnologia”. Bionatura, vol. 2., no.4, pp.468-476, 2017. [En linea].
Disponible en: https://www.revistabionatura.com/files/2017.02.04.11.pdf. [Accedido: 27-nov-2021]


https://www.revistabionatura.com/files/2017.02.04.11.pdf

2. REVISION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
DEL LACTOSUERO

En el siguiente apartado se muestran las diferentes propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas del lactosuero tales como, pH, sélidos totales, porcentaje de cenizas,
grasas, densidad, entre otras y se realiza la comparacion dependiendo del tipo de
lactosuero. Los datos mostrados a continuacion, son tomados de fuentes bibliograficas

gue se basan en la experimentacion o en datos de terceros.

2.1 Metodologia

Para el desarrollo de este apartado primero se realiz6 una busqueda e identificacion de
diferentes documentos mediante las siguientes palabras: propiedades fisicoquimicas
del lactosuero, Cheese Whey, suero de leche; utilizando bases de datos tales como,
Scopus, ScienceDirect y SpringerLink, teniendo en cuenta el titulo del articulo,
resumen, palabras clave, pais y afio de publicacion. Excluyendo aquellas publicaciones
en las que su afio de publicacion fuese menor al afio 2009, aquellas que no se
desarrollaron en américa y las que no se relacionaban con los tépicos de interés.

Obteniendo asi un total de 19 documentos.

Posteriormente, con los documentos extraidos se organizé en Microsoft Excel una tabla
(ver Tabla 2) que incluyé los siguientes datos: nombre de los autores firmantes, titulo
de la publicacion, tipo de publicacion, afio de la publicacion, revista de publicacién,
pais, Universidad/ instituto, Region/departamento y las propiedades fisicoquimicas del
lactosuero: pH, solidos totales, porcentaje de cenizas, contenido de grasas, densidad,

proteinas totales, minerales, DQO, DBO y lactosa.

Esta informacion permitio en un primer momento identificar los paises, revistas y
autores que mas han publicado acerca del tema. En un segundo momento, se pudo
identificar y analizar cada una de las propiedades fisicoquimicas del lactosuero y
finalmente realizar una comparacién detallada de los datos brindados por los diferentes

autores.



Tabla 2.

Articulos base para la construccion y determinacién de resultados

Autores firmantes

Titulo de publicacién

Tipo de publicacién

Aiio de publicacion

Revista de publicacion Pais

Universidad/Instituto

Region/Dpto

W. J. Guerrero
Rodriguez, C. A. Gomez

Caracterizacidn
fisicoguimica del

Xl CONGRESO
NACIONAL DE CIENCIA Y

Universidad Autdnoma

Aldapa, J. E:astro Ru’sa, lactosuera en el valle de Articulo 2010 TECNOLOGIA DE México del Estado de Hidalgo Hidalgo
C. A Gonzalez Ramirez, - (JAEH)
. Tulancingo ALIMENTOS
y E. M. Santos Lipez
Caracterizacidn fisico-
R. E. Lopez Barreto, M. quimica y _ . Universidad Pedagdgica
. . o . Ciencia y Agricultura, vol. . . .
L. Becerra Jiménez, y L. microbioldgica del Articulo 2018 15 5 99106 Colombia y Tecnoldgica de Boyaca
. Borras Sandoval lactosuero del queso - 0% pp- 9 Colombia (UPTC)
paipa
J. Callejas Hemandez, F. Caracterizacidn
Prieto Garcia, V. E. fisicoguimica de un Articulo (Acta N Universidad de .
Reyes Cruz, Y. lactosuero: S 2012 México - Guanajuato
: L . universitaria) Guanajuato
Marmolejo Santillan, v potencialidad de
M. A. Méndez Marze  recuperacidn de fosforo
Propuesta preliminar de
disefio para un sistema
M. Manroy Pedraza de separacidn de Tesis 2020 Colombia Universidad de La Salle Bogota D.C
proteinas del lactosuero
usando ultrafiliracion
Desarrollo de una
propuesta de
A C. Osorio Cisneros y  aprovechamiento de los ' ' Fundacién Universidad .
L. A Martinez Castro  residuos grasos lacteos Tesis 2017 Colombia de América (FUA) Bogota D.C
provenientes de la
empresa Levelma S.AS
Propuesta para la
elaboracion de una
M. A. Farero Figueredo y bebida |actea ' ' Fundacién Universidad .
L. C. Ordofiez Gdmez  energizante a partir del Tesis 2017 Colombia de América (FUA) Bogota D.C
lactosuero en la
empresa casalac
Caracterizacidn
fisicoguimica de los
M. C. Alvarez Mira diferentes tipos Tesis 2013 Colombia Carporacién Universitaria Antioguia

lactosueros producidos
en la Cooperativa
Colanta LTDA

Lasallista




Tabla 2. Continuacion

Autores firmantes  Titulo de publicacion  Tipo de publicacién Ao de publicacion  Revista de publicacion Pais Universidad/Instituto  Regién/Dpto
Caracterizacion
C. Alava Viteri, M. ﬁsdlc:lan|nt’|“|ca.ddeId5u;aru Revista colombiana de Universidad Macional
Gomez de lllera, y J. A. uice D.,em odefa Articulo 2014 investigaciones Colombia Abierta y a Distancia MNarifio
: produccion de gueso : -
Maya Pantoja o agroindustriales (UMAD)
casero en el municipio
de Pasto
Parra Huertas, Ricardo Lactosuelro: |mpprtar1u:|a . Revista Facultad MNacional . Unwermdgd pedagoglcaly .
en la industria de Articulo 2009 . . Colombia tecndlogica de Colombia Boyaca
Adaolfo i de Agronomia, Medellin
alimentos (UPTC)
J.R. Guerrero Haber. L Caracterizacion del
A. Ramirez Perd, y W. suero de quesa b’lanco Articulo 20Mm Cuba Universidad de Oriente Santiago de
Puente Vidal del combinado lacteo Cuba
Santiago
Propiedades y opciones
M.Mazorra-Manzano, para valorizar el . N i Centro de Investigacidn y
J.Mareno-Hemandez lactosuero de la Articulo 2019 CiencialJAT Mexico Desarrollo (CIAD) Sonora
queseria artesanal
Caracteristicas fisico-
0. Miranda, I. Palma, P. qmmlcas; clle sueru_sdde Revista Cub Investigaciones
Fonseca, M. Cutifio, R, 14850 Gu'ce y acido Articulo 2009 | nensiaLupana Cuba Agropecuarias Jorge Granma
- producidos en el Alimentacidn y Nutricidn L
Lara, y C. Cedefio . Dimitrowv
combinado de quesos
de bayamo
Caracterizacidn de
lactosuero proveniente Universidad San
R_F. Riofrio Grijalva  de cuatro producciones Tesis 2014 Ecuador Franciseo de Quito Quito
de diferentes tipos de
queso
Propiedades
. fisicoguimicas y N .
P.Paredes, A.Ch S o - . u dad Aut d .
J Eli{rned?igsﬁez e!i\:ez, microbioldgicas de Articulo 2014 Investigacian y Ciencia Mexico nversidac Autonoma te Aguascalientes

Aguascalientes
suero de leche de gueso g

Chihuahua




Tabla 2. Continuacion

Autores firmantes  Titulo de publicacién  Tipo de publicacion  Aiio de publicacién  Revista de publicacion Pais Universidad/Instituto  Region/Dpto
Produccidn de
1. Gémez galactooligosacaridos:
Soto O-Sa'nc:hez Toro alternativa para el Articulo 2019 Ingenieria y Desarrollo Colombia Universidad de Caldas Caldas
T aprovechamiento del
lactosuero. Una revisidn
Suero de leche,
0. Franchi propiedades y usos: Adticulo 2010 Chile Quesos maitenes de  yroy o icg
Innovacidn en la Ocoa
industria lactea
Panesar,J Kennedy,D.G BIDUUHSE“.D” nfwhe'.y for Articulo 2007 Food Chemistry India Institute of enginesring India
andhi ef al lactic acid production and technology
C.Tamara Castro : Aprpvechamlentu Tesis 2015 Colombia Universidad de Cérdoba Cardoba
industrial del lactosuera
M.Castells, M. L - -
Gonzélez C. Mattas ef Valorizacidn del Revista 2017 Instiruto I‘}Iacmnal _cle
al lactosuero Tecnologia Industrial

Nota. La tabla muestra una recopilacion de los articulos claves consultados para la elaboracion del presente capitulo.



Segun las propiedades fisicoquimicas, el lactosuero se puede clasificar como dulce o
acido. El primero se obtiene de la coagulacién enzimatica de la leche a un pH de 6,5
que proviene de la fabricacion de quesos de pastas prensadas y pastas cocidas. Por
otro lado, el lactosuero acido se produce por acidificacion con acidos organicos o
inorganicos a valores de pH de 5,1 o inferiores, en el proceso de elaboracion de queso
fresco [16], [17]. En la Tabla 3 se puede observar la composicién en g/L y en la Tabla 4

la composicion porcentual peso/volumen del lactosuero dulce y acido.

Tabla 3.

Composicién del lactosuero dulce y &cido

Componente Lactosuero dulce (g/L) Lactosuero &cido (g/L)
Materia seca 55-75 55 - 65
Lactosa 40 - 50 40 - 50
Proteina 9,0-14 7,0-12
Calcio 0,4-0,6 12-14
Fosforo 1,0-3,0 20-45
Grasa bruta 0,0-5,0 0,0-5,0
Cloruros 20-2,2 20-2.2
Cenizas 4,0-6,0 6,0-8,0
Potasio 1,4-1,6 1,4-16
Acido lactico 0,0-0,3 7,0-8,0
pH >6,0 <4.,5
Grados Dornic* <20° >50°

Nota. La tabla muestra la composicidon en g/L para lactosuero dulce y acido; *Los
Grados Dornic expresan el contenido de &cido lactico presentes en el lactosuero y
equivale a 0,1 g/L. Tomado de: N. Monroy, Propuesta preliminar de disefio para un
sistema de separacion de proteinas del lactosuero usando ultrafiltracién. Bogota D.C,
Colombia: Univ. de La Salle, 2020. [En |linea]. Disponible en:

https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721. [Accedido: 27-nov-2021]

Es importante mencionar que la calidad, cantidad y composicion del lactosuero es muy
variable dependiendo de factores como: Procedencia de la leche, tipo de animal,
desarrollo genético, calidad de la alimentacion que se provee, manejo del ganado o
forma de obtencion de la leche, tratamiento térmico del queso que puede llegar a

desnaturalizar las proteinas, tipo de coagulacion por accién acida o enzimatica, y en



este ultimo caso, también depende del tipo especifico de enzima utilizada para llevar a

cabo la coagulacion [8].

Tabla 4.

Informacién porcentual de lactosuero dulce y 4cido

Componente Lactosuero dulce (%) Lactosuero acido (%)
Agua 93,6 93,5
Solidos totales 6,4 6,5
Sodio 0,05 0,05
Potasio 0,16 0,16
Cloro 0,11 0,11
Calcio 0,043 0,12
Fosforo 0,04 0,065
Acido lactico 0,05 0,4
Lactosa 4,6-5,2 4,4-49
Grasa 0,05-0,37 0,04 - 0,27
Proteina 0,6-10 0,06 - 0,08

Nota. La tabla muestra la composiciébn porcentual para lactosuero dulce y &cido.
Tomado de: N. Monroy, Propuesta preliminar de disefio para un sistema de
separacion de proteinas del lactosuero usando ultrafiltracién. Bogota D.C, Colombia:
Univ. de La Salle, 2020. [En linea]. Disponible en:
https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_alimentos/721. [Accedido: 27-nov-2021]

Las principales diferencias entre los dos tipos de lactosuero se encuentran en el
contenido de minerales, su acidez y composicion de la fracciébn de proteina [8]. Sin
embargo, independientemente del tipo de lactosuero este producto se compone

principalmente de agua, lactosa y grasas.

En Colombia se puede encontrar leche de vaca de composicion diferente, aunque
todas de excelente calidad, este aspecto se ve relacionado con la geografia de las
diferentes regiones en las que se produce. La leche colombiana presenta un alto
contenido de proteina (3,56%), mayor que el contenido de leche producidas en paises
como Nueva Zelanda (3,52%) y Alemania (3,41%), lo que permite rendimientos mas

altos al emplearla para la elaboracion de productos como el queso [18].



2.1 indice de acidez pH

El pH es una caracteristica propia de cada sustancia, la cual determina la basicidad o
acidez dependiendo de la cantidad de iones de hidrogeno, que es elevada en el caso
de ser acido y disminuye a medida que se hace mas basico [19]. En los articulos
consultados se establece que el pH del lactosuero varia principalmente de acuerdo con
el método empleado para la precipitacion proteica. Si se trata de lactosuero acido, el
pH se encuentra por debajo de 6, si el lactosuero es dulce, el pH se encuentra por
encima de 6 [10], [17], [20].

No obstante, el pH del lactosuero depende de la caseina precipitada y la cantidad de
acido lactico presente en el mismo [9]. En Callejas et al. [20] afirman que la variacion
de pH entre lactosueros, se debe a la presencia de dimeros u octameros! de la
proteina 3 - Lactoglobulina, es decir: para un lactosuero de tipo acido, se infiere una
presencia mayoritaria de dimeros de la proteina, en caso contrario para un lactosuero
dulce, se asume una presencia mayoritaria de octameros de la proteina mencionada en

el lactosuero.

La medicion de pH se realiza mediante un potencibmetro en las diferentes fuentes
bibliograficas consultadas. En Guerrero et al. [17] se determinan dos tipos de
lactosuero, un lactosuero dulce y un lactosuero de requeson; es un de queso donde el
lactosuero es de tendencia dulce, con valores reportados entre 5,48 y 6,8. Esto se debe
a que depende mucho del tipo de queso y el proceso empleado para precipitar la
caseina, por ende, al tratarse de un tipo de queso de pasta blanda, tiende a ser

lactosuero dulce.

En Callejas et al. [20], se realiza la medicién de manera directa sin dilucién, cuyo rango
se encuentra entre 4,81 y 4,85. Los datos muestran un lactosuero de tipo &cido,
aunque el autor no especifica el tipo de queso del cual se deriva el lactosuero, si hace

énfasis en la ubicacion de la planta, la cual se encuentra en San Francisco, en el

1 Octamero: Complejo especifico de 8 histonas nucleosémicas.



estado de Hidalgo en México. Sin embargo, la Unica planta productora en San
Francisco produce queso doble crema y requeson, ambos se caracterizan por tener
lactosueros de caracter acido, debido a que: son de pasta blanda, contienen un

porcentaje bajo de grasas y se usa leche acida? para su produccion [21], [22].

En Colombia, los valores de pH no varian demasiado con otros reportados en la regién
como se evidencia en Lopez et al. [7], donde se realiza la medicion a través de un
potenciometro proporcionado por la Universidad Pedagégica y Tecnolégica de
Colombia (UPTC) para el estudio de lactosuero proveniente de la elaboracion de queso
Paipa, cuyos valores se encuentran entre 5,6 y 5,8. Debido a que las muestras derivan
de la elaboracion de dicho queso, y al tratarse de un queso semi duro y que requiere
leche cruda® para su elaboracion, el lactosuero obtenido se puede considerar como

acido.

Asi mismo, en Forero y Ordofiez [9] se realizan mediciones directas con dilucion y
posteriormente se determina el pH de las muestras, donde el valor estipulado
ponderado es de 4,46, dando lugar a un lactosuero de caracter acido, debido a que, en

el proceso de elaboracion de quesos, se llevé a cabo con &cido acético.

Por ultimo, en Osorio y Martinez [23] se contrata una empresa tercera para realizar el
analisis de la muestra, cuyo valor registrado es de 3,91. Dado que la empresa en la
cual se desarrolla el trabajo de grado no hay una separacion entre lactosueros
obtenidos, y a su vez son mas de tres tipos de quesos distintos, al verificar el resultado
de la muestra es de tipo acido. Esto se debe principalmente a la variabilidad de las
propiedades del lactosuero de cada tipo de queso, donde se combinan y varian
bastante sus propiedades fisicoquimicas. Para resaltar, si se desean obtener
propiedades de valores cercanos a la bibliografia, es necesario realizar la

caracterizacion de solo un tipo de lactosuero.

2 Leche &cida: Leche expuesta al ambiente durante un periodo extendido.
3 Leche cruda: Leche sin pasteurizar.



2.2 Soélidos totales

Los solidos totales incluyen toda la materia, excepto el agua contenida en los
materiales liquidos, esta se define como la materia que permanece como residuos
después de la evaporacion y secado a 103 °C. El contenido de sélidos totales
presentes en el lactosuero se encuentra, por lo general, entre 5 g/L y 7 g/L [17], cuyo
valor depende directamente de su contenido de grasa, proteina, lactosa y sales

minerales.

Segun el estudio realizado por Alava et al. [16], El contenido de solidos totales
presentes en el lactosuero dulce esta entre 6,0 g/L y 7,3 g/L con un promedio de 6,5
g/L, en el que se concluye que el valor mas alto de solidos totales obtenido 7,3 g/L,
proviene de una de las plantas que presenta mayor contenido de lactosa y proteina en

el lactosuero.

Ademas, Guerrero et al. [17], en la caracterizacion fisicoquimica de un lactosuero dulce
reporta valores entre 6,05 g/L y 9,21 g/L con un promedio de 6,79 g/L; por otro lado,
Callejas et al. [20] reporta un promedio de 7,17 g/L de solidos totales presentes en el
lactosuero &cido, siendo uno de los valores mas altos hallado en las fuentes de
informacion consultadas. Esto se debe a que se trata de un lactosuero que presenta
muy elevadas cargas organicas, debido a su alto contenido de lactosa, acido lactico,

grasas y proteinas.

2.3 Porcentaje de cenizas

Las cenizas son el residuo inorganico que se obtiene al incinerar la materia orgéanica,
volatilizando mayoritariamente agua, dejando como residuos minerales constituyentes
en forma de O6xidos como sulfatos, fosfatos, silicatos, cloruros y varia segun la

composicién del producto analizado [24].

Dentro de los métodos de analisis del porcentaje de cenizas se encuentran tres;
cenizas en seco, por lo general se usa para la mayoria de alimentos, cenizas humedas

para muestras con alto contenido en grasas y analisis simple de cenizas de plasma en



seco a baja temperatura, este ultimo llevado a cabo para el andlisis de compuestos
volétiles elementales [24].

El método empleado para determinar el porcentaje de cenizas en las muestras de
lactosuero no se menciona a detalle en las fuentes bibliograficas, no obstante, por la
metodologia empleada para la determinacion de dicha propiedad, se asume el analisis

en seco.

En Lépez et al. [7], Forero y Ordofiez [9], se determinaron las cenizas por el método de
calcinacion y posteriormente separado el analito de los otros componentes por
gravimetria, dando como resultado valores entre 0,40% (4,0 g/ L) y 0,42% (4,2 g/L). Los
resultados obtenidos son bajos en cenizas, esto se debe a que la mayoria del
lactosuero lo compone el agua (93,3 g/L) y a que, segun Forero y Ordofiez, la
composicion de minerales en el lactosuero es funcion del pH y la técnica de

coagulacion empleada, es decir, al tipo de queso de donde proviene el lactosuero.

2.4 Contenido de grasas

Las grasas se definen como un grupo de compuestos insolubles en agua, pero solubles
en ciertos disolventes organicos como el éter, cloroformo, benceno o acetona,
compuestas de carbono, hidrogeno, oxigeno y algunas pueden contener fésforo o

nitrégeno en su estructura [24].

Para determinar el contenido de grasas totales, se realizan métodos de extraccion con
disolventes organicos, donde los métodos Soxhlet, Goldfish y Mojonnier son los mas
empleados. Sin embargo, existen métodos que no requieren el uso de disolventes
como el método Babcock y el método Gerber, e incluso métodos instrumentales que se
basan en propiedades fisicas o quimicas de las grasas por densidad, rayos infrarrojos y

absorcion de rayos [24].

En Callejas et al. [20], el contenido promedio de grasas totales provenientes de una

empresa de Hidalgo en México, es de 80,3 g/L para un lactosuero, mientras que en



Guerrero et al. [17] el lactosuero presenta un contenido de grasas de 60,29 g/L para un
lactosuero dulce y 27 g/L para lactosuero de requesén (tendencia dulce). Se puede
evidenciar que, pese a ser de la misma region, el contenido de grasas fluctua

significativamente.

El contenido de grasas presentes en el lactosuero puede presentar diferencias
dependiendo del proceso de elaboracién del queso y la alimentacion del ganado
lechero [3], lo que representa un cambio significativo de pais en pais en incluso, una
diferencia notable entre regidon y regidén, por lo que se considera una propiedad

fisicoquimica Unica para cada tipo de lactosuero analizado.

En Colombia, en Osorio y Martinez [23], se realiza por extraccion Soxhlet, usando
como solvente dietiléter, obteniendo un valor de 18,9 g de grasas totales por cada 100
g de dietiléter, mientras que en Lépez et al. [7] realizan el analisis de grasas por
hidrolisis acida, mediante el protocolo de Gerber, dando como resultado un rango
porcentual en peso entre 36% Yy 64% de grasas totales por cada 100 gramos de

solvente.

Pese a que ambos lactosueros son del mismo tipo, la razén de la disminucién de
grasas en Osorio y Martinez, se debe a la muestra de lactosuero analizada, se toma en
la trampa de grasas de la planta, lo que significa que previamente se retira parte de ella
en una de las camaras y, por lo tanto, el valor se encuentra por debajo del promedio.

Por otro lado, el porcentaje de grasas en la leche depende en su mayoria de la
alimentacion del ganado, es decir, de manera implicita, también afecta la cantidad de
grasas presentes en el lactosuero. Adicionalmente, la mayoria de propiedades
fisicoquimicas del lactosuero dependen de la procedencia de queso; y las grasas no
son la excepcidén, por ende, es razonable que el porcentaje de las mismas fluctué como

se evidencia en los datos reportados en [23].



2.5 Densidad

La densidad es una propiedad fisica basica de cualquier material, y se define como la
relacion entre la masa y el volumen. La densidad del lactosuero se relaciona con los
finos que pueden pasar de la masa cuajada el suero al momento del retirar el
lactosuero, lo que puede darse por el trabajo mecanico fuerte que se le dé a la cuajada
durante la agitacion en la tina quesera, o a temperaturas bajas de coagulacion de la
leche por debajo de 32°C [16].

Segun las fuentes consultadas reportan en la mayoria de casos, valores de
densidad para el lactosuero entre 1,025 g/mL a 1,027 g/mL. Asi lo sostienen
investigaciones sobre el tema desarrolladas por Callejas et al. [20] en donde el suero
acido analizado tuvo una densidad promedio de 1,026 g/mL. También Alava et al. [16],
en la caracterizacion fisicoquimica del suero dulce obtenido de la produccién de queso
casero en la ciudad de Pasto, donde se determinaron los valores de la densidad, los
cuales se encuentran entre 1,025 g/mL y 1,027 g/mL y Alvarez et al. [11] en la
caracterizacion fisicoquimica de los diferentes tipos de lactosueros, reportd valores de
densidad entre 1,025 g/mL y 1,027 g/mL.

2.6 Demanda quimicay biolégica de oxigeno

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es un parametro que mide el grado de
contaminacion del efluente (en este caso lactosuero), cuantificando el oxigeno
requerido por determinados microorganismos para poder oxidar el efluente en cuestion,
mientras mayor sea el oxigeno requerido por los microorganismos, mayor sera el nivel
de contaminacién del residuo. Asimismo, la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) hace
referencia a la cantidad de materia organica susceptible a ser oxidada por medios
guimicos, al igual que la DBO, a mayor oxigeno utilizado en la oxidacion del residuo,
mayor es su nivel de contaminacion. Usualmente la DQO tiende a ser el doble del valor
de la DBO [25].



La carga contaminante de sueros varia segun el tipo de suero que se deseche en el
medio ambiente. El suero dulce ejerce 42 g/L de DBO y 65 g/L de DQO mientras que el
suero acido 35 g/L de DBO y 60 g/L de DQO; la lactosa es responsable del 90% de la

contribucion [7].

Segun autores como C. Tamara [4] y N. Monroy [8], gracias al gran contenido de
nutrientes que posee el lactosuero este tiene aproximadamente 36 g/L de DBO y 69,9
g/L de DQO por cada 100 kg de lactosuero liquido, cuyo valor puede incrementar a 10
kg si se presenta un aumento en las pérdidas de los finos por defectos de coagulacion

siendo la lactosa la responsable de un 10% a 80% de dicho incremento.

Guerrero et al. [17], en la caracterizacion fisicoquimica del lactosuero, reporta un
promedio de 83,318 g de O2/L de DQO presente en el lactosuero, debido a que las

muestras analizadas presentan altas cargas de materia organica.

Mientras Callejas et al. [20], determinaron el DQO segun el método estandar de flujo
cerrado, obteniendo valores extremadamente elevados (> 110 g de O2/L) debido a que
en la muestra quedo algo de caseina sin precipitar ya que no se alcanzé el pH de 4,67
del punto isoeléctrico (pZ=0,0), y ello se corresponde con los elevados niveles de
turbidez y solidos totales, que unido a los contenidos de lactosa, grasas y acido lactico,

justifican los altos valores de DQO presentes en la muestra.

Estos datos corroboran que este subproducto al retener mas del 55% de todos los
nutrientes contenidos en la leche, es uno de los mayores contaminantes de la
produccion quesera, alcanzando valores de DQO y DBO de entre 60-80 g/L y 30-50
g/L, respectivamente [26].

2.7 Proteinas totales

Las proteinas presentes en el lactosuero son de mayor interés a nivel economico y

nutricional, constituyen aproximadamente el 0,6% de la composicion del lactosuero



derivado de la industria quesera [17], [8], [10]. Adicionalmente, el lactosuero es rico en

aminoé&cidos como la isoleucina, leucina y valina [10].

Entre las proteinas presentes en el lactosuero, se encuentran; inmunoglobulinas, que
representan el 75% de las proteinas presentes en el lactosuero, albuminas, que se
encuentran en su mayoria B - lactoglobulinas y en menor cantidad a - lactoalbuminas,
proteasas-peptonas, como las seroalbiminas que presenta la habilidad de unirse a una
gran variedad de moléculas y se encuentra presente en el sistema circulatorio. Las
proteinas que se encuentran en menor cantidad son: lactoferrina, que presenta
diversas funciones en las defesas del cuerpo, ademas de ser capaces de captar hierro,

cobre, zinc entre otros minerales [8], [10].

Por otra parte, la caseina es una proteina que también estd presente en el lactosuero,
no obstante, se encuentra en una proporcidon muy baja; debido a que, en su mayoria,
precipita en la produccién de queso. La presencia de caseinas en el lactosuero es un
factor de relevancia, ya que, un porcentaje de caseinas por encima del 2% peso —
volumen (sobre el porcentaje de proteinas totales en el lactosuero), eleva la DQO y la
DBO; ya que incrementa la cantidad de soélidos totales, lo que significa un impacto al
ambiente [8], [4], [10].

2.7.1 Lactoglobulinas

Dentro de las proteinas que constituyen el lactosuero, se encuentra mayoritariamente 3
-lactoglobulina, con porcentajes entre 44% y 52% de las proteinas totales, su
concentracion es aproximadamente 3,30 g/L y en cuanto a su estabilidad térmica se
considera como termolédbil a 74°C. Adicionalmente, constituyen el 50% de las

proteinas totales presentes en el lactosuero [8], [10].

2.7.2 Lactoalbiminas

La alfa-lactoalbumina, es considerada la segunda proteina mas abundante en el

lactosuero, constituye entre el 20% y 30% de las proteinas totales, su



concentracion es de aproximadamente 1,20 g/L y es inestable al calor por encima de
los 63°C. Adicionalmente, constituyen el 12% de las proteinas totales presentes en el
lactosuero [8], [10].

Dentro de los datos reportados por los autores, la cantidad de proteina no varia
significativamente, por ejemplo, en Guerrero et al. [17] el porcentaje peso/volumen
reportado de proteinas en lactosuero dulce es de 1,12%, mientras que el porcentaje
peso/volumen reportado para lactosuero de requesén es de 0,61%, siendo ambos
lactosueros de tipo dulce. En Callejas et al. [20] el porcentaje promedio para un
lactosuero de tipo dulce es de 0,53%, un poco mas bajo que el reportado por el anterior

autor.

En Colombia, autores como Lopez et al. [17] y Alava et al. [16], reportan un intervalo de
porcentaje peso/volumen de proteinas entre 0,63% y 0,85%, ambos lactosueros de tipo
acido. Sin embargo, autores como Forero y Ordofiez [9] o Nafar y Galenao [5], datan
gue el rango porcentual peso/volumen de lactosuero de tipo acido analizado, se
encuentra entre 0,65% y 0,72%. Los valores de proteinas pueden variar segun la
cantidad de precipitado de caseina en la produccion de queso, la adicion de sal o de

acido lactico en el proceso o del tipo de procedencia del lactosuero.

2.8 Minerales

Las sales minerales que se presentan en el lactosuero son potasio (K), sodio (Na),
calcio (Ca), fésforo (P), magnesio (Mg) y oligoelementos como el cinc (Zn), hierro (Fe) y
cobre (Cu) [10].

En Riofrio [10], se determinaron las cantidades de Ca, Na y K por espectroscopia de
absorcion atémica (AAS), pre tratando las muestras por medio de tamizado, utilizando
acido tricloro acético (TCA), centrifugando y diluyendo las muestras a distintas
concentraciones. Por ultimo, a través del equipo de absorcién atémica se determinan
las curvas de calibracion y los valores de las muestras se determinaron como: 4,2 g/L
Ca,0,7g/LdeKy2,1g/L deP.

Por otro lado, en Miranda et al. [27] se determinan los porcentajes de Ca y P segun los



métodos establecidos por la AOAC 985.35, cuyas cantidades de fésforo son de 3,3 g/L

+ 0,30 g/L para una muestra de suero de queso dulce y 3,1 g/L £ 0,20 g/L para una
muestra de suero de queso acido. Las cantidades de calcio son de 5,3 g/L = 0,20 g/L
para una muestra de suero de queso dulce y 5,1 g/L £ 0,20 g/L para una muestra de
suero de queso acido. La variacion de minerales depende, en gran parte de la
procedencia del tipo de queso del lactosuero, no obstante, los valores que se
encuentran en la bibliografia estan dentro de los rangos presentados en la normativa

de cada pais y a su vez son similares entre si [8], [10], [28].

2.9 Propiedades microbioldgicas

Es importante realizar un andlisis microbiolégico con el fin de garantizar inocuidad,
calidad y eficiencia en los procesos en los que se empleé el lactosuero. La presencia o
ausencia de estos microorganismos depende de las buenas practicas de higiene (BPH)

y manufactura (BPM) que se lleven a cabo.

Tabla 5.
Analisis microbiolégico del lactosuero de queso Paipa

Plantas de queso Paipa.

Parametro. LOS ALISOS. LA PRADERA. CARTAGENA.
Aerobios mesofilos s s .
(UEC/mL) 11x10°c 13x10°b 16x10° a
Coliformes totales >1100 a >1100 a >1100 a
(NMP/mL)
Levaduras (UFC/mL) 51x102 a 14x10%2b 49x102a
Mohos (UFC/mL) 20c 80 a 40b
Bacterias acido lacticas 6x10% b 10x10% b 16x10% a

(UFC/mL)

Nota. La tabla presenta los diferentes parametros microbioldgicos del lactosuero obtenidos, para

tres diferentes plantas productoras de queso en el municipio de Paipa y Sotaquira; **NMP:
Ndmero mas probable, **UFC: unidades Formadoras de Colonia. Tomado de: R. E. Lépez et al.,
“Caracterizacion fisico-quimica y microbiologica del lactosuero del queso Paipa”, Cienc. y Agric.,
vol. 15, no 2, pp. 99-106, 2018, doi: 10.19053/01228420.v15.2.

Esto lo confirman autores como Lopez et al. [7], en la caracterizacién fisico-quimica y



microbiolégica del lactosuero, donde se evaluaron parametros de microorganismos
aerobios mesofilos, mohos, Bacterias Acido Lacticas (BAL) y levaduras (ver Tabla 5)
para tres plantas de queso, evidenciando que el lactosuero cumple con los parametros
microbiolégicos del Ministerio de Salud de Colombia, exceptuando coliformes totales,
coliformes fecales, microorganismos aerobios mesofilos y levaduras debido a que
presentaron un recuento alto de unidades formadoras de colonias (UFC).

Dado que el lactosuero evaluado muy probablemente ha sido sometido a condiciones
ambientales inadecuadas, a una mala higiene de utensilios y personal, malas
instalaciones o puede deberse directamente a la calidad inicial de la leche con la que

se elabora el producto [29].

Para el recuento de cada uno de los microorganismos mencionados, Lopez et al. [7],
empleo para aerobios mesdfilos (UFC/mL), AOAC 966.23.C: 2001; para coliformes
totales y fecales (NMP), ICMSF NMP: 2000; para mohos y levaduras (UFC/mL), 1ISO
7954: 2002, y bacterias acido lacticas (UFC/mL), NTC 5034: 2002, normativa vigente

en Colombia.

En Paredes et al. [29], realizan un recuento total de bacterias mesofilas aerobias

(7,72 £ 1,764 Log E), coliformes totales (5,50 + 1,4 Log E), mohos y levaduras

10 10

ml ml

(3,04 + 0,944 Log1o U_F;?) a dos tipos de lactosuero: pasteurizado y sin pasteurizar,
m

encontrando que no existen diferencias significativas en estos dos tipos de suero
respecto a la cantidad de microorganismos presentes, lo que pudo deberse a la calidad
de la leche empleada para la elaboracién del queso, asi como a su forma de

manipulacion y almacenamiento.



2.10 Elaboraciéon de resumen de resultados

A continuacion, se presenta el compendio promedio ponderado de la informacion
consultada en la bibliografia de las propiedades fisicoquimicas, con su respectiva
desviacion estandar. Adicionalmente, se consultaron mas fuentes bibliogréaficas con el

fin de tener un reporte de datos solido para cada propiedad; los documentos

consultados son [2], [6], [29] y [30].

Tabla 6.

Resumen de resultados

Valor. _
Propiedades. Lactosuero Lactosuero Referencias.
dulce. acido.
(4], [2], [7], [8], [9], [10],
pH. 6,094 0,810 47140472  [16], [17], [20], [23],
[27], [29], [30]
Sélidos totales (g/L). 6,467+ 0,849 6,417 + 0,639 %‘2”7]'[2[]2'9[]6][’3[07]]’ [91. [20],
Porcentaje de
cenizas (glL). 5,22+ 1,322 6,85 + 0,212 (8], [16], [17]
. (2], [4], [6], [7], [8], [9],
Conte”'d"/fegrasas 3,753+ 1,361 1,056 +0,694  [10], [16], [17], [20],
@/L). 23], [27], [29], [30]
Densidad (g/mL). 1,025+ 0,002 1,025 + 0,001 %‘2”7'] [[8;’8][11]’ [16], [20],
DQO (g OJ/L). 70,864+ 6,429 66,5 + 4,435 E](;] (8], [10], [17], [20],
DBO (g OJ/L). 38 + 3,559 36,25 + 2,50 [4], [8], [10]
. (2], [4], [7], [8], [10],
Pmte'”é}fto‘a'es 7,016+ 2,647 7733+1,143  [11], [12], [14], [17],
(9/L). [25], [27], [28], [19], [30]
(2], [4], [7], [9], [10],
Lactosa (g/L). 47,4+ 3,370 49,558,275  [11], [14], [25], [27],
[29], [30], [31],
[4] ,[2], [10], [12], [14],
Calcio (g/L). 4,076+ 1,295 3,53 + 1,023 [25], [27], [29], [30],
[31],
Fosfatos (g/L). 2,92+ 0,898 3,105+0,425  [4], [6], [14], [25], [31]

Nota. La tabla presenta los diferentes promedios y la desviacion estandar para cada una de

las propiedades fisicoquimicas del lactosuero. * + desviacion estandar.



Después de haber recopilado la informacion en aquellas fuentes bibliograficas que
cumplieran con los pardmetros establecidos y se encontrara informacion de interés, se
determinan los valores de referencia para la caracterizacién del lactosuero, los cuales

se encuentran tabulados en la Tabla 6.



3. BIOPOLIMEROS

Los biopolimeros surgen como una necesidad de reemplazar la actual produccion
excesiva de plastico que ha generado un problema ambiental de gran impacto. Los
plasticos de origen fosil, son extremadamente persistentes en el ambiente, ademas,
estos se fragmentan en pequefios pedazos llamados micro plasticos que, debido a su
tamanfo, se desplazan rapidamente en las fuentes de los recursos naturales, causando

graves dafos al ecosistema y al ser humano [31].

En los ultimos afios, los productos biolégicos y biodegradables han despertado un gran
interés y han sido foco intensivo de investigacion, con el fin de reemplazar o reducir el
uso plasticos fabricados con hidrocarburos de origen petroquimico; debido a que las
politicas de desarrollo sostenible tienden a expandirse con la disminucién de las
reservas de combustibles fosiles y la creciente preocupacion por el medio ambiente.

Los polimeros biodegradables se definen como aquellos que experimentan una
escision de cadena inducida microbianamente que conduce a la mineralizacion. Estos
polimeros requieren condiciones especificas; en términos de pH, oxigenacion y

presencia de algunos metales para asegurar su biodegradacion [32].

Existen distintos tipos de biopolimeros, de acuerdo tanto con la materia prima y como
con el proceso de obtencion. En el primer caso se fabrican a partir de fuentes
biolégicas como el maiz, celulosa de madera, almidon, entre otros. En cuanto a los
mecanismos de obtencidon estos pueden ser sintetizados por bacterias, o pueden

derivarse de fuentes de petréleo y de fuentes mixtas de biomasa y petréleo [33].

3.1 Tipos de biopolimeros

Los biopolimeros se pueden clasificar segun su proceso de sintesis (Figura 5) y se
dividen en tres subgrupos: Biopolimeros basados en recursos renovables (almidon,
celulosa y alginatos), biopolimeros extraidos a partir de la sintesis de monomeros de
base biolégica por fermentacion quimica convencional (seguida de polimerizacion), y

biopolimeros extraidos a partir de la sintesis de microorganismos [34].



Figura 5.

Produccidn de biopolimeros segln su mecanismo de obtencién

Polimeros
Biodegradables

Polimeros de recursos
agricolas (Por
extraccion y separacion)

Biopolimeros de
microorganismos (Por
fermentacion)

Biopolimeros de
biotecnologia (sintesis
convencional a partir de
mondmeros bioderivados)

polisacaridos

Proteinas, Ligninas

Polihidroxialcanoatos
(PHA)

Polilactidos

Almidones: trigo,
papa, maiz, yuca

Proteinas
animales:

Productos
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s:Madera

Caseina, suero,
coldgena/gelatina

mcl-PHA PHB,PHB-co-
V)

Acido polilactico (PLA),
PBS, PE, PTT, PPP

Proteinas

Otros: Pectinas,
quitosanol/quitina

Nota. La figura muestra las diferentes rutas a través de las cuales se puede obtener un biopolimero.

vegetales: Zein,
soja, gluten

Tomado de: L. Avérous and E. Pollet, Chapter 2 Biodegradable Polymers, vol. 50. 2012.

3.2 Polimeros basados en recursos renovables con modificacion parcial

Los polisacaridos de recursos renovables con modificacion parcial tienen como
principal fuente el almidén y la celulosa. Los biopolimeros basados en almidén, estan
formados por una mezcla de dos polimeros: Amilosa y amilopectina. La amilosa se
considera como una molécula lineal y la amilopectina como una molécula ramificada.

Por lo general, los almidones mas comunes contienen alrededor de 25% amilosa 'y 75%

de amilopectina; se usan para la fabricacion de envases y embalajes [31].

Sin embargo, casi el 50% de estos biopolimeros estan constituidos por mezclas de
almidén con otros polimeros basados en petroquimica, tienen baja resistencia a la
humedad, baja procesabilidad e incompatibilidad con algunos polimeros hidrofébicos

[35]. Estas limitaciones se han logrado superar mediante la modificacion de la

estructura del almidén, mezclas con otros polimeros biodegradables, uso de




componentes compatibles para mejorar la adhesion interfacial entre el almidon y el

polimero y la adicion de fibras o arcillas reforzantes [35].

Por otro lado, la celulosa utilizada como fuente de formacion de biopolimeros se
encuentra casi de forma pura en el algodén, esta formada por la union de moléculas de
B-glucosa mediante enlaces [3-1,4-O-glucosidicos; tiene una estructura lineal en la que
se establecen multiples puentes de hidrégeno entre los grupos OH de las cadenas de

glucosa y originan las fibras compactas que constituyen la pared celular [31].

Los biopolimeros a base de celulosa se producen mediante modificacién quimica de la
celulosa natural, entre los que se encuentra el celofan, el acetato de celulosa, el éster
de celulosa, la celulosa regenerada para fibras y los biomateriales compuestos de
celulosa. Se utilizan en la fabricacion de membranas, en procesos de extrusion y

moldeo, en la fabricacion de prendas de vestir y materiales higiénicos desechables.

3.3Biopolimeros extraidos a partir de la sintesis de monémeros de base
biologica

En este grupo se encuentran principalmente los aceites vegetales y el acido poli lactico
(PLA). En cuanto a los aceites vegetales, estos se han convertido en una de las fuentes
mas importantes en la sintesis de biopolimeros, debido a que los aceites son facilmente
obtenidos de plantas y en su mayoria estan compuestos por triglicéridos [35]. Los
triglicéridos son moléculas altamente funcionales y son el resultado de la unién entre
una molécula de glicerol y tres moléculas de acidos grasos, a través de la formacion de

enlaces tipo éster.

Es por ello que se han usado en la sintesis de polimeros reticulados, mediante dos
métodos: El primero, se basa en el aprovechamiento de grupos funcionales presentes
en los triglicéridos, por ejemplo: alcoholes, dobles enlaces internos o epoxidos, los

cuales se pueden polimerizar usando diferentes métodos.



El segundo método consiste en realizar modificaciones quimicas antes de la
polimerizacién, con el fin de mejorar la baja reactividad que presentan los triglicéridos
naturales previas a la polimerizacion; mediante modificaciones quimicas introduciendo
grupos funcionales que se polimerizan facilmente [31]. Entre los principales aceites
usados para la elaboracion de biopolimeros se encuentra el aceite de higuerilla, girasol,

linaza, soja y palma.

Otro polimero de gran interés es el acido polilactico (PLA), este pertenece a la familia
de poliésteres alifaticos, con la unidad constitucional acido lactico. El monémero acido
lactico, es el acido hidroxil-carboxilico y se obtiene mediante fermentacion bacteriana; a
partir de maiz (almidon) o azucares obtenidos de recursos renovables. Sin embargo, se
destaca el maiz como materia prima, ya que permite obtener un acido lactico de alta
pureza. Es importante mencionar que el acido lactico se obtiene dependiendo de la

cepa microbiana utilizada durante el proceso de fermentacion [34].

Este biopolimero sobresale debido a que tiene excelentes caracteristicas que incluyen
buena transparencia, apariencia brillante, alta rigidez y la capacidad para tolerar varios
tipos de condiciones de procesamiento; debido a que tiene el potencial de reemplazar
polimeros tradicionales como el tereftalato de polietileno (PET), poliestireno (PS) y
policarbonato (PC). Este tiene mdultiples aplicaciones (Tabla 7) y se ha usado

principalmente en el envasado de alimentos.



Tabla 7.

Aplicaciones de acido polilactico

Polimero. Aplicaciones.
PLGA* | PGA** Reemplazo de valvula pulmonar ovina.

PLA / quitosano PLA

/ PLGA / quitosano Portador de farmaco / liberacién de farmaco.
PLA

PLGA y copolimeros  Suturas degradables.

Compuestos  PLA/  Andamios porosos para aplicaciones celulares.

HA

PLA-CaP y PLGA- Dispositivos de fijacion 0sea, placas, clavijas, tornillos y alambres,

CaP aplicaciones ortopédicas.

PDLLA" Recubrimientos sobre implantes metalicos.

PLA/PLGA Uso en terapia génica basada en células para enfermedades

cardiovasculares, regeneracion de tejidos musculares, huesos y cartilagos y
otros tratamientos de afecciones cardiovasculares y neuroldgicas.

PLA y mezclas de Peliculas de embalaje, contenedores de productos basicos,
PLA electrodomésticos, carcasas de teléfonos maviles, alfombrillas, repuestos
para automoviles.

Nota. La tabla presenta las diferentes aplicaciones del PLA y sus mezclas en varios campos.
*Copolimero biodegradable que produce &acido glicélico y acido lactico como productos de
degradacion. **acid poliglicélico. ~acido poli-L-lactico. Tomado de: R. P. Babu, K. O’'Connor, & R.
Seeram, “Current progress on bio-based polymers and their future trends,” Prog. Biomater., vol. 2, no.
1, p. 8, 2013, doi: 10.1186/2194-0517-2-8.

3.4 Biopolimeros extraidos a partir de la sintesis de microorganismos

En este grupo se destacan los polihidroxialcanoatos (PHA) que son una familia de
poliésteres  producidos por fermentacion bacteriana, mediante  granulos
intracitoplasmaticos (reserva carbono y energia). Este puede ser producido por
variedad de bacterias, utilizando diferentes materias primas de desechos renovables
como aceites vegetales, desechos organicos, desechos solidos urbanos, acidos grasos
y varia segun el PHA que ser quiera producir. Un proceso genérico para producir PHA
por fermentacién bacteriana implica: fermentacién, aislamiento y purificacién del caldo

de fermentacion [36].



En la actualidad se han identificado mas de 150 mondmeros de PHA, lo que permite la
produccién de biopolimeros con una amplia gama de propiedades térmicas y
mecanicas, que los hacen termoplasticos, aunque depende directamente de la materia
prima empleada. Los PHA poseen propiedades fisicas y quimicas similares a los
plasticos de origen fosil, como dureza y flexibilidad. Adicionalmente, se han identificado
cerca de 200 especies microbianas capaces de sintetizar PHAS, pero pocas de ellas
son usadas a nivel industrial, debido a que la mayoria de estas, producen PHAs como

metabolito secundario de bajo peso en biomasa seca [37].

Ademas, los PHA han demostrado tener algunas ventajas que los hacen mucho
mejores que los plasticos convencionales y otros tipos de biopolimeros, estos son
resistentes a la degradacion hidrolitica ya que son insolubles en agua, resisten la
radiacion UV con baja permeabilidad al oxigeno, posee un amplio rango de
temperaturas de fusion (Tr) y temperaturas de transicion vitrea (Tg) basadas en el peso

molecular y cristalinidad del polimero (Ver Tabla 8) [38].

Estos biopolimeros son aptos para distintas aplicaciones: en envasado de alimentos,
incluidos tapones y cierres, articulos desechables, como tenedores, cucharas,
cuchillos, tinas, bandejas y tapas de tazas calientes; y productos como articulos para el
hogar, cosméticos, envases médicos, entre otros [39].



Tabla 8.

Algunas propiedades mecanicas de los polimeros y biopolimeros

P3HB-

Propiedad PP LDPE PS PVC P3HB P3HB-3HV 4HB
Tt [°C] 168 123 - - 177 140 150
Tq [°C] -20 -36 90 110 4 -1 -7
Cristalinidad [%] 60 30 - - 70 60 45
Mddulo de Young
(GPa] 1,3 0,4 3,2 3,2 35 0,8 -
Fuerza de tension 36 20 36 46 43 20 26
[MPa]
Alargamiento de rotura 350 530 5 60 5 50 444
[%]
Resistencia al impacto 50 . 24 580 60 110 )

[J/m]

Nota. *No hay fractura; — No se encuentra disponible. (PP) Polipropileno; (LDPE) Polietileno de baja
densidad; (PS) Poliestireno; (P3HB) poli-3-hidroxibutirato; (P3HB-3HV) poli-3-hidroxibutirato-co- -3-
hidroxivalerato; (P3HB-4HB) poli-3-hidroxibutirato-co-4- hidroxibutirato. Tomado de: Yu, J. “Microbial
Production of Bioplastics from Renewable Resources”. Bioprocessing for Value-Added Products from
Renewable Resources, 585-610. 2007, doi:10.1016/b978-044452114-9/50024-4 [Accedido: Oct. 30,
2021]

3.5 Avances tecnolégicos parala produccién de biopolimeros

Los biopolimeros han tenido mucho protagonismo en los ultimos afios, puesto a que las
investigaciones en torno a ellos son de optimizacién, aplicabilidad y factibilidad en los
diversos sectores en la industria; como lo es en la industria de la construccion, textil,
plasticos y biomédica. La produccion de biopolimeros supone una desventaja a nivel
econdmico, ya que la materia prima y el tratamiento del inéculo representa entre el 30 y
40 % de los costos totales asociados al dicho proceso; en cuanto al aspecto ambiental,
es una gran alternativa a los polimeros convencionales, ya que estos pueden
degradarse en la naturaleza de manera espontanea; aunque varia el tiempo de dicha

degradacion [40].

Las investigaciones emergen de la necesidad de reducir los costos de produccion,

estos costos se encuentran muy ligados en los pretratamientos de las fuentes de



carbono, adicién de nutrientes y preparacion de caldos de cultivo. Por lo tanto, se han
estudiado diferentes fuentes de carbono a partir de desechos de la industria,

mayoritariamente en la industria agricola.

Tabla 9.
Comparacion de algunas caracteristicas principales de los polimeros
Biopolimeros. Polimeros basados en petrdleo.
Produccion sostenible a partir de recursos La produccidn utiliza recursos naturales
renovables. valiosos.
Respetuoso con el medio ambiente con Biocompatibilidad y potencial de
naturaleza biocompatible y biodegradable. biodegradabilidad limitados.

Estructura polimérica diversificada que mejora  Flexibilidad limitada para la derivatizacién
la funcionalidad y adapta la composicion para usos especificos.
quimica para usos especificos.

Emisiones bajas de diéxido de carbono y Altas emisiones de diéxido de carbono y
gases de efecto invernadero. gases de efecto invernadero.
Mayor costo de produccién. Menores costos de produccion.

Nota. La tabla presenta la comparacion entre biopolimeros y polimeros convencionales. Tomado
de: Sengor, S. “Review of Current Applications of Microbial Biopolymers in Soil and Future
Perspectives”. Southern Methodist University. 2019. Doi: 10.1021/bk-2019-1323.ch013.

3.6 Comparacion PHA 'y PLA

La produccién de PLA a partir de lactosuero como sustrato es una opcion viable
debido a sus altos rendimientos, como lo aseguran Rojas et al. [41], Tsapekos et al.
[42], Cuervo [43], Cuervo y Echeverry [44] los cuales reportan el uso del 15% de
lactosa, con un rendimiento de PLA del 11,71 g/L a partir de Lactobacillus delbrueckii.
No obstante, en las fuentes consultadas, el microorganismo es anaerobio; generando
asi emisiones de CHsen el proceso que, si bien no representa una desventaja debido
a la posibilidad del aprovechamiento de este, es un factor diferencial respecto a la
produccion de PHA'’s.

Dado que, en las investigaciones y fuentes consultadas, el PHA's presenta un

consumo superior al 45%, lo que representa una reduccion de DBO y DQO en el



efluente del proceso (debido a que la cantidad de lactosa es proporcional a dichos
parametros) [45].

En la produccién de PLA a partir de lactosuero como sustrato, se utiliza un reactor
catalitico al vacio (con SnCl2 como catalizador), lo cual es una ventaja ya que se
reducen los tiempos de residencia en el reactor y el consumo energético. Sin
embargo, comparado con las investigaciones realizadas para la produccion de PHA's
a partir de lactosuero, los tiempos de residencia son mayores que los presentados en
la patente y articulos consultados; para la producciéon de PHA's data entre 36 - 46
horas en procesos batch o semicontinuos y en la produccion de PLA, data entre 72 —
96 horas en proceso batch [41], [42], [43], [44].

Por ultimo, en la etapa de separacion de PLA el agua posee afinidad con el acido
polilactico, lo cual hace compleja la separacion de PLA del mismo. Dado que se debe
usar mas de un agente de separacion para obtener el producto final y comparando
dichas referencias con las investigaciones consultadas, el PLA presenta una
desventaja en la separacion, ya que requiere mas unidades de proceso y el uso de
solventes como acetona, n-pentano y/o éter dietilico en el downstream [41], [42], [43],
[44].



4. BIOPOLIMEROS OBTENIDOS A PARTIR DE LACTOSUERO

4.1 Metodologia busqueda de la informacion

Para la identificacion de aquellos biopolimeros que se pueden obtener a partir de
lactosuero se realiz6 una busqueda e identificacion de diferentes documentos mediante
las siguientes palabras: Biopolymers, Cheese Whey, biopolimeros microbianos;
utilizando bases de datos tales como, Scopus, ScienceDirect y SpringerLink, teniendo
en cuenta el titulo del articulo, resumen, palabras clave, pais y afio de publicacion.

Excluyendo aquellas publicaciones en las que su afio de publicacion fuese menor al
afio 2010. Obteniendo asi un total de 12 documentos, los cuales, son consultados y
analizados para generar matrices de decisiones que seran determinantes para la
definicion de las variables de operacién del disefio conceptual basico planteado. Los
criterios de decision para la seleccion de articulos, se basa en aquellos que sean de
tipo experimental o que brinden datos relacionados a rendimientos, tiempos de
residencia y variables de operacion que permitan reducir la incertidumbre en el disefio

planteado.

Posteriormente, con los documentos extraidos se organizé en Microsoft Excel una tabla
(ver Tabla 10) que incluyo los siguientes datos: nombre de los autores firmantes, titulo
de la publicacién, tipo de publicacién, afio de la publicacién, revista de publicacion,
pais, Universidad/ instituto, Region/departamento y biopolimero producido. Esta
informacién permitié6 en un primer momento identificar los paises, revistas y autores
gue mas han publicado acerca del tema. En un segundo momento, se pudo identificar y

analizar qué tipo de biopolimero se podia obtener a partir de lactosuero.

4.2 Poliésteres alifaticos

Los poliésteres alifaticos son la clase de polimeros biodegradable mas estudiada
debido a que contiene una gran variedad de mondmeros [46]. Las reacciones de
polimerizacién que se da en dichos poliésteres son de apertura de anillos que, en su

mayoria, se prepara de dicha manera; con el objetivo de aperturas de anillos de



lactonas de seis a siete miembros que conforman los monémeros, obteniendo un peso
molecular alto. Las reacciones de condensacion, se da cuando se busca un peso

molecular bajo [46].

Los poliésteres alifaticos, se pueden clasificar de dos maneras, segun la union de los
monomeros constituyentes: los policarbonatos de alquenos y los polihidroxialcanoatos.
Los policarbonatos de alquenos reaccionan por condensacion de dioles y acidos
carboxilicos; los polimeros que los conforman son los polisuccinatos de butileno (PBS)
y los polisuccinatos de etileno (PES) [46], [47].



Tabla 10.

Articulos base para la construccion y determinacion de biopolimero

Autores firmantes Titulo de publicacion o de publicac A'-!D d'.e, Rev!sta fj,e Pais Universidad/Instituto Region/Dpto BIDleII‘I:IE[D
publicacion publicacion producido
Evaluacidn de un
sistema mixto de
enzimas para la
R Rico prnd.uccmn?u:l.e Tesis de 2018 Colombia Universidad Na!:mnal Bogotd
galactooligosacaridos vy doctorado de Colombia
acido glucdnico a partir
de lactosuero como
fuente de lactosa
Analisis de la
) produccion de . L .
C. Alvarez polihidroxibutirato Tesis de 2015 Colombia ~ -mversidad Nacional -, G s PHB
maestria de Colombia
usando lactosuero como
materia prima
Life cycle assessment of i o
B.Chalermthai, A. bioplastic production Bioresource . Khallf&! University of .
. . . . United Arab Science and United Arab
Giwa, J. Schmidt, et from whey protein Articulo 2021 Technology i o .
) . Emirates Technology/University ~ Emirates
al. obtained from dairy Reports
. of Southern Denmark.
residues
Polyhydroxyalkanoates
B. Colombo, T. (PHASs) production from Bi Universita degli Studi Wil
Sciarra, M. Heis, ef fermented cheese whey Articulo 2016 loresource ltalia, Portugal di Milano/Universidade vano, PHAs
. . Technology . Caparicia
al. by using a mixed MNova de Lisboa

microbial culture




Tabla 10. Continuacién

Tipo de Afio de Revista de Pais Universidad/lnstituto Region/Dpto Biopolimero

Autores firmantes  Titulo de publicacion publicacion publicacion publicacion producido

Universidad Técnica
del Norte (UTN)
Universidad Técnica de
. - Valorizacidn del suero Machala/ Universidad
J. Pais, J. Nifiez, M. de leche: Una visidn Articulo 2007 Bionatura Ecuador Macional Mayor de

Ibarra,
Machala, San  PHA, PLA,
Marcos, PLC, EPS

Lara, ef al desde la biotecnologia San Marcos/, Center .
; Guayaquil
for Nanoscience and
Manotecnology
(CEMNCINAT).
A_F. De Gioannis, The dairv biorefinery- Universidad de Caglian
G. Inte ratﬁ treatmerirt- Journal of { Univercidad Macional ~ Cagliari,
Dessi, P. g g Ariculo 2020 Environmental ltalia, Irlanda de Irlanda / Roma, PLA v PHA
. processes for cheese .
Isipato, M. N~ Management Universidad de Roma Galway
whey valorisation ; . .
Lens, et al. La Sapienza
P.Zikmanis, 3. Production of Bi d
Kolesovs, P. biodegradable microbial Articulo 2020 0reSOurces an Letonia Universidad de Letonia Riga PHAs v EPS
. Bioprocessing
Semjonovs polymers from whey
Polimeros
biodegradables como
M. J. Loayza alternativa para reducirla  Tesis de 2021 Perii Universidad Cientifica Lima PHA, EPS v
produccian y el pregrado del Sur PLA

consumo de productos
elaborados con plastico




Tabla 10. Continuacién

Autores firmantes Titulo de publicacion T'EO d'.e, An.D d'.e, Rev!sta fj,e Pais Universidad/Instituto Region/Dpto BIDpDhI‘I:IEfD
publicacién publicacion publicacion producido
|dentification of
S. A Sanchez, A_ L. polyhydroxyalkanoate- Revista N .
Mora, M. A. Marin, producing bacteria in Articulo 2012 Colombiana de Colombia Universidad Na!:mnal Medellin PHA's
. . . . , de Colombia
S. Yepes soils contaminated with Biotecnologia
figue wastes
Structural assessment
A M. Khattab, M. E. of the bioplastic (poly-3- International
Esmael, A A. hydroxybutyrate) . Journal of . o .
Farrag, and M| A produced by Bacillus Articulo 2021 Biological Egipto Universidad Al-Azhar El Cairo P3HB
Ilbrahim flexus Azu-AZ2 through Macromolecules
cheese whey valorization
Comportamiento
. antaganico de Bacilus g g . Universidad Autonoma . P3HB, P3HB-
A_ Martinez megaferium (de Bary, 2016 México . . Torredn
: pregrado Agraria Antonio Marro co-HV
1884) contra hogos in
vitro
Optimization and fed-
S. RamKumar batch production of PHB Universidad de
Pandian, V. Deepak, utilizing dairy waste and Articul 2010 Bioresour India/Corea del Kalasalingam/Universi  Krishnankail/ PHE
K. Kalishwaralal et~ sea water as nutrient euio Technology Sur dad Macional de Busan

al. sources by Bacillus Pusan (PNU)

megaterium SRKP-3

Nota. La tabla muestra una recopilacion de los articulos claves consultados para la elaboraciéon del presente capitulo.



4.3 PHA

Los PHA son derivados de una clase de poliésteres alifaticos, producidos por plantas o
microorganismos [48], [49]. En la produccion en plantas, los niveles se encuentran por
debajo del 10% de peso en seco; y una produccion mayor, genera efectos negativos en
el desarrollo y crecimiento de la misma [49]. El primer descubrimiento de la sintesis de
PHA fue en 1926 por el investigador francés Lemoigne, el cual, obtuvo acido poli-3-

hidroxibutirico (P(3HB)), a partir de Bacillus megaterium [50].

A partir de la década de 1959, se han creado empresas dedicadas a la
comercializacion de PHA; W. R. Grace & Company, fue la primera empresa que intentd
producir el acido poli-3-hidroxibutirico (P(3HB)). Sin embargo, la baja eficiencia de la
sintesis y los problemas con la purificacion de los PHA en esa época, obligaron a cerrar

la empresa [50].

Figura 6.

Estructura y conformacién de los PHA
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R=etil Poli(3-hidroxivalerato)
R=propil Poli(3-hidroxihexanoato)
R=pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonil Poli(3-hydroxidodecanoato)

Nota. La figura muestra la conformacion del mondémero principal de los
PHA. Tomado de: M. G. Gonzéles Gutiérrez, “Produccion de poli-
hidroxialcanoatos por bacterias del género Bacillus de origen marino,” pp.
4-19, 2008. Disponible en:
https://cibnor.repositorioinstitucional.mx/jspui/bitstream/1001/288/1/gonzale
Z_m.pdf.


https://cibnor.repositorioinstitucional.mx/jspui/bitstream/1001/288/1/gonzalez_m.pdf
https://cibnor.repositorioinstitucional.mx/jspui/bitstream/1001/288/1/gonzalez_m.pdf

El monémero que conforman los PHA, consta de un grupo carboxilo al final de la
secuencia, un éster al inicio de la secuencia polimérica y un radical en el primer
carbono terciario, el cual, puede ser hidrégeno o un constituyente del grupo alquilo

como se observa en la Figura 6.

Figura 7.

Rutas de biosintesis de PHA
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Nota. La figura muestra a grandes rasgos dos rutas para la biosintesis de PHA. Tomado de: J.
Mozejko-Ciesielska and R. Kiewisz, “Bacterial polyhydroxyalkanoates: Still fabulous?” Microbiol. Res.,
vol. 192, no. 2016, pp. 271-282, 2016, doi: 10.1016/j.micres.2016.07.010.

Los PHA son sintetizados por microorganismos y se almacenan como granulos en el
citoplasma en condiciones de estrés. Para su fase de crecimiento, se requiere de un

exceso en carbono y nutrientes esenciales como el nitrégeno o fosforo [50].



Los PHA se pueden clasificar segun el largo de la cadena polimérica; scl-PHA (PHA de
cadena corta) y mcl-PHA (PHA de cadena media). Los scl-PHA constan de 3 a 5
atomos de carbono en su estructura, mientras los mcl-PHA constan de 6 a 14 atomos
de carbono en su estructura (son acumulados principalmente por Pseudonomas sp.)
[50].

Las rutas de biosintesis de PHA dependen de la fuente se sustrato requerido por el
microorganismo; pueden ser sustratos ricos en azucares 0 acidos grasos; como se

observa en la Figura 7.

A partir de sustratos mixtos, las bacterias son capaces de producir copolimeros de
cadena corta como el P3HBV (poli 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) o el P3HB-co-
4HB (poli 3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato); y de cadena media como el poli (3-
hidroxihexanoato-co-3hidroxioctanoato) (P (3HHx-co-3HO)). Adicionalmente, existen
copolimeros que constan de mondémeros tanto de cadena corta como media, como el
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) P (3HB-co-3HHXx) [50].

Los PHA también se pueden clasificar segun el arreglo estructura de la cadena
polimérica; siendo homopolimeros aquellas cadenas que solo las conforman un solo
tipo de monoémero (es decir, su secuencia no varia). A diferencia de los copolimeros
qgue su estructura la conforman dos o mas mondémeros y su secuencia puede ser
aleatoria. La conformacion de homopolimeros o copolimeros del PHA dependen
directamente de la disponibilidad de carbono, nitrégeno y fésforo en el sustrato;
también depende de la cepa a emplear y las condiciones de estrés durante la fase de

crecimiento [37].



Figura 8.

Ruta de biosintesis de PHA a partir de lactosuero

Lactosuero

B — Galactosidasa // \

M,O0H
|

\ W ’ \_H‘L 3 Y

\\ OH e ‘f§§:_.;

H .

Glucosa Galactosa
B

* Acetil-CoA ‘

C D [ - Ketotiolasa

P Acetoacetil-CoA
Tnoforasa
Acetoacetil-CoA Reductasa

Acetoacetato

Deshidrogenasa

R-3-Hidroxibutirato
3-Hidroxibutiril-CoA

3-H idroxibu*ti rato T

\ /

X
PHA Despolimerasa \ /PHA Sintasa
- inta

® boi3-Hidroxibutirato ¢

Nota. La figura representa la ruta de biosintesis a partir de lactosuero, para
formar PHA de tipo slc-Poli(3-hidroxibutirato). En rojo se encuentran las
enzimas involucradas en cada etapa. Adaptado: M. Koller et al., “Potential of
various archae- and eubacterial strains as industrial polyhydroxyalkanoate
producers from whey,” Macromol. Biosci., vol. 7, no. 2, pp. 218-226, 2007, doi:
10.1002/mabi.200600211.

El polihidroxibutirato (PHB), es un homopolimero (derivado de PHA), cuyas unidades
monoméricas estan todas en la configuracién D (-) debido a la esteroespecificidad* de
las enzimas involucradas en la biosintesis [51]. Es un polimero altamente cristalino

(55% - 80%), lo cual hace que sea un material excesivamente fragil. La temperatura de

4 Esteroespecificidad: Mecanismo de formacién de un Unico estereoisémero.



transicion vitrea y de fusion son 5 y 175 °C, respectivamente [51]. Se usa en gran
medida PHB como material en aplicaciones biomédicas, tales como filamentos de
suturas, portadores de drogas y generacion de constructos para el crecimiento celular

debido a que resulta biocompatible [51].

La ruta biolégica del lactosuero, comienza con el fraccionamiento de disacaridos en
mondémeros como la glucosa y galactosa. La enzima encargada de dicho
fraccionamiento es la B — galactosidasa, que posteriormente pasa por un proceso de
glucolisis; obteniendo como producto Acetil-CoA. La enzima 3 — cetotiolasa se encarga
de transformar el Acetil-CoA en Acetoacetil-CoA (proceso de condensacion), y
posteriormente se reduce al mondémero Hidroxiburitil-CoA y finalmente polimeriza a
PHB (ver Figura 8) [52], [53].

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una gran alternativa para reemplazar los plasticos
de origen fésil, dado que estos son biodegradables, biocompatibles y pueden
producirse biolégicamente, ademas se atribuyen caracteristicas comparables a los
plasticos convencionales. Independientemente de sus caracteristicas y ventajas
ambientales su produccion se ve obstaculizada por el alto costo de produccion. Como
ya se ha mencionado los PHA se obtienen mediante fermentacion bacteriana, y uno de
los principales costos (40%) asociados con su produccion se deriva de la fuente de

carbono utilizada para dicha fermentacién [54].

Es por ello, que se han realizado diferentes investigaciones que buscan el uso de
desechos agro industriales como fuentes de carbono para producir PHA, entre los que
se encuentra aguas residuales, desperdicio de alimentos, almidon, aceite de cocina
usado, melaza, agua de conserva de tomates, lactosuero, cascaras de guisantes, entre

otros.

El lactosuero siendo uno de los mayores desechos de la industria lactea, se ha
convertido en una fuente de carbono viable para la produccion de PHA. El lactosuero
tiene en su composicidbn mayoritariamente lactosa (4,0 — 5,2%), la responsable de la

mayor parte de demanda bioquimica de oxigeno del lactosuero [4]. Es por ello, que el



uso de lactosuero como sustrato podria transformar la produccion de PHA en un

proceso menos costoso y al mismo tiempo resolver un problema ambiental.

Tabla 11.

Matriz de decision

Tipo de : . Método de Tipode Rendimiento .
Sustrato cultivo Microorganismo cultivo PHA (g L h Referencia
Permeado - Lote P-3(HB-
*%
de MMC. Indefinido. alimentado. co-HV). 0,56 [37]
lactosuero PHB/P
en polvo - Lote X
fermentado + MMC. Indefinido. alimentado. B(ﬂ?/-)co- 0,45 [38]
aditivos. :
Sobrenadant Esche_rlch|a coli
e de Cultivos modificada con
lactosuero de Azotobacter sp. . Lote PHB. 0,23 [39]
. S Genes de alimentado.
en polvo + ingenieria o .
aditivos biosintesis de
: PHA.
Lactosuero
- Lote P-3(HB-
fermentado MMC. Indefinido. alimentado. co-HV). 0,68 [40]
en polvo.
Lactosuero
permeado Haloferax Lote P-3(HB-
hidrolizado + MMC. Mediterranei. alimentado. co-HV). 0.15 [48]
Aditivos.
Lactosuero. MMC. Alcaligenes latus. Lote. PHB. 0,11 [55]

Nota. *Los valores se refieren a los mejores rendimientos obtenidos para la producciéon de PHA a partir
de suero en cada articulo. Para facilitar la comparacién, cuando fue necesario, se realizaron calculos
para llegar a valores en g / L / h. De lo contrario, informamos los valores tal como se presentan en el
trabajo citado. **MMC: Cultivo microbiano mixto. Basado en: P. Neubauer et al. “Prospects for the Use of
Whey for Polyhydroxyalkanoate (PHA) Production”. 2019. [En linea]. Disponible en:
https://doi.org/10.3389/fmich.2019.00992.

Sin embargo, el uso eficiente del lactosuero como fuente de carbono para la produccion
de PHA todavia se ve obstaculizado por numerosos problemas, incluidos los
tratamientos previos al lactosuero y la eleccion de la cepa productora de PHA [54]. La
Tabla 11 se recopilan diferentes investigaciones sobre el uso de lactosuero para

produccion de PHA.
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Figura 9.

Posibles vias para la produccion de PHA a partir de lactosuero

Produccion de
gqueso Ricotta

Scaotta

Lactoswero
Pretratamisntos:
* Sacado por aspersion.
* Filtracidn.
A s # Esterlizacion
* Adicion de fuente mineral o de nitrdgeno
+ Diigestion quimica o ensimsatica de lactosa.
L

¥

Cepss de Inganieria:
# E.Caoli modificada con A Latus
# E.Caoli modificada con C. necator
# E.Caoli modificada con Azobacter sp.
# C. necator modificado con E.coli lactosa

¥

¥

Cepas de tipo sahaje:
» Alcaligenes spp.
# Sinorhizbium spp.
# Bacullus spp.
# Hydrogenophaga spp.
» Methylobacterium spp.
# Pseudonomas spp.
» Haloferax spp.

# Hydrogenophaga spp.

Cultivos microbianos
mixtos: Se originaron =
partir de residuos o
enfomos naturales,
enriguecidos pars
organismos productores
de PHA

» Thermus spp.
# Halomonas spp.

¥

polinidroxialcanoatos

Reciclaje de flujo de
residuos de produccion de
PHA como suplementas
para nuevas fermentacionss

Nota. La figura muestra las posibles vias para la producciéon de polihidroxialcanoatos a partir de
lactosuero. Tomado de: T. M. Amaro, D. Rosa, G. Comi, and L. lacumin, “Prospects for the use of whey
for polyhydroxyalkanoate (PHA) production,” Front. Microbiol., vol. 10, no. MAY, pp. 1-12, 2019, doi:

10.3389/fmicb.2019.00992.

Existen diversas vias de produccion de polihidroxialcanoatos a partir del lactosuero

como se puede observar en la Figura 9. El lactosuero entero se puede utilizar

directamente en fermentaciones que producen PHA. Sin embargo, a este se le realiza

una serie de pretratamientos con el fin de generar una produccion eficiente de PHA;

Por ejemplo, en la produccion de queso ricotta que se obtiene a partir del lactosuero

drenado de la preparacion de otros quesos, se genera un subproducto llamado suero

de queso ricotta o scotta, que puede utilizarse directamente o después de someterse a

pretratamientos para la produccion de PHA [54].



La produccion de PHA a partir de lactosuero también se puede lograr mediante el uso
de organismos que se encuentran en la naturaleza y son capaces de producir PHA a
partir de lactosuero o sus derivados. Entre estos microorganismos se encuentran las
cepas de tipo salvaje, cepas de ingenieria mejoradas para la produccion de PHA o el

consumo de lactosuero y cultivos microbianos mixtos (MMC).

Los cultivos MMC se pueden originar a partir de corrientes de desecho o ser extraidos
directamente de la naturaleza y pueden enriquecerse en microorganismos productores
de PHA, generalmente mediante ciclos de festin y hambruna. Ademas, durante la
produccién de PHA, se generan corrientes de desechos que pueden usarse como

aditivos para nuevas fermentaciones.

4.4 Aplicaciones de PHA

Gracias al alto peso molecular de los PHA, sus caracteristicas termoplésticas, sus
propiedades fisicas y mecanicas, los convierten en grandes candidatos para variedad
de aplicaciones en la industria agricola, la industria biomédica, la industria de los
empaques; como plastico para embalaje, bolsas biodegradables y sustituto de plasticos
de un solo uso, o como materias primas para la sintesis de quimicos

enantioméricamente® puros y para la produccién de pinturas.

En cuanto al P3HB, este es un termoplastico con propiedades similares al polipropileno
y se usa principalmente para técnicas de moldeado. En cambio, los copolimeros de
P (3HBco3HV), tienen aplicaciones como material de empaque, productos higiénicos,

agricolas y biomédicos [56].

Recientemente, en la industria agricola, se utiliza un derivado de PHA (P(3-PHB)) para
la elaboracion de materas biodegradables, tubos de irrigacidbn, empaques para
fertilizantes, pesticidas y herbicidas. Una gran ventaja de la aplicacion de biopolimeros

en esta industria, es que no se requiere un alto grado de purificacion del polimero,

5 Enantiémero: clase de estereoisémeros tales que en la pareja de compuestos la molécula de uno es
imagen especular de la molécula del otro y no son superponibles.



haciendo que los costos de separacion y extraccion sean menores comparados con los
procesos de otras industrias [56], [57], [58].

Los PHA son de alta biocompatibilidad con el tejido humano y estos son reabsorbidos a
una baja velocidad, por ende, son usados con mayor frecuencia en la industria
biomédica. En cuanto a los medicamentos, los PHA son usados en encapsulamiento de
medicamentos, debido a que el material se hidroliza en metabolitos biocompatibles.
Ultimamente, los PHA son utilizados como material 6seo sintético® o de fijacion para

estimular el crecimiento de los huesos [59], [60].

La aplicacion mas conocida de estos PHA de cadena corta, es en la fabricacion de
botellas desechables para champu, contenedores para productos alimenticios, bolsas y
otros productos desechables como pafales, servilletas, rastrillos, vasos y cubiertos.
Adicionalmente, se pueden obtener biopeliculas para empaques, debido a sus

propiedades similares al polipropileno (PP) [60].

4.5 Biopeliculas

Una biopelicula es un material de envoltura (empaque) que se emplea en los alimentos,
debe ser libre de sustancias téxicas, segura para la salud y sirve para prolongar la vida
util de los alimentos a través del control sobre el desarrollo de microorganismos [61].
Las biopeliculas pueden ser producidas a partir de una gran variedad de lipidos, y

proteinas; en el caso del lactosuero se debe a su valor proteico.

Las biopeliculas presentan diferentes ventajas y exigencias funcionales que permiten
controlar las causas de alteracién del alimento a recubrir. En cuanto a las exigencias
funcionales, estas deben ser libres de toxicos y seguros para la salud, requieren de una
tecnologia simple para su elaboracién, deben ser protectores de la accion fisica,
guimica y mecanica, deben ser transparente y dado que presentan propiedades

sensoriales esto no debe ser detectado durante su consumo. Por otro lado, las

6 Oseo sintético: Una matriz extracelular en forma de pasta, totalmente sintética, que sirve como
alternativa para los autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos 6seos.



biopeliculas prolongan la vida atil de los alimentos a través del control sobre el
desarrollo de microorganismos y presentan propiedades de barrera como transparencia
de distintas sustancias, adecuada permeabilidad del vapor de agua, solutos y una
permeabilidad selectiva a gases y volatiles, desde el alimento hacia el exterior y

viceversa.

4.6Microorganismos que producen biopolimeros a partir de lactosuero como
sustrato

El lactosuero es un medio adecuado para el crecimiento microbiano. Sin embargo, se
ha demostrado que encontrar microorganismos que produzcan PHA de manera
eficiente cuando se cultivan en lactosuero es un gran desafio. Segun investigaciones
se ha demostrado que algunas de las mejores especies microbianas productoras de
PHA no pueden producir PHA directamente a partir de lactosuero. Es por ello que se
han venido buscando microorganismos capaces de producir PHA a partir de lactosuero.

Los polihidroxialcanoatos son biopolimeros sintetizados por algunas bacterias, que los
acumulan como reservas de carbono en forma de inclusiones citoplasméticas. Segun el
estudio realizado por Cardona et al. [62] en la identificacibn molecular de bacterias
productoras de PHA en subproductos lacteos y cafia de azucar, los lactosueros
presentan una gran diversidad de morfotipos bacterianos’ productores de PHAs,
debido a la riqueza nutricional que este posee, siendo identificadas en este sustrato las

bacterias Lactococcus lactis, Klebsiella sp., Enterobacter sp. y Pseudomonas sp.

"Morfotipos bacterianos: Clasificacion de las bacterias segun su morfologia.



Figura 10.

Clasificacion de microorganismos productores a escala industrial

Clasificacion de
microorganismos productores
de PHA a escala industrial

v v
Gram positivas Gram negativas
Bacillus megaterium > Pseudormonas
oleovorans
Bacillus cereus e Cupriavidus necator
Pseudomonas
Hi .
putida
i Alcaligenes latus
Azotobacter
. g ; ..
vinelandii

Nota. La figura muestra la clasificacion de algunas bacterias de interés industrial.
Basado en: S. A. Sanchez, A. L. Mora, M. A. Marin Montoya, and M. del S. Yepes,
“Identification of polyhydroxyalkanoate-producing bacteria in soils contaminated
with fique wastes,” Rev. Colomb. Biotecnol., vol. 14, no. 2, pp. 89-100, 2012.

Ademas, autores como Koller et. al [63] confirman la utilidad de dichas bacterias para
transformar lactosueros en PHASs, incluyendo E. Coli, Hydrogenophaga psedoflava,
Azotobacter sp., Lactobacillus sp., C. necator, Haloferax mediterranei y P.
hydrogenovora. El estudio realizado por Berwing et al. [55] demostré que, la bacteria
Alcaligenes latus, es capaz de convertir lactosa en PHA con un rendimiento de 0,11 g
L1 ht,

Otra opcién extremadamente valiosa para la producciéon de PHAs a partir de lactosuero

es mediante el uso de cultivos microbianos mixtos (MMC) en lugar de cepas



microbianas Unicas [64]. Los MMC son una gran opcion dado que no requieren
condiciones estériles y pueden adaptarse a diferentes sustratos. Sin embargo, a pesar
de esta flexibilidad, el uso de una comunidad microbiana desconocida para producir
PHA plantea preguntas sobre la eficiencia de produccion, la consistencia de las
caracteristicas del polimero y la biocompatibilidad cuando estos van a ser usados en

aplicaciones médicas [54].

4.6.1 Haloferax mediterrani

Haloferax mediterrani, es una cepa de tipo salvaje, extremadamente haldfila que
pertenece a la familia Halobacteriaceae, en el dominio Archaea. Fue aislada por
primera vez de estanques de evaporacion de sal cerca de Alicante, Espafa [40]. Esta
cepa se ha utilizado en diferentes estudios, dado que crece mas rapido que la mayoria
de los otros miembros, tiene excelente estabilidad genética, amplio espectro de
sustratos, ademas tiene una elevada eficiencia metabdlica y estabilidad del genoma a
altas concentraciones de solucion salina [65].

Este microorganismo es de caracter extremofilo, dado que requiere un alto
aproximadamente una concentracion de cloruro de sodio (NaCl) superior al 22%, plv,
para un crecimiento celular 6ptimo [40]. Esta caracteristica se convierte en una gran
ventaja para multiples aplicaciones dado que permite el cultivo exclusivo de esta cepa
incluso en condiciones no estériles sin poner en peligro el lote de fermentacion por

contaminacioén microbiana.

Entre las aplicaciones, Haloferax mediterrani ha sido investigado como productor de
polihidroxialcanoatos (PHA). En los primeros estudios se reportd que producia poli (3-
hidroxibutirato), P(3HB), pero estudios recientes han demostrado que acumula el

copolimero poli (3-hidroxibutirato-co-3- hidroxivalerato), P(3HB-co-3HV) [40].

Como ya se ha venido mencionando el costo mas alto en la produccion de
biopolimeros son los sustratos, es por ello, que para la produccion de P (3HB-co-3HV)

a partir de Haloferax mediterrani se han investigado diferentes fuentes de carbono de



bajo costo como sustratos alternativos, incluido la glucosa, el almidén, salvado de trigo,

salvado de arroz, glicerol, vinazo y lactosuero.

Tabla12.

Caracterizacion Haloferax mediterrani

Caracteristica. Haloferax mediterrani.
Tincién de Gram +
Morfologia celular Plano pleomérfico
Tipo de microorganismo Arquea
Esporas +
Motilidad* +
e
Oxidasa -
Catalasa
Haldfilo +
Utilizacion de
Sales +
Minerales
Produccion de
Amilasas
Hidrolasas
Xilosa -
Sorbitol -
PHB +

Nota. *Es un término de la biologia para expresar la habilidad de
moverse espontanea e independientemente. Basado en: A. Oren & J. E.
Hallsworth “Microbial weeds in hypersaline habitats: the enigma of the
weed-like Haloferax mediterranei” FEMS Microbiology Letters, Volume
359, Issue 2, 2014, p 134-142, https://doi.org/10.1111/1574-
6968.12571.

Debido a que este microorganismo requiere altas concentraciones de sal para su
crecimiento, los costos de produccion de biopolimeros disminuyen dado que no se

requiere condiciones estériles estrictas y una ventaja adicional de la produccién de
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PHA por arqueas haldfilas es la facilidad de recuperacion del polimero por choque hipo
osmatico de las células después de disminuir la salinidad del medio externo.

Por lo tanto, el procesamiento posterior, que generalmente implica la rotura de la
membrana celular, la separacion del polimero de los desechos celulares y, finalmente,
la purificacion del polimero, se simplifica significativamente, contribuyendo asi a la

reduccion de los costos totales de produccion.

4.6.2 Pseudomonas putida

Las Pseudomonas putida son bacilos Gram negativos, pertenecientes a la clase de las
gamma proteobacterias®. Es una de las especies de mayor interés industrial entre las
bacterias del género Pseudomonas, debido a su potencial de degradacion de
compuestos aromaticos y xenobidticos presenta la capacidad de colonizar el sistema
radicular* de las plantas, formar biopeliculas y bioplasticos y ser manejable desde el
punto de vista genético. Adicionalmente, es un microorganismo no patégeno, capaz de

vivir en suelos (en la rizosfera®) y en aguas dulces [66].

Las Pseudomonas putida poseen una gran versatilidad genomica, debido a su
expresion heterdloga de actividades y/o rutas metabdlicas procedentes de otros
microorganismos. Ademas, ha sido de gran utilidad en el disefio experimental de
nuevas rutas metabdlicas para el catabolismo de contaminantes organicos, en
particular de tipo aromatico, con aplicaciones en el campo de la biorremediacionf,
herramienta biotecnolégica para la produccién de compuestos de alto valor afiadido
como los PHAs, enzimas de interés comercial, ep6xidos, derivados de catecoles y

compuestos heterociclicos [66].

8 Proteobacterias: Son uno de los principales filos de bacterias e incluyen una gran variedad de
patdégenos.

9 Rizosfera: Interfaz entre las raices de las plantas y el suelo.

10Bijorremediacion: Biorremediacion se llama a cualquier proceso biotecnoldgico que utiliza
microorganismos, hongos, entre otros, para recuperar un ambiente alterado por contaminantes a su
condicion natural.



Tabla 13.

Caracterizacion Pseudomonas putida

Caracteristica. Pseudomonas putida.

Tincion de Gram -
Morfologia celular Bacilo (baston o curvo)

Redonda, lisa y en general son
Morfologia colonial translucidas e incoloras (a excepcién
en condiciones de estrés)

Esporas -

Motilidad* +

Tipo de microorganismo .
(dependiente de T) Mesofilo
Temperatura 6ptima de 27°C (47°C en condiciones de
crecimiento estrés)

Oxidasa +

Catalasa +

Patdgeno +

Nota. *Es un término de la biologia para expresar la habilidad de moverse
espontanea e independientemente. Basado en: L. Molina et al., “Antibiotic
resistance determinants in a Pseudomonas putida strain isolated from a
hospital,” PLoS One, vol. 9, no. 1, (2014), doi:
10.1371/journal.pone.0081604.

4.6.3 Bacillus megaterium

La cepa Bacillus megaterium es uno de los microorganismos capaces de producir PHB.
El Bacillus megaterium es una bacteria Gram positiva, inmovil, formadora de esporas,
aerdbica estricta e hidroliza la caseina; se encuentran en muchos sitios en la
naturaleza, comunmente en sitios apicolas (debido al alto contenido de miel), cascarilla
de arroz, en agua de mar y sus sedimentos [53]. La cepa sintetiza acidos por
fermentacion; a partir de glucosa, fructosa, trehalosa, glicerol, manitol, sorbitol y D —
arabitol (ver Tabla 14).



Tabla 14.

Caracterizacion Bacillus megaterium

Caracteristica. Bacillus megaterium.
Tincién de Gram +
Morfologia celular Bacilo
Morfologia colonial Redonda, lisa y blanca
Esporas +
Motilidad* +
Tipo de microorganismo .
(dgpendiente degT) Mesofilo
Temlpe.ratura Optima de 37°C
crecimiento
Oxidasa -
Catalasa +
Utilizacion de
Manitol +
Maltosa +
Glucosa +
Citrato +
Butirato +
Lactato +
Produccién de acido de
Glucosa +
Manitol +
Xilosa +
Sorbitol +
Descarboxilacion de ornitina -
Descarboxilacion de lisina -
Reduccién de nitratos +
Hidrélisis de
Caseina +
Almidén -
Gelatina +
Esculina +

Nota. *Es un término de la biologia para expresar la habilidad de moverse
espontanea e independientemente. Tomado de: A. Martinez, “Comportamiento
antagonico de Bacillus megaterium (de Bary, 1884) contra hongos in vitro,”
2016.

La cepa, ha sido utilizada a lo largo de los afios en la industria, debido a su versatilidad
de crecer en medios simples y econdmicos; es usada para la produccion de enzimas,
amilasas, penicilina amidasa (enzimas generadoras de penicilinas semisintéticas) y
vitamina B12 [67].



Existen muchas investigaciones alrededor de la bacteria Bacillus megaterium en
produccion de PHA; Segun Rodriguez [68], los microorganismos Bacillus megaterium
uyuni S29 con genes variados, mostraron una produccion de PHB entre un 30% a un
70% de biomasa seca, significa entre un 0,45 g L*h'y 0,65 g L't htde concentracion
de PHB.

Segun Sanchez et al. [37], se utiliza Bacillus megaterium como bacteria productora de
PHA, usando como sustrato jugo de fique en el municipio de Guarne, Antioquia;
llegando a un rendimiento entre 63,8 mg/g y 95,3 mg/g de PHB. El aislamiento se
realiza a partir de diluciones seriadas del suelo del sector, posteriormente se utiliza
como medio una combinacion de sales minerales no especificadas y glucosa como

fuente de carbono.

4.7 Elaboracién de la matriz de decisiéon

Para la elaboraciéon de la matriz de decision, se tienen en cuenta aspectos como;
rendimiento en base al sustrato (lactosuero), economia del medio de crecimiento,

disponibilidad del microorganismo, aplicaciones en la industria.

Tabla 15.

Matriz de decision microorganismo productor de PHB

Bacillus Haloferax Pseudomonas
Factores. megaterium. mediterrani. puteri.

Rendimiento en 5 3 4
base al sustrato.
Economia del
medio de 3 5 4
crecimiento
Dl_sponlblldr_sld del 5 > 3
microorganismo
Apllcaqlones en la 5 3 5
industria.

Total 18 13 16

Nota. La valoracion cuantitativa se toma en una escala de uno a cinco, donde el niamero cinco

corresponde a la valoracién mas alta y el nUmero uno corresponde a la valoracién mas baja.



4.8 Condiciones de operacion del microorganismo

Como se puede observar en la Tabla 15, el mejor microorganismo para el desarrollo de
PHB a partir de lactosuero es el Bacillus megaterium. A continuacion, se hara una
caracterizacion del microrganismo y se mencionaran las condiciones de operacién
Optimas reportadas en la literatura tales como pH, temperatura, concentracion de
sustrato, porcentaje de indculo, el tipo y concentracion de fuente de carbono, que
permiten obtener los mejores rendimientos para el desarrollo de PHB usando como

sustrato lactosuero.

4.8.1 Sustrato en la produccién de PHB

Varios estudios se han centrado en la utilizaciéon de lactosuero como sustrato, sin
embargo, se plantea su uso como lactosuero entero, lactosuero filtrado o con algun
tratamiento previo. Segun el estudio realizado por S. Das et al. [45] El lactosuero ultra
filtrado genero un rendimiento de PHB de 7,34 g/L, superior al suero crudo, que genero
un rendimiento de PHB de 2,31 g/L.

Otros autores como C. Alvarez [69] confirman que para producir PHB a partir de
lactosuero este debe pasar por un pre tratamiento para lo cual proponen dos tipos: uno
basico que incluye procesos fisicos y quimicos para lograr la precipitacion de proteinas
en el que obtienen una acumulacion de PHB del 1%. EL segundo pre tratamiento es un
proceso de ultrafiltracion que permite remover la mayor cantidad de proteinas posibles
obteniendo un porcentaje de acumulacion de PHB de 3%.

Como se puede observar en la (Figura 11-a) y como lo confirman autores como S. Das
et al. y C. Alvarez, el aumento en la concentracion de PHB, después del pre tratamiento
del lactosuero se debe a la eliminacibn de algunas proteinas que redujeron la
concentracion de nitrdgeno propio del medio y facilito la acumulaciéon de PHB.
Teoricamente, la produccion de PHB se vuelve alta cuando el carbono es un exceso en
comparacion con el nitrogeno. Por lo tanto, se recomienda el uso de lactosuero filtrado

o ultrafiltrado.



Figura 11.

Andlisis de factores en la produccién de PHB
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Nota. La figura muestra el analisis de los diferentes parametros involucrados en la produccion de PHB
con respecto a (a) Sustrato, (b) tiempo (h); (c) pH. Tomado de: S. Das, A. Majumder, V. Shukla, P.
Suhazsini, and P. Radha, “Biosynthesis of Poly(3-hydroxybutyrate) from Cheese Whey by Bacillus
megaterium NCIM 5472,” J. Polym. Environ., vol. 26, no. 11, pp. 4176-4187, 2018, doi: 10.1007/s10924-
018-1288-2.



Figura 12.

SRS
9999999999 .




4.8.2 Disolucion del sustrato

En el estudio realizado por S. Das et al. [45] se variaron las diluciones desde 10:90
(suero: agua) hasta una concentracion total de sustrato del 100%, para lo cual se
obtuvo que a una concentracion de 100% sustrato se presenté un rendimiento de (8,10
g/L) de PHB, sin embargo, el PHB extraido a una concentracion de 90% sustrato fue
muy parecido al de 100% siendo (7,75%).

Para definir que disolucion era la mejor para el proceso, midieron la concentracién de
lactosa antes de la inoculacion y la lactosa residual. Como se puede observar en la
Tabla 16, la utilizacion de lactosa aumenta progresivamente, pero a una concentracion

del 100% sustrato, esta disminuye.
Tabla 16.

Porcentaje de utilizacion de lactosa a diferentes diluciones

Dilucién Concentracion de lactosa  Lactosa residual Porcentaje de lactosa usada
(Lactosuero: agua) [g/L] [g/L] [%]

10:90 0,55 0,3 45,45
20:80 1,05 0,46 56,19
30:70 1,98 0,83 58,08
40:60 3,08 1,23 60,06
50:50 3,98 1,55 62,31
60:40 4,64 1,69 63,54
70:30 5,89 2,06 64,02
80:20 7,61 2,58 66,09
90:10 9,15 2,92 68,08

100 10,96 4,93 55,01

Nota. La tabla muestra los diferentes porcentajes consumidos de lactosa a diferentes diluciones
(suero:agua). Tomado de: S. Das, A. Majumder, V. Shukla, P. Suhazsini, and P. Radha, “Biosynthesis of
Poly(3-hydroxybutyrate) from Cheese Whey by Bacillus megaterium NCIM 5472,” J. Polym. Environ., vol.
26, no. 11, pp. 4176-4187, 2018, doi: 10.1007/s10924-018-1288-2.

Esto lo confirma el estudio realizado por S. Obruca et al. [70] en el que optimizan la
dilucion del lactosuero para lograr la maxima produccion, confirmando que es un
parametro crucial tanto para la biomasa como para la producciéon de PHB. Se pudo

evidenciar que a una concentracion del 100% lactosuero este posee una alta



concentracion de sales y lactosa que causan una alta presion osmoética y por ende,
inhibe el crecimiento bacteriano y la biosintesis de PHB. Por lo tanto, la concentracion
mas Optima de la disolucion de sustrato es 90% lactosuero y 10% agua.

4.8.3 Tiempo

La acumulacién de PHB mediante Bacillus megaterium comienza después de las 12
horas de incubacién hasta las 48 horas como se puede observar en la Figura 11-b,
dado que después de este tiempo se presenta una disminucion en la produccién de
PHB, lo que puede deberse a la falta de macronutrientes o a la disminucion de la fuente
de carbono disponible en el medio, causando un efecto adverso en la produccién de
PHB [45].

Se observa un perfil similar en el estudio realizado por S. Obruca et al. [70] donde la
acumulaciéon de PHB comienza a partir de las 10 horas y los rendimientos mas altos de
produccién se observaron entre las 40 y 50 horas de cultivo, como se puede observar
en la Figura 14. Por otro lado, autores como G. Sathiyanata et al. [71] se pudo
observar que el microorganismo Bacillus megaterium comenz6 a producir PHB a partir
de las 12 horas y alcanzo una productividad méxima a las 48 horas. Por tanto, se
define el tiempo oOptimo para la produccién de PHB de 48 horas [45] basados en el

estudio de optimizacion.

4.8.4 pH

Segun el estudio realizado por S. Das et al. [45], se observé que la produccién de PHB
aumenta gradualmente hasta un pH de 7.0 y luego se deduce drasticamente cuando el
pH se incrementa, como se puede observar en la Figura 11-c. Ademas, autores como
S. Ramkumar et al. [53] en la optimizacion y produccion de PHB utilizando lactosuero,
salvado de arroz y agua de mar como fuentes de nutrientes mediante Bacillus
megaterium, evaluaron el efecto del pH en el rendimiento de PHB, concluyendo que a

un pH de 7 y 8 se obtienen los mejores rendimientos de produccion.



La disminucion en la produccién de PHB a pH mas elevados, puede deberse al efecto
de enzimas degradantes sobre el biopolimero, esto lo confirman otros autores en los
que el pH vario de 7,0 a 8 [38], [45]. Lo que permite concluir que la produccion maxima
de PHB se obtiene a un pH de 7.0.

4.85 Tamafno deindculo

El tamafio de inéculo 6ptimo reportado por S. Ramkumar et al. [53], corresponde al 5%
de volumen del medio, dato que confirman autores como S. Das et al. [45], donde
variaron el tamafio del in6culo de 2,5 a 12,5% (v/v) y como se puede observar en la
Figura 12-d la produccion mas alta de PHB se obtiene con un indculo del 5% mas alla
de este porcentaje la produccion disminuye. Esta disminucion puede deberse al
aumento de la competencia entre los organismos. Por lo cual, el tamafio éptimo del

in6culo es 5% (V/v).

4.8.6 Relacion C/N

Como ya se ha mencionado anteriormente, la produccién de PHB se vuelve alta
cuando el carbono es un exceso en comparacion con el nitrégeno. S. Das et al. [45]
Reporta que la relacion optima de C/N es de 9, esto se debe a que a una relacion de
mas alld de 9 ocurre una rapida absorcion de carbono en presencia de una
concentracion excesiva de nitrégeno cambiando asi el estado fisiolégico de la célula
gue imita la fase logaritmica en lugar de la fase estacionaria, lo que desfavorece la

produccién de PHB.

4.8.7 Cinética de crecimiento celular

En la Figura 13 se puede observar la curva de crecimiento celular, en la que se
evidencia que la fase logaritmica o exponencial comenzé a la quinta hora y finalizé a la
hora 24 y ya para la hora 25 las células alcanzaron la fase estacionaria. En esta fase el
crecimiento se ralentiza debido al agotamiento de los nutrientes esenciales y al efecto
de inhibicion debido a los metabolitos. El nimero de nuevas células generadas es

limitado y la tasa de crecimiento celular coincide con la de la muerte celular [45].



Ademaés, se puede observar que la absorciébn de lactosa ocurrié durante la fase
exponencial del crecimiento de las células microbianas, después disminuye
gradualmente. La produccion y acumulacion de PHB aumenta lentamente hasta la hora
36, después de esta hora ocurre un fuerte aumento. Luego a las 48 horas se logra la
mayor concentracion de PHB junto con el mayor porcentaje de acumulacion. Después
de la hora 48 la produccion y acumulacion disminuye, probablemente porque se agotan
las fuentes de carbono disponibles pasando asi a la fase de muerte.

Por otro lado, en la Figura 14 se muestra la cinética de crecimiento celular encontrada
en el articulo “Produccién de polihidroxialcanoatos a partir de suero de queso
empleando Bacillus megaterium CCM 2037” realizado por los autores S. Obruca et al.
[70], en la que se puede evidenciar que el crecimiento celular estuvo acompafiado por
la utilizacion de lactosa durante todo el cultivo, la formacion de biomasa alcanz6 un
méximo a la hora 28 y a partir de esta hora se produjo la fase estacionaria. La fase
estacionaria duro hasta la hora 50, a partir de este momento se puede evidenciar que

la concentracion de biomasa comenzé a disminuir y por ende la producciéon de PHB.



Figura 13.

Cinética de crecimiento Bacillus megaterium proceso optimizado
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Nota. En la figura se puede observar el perfil de concentracion para el crecimiento celular, la
utilizacion de sustrato, la produccion de PHB vy la fraccion de masa de PHB en biomasa a condiciones
optimizadas. Tomado de: S. Das et al, “Biosynthesis of Poly(3-hydroxybutyrate) rom cheese Whet by
Bacillus megaterium NCIM 5472,” J. Polym Environ., vol.26, no 11, doi: 1007/s10924-018-1288-2.



Figura 14.

Caracteristicas de crecimiento y produccion de Bacillus en lactosuero
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Nota. En la figura se puede observar la concentracién de biomasa, la produccion de
PHB vy la utilizacién de lactosa. Tomado de: S. Obruca, |. Marova, S. Melusova, and L.
Mravcova, “Production of polyhydroxyalkanoates from cheese whey employing Bacillus
megaterium CCM 2037,” Ann. Microbiol., vol. 61, no. 4, pp. 947-953, 2011, doi:
10.1007/s13213-011-0218-5. [Accedido: Nov 27, 2021]

Es importante mencionar que entre la Figura 13 y la Figura 14 existen diferencias en el
tiempo que empieza y finaliza el crecimiento celular muy pequefio, esto puede deberse
a que en el estudio realizado por S. Das et al, se plantea el uso de Unicamente
lactosuero como sustrato, a diferencia del estudio realizado por S. Obruca et al., en el

gue el lactosuero fue optimizado agregando pequefias cantidades de sales.



5. DISENO CONCEPTUAL BASICO

En general, un modelo de disefio es la forma de representacion del proceso que
desarrolla el disefiador en su labor. Estos se clasifican en dos grupos: Descriptivos y
prescriptivos. Los modelos descriptivos muestran la secuencia de actividades que
ocurren en disefio, dentro de los cuales se encuentra el modelo basico y el modelo
French. Por otro lado, lo modelos prescriptivos, son aquellos que prescriben un patrén

de actividades de disefio [72].

Entre los modelos descriptivos de disefio, se encuentra el modelo lineal, mediante el
cual se identifican las fases de disefio que son comunmente aceptadas por la mayoria
de investigadores, entre las que se encuentra la fase 1 (disefio conceptual), fase 2

(disefio preliminar) y fase 3 (disefio detallado) [72].

Para el desarrollo del proceso, nos centraremos en la fase 1 del modelo presentado,
siendo esta el disefio conceptual, para lo cual, se hara una descripcion detallada del
proceso; dando a conocer las principales condiciones del mismo. Posteriormente, se
plantea un diagrama general y de bloques del proceso, que permiten dar a conocer los
principales equipos y corrientes con sus respectivos flujos de materia. Finalmente, se

presentaran los equipos seleccionados para el proceso.

5.1 Descripcién del proceso de produccion

El proceso de produccion de PHB a partir de Bacillus megaterium usando como
sustrato lactosuero, se divide en diferentes etapas: Tratamiento de sustrato, tratamiento
medio de cultivo, tren de indculo, fermentacion y extraccion de PHB.

Para un correcto desarrollo del proceso, se toma una base de célculo teniendo en
cuenta la siguiente informacion: En el municipio de Villa de San Diego de Ubaté, se
producen al dia 503.000 litros de leche, de los cuales el 18% son destinados a la
produccion de quesos (90.648 litros/dia). El lactosuero generado en la produccion de



guesos, representa cerca del 85% al 90% del volumen de la leche destinada para tal fin
(76.959 litros/dia y 81.486 litros/dia respectivamente).

Para el desarrollo del proceso, se toma la media aritmética de la cantidad que se
produce al dia (79.222,5 litros/dia). Se toma como base de calculo el 1% de la
produccion diaria de lactosuero en las zonas antes nombradas (792,23 litros/dia), para
el disefio conceptual basico del proceso de produccion de PHA, a partir de Bacillus

megaterium.

5.1.1 Tratamiento de sustrato

Para la utilizacion de lactosuero en los procesos de producciéon de PHB, este debe
haber pasado por un pretratamiento: que consta de una centrifugacion y un tratamiento

mediante un proceso de ultrafiltracion.

Centrifugacién: Este proceso se realiza para eliminar las posibles trazas de queso,
caseina coagulada y grasas procedentes de la precipitaciébn en la elaboracion de
gueso. El objetivo de esta operacién es evitar posibles colmataciones!! en la

ultrafiltracién del lactosuero y permitir el crecimiento bacteriano.

Ultrafiltracion: En esta operaciéon ingresa el lactosuero previamente centrifugado de
forma tangencial en un moddulo tubular de ultrafiltracion, y es filtrado por unas
membranas de 1000 - 200000 D?a’?, donde se obtienen dos salidas de fluido: El filtrado
0 mejor conocido como permeado y el concentrado que contiene el mayor contenido de
proteinas [73]. En este proceso se usa el permeado que es rico en lactosa, dado que el
aumento en la concentracion de lactosa facilita la utilizacién y el almacenamiento de los

granulos de PHB en el cuerpo [45], [73].

11 Colmatacion: Es el fenomeno por el cual un sistema poroso o filtrante se encuentra obstruido o
atascando impidiendo el paso del fluido que podria traspasarlo.
12 a: Unidad de masa utilizada para expresar la masa atdbmica y molecular.



5.1.2 Tratamiento medio de cultivo

El medio de cultivo contiene una mezcla de sales, oligoelementos y lactosuero
permeado. El medio de sales minimas consta de: Na2HPO4 (6,8 g/L), KH2PO4 (3,0 g/L),
NaCl (0,5 g/L), NH4CI (1,05 g/L), acido citrico (1,66 g/L), MgSOas-7H20 (1,20 g/L),
K2HPO4 (1,5 g/L), NHaFe (I11) (0,05 g/L) y extracto de levadura (0,1 g/L), por cada litro
de lactosuero clarificado [45]. La solucion de oligoelementos esta conformada por
FeClz-6H20 (27 g/L); ZnCl2-4H20 (2 g/L); CoCl2:6H20 (2 g/L); NazMos- 2H20 (2 g/L);
CaCl2:6H20 (1 g/L); CuCl2- 6H20;(1,3 g/L), HsBOs3 (0,5 g/L); HCI concentrado - 100 mL,
completado hasta 1 L con agua destilada [53]. De esta solucion, se agregan 2 mL por
cada L de lactosuero. A continuacion, en la Tabla 17 y Tabla 18, se reporta la cantidad

de sales y oligoelementos requeridas para los biorreactores uno, dos, tres y cuatro.

Tabla 17.

Cantidad de sales requeridas

Volumen efectivo L

1 0,15 15 15 150 1500
Sales Cantidad [g]
Na,HPO. 6,80 1,02 10,2 102 1020 10200
KH,POx 3,00 0,45 45 45 450 4500
NaCl 0,50 0,075 0,75 7,5 75 750
NH.CI 1,05 0,1575 1,575 15,75 157,5 1575
Acido citrico 1,66 0,249 2,49 24,9 249 2490
MgSO47H;0 1,20 0,18 1,8 18 180 1800
K;HPO, 1,50 0,225 2,25 22,5 225 2250
Clite de 0,05 0,0075 0,075 0,75 75 75
Extracto de 0.1 0,015 0,15 15 15 150
Total sales [g] 1586 0002379  0,02379 0,2379 2,379 23,79

Nota. La tabla muestra las diferentes sales utilizadas y su respectiva cantidad en g/L para cada uno de

los volimenes de lactosuero que ingresan a cada reactor.



Tabla 18.

Cantidad de oligoelementos requeridos

Volumen efectivo L

1 0,15 1,5 15 150 1500
OLIGOELEMENTOS Cantidad [g]
FeCls:6H.0 27 4,05 40,5 405 4050 40500
ZnCl,-4H20 2 03 3 30 300 3000
COCl,-6H,0 2 0,3 3 30 300 3000
Na;MoOa-2H,0 2 0,3 3 30 300 3000
CaCl-6H:0 1 0,15 1,5 15 150 1500
CUCL,-6H,0 13 0,195 1,95 19,5 195 1950
HsBOs 05 0075 0,75 75 75 750
TOTAL 358 537 53,7 537 5370 53700

Nota. La tabla muestra los diferentes oligoelementos utilizados y su respectiva cantidad en g/L para cada

uno de los volimenes de lactosuero que ingresan a cada reactor.

5.1.3 Tren deindculo

El in6culo es la cantidad de microorganismos o células capaces de garantizar, las
condiciones econémicas y de fermentacién en un volumen dado de mosto (Ecuacion
1). Este valor depende directamente del tipo de microorganismo, del tipo de medio y del

proceso y se define experimentalmente.

Ecuacién 1. Volumen de in6culo

Volumen util del fermentador =V

Volumen de in6éculo = 0,005V a 0,5

El in6culo para el procesamiento de PHB a partir de Bacillus megaterium, se desarrollé
mediante un tren de indculo, que consiste en ir incrementando el volumen de los
biorreactores, para alcanzar los resultados 6ptimos como se puede observar en la

Figura 15.



Figura 15.

Dimension biorreactores batch del tren de in6culo
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Nota. La figura muestra el tren de inéculo con su respectivo volumen

A cada uno de los biorreactores se inoculo el 5% (v/v) en el medio de cultivo ya
previamente mencionado, que posteriormente se cultivd aerdbicamente a 37°C, que es
la temperatura 6ptima de crecimiento del Bacillus megaterium durante 18 horas. Como
ya se sabe la fase exponencial se caracteriza por la duplicacion celular, entonces la
fase media logaritmica fue escogida para hacer la transferencia de indculo, lo que

ocurre a las 18 horas [45].

En cuanto al modo de operacién de los biorreactores, existen tres modos principales de
operacion de un biorreactor: discontinuo o batch, semicontinuo o fed-batch y continuo
[74]. Sin embargo, los mas usados para el crecimiento de microorganismos en medio

liquido son el modo continuo y el modo batch [75].

El modo elegido para el desarrollo del proceso es batch, debido a que los tiempos de
fermentacion son cortos; este proceso ofrece varias ventajas como lo es su facil
manejo y se utiliza extensamente tanto en el laboratorio como a escala industrial [74].
En este modo todos los nutrientes y la biomasa inicial son agregados al inicio de la
preparacion del lote, excepto el oxigeno y los reguladores de pH como lo son el NaOH

al 0,1 Ny HCI al 0,1 N. Una vez agregados al sistema, no se vuelven adicionar



sustancias y se espera el tiempo de reaccion establecido [76]. Finalmente, las células
deben ser recolectadas por centrifugacién y lavadas con tampén fosfato, con el fin de

reducir el pH en la mezcla remanente de la centrifuga.

5.1.4 Fermentacién

La produccion de PHA se lleva a cabo en un fermentador de 3 m3que opera en modo
batch, con un volumen de trabajo de 1,5 m3, a una temperatura de 37°C, pH de 9,0 por
48 horas. El tiempo de operacion se escogio en base a la cinética de crecimiento del
microorganismo, como se puede observar en la Figura 13, a la hora 48 es cuando se
obtiene la mayor concentracion de biomasa seca y se logra la mayor concentracion de

PHB junto con el mayor porcentaje de acumulacion.

Dado que el Bacillus megaterium es un microorganismo aerobio, el reactor debe
mantenerse aireado, por lo que se asume que el Oz es un reactivo limitante en el
crecimiento exponencial del microorganismo. Por lo tanto, la fermentacion debe contar
con una columna de burbujeo, la cual, le permitird al microorganismo consumir el
oxigeno requerido. En el disefio conceptual, se tiene en cuenta la solubilidad del
oxigeno disuelto en el medio; adicionalmente, el porcentaje de agua en el lactosuero se

encuentra alrededor del 93 % en volumen.

Para determinar la cantidad de oxigeno disuelto en el lactosuero, se considera la ley de
Henry para calcular la concentracibn maxima de oxigeno en el medio de cultivo;
considerando el volumen efectivo como base de calculo para determinar la cantidad de

aire requerida en el fermentador.

La ley de Henry fue formulada por el cientifico William Henry en 1803, la cual establece
gue, a temperatura constante y en equilibrio, la concentracion de un gas es
directamente proporcional a la presion parcial del mismo en un liquido; un ejemplo de
ello es la solubilidad de Oz en los cuerpos de agua, el cual, les permite respirar a los

peces respirar bajo el agua [77], [78].



Ecuacion 2. Ley de Henry

M=Kuyx*xP

Donde:
M = Concentracion méxima de oxigeno en agua. [mol/L].
Kn = Constante de Henry [mol atm™ L1].

P = Presion total del sistema [atm].

Debido a que los datos tomados como base de célculo son de referencia en el
municipio de Ubaté, se toma como presion parcial, la presion atmosférica de dicho
municipio; la cual es de 530 mmHg (0,697 atm) [79]. Para determinar la constante de
Henry (Kn), se realiza la busqueda en tablas que proporcionen la solubilidad de
oxigeno en agua, para determinar la maxima solubilidad posible, y en base a ello,

determinar la cantidad de aire requerido en cada biorreactor.

Tabla 19.

Constante de Henry a diferentes temperaturas para gases diatdmicos

Temperatura [°C]

Gas
0 20 40 60
H> 9,60x10%*  8,10x10%*  7,30x10°%  6,70x1004
N2 1,03x10°%%  7,30x10°%*  5,60x10°*  4,86x1004

02 2,20x10%%  1,43x10%%  1,02x10°  8,70x1004

Nota. La tabla muestra el valor de la constante de Henry a 0°C, 20°C,
40°C y 60°C para gases diatébmicos. Tomado de: Rodriguez, J. E.
“Unidad Ill. Balance de materia sistemas multifasicos”. Universidad
Nacional Experimental Politécnica Antonio José de Sucre,

Departamento de Ingenieria Quimica. 2016. [Accedido: 8-nov-2021].

Los biorreactores, operan a una temperatura de 37°C ya que es la temperatura dptima

de crecimiento para la cepa Bacillus megaterium, por ende, se interpola dicha



temperatura de la tabla anterior y se obtiene la solubilidad maxima de O: por litro de
agua.
Tabla 20.

Solubilidad del oxigeno en agua

T [°C] Solubilidad O
20 1,43x10°03
37 1,22x10°03
40 1,02x1003

Nota. Interpolacion de oxigeno

disuelto en agua.

Al interpolar, la solubilidad méaxima de Ozen agua es de 1,22x10-3 moles por cada litro
de agua. Despejando la Ecuacién 2, se determina la concentracion maxima de Ozen

agua, bajo las condiciones de operacion de los biorreactores.

M=FKy+P

maol

* atm

M= 'LZZx'lCI‘EI + 0,697 atm

maol
M= SJS'].:XT'].G_'; T

Adicionalmente, se sabe que el lactosuero se compone aproximadamente de un 93%
de agua; a partir de ello, se determina la cantidad de moles maximas de Ozrequeridas

para cada uno de los biorreactores.



Tabla 21.
Moles maximas de O2 solubilizadas en cada biorreactor

. Litros de . Moles maximas en cada
Equipo Litros de agua X

lactosuero biorreactor
Biorreactor 1 0,143 0,133 1,13x10°04
Biorreactor 2 1,433 1,332 1,13x10°03
Biorreactor 3 14,325 13,322 1,13x10-02
Biorreactor 4 143,25 133,22 0,113
Biorreactor 5 1432,50 1398,47 1,190

Nota. La tabla muestra el contenido de agua por cada litro de lactosuero y las

moles maximas solubles en cada bioreactor.

Para determinar la cantidad de aire requerido, se toma la cantidad de moles maximas
presentes de Oz en los litros de agua previamente determinados, y se calcula el peso

en kg de Oz, siendo este valor el 21% de la cantidad de aire total requerido.

Ecuacion 3. Célculo de oxigeno

EM [_g I * Cantidad de moles [mol]
mol
1000 g /kg

Masa de 0;[kg] =

Para cada biorreactor, se tiene la cantidad de aire requerida en kg a partir de la anterior
expresion.
Tabla 22.

Cantidad de aire requerido para cada biorreactor

Equipo Masa de O, Cantidad de aire
[kal [kal
Biorreactor 1 1,81x1006 8,64x10706
Biorreactor 2 1,81x10°05 8,64x1005
Biorreactor 3 1,81x10°04 8,64x1004
Biorreactor 4 1,81x1003 8,64x1003
Biorreactor 5 1,90x10-02 9,07x10792

Nota. Cantidad de aire requerida para cada biorreactor.



Para determinar la cantidad de diéxido de carbono producido en cada biorreactor, se

tiene la reaccién descrita en la ecuacion 4.

Ecuacion 4. Reaccidn de respiracion a partir de glucosa

CGHJ.:GE + 60: —* 660: + 5H:G

Como se sabe la cantidad de moles presentes en la solucion, se tiene la ecuacion 5

para el biorreactor 5.

Ecuacion 5. Reaccidn de respiracion a partir de glucosa con las moles de O, maximas solubles en agua
para el biorreactor 5

0,255 CeHy20g + 1,6 05 = 1,6 CO, + 1,6 Ho0

Se repite el calculo para cada uno de los biorreactores, con el fin de conocer la
cantidad de CO: producidos a partir de glucosa. Por lo tanto, para determinar la
cantidad de CO:2 producidos en cada biorreactor en kg, se multiplica el nimero de

moles por el peso molecular del mismo.

Tabla 23.

Cantidad de CO; en kg por cada mol de O, consumido

Moles de O, en cada Cantidad de CO;

Equipo reactor [mol] producido [kg]
Biorreactor 1 1,13E-04 4,99E-06
Biorreactor 2 1,13E-03 4,99E-05
Biorreactor 3 1,13E-02 4,99E-04
Biorreactor 4 0,113 4,99E-03
Biorreactor 5 1,190 5,24E-02

Nota. La tabla corresponde a la relacién de moles O2 por cada kg
CO:2 generado.



Basados en el resultado obtenido con dicho microorganismo de [45], el cual determina
la cantidad de lactosa usada por el microorganismo; por ende, debido a que las
condiciones de operacién son iguales y la cantidad de sustrato se encuentra escalado,
se estima la cantidad de lactosa consumida en base a la cantidad de lactosa presente
en el lactosuero; cantidad determinada en la determinacion de las propiedades fisico

guimicas previamente mencionado.

Cabe resaltar, que el porcentaje de consumo en lactosa tomado para una relacion
90:10 de lactosuero y agua respectivamente, es del 68,08%. Por lo tanto, no consume

el 31,92% y este debe ser parte de la composicion de salida del efluente del reactor.

En cuanto a la cantidad de biomasa seca, se toma la grafica propuesta en [45] (Ver
Figura 21), donde se reporta la concentracion en biomasa seca después de 48h en
crecimiento, la cual es de 12 g/L. La cantidad de glucosa se obtiene a partir de la
cantidad de moles consumidas; a partir de la concentracion de lactosa descrita en la
seccion de propiedades fisico quimicas (47,4 g/L), después de la reaccion de consumo

de oxigeno (Ecuacion 5).

Una vez determinada la cantidad de oxigeno soluble en el sustrato (agua
mayoritariamente), la concentracion final en masa seca de PHB y la cantidad de lactosa

qgue no se consumio en la fermentacion, se realiza el balance de masa respectivo.

5.1.5 Extraccién de PHB

La biomasa obtenida después de la fermentaciébn ingresa a un mezclador-
sedimentador y es tratada con hipoclorito de sodio al 6% enfriado y cloroformo para
extraer los granulos de PHB durante una hora. Al realizar la extraccion de PHB
mediante el método de hipoclorito de sodio, se forman tres fases distintas: fase superior
(solucién acuosa de hipoclorito de sodio), fase intermedia (restos celulares) y fase
interior (fase cloroférmica rica en PHB). En la Figura 16, se observa el diagrama

general propuesto en el disefio conceptual basico del presente trabajo.



Figura 16.

Diagrama general del proceso
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Nota. El diagrama representa el disefio conceptual planteado.

5.2 Diagrama de bloques del proceso

En el Anexo 2, se presenta el diagrama de bloques (BFD), correspondiente al disefio

conceptual basico planteado en el presente trabajo.

5.3 Balances de masa

5.3.1 Centrifuga

Al proceso ingresan 1616 kg de lactosuero crudo que contiene restos de caseina y
grasa provenientes de la elaboracion del queso, por tal motivo se centrifuga y se
separa del liquido. Para la composicion del lactosuero se tuvo en cuenta la
caracterizacion presentada en la Tabla 6 y se asumi6é que se iba a retirar el 50% de
grasas en la centrifuga. Se propone el uso de una centrifuga con productividad de 2500

L/h y una frecuencia de rotacion de 2400 r.p.m [73].

Ecuacion 3. Balance general centrifuga

Fi=F2+F3



Donde:
F1= Masa de lactosuero (kg).
F2= Masa residuos de solidos (kg).

F3= Masa lactosuero acondicionado (kg).

Figura 17.

Balance de masa del pretratamiento del lactosuero

Fy 1616,10 F3 1612,12
Composicion kg Composicion kg
Agua 1503,19 Agua 1503,19
Cenizas 8,44 Centrifuga Cenizas 8,44
Grasas 6,07 Grasas 3,03
Lactosa 76,61 Lactosa 76,61
Otros 10,45 Otros 10,45
Proteinas 11,34 Proteinas 10,40
F, 3,98
Composicion kg
Grasas 3,033
Proteinas 0,945

Nota. Balance de masa correspondiente a la centrifuga 1.

5.3.2 Ultrafiltracion

Al proceso de ultrafiltracion ingresa el lactosuero pretratado (1612,12 kg), con el fin de
eliminar casi en su totalidad los soélidos suspendidos. Para lo cual, se usa una
membrana porosa, que presenta una estructura asimétrica de ceramica en forma
tubular, resistente a productos quimicos, facil limpieza y resistente a elevadas
temperaturas. Para el correcto desarrollo del balance de masa se tuvo en cuenta
rendimientos reales de un equipo de ultrafiltracion para la concentracién de lactosuero,
asumiendo que el permeado contenia 0% de grasas.

Ecuacion 4. Balance general ultrafiltracién

F3=F4++Fs



Donde:

F3= Masa lactosuero acondicionado (kg).
F4= Masa de lactosuero concentrado (kg).
F5= Masa de lactosuero permeado (kg).

Figura 18.

Balance de masa del tratamiento del lactosuero

Fa 63,84
Composicion kg
Agua 49,26
Cenizas 0,75
Grasas 0,82
Lactosa 3,43
Otros 0,20
Proteinas 9,38
Fs3 1612,12
Composicién kg
Agua 1457,37
Cenizas 8,18 Ultrafiltracién
Grasas 2,94
Lactosa 74,28
Otros 10,13
Proteinas 10,08
Fs 1547,16
Composicion kg
Agua 1461,60
Cenizas 8,20
Grasas 0,00
Lactosa 75,73
Otros 1,01
Proteinas 0,62

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente a la unidad de ultrafiltracién.

5.3.3 Mezcladores

Para la preparacion del medio de cultivo que consta de una solucién de oligoelementos
y una mezcla de sales, se propone usar dos mezcladores. Al mezclador 1 ingresa una
corriente de agua destilada (165,82 kg) y la mezcla de oligoelementos (5,97 kg)

presentada en la Tabla 18 que se requiere para alimentar el tren de inoculo.



Ecuacion 5. Balance general mezclador 1
Fs+ Fo = F7
Donde:
F8: Masa agua destilada (kg).

F9: Masa de oligoelementos (kg).
F7: Masa solucién de oligoelementos (kg).

Figura 19.

Balance de masa solucion de oligoelementos

Corriente _ Flujo [kg]
Fo 5,97

Flujo [kg] Corriente _ Flujo [kg]

Corriente
Fs 165,82 Mezclador 1 F; 171,78

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente a la unidad de mezclado 1.

Por otro lado, al mezclador 2 ingresa la mezcla de sales (0,024 kg) (datos presentados
en la Tabla 17 y Tabla 18) donde el 0,2% de la disolucién, es preparada en el
mezclador 1 (0,344 kg) y debe salir 169,96 kg de caldo de cultivo (ver Ecuacion 6).

Ecuacion 6. Volumen caldo de cultivo que requiere el tren de in6culo
- Vcatdo de cultivo = (Vl +V,+V3+ V4) *99,5%

(0,15+ 1,5+ 15+ 150)L * 99.5% = 165,82 L = 169,96 Kg caldo de cultivo

Ecuacion 7. Balance general mezclador 2

Fs+Fe+ F7=F1o



Donde:

F5= Masa de lactosuero permeado (kQ).
F6= Masa de sales (kg).

F7= Masa solucion de oligoelementos (kg).

F10= Masa caldo de cultivo (kQ).

Figura 20.

Balance de masa caldo de cultivo

Corriente  Flujo [kg]
Fs 169,59

Corriente _ Flujo [kg] Corriente  Flujo [kg]
F7 0,344 Mezclador 2 Fio 169,96
Fs 0,024

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente a la unidad de mezclado 1.

5.3.4 Biorreactores

Como ya se menciond anteriormente al ser el modo de operacion tipo batch, la
biomasa no es agregada ni retirada en el transcurso de la reaccion, en la Ecuacion 8 y

la Figura 21, se describe la ecuacion general para el balance de materia.



Ecuacion 8.

Balance de masa general

Masa que Masa que Masa Masa Masa
entra a sale a generada consumida acumulada
través de - través de + dentrodel |~ dentro del = dentro del
los limites los limites sistema sistema sistema
del sistema del sistema

Tomado de: Doran, P. “Principios de ingenieria de los bioprocesos”. Acribia, Espafia. 1995. ISBN:
8420008532. 54p.
Figura 21.

Representacién balance de masa general

tp, —— > —p t;
Sistema de

So ) reaccion Sr

o —p

Nota. Tomado de: D.S. Morales et al, “Disefio conceptual de un
biorreactor para la produccion de biomasa de Azobacter

chroococcum a escala banco,” vol.21,no.1,pp.1-9,2020.
Donde:
to: Tiempo inicial.
So: Sustrato inicial.
Xo: Biomasa inicial.
tf: Tiempo final.
Sf: Sustrato final.

Xf; Biomasa final.

Para conocer la concentracion de biomasa inicial de cada biorreactor, se tuvo en
cuenta que el volumen de in6culo debe ser siempre 5 mL inéculo por cada litro de
medio. Mediante la Ecuacién 9, se calculé la cantidad en litros de indculo que ingresan

al biorreactor. Luego, conociendo la concentracion final de biomasa que hay en cada



uno de los birreactores y la Ecuacién 10 se obtienen los gramos de biomasa seca que

ingresan y finalmente la concentracion se calcula por medio de la Ecuacion 11.
Ecuacién 9. Volumen de indculo que ingresa al biorreactor

5 mL in6culo

V.in6culo = (V.efectivo [L] * ( 1L medio

) /1000)

Ecuacion 10. Biomasa seca que ingresa al biorreactor
V.inéculo * [Biomasa final] = Biomasa seca [g]

Ecuaciéon 11. Concentracion biomasa inicial

Biomasa seca

Biomasa inicial = | -
V.efectivo
Donde:
V. efectivo: Volumen efectivo.

V. in6culo: Volumen de inéculo.

La concentracion final del in6culo se obtuvo mediante la Figura 22, en la que se
evidencia la concentracién de biomasa seca respecto al tiempo. Para los biorreactores
1, 2, 3y 4 se sabe que la fermentacion finaliza a la hora 18, hora a la que se realiza la
transferencia de inéculo. La concentracion de biomasa seca a las 18 h es de 9,3 g/L (la
estimacion se realiza mediante el uso del software de licencia abierta Im2graph). Por
otro lado, para el reactor 5, este tiene un tiempo final de 48 horas, la concentracion de

biomasa seca a las 48 h es de 12 g/L.



Figura 22.

Concentracion de biomasa seca respecto al tiempo
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Nota. La figura muestra la interpolacion realizada para el célculo de la concentracién de biomasa seca a
la hora 18 y 48. Tomado de: S. Das et al, “Biosynthesis of Poly(3-hydroxybutyrate) rom cheese Whet by
Bacillus megaterium NCIM 5472,” J. Polym Environ., vol.26, no 11, doi: 1007/s10924-018-1288-2.

Para el respectivo balance del tren de inéculo, se tuvo en cuenta que a cada biorreactor
va ingresar una concentraciéon inicial de biomasa seca de 0,047 g/L (calculada
mediante la Ecuacion 11), el porcentaje de utilizacion de lactosa (68,08%) y los

siguientes porcentajes en la composicion del caldo de cultivo.



Tabla 24.

Composiciones de caldo de cultivo

Compuesto Porcentaje por kg
Lactosuero 99,30%
Inéculo 0,5%
Oligoelementos 0,202%
Sales 0,014%

Total 100%

Nota. La tabla corresponde a los porcentajes que componen el caldo

de cultivo.

El primer biorreactor del tren de in6culo opera a una temperatura de 37°C y 530 mmHg
de presion (0,697 atm), con un flujo de 0,150 L. Adicionalmente, se tiene una corriente
de burbujeo para suministrar oxigeno dentro del equipo; dicha corriente es de 7,88 L de
aire seco (8,64x10“kg). La corriente de aire se define por la solubilidad méaxima en la
que el oxigeno puede disolverse en agua, solubilidad descrita previamente por la ley de
Henry; el tiempo de residencia del biorreactor es de 18h.

Figura 23.

Balance de masa biorreactor 1

Flujo 8,64E-03
Composicion kg
CO, 4,99E-03
N2 3,65E-03

Flujo 0,150 Bioreactor 1 Flujo 0,150
Composicion kg V=0,250 L Composicion kg
Lactosuero 0,149 t=18h Lactosa 0,048
Inéculo 7,50E-04 T=37°C Agua 0,102
Sales 2,09E-05
Oligoelementos 3,02E-04
Biomasaseca[g] 6,98E-02
Biomasa seca [g] 6,98E-03 Flujo de aire 8,64E-03 Con. de BS [g/L] 0,047
Con. de BS [g/L] 0,047 Composicién kg
0, 1,81E-03
N> 6,82E-03

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente al bioreactor 1. *Con. de BS significa

concentracion de biomasa seca.



Al segundo biorreactor, entra un flujo de 1,5 L que contiene caldo de cultivo y biomasa

seca con una corriente de aire de 0,09 kg. El tiempo de residencia del biorreactor 2 es

de 18h, con una temperatura de operacion de 37°C y una presion de 530 mmHg (0,697

atm).

Figura 24.
Balance de masa biorreactor 2

Flujo 0,09
Composicién kg

CO, 0,05

N> 0,04

Flujo 1,5
Composicion kg
Lactosuero 1,49
Inéculo 7,50E-03
Sales 2,09E-04
Oligoelementos 3,02E-03
Biomasa seca [g] 6,98E-02
Con. de BS [g/L] 0,047

Bioreactor 2 Flujo 1,50
V=3 L Composicion kg
t=18 h Lactosa 0,48
T=37°C Agua 1,02
Biomasa seca [g] 0,6975
Flujo de aire 0,09 Con. de BS [g/L] 0,047
Composicién kg
0, 0,018
N, 0,068

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente al bioreactor 2. *Con. de BS significa

concentracion de biomasa seca.

En el tercer biorreactor, entra un flujo de 15 L, con una corriente de aire de 0,86 kg. El

tiempo de residencia del biorreactor 3 es de 18h, con una temperatura de operacion de
37°C y una presion de 530 mmHg (0,697 atm).



Figura 25.

Balance de masa biorreactor 3

Flujo 15
Composicion kg
Lactosuero 14,90
Inéculo 0,075
Sales 2,09E-03
Oligoelementos 3,02E-02
Biomasa seca [g] 0,698
Con. de BS [g/L] 0,047

Flujo 0,86
Composicion kg
CO; 0,50
N> 0,36
Bioreactor 3 Flujo 15
V=301L Composicién kg
t=18h Lactosa 4,75
T=37°C Agua 10,25
Biomasa seca [g] 6,975
Flujo de aire 0,86 Con. de BS [g/L] 0,047
Composicién kg
0, 0,181
N, 0,682

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente al bioreactor 3. *Con. de BS significa

concentracion de biomasa seca.

Por ultimo, Al cuarto biorreactor, entra un flujo de 150 L junto con una corriente de aire

de 8,64 kg. El tiempo de residencia del biorreactor 4 es de 18h, con una temperatura de

operacion de 37°C y una presion de 530 mmHg (0,697 atm).



Figura 26.

Balance de masa biorreactor 4

Flujo 8,64
Composicion kg
CO, 4,99
N> 3,65
Flujo 150 Bioreactor 4 Flujo 150
Composicion kg V=300 L Composicion kg
Lactosuero 148,95 t=18 h Lactosa 47,55
Inéculo 0,75 T=37°C Agua 102,45
Sales 0,02
Oligoelementos 0,30
Biomasa seca [g] 69,75
Biomasa seca [g] 6,975 Flujo de aire 8,64 Con. de BS [g/L] 9,00
Con. de BS [g/L] 0,047 Composicion kg
0, 1,814
N, 6,822

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente al bioreactor 4. *Con. de BS significa

concentracion de biomasa seca.

Las células provenientes del biorreactor 4 (1,4 Kg) de biomasa son recolectadas por

centrifugacion, en este proceso se retird el 20% de lactosa el 80% de agua.

Ecuacion 12. Balance de masa centrifuga 2
Fio+Fi3=Fis+Fy
Donde:
F12= Masa de biomasa proveniente del tren de indculo [kg].
F13= Masa residuos centrifuga [kg].

F14= Masa biomasa seca [kqg].



Figura 27.

Balance de masa centrifuga 2

Flujo 91,473
Composicidn kg

Lactosa 9,509

Agua 81,964
Flujo 150,00 Flujo 58,527

Composicion kg . Composicion kg

Lactosa 47,55 Centrifuga Lactosa 38,036
Agua 102,45 Agua 20,491
Biomasa 1,35 Biomasa seca 0,5267

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente a la centrifuga 2.

5.3.5 Balance fermentador

Al fermentador ingresa una concentracion incial de biosama de (0,047 g/L),
adicionalmente ingresa lactosuero y agua en una proporcion (90:10), para el respectivo

balance se tuvo en cuento una utilizacion de lactosa del 68,08%.

Figura 28.

Balance de masa biorreactor 5

Flujo 9,07E-02
Composicién kg
CcO, 0,052
N, 0,038
Flujo 1526,15 Flujo 1526,15
Composicién kg Bioreactor5 Composicién kg
Lactosuero 1376,83 V=3000 L Lactosa 439,48
Agua 149,25 t=48h Glucosa 0,036
Biomasa seca 0,070 T=37°C Biomasa seca 18,31

Agua 1068,32

Flujo de aire 9,07E-02
Composicion kg
Oxigeno 1,90E-02
Nitrégeno 7,16E-02

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente al bioreactor 5.



5.3.6 Balance sedimentador

Finalmente, para obtener los granulos de PHB, el efluente junto con la biomasa seca
proveniente del biorreactor 5, es tratada con cloroformo e hipoclorito de sodio. El
cloroformo tiende a sedimentar en los fondos a los granulos de PHB mientras que el
hipoclorito de sodio, funciona como un agente de separacion, formando asi tres fases;
la fase acuosa, compuesta por hipoclorito y agua; la fase organica, compuesta por

material biolégico residual; y la fase sedimentada, compuesta por cloroformo y PHB.

El cloroformo es separador posteriormente en una campana de humos (puede ser
sustituida por un secador al vacio), cuyo tiempo de residencia oscila entre las 48 horas

aproximadamente.

Figura 29.

Balance de masa sedimentador-mezclador

Flujo 473,11
Composicion kg
Cloroformo 91,57
Hipoclorito de sodio 381,54
Flujo 1449,85
Composicion kg
Agua 1068,32
Hipoclorito acuoso 381,54
Flujo 1526,15 Flujo 443,96
Composicién kg Composicién kg
Lactosa 439,48 Sedimentador Lactosa 439,48
Glucosa 0,04 Glucosa 0,04
Biomasa seca 18,31 Biomasa seca 4,44
Agua 1068,32
Flujo 105,44
Composicion kg
Cloroformo 91,57
PHB 13,87

Nota. La figura muestra el balance de masa correspondiente a la unidad de sedimentacion.



6. COSTOS DEL DISENO CONCEPTUAL BASICO

En el presente apartado se analizaran los costos de capital del disefio conceptual
basico presentado en el apartado interior; los cuales se encuentran divididos en: costos
de equipos requeridos, costo de energia asociados al consumo energético de equipo y

costos de materia prima.

6.1 Costos equipos requeridos

Los costos de capital representan la inversion inicial del disefio, entre estos los costos
por compra de los equipos para el proceso de producciéon de PHB. Los costos
reportados a continuacion en la tabla son cotizaciones que se realizaron directamente

en paginas de fabricantes o distribuidores correspondientes a cada equipo.

Tabla 25.

Precio equipos requeridos en el proceso

Equipo Marca-Referencia Capacidad Co[l?(.w]mo I[Dcr:%:éc])
Centrifuga 1 Gea Westfalia MSE 25-01-
177 2500 L/h 7,5 $68.748.250
Ultrafiltracion Reyes TGUF-2 2000 L/h 1,3 $34.416.211
Mezclador 1 Qiangzhong FRK 3000 L 2.2 $7.733.980
Mezclador 2 Qiangzhong FRK 3000 L 2,2 $7.733.980
Biorreactor 1 - 0,2L 0,5 $39.000
Biorreactor 2 XHSG-5L-1000L 3L 1 $3.866.990
Biorreactor 3 XHSG-5L-1000L 30L 5 $6.223.263
Biorreactor 4 XHSG-5L-1000L 300 L 18 $29.786.650
Biorreactor 5 Qiangzhong FRK 3000 L 22 $30.935.920
Centrifuga 2 Gea Westfalia MSE 25-01-
177 2500 L/h 7,5 $68.748.250
Sedimentador ECOPRO 2000 L - $36.999.360
TOTAL $295.231.854

Nota. Los datos de la tabla muestran los precios de los equipos requeridos presentes en el mercado.

Teniendo en cuenta los valores presentados en la Tabla 25 el valor de inversién total
para los equipos es de $295.231.854 pesos colombianos. Adicionalmente, se sabe que

los precios no incluyen costos de flete.



6.2 Costos de operacion

Dado que se trata de un proceso batch los costos de operacion se calcularan segun el
consumo de energia de cada equipo por el tiempo que opera (ver Tabla 26). Para el
desarrollo de los célculos se tuvo en cuenta que el valor de la energia eléctrica ($/kWh)
cobrados por la empresa Enel-Codensa para zona industrial diurna y nocturna en el
municipio de Ubaté es alrededor de $649,5674 por kwh [80].

Tabla 26.

Costos de energia

Equipo Tiempo de operacion Consumo Costo energia
[h] [kW] [COP]

Centrifuga 1 1 7,5 $ 4,872
Ultrafiltracion 1 13 $ 844
Mezclador 1 1 2,2 $ 1.429
Mezclador 2 1 2,2 $ 1.429
Biorreactor 1 18 0,05 $ 585
Biorreactor 2 18 1 $ 11.692
Biorreactor 3 18 5 $ 58.461
Biorreactor 4 18 18 $ 210.460
Biorreactor 5 48 22 $ 685.943
Centrifuga 2 1 7,5 $ 4,872

TOTAL $ 980.587

Nota. Los datos de la tabla muestran los costos asociados al consumo energético por equipo.

6.3 Costos de materia prima

La principal materia prima empleada en el proceso es el lactosuero, este no tiene
ningun costo, dado que es un desecho que tienen varias empresas productoras de
gueso como se ha mencionado anteriormente. Por otro lado, en la Tabla 27, se
presenta el costo de las sales, oligoelementos y agua requeridos por lote segun el
balance de masa previamente desarrollado en el capitulo 5. El proceso requiere agua
destilada para preparar la disolucién de oligoelementos (165,82 kg) y para el
biorreactor 5 requiere (149,25 kg), lo que da un total de 315,07 kg. Los documentos de
soporte, fichas técnicas y referencias de los sitios web consultados, se encuentran en

el apartado de anexos.



Tabla 27.

Costos materia prima

Materia prima kg requeridos Pre?gop;]r kg [-IC-:OCJ;IT]
Na;HPO4 1,133 $ 9.667 $ 10.955
KH2PO4 0,500 $ 145.321 $ 72.653
NaCl 0,083 $ 55.259 $ 4.604
NH.CI 0,175 $ 271 $ 47
Acido citrico 0,277 $ 213 $ 59
MgSO,4 * 7H.0O 0,200 $ 348 $ 70
KoHPO, 0,250 $ 5.800 $ 1.450
Citrato de NH4Fe 0,008 $ 348 $ 3
Extracto de levadura 0,017 $ 38.670 $ 644
FeCls-6H.0 4,500 $ 1.547 $ 6.960
ZnClz-4H20 0,333 $ 5.027 $ 1.676
CoCl2-6H20 0,333 $ 19.335 $ 6.444
Na:MoOs-2H,0 0,333 $ 77.340 $ 25.777
CaCl,-6H20 0,167 $ 5.800 $ 967
CuCl2-6H20 0,217 $ 5.800 $ 1.257
H3BO3 0,083 $ 77.378 $ 6.448
Agua destilada 315,067 $ 1.800 $ 567.120

TOTAL $ 707.134,56

Nota. Los datos de la tabla muestran los costos asociados al consumo de materia prima.



7. CONCLUSIONES

Se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas del lactosuero, por medio de una
revision bibliografica, comparando datos de autores tanto nacionales como
internacionales, recopilando un total de 19 articulos, que permitieron evidenciar que, las
propiedades del lactosuero son muy variables dependiendo de factores como: alimento
del ganado, condiciones del terreno, tratamiento de la leche al momento de la
coagulacion (enzimética o acida) y la procedencia del lactosuero segun el tipo de

queso.

Se identificaron los biopolimeros que se pueden obtener a partir de lactosuero, siendo
especificamente los biopolimeros extraidos a partir de la sintesis de microorganismos
(PHA, PCL, PLA). Enfocando la investigacion hacia la produccion de
polihidroxialcanoatos (PHA), dado que al utilizar lactosuero como sustrato este
presenta mayores rendimientos, ademas tiene multiples aplicaciones y puede ser
utiizado para la elaboracion de empaques, plastico de embalaje, bolsas
biodegradables, peliculas microbianas, entre otros.

Se identificaron los microorganismos que utilizan como sustrato lactosuero, siendo
Haloferax mediterrani, Pseudomonas putida y Bacillus megaterium de mayor interés,
puesto que, los rendimientos presentados en los estudios referenciados, son los de
mayor rendimiento. Adicionalmente, se determiné que, el mejor microorganismo, es la
cepa Bacillus megaterium, en base al andlisis de aspectos clave como disponibilidad,
rendimiento, aplicaciones y economia del proceso, soportados en un total de 12

documentos que permitieron corroborar, plantear y analizar la informacion consultada.

Se realizé el disefio conceptual basico, en base a la literatura y en conocimientos de
ingenieria conceptual basica, en lo cual, derivo en la construccion de un diagrama de
bloques, un balance de materia y un diagrama de proceso. Cabe resaltar que el disefio
se encuentra en fase preliminar y es una idea basada en la investigacion teorica

realizada por los autores, soportado en un total de 6 articulos diferentes que, en base a



las condiciones de operacion se llega al disefio planteado, con un criterio de decision
en base a dichos articulos.

Se definieron los costos asociados al disefio conceptual basico del proceso, siendo los
costos de capital estimados de $ 295.231.854 pesos colombianos; los costos asociados
a las materias primas son de $ 707.134,56 COP/lote y el costo asociado al consumo
energético estimado de $ 980.587 COP/lote. Adicionalmente, se puede evidenciar que
los costos por lote son elevados, no obstante, utilizando lactosuero como sustrato
permite reducir alrededor del 40% y 50% de los costos totales en la produccion de
PHB; dado que se trata de un subproducto en la industria lactea colombiana, este no

tiene costo.
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ANEXO 1.
RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones que requieran el analisis del uso de lactosuero como
sustrato, mas all4d del disefio conceptual basico, se recomienda tener presente el
limitante de oxigeno soluble en el agua; ya que dicho compuesto, es un limitante en la

produccion de PHA a partir de microorganismos aerobios.

Adicionalmente, seria un enfoque de investigacion complementario, el estudio de los
problemas de transferencia de masa y de crecimiento en microorganismos productores
de PHA aerobios, ya que en la mayoria de fuentes bibliograficas afines, el oxigeno

disuelto en los medios de cultivo, no es un parametro a considerar de manera rigurosa.

El proceso planteado de manera conceptual, deja en evidencia como subproducto,
material biolégico con un alto porcentaje de lactosa en composicion. Teniendo en
cuenta lo anterior, se sugiere el estudio del aprovechamiento de la materia biol6gica
remanente; puede ser aprovechados como fertilizantes, materia prima para la
generacion de biogas, como fuente de lactosa de microorganismos del género

Lactobacillus, entre otros.

Se recomienda que, en caso de requerir un balance de energia para un disefio mas
detallado, tener en cuenta la ruta biolégica del microorganismo a tratar de manera
detalla; ya que el microorganismo en una 0 mas etapas de la ruta, va a liberar energia
en forma de calor; modificando asi el comportamiento del equipo, las condiciones de
operacion iniciales generando focos de calor dentro de los biorreactores y el cambio de

la temperatura 6ptima, afectando la curva de crecimiento exponencial.



DIAGRAMA DE BLOQUES DEL PROCESO

ANEXO 2.

k.

Centrifuga 2
2400 rp.m
t=1h

Caldo no
— consumido
58,527 kg

Salido totales y Residuo de
proteinas permeado Sales H20
3,978 kg 63,68 kg 0,024 kg 165,82 kg
Lactosuero
1816,1 kg Centrifuga 1 Mezclador 2 Mezclador 1 Oligoelementos
2400 rp.m Ultrafiltracion o -
= h t=1h t=1h [ 597 kg
COz COz CO2z CO2z
4 99E-3 kg 0,0499 kg 0,499 kg 4,99 kg
Mz Nz T Nz T Nz
3,65E-3 kg T 0,0365 kg 0,365 kg 3,65 kg T

Bacmu.s Bioreactor 1 Bioreactor 2 Bioreactor 3 Bioreactor 4

megaterium t=18h N t=18h t = 18h t=18h

(1 asa) ®  w=po2sL V=30 vV =30L vV =300L

6,75E-05 kg T=37C T=37C T=37"C T=37"C

Aire Aire Aire Aire
8.64E-3 kg 8,64E-3 kg 8 64E-3 kg 8,64E-3 kg
Tampdn fosfato
597 kg —>
Hipoclorito  Cloroformo H=0 COs
381,64 kg 91,57 kg 149,25 kg 0,052 kg
Mz
0,038 kg
Fase acuosa
(Hipoclorito y agua)
Reactor 5
1449,85 kg Sedimentador t =48h
- t=48h V =3000L
Fase orgénica T =37°C
(material biologico) *—— |
44396 kg l T
Clorofarmo Aire
1831kg < Gampana de 9,07E-2 kg
T=27°C
PHB

13,87 kg




ANEXO 3.
FICHA TECNICA PARA CENTRIFUGA 1Y CENTRIFUGA 2

Technical data

MSE 25-01-177

Capacities and feed pressures

separator inlet
Technical data
Bowl

Milk and whey
skimming
Effective capacity 2500 I/h
Feed pressure at 0,5 B
separator inlet
Milk clarification
Rated capacity 3500 I/h
F

eed pressure at 1.0 Ba

Solids holding space

1.11

3-phase AC motor

Rating

7.5 kW

Operating water
requirement

For pulse-like
closing water/
flush water feed

151/h

Per ejection

Cooling water
requirement

Minimum lifting
capacity for hoist

250 kg

Weights and shipping data

gross/kg | net/kg dimensions/cm
Separator - 310 110x80x110
Bowl - 75 -
Motor - 42 -
Shipping volume 1.8m’

When skimming whey, the effective capacity depends on the cheese fines content of the whey and

the required separating efficiency.
The rated capacity indicates the max. throughput capacity of the bowl.

S Gledbl

Dimensions in mm

0

Function

Skimming of milk and whey, clarification and
standardisation of milk. Minimum temperature for
all applications is 25 - 55 °C, depending on the pro-
cess.

Application

Dairies, cheese factories




ANEXO 4.

TANQUES MEZCLADORES 1, 2 Y BIORREACTOR 5

(&L

l (LA

Tipo de tanque: Reactor de tanque
Garantia: 1ano

Marca: Qiangzhong
Certificaciones: SGS/TUV/CE/1SO 9001

Grado automatico:

Semiautomatico

*| WENZHOU QIANGZHONG
MACHINERY TECHNOLOGY CO.,LTD.

Volumen [L] Precio (USD) Potencia [kwW] Diametro [m]

100 S 2.000 15 550
300 S 2.200 2,2 800
500 ) 2.500 3 900
1000 S 3.200 4 1200
2000 S 4.500 7,5 1400
3000 S 6.000 11 1600
5000 S 8.000 22 1800

Velocidad de Velocidad de Velocnd?d d-e' =

o ] . . ] homogenizacion | Presion [atm] | Temperatura [°C]

agitacion [r/min] dispercién [r/min] [r/min]
36-82 1440 2880 >0,9 <160°C
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+/ Established in 2006

FICHA COMERCIAL BIORREACTORES 1, 2,3,Y 4
XINORA®

(TN
g

GUANGZHOU YUHUA INSTRUMENT CO., LTD.

+/ Strong manufacturing

L L WE

+/ Professional development of chemical instruments

o, MOSENDE

Type equip Reaction Kettle Achortpe  Skytpe  Fometpe  Spraitype Gesttype
W f D A aa
arranty of core Lyear » ﬁ ﬁ( ;“. ;‘f*}(;“ ﬂ&‘
Trademark: Guangzhou Xiaoha ks s i~~~ - S
Material: 55304/316
Control Device: Yes
Mechanical
stiting
Magnetic
stiing
Capacity 3L [ st [ 1o | 200 3o | so. J 1oor [ 2000 | 300 ] 500L [__1000L
Inner bladder: 304/316 optional, outer layer: 304/316 optional
Material (Part of the contact material can be all designed as 316 material, strong acid-base products, can be installed as required high borosilicate glass liquid
hopper or glass condenser)
Electrothermal
power(Accordin| 4,y aw | oskw | oaw | skw | exw | zkw | 1skw 18KW 22kw | 25Kw
g to product
design)
Motor power 0.12KW 0.12KW | 0.18KW | 0.18KW | 0.18KW | 0.25KW | 0.75KW 1.1KW 1.5KW 2.2KW 3KW
Inner pan size Can be customized according to requirements <50 20 o0 80 700 1050
p e 450 500 650 750 900 1100

Thickness of
keftle body

3mm 4mm 5mm 7mm Optional on demand

Stirring speed

Constant speed 30-60r/min ,Speed regulation 50~500r/min ,Subsequent customization is require according to that state of the reaction medium

Speed control
mode

1. Constant speed(30-60r/min) 2. Variable frequency speed regulation(50-300r/min)Speed adjustable (optional)

Connection
Mode

Butt weld flange type (kettle body opening is flange type)

Sealing method

Mechanical seal/packing seal, can be designed and manufactured according to requirements

Heating mode

Electric/steam/external circulate oil heating/external cryogenic cool circulating device

1. Low temperature chiller

Matchig: _ [5: High and low temperature circulating device
products(Match 4 2
SeEoRdihg 1o 3. H!gh temperature oql bath .
needs) 4. High temperature air cooled oil bath

5. Vacuum pump
1) Standard: Large flange/control box/mirror/connectable/cleaning ball/hand hole (solid feeding)/spotlight/
2) Optional: feeding tank (stainless steel / glass optional) / liquid level meter / condenser / reflux collection / pH value monitoring or control / frequency
conversion control

Configuration |1) Selection: 1. Hydraulic liting 2. Automatic PLC control system

2) Selection: 1. Disperser 2. Homogeneous shear 3. Emulsifying device




ANEXO 6.

FICHA TECNICA COMERCIAL DE EQUIPO DE ULTRAFILTRACION

&

EERHREIRAS)

Reyes Machinery Co. Limited

DALIAN REYES IMPORT & EXPORT CO., LTD.

No. de Modelo:

TGUF.

Fuerza motriz:

Eléctrico.

Rendimiento:

Filtracion eficiente.

Proteccion ambiental, industria

Uso: o
quimica.
Estilo: Tubo.
Certificacién:  [CE.
Origen: China.
Volumen de
agua
procesada
Modelo (m%h) El rendimiento técnico
Presidn: =0.2MPa
TGUF-0.5 05
Rango de PH:55~85
Rango de temperatura
TEUR 2 de operacion: 10~35°C
Tasa de recuperacion:
TGUF-2 2 00-05%
TGUE-3 3 La ehrfnnauon
bacteriana
TGUF-5 5 Tasa: 299, 9%
TGUF-8 8 Adaptacidn la tensidn:
TGUF-10 10 380V 50Hz
TGUF-15 15

Top quality

Professional team
Best service
Welcome order

Especificaciones del equipo

La alimentacidn
(KW).

0.75

13

15

1.75
21.
24

48

Entrada de tubo

DN25

DN32

DN32

DN32

DN50

DN50

DNB5

DN65

Salida del tubo

DN20

DN25

DN32

DN32

DN40

DN50

DN50

DN65

Dimensiones
(LxWxH)

1600x700x1700mm

2000x700x1700mm

2500x1000%1700m
m

3000x1000%1700m
m

3300x1000x1700m
m

2500x1000x1800m
m

2800x1000x2000m
m

2800x1200%2000m
m

Comentarios

El equipo
incluye el
tratamiento
previo
depdsito de
FRP/

Tamafio de
la Host/ No
incluye
equipos de
pretratamient
0
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SEDIMENTADOR DE LAMAS PARA PROCESOS DE SEPARACION DE TRES
FASES

“JI°~ Shanghai Ecopro Environmental Engineering Co. Ltd.

Scpwe abbon Techookgy

Office add : RM1102 NO.211 limgang Rd,Shanghai PR China 201206
Factory add: Xobei High-Tech Industey Park Wuxl city langsu Province

e

Adpst (et Wies

g Water Aqueduy

www.ecoproseparation.com

Método Tratamiento fisico Uso Industrial
Marca ECOPRO Capacidad 1000 L
g i Capacidad
) Wouxi city, Provincia de n
Origen : de 500 sets/afio
Jiangsu 5
producion

Descripcion:

El decantador Lamas Sistema Se utiliza principalmente como el tanque de
sedimentacion primaria, la actual depuradora aprovechen las capacidades o amplia la
capacidad para el tratamiento cuando La planta de tratamiento de aguas residuales
esta limitada por el espacio.




