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RESUMEN

REOCINETICA DEL PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A
PARTIR DEL SUERO DE LECHE CON LA LEVADURA Kluyveromyces
marxianus

Elaborado por I.BQ. Daniel Montalvo Salinas
Dirigida por: Dr. Denis Cantu Lozano
Dra. Guadalupe Luna Solano

Este trabajo presenta el comportamiento fenomenoldgico del suero de leche en
funcion de su composicidn quimica para su aprovechamiento en procesos de
fermentacion. La caracterizacion quimica demostré que el suero de leche es un
medio adecuado para el crecimiento de la levadura Kluyveromyces marxianus ya
que la lactosa es su principal compuesto. En la fermentacion lactica se empled
suero de leche como sustrato y la levadura Kluyveromyces marxianus como
microorganismo de interés biotecnolégico. Se evaluaron los efectos de
concentracion inicial de sustrato, indculo y oxigeno sobre las fermentaciones
mediante la implementacién de un disefio factorial 2°. Los resultados obtenidos
permitieron concluir que los factores que mas influyen en la produccién de acido
lactico es la concentracion inicial de sustrato y del indculo.

La reocinética de la produccién de acido lactico a partir de la levadura
Kluyveromyces marxianus presentd un comportamiento no newtoniano con
caracteristicas dilatantes, donde la viscosidad de los caldos de fermentacion no
vario debido a que el crecimiento de la levadura no fue significativo para modificar

esta propiedad del fluido.



ABSTRACT
KINETIC RHEOLOGICA OF PROCESS LACTIC ACID PRODUCTION IN WHEY
WITH THE YEAST Kluyveromyces marxianus

By: 1.BQ. Daniel Montalvo Salinas
Advisor(s): Dr. Denis Cantu Lozano
Dra. Guadalupe Luna Solano

This work presented the behavior phenomenological of whey in function of
chemical composicion to utilization in process of fermentation. The chemical
characterization showed that whey is a medium suitable for the growth of the
yeast Kluyveromyces marxianus as lactose is the main compound. Lactic
fermentation in whey as substrate and yeast Kluyveromyces marxianus as
microorganism of biotechnological interest was used. The effects of initial
substrate concentration, inoculum and oxygen on fermentation were evaluated by
implementing a factorial design 2°. The results led to the conclusion that the
factors that influence the production of lactic acid is the initial concentration of
substrate and inoculum.

The kinetic rheological of producing lactic acid from the yeast Kluyveromyces
marxianus showed a non-Newtonian behavior dilatant characteristics, wherein
the viscosity of the fermentation broths not varied because the yeast growth was

not significant to modify this property fluids.
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INTRODUCCION

El suero de leche se genera en la produccion y obtencidon del queso, tras la
separacion de la caseina. Las industrias de este rubro presentan cada vez mas
problemas para el tratamiento y disposicion adecuada de este desecho, esto se
debe al gran volumen con el que es generado, ya que por cada kilogramo de
queso producido se generan en promedio 9 kilogramos de suero (Padin y Diaz,
2009), ademas de que no pueden permitirse altos costos de inversion en
tecnologias avanzadas de valorizacidn (como la recuperacion de proteinas,
fésforo, calcio, lactosa, secado por pulverizacion, etc.), siendo los tratamientos

bioldgicos una buena alternativa de tratamiento (Saddoud et al., 2007).

Los procesos de bioconversidon surgen como forma alternativa para el
aprovechamiento del suero. Hoy en dia el suero de leche es ampliamente utilizado
como medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos capaces de
producir compuestos de gran utilidad en la vida del hombre, un ejemplo de
compuesto de valor es el acido lactico. Para su obtencion se utiliza
microorganismo como la levadura Kluyveromyces marxianus que es capaz de
consumir los nutrientes presentes en el suero, principalmente la lactosa,

disminuyendo asi su potencial contaminante (Quintero et al., 2001).

La levadura Kluyveromyces marxianus fermenta eficientemente azucares como la
galactosa, sacarosa, rafinosa. Crece a temperaturas entre 20-30°C y pH 4.5-5.0,
con ella se pueden obtener: bioetanol (Solis-Méndez, 2013), acido lactico, glicerol,

enzimas y proteina unicelular (SCP).

El &cido lactico tiene un amplio rango de aplicaciones en la industria alimenticia,
farmacéutica, quimica, cosmética, entre otras. Los proyectos en la investigacion
del acido lactico estan enfocados a disminuir los costes de produccion a través de
nuevos sustratos, nuevas tecnologias de fermentacién y nuevos microorganismos
capaces de alcanzar altas concentraciones de acido lactico (Serna y Rodriguez,
2005; Plata et al., 2013).



JUSTIFICACION

La contaminacion ambiental es un grave problema que enfrenta la humanidad,
razon por la cual se ha iniciado la busqueda de alternativas que ofrezcan
soluciones viables a este problema. Un contaminante de elevado potencial, es el
suero de leche el cual es el subproducto mas abundante de la industria lactea y se

origina en la elaboracion del queso (Quintero et al., 2001).

A pesar de su alto valor nutricional, por afos se le ha considerado como un
desecho sin valorizacién alguna, por lo que se le ha vertido en el medio ambiente,
provocado la contaminacion de mantos freaticos y suelos (Callejas et al., 2012).
Este impacto ambiental se debe a las caracteristicas fisicoquimicas que presenta,
donde el alto valor de materia organica es causado principalmente por la lactosa
(0.18-60 g/L) (Prazeres et al., 2012).

Se estima que la descarga de 2.5 L de suero por dia a un cuerpo de agua tiene un
poder contaminante equivalente al agua residual producida por un individuo. Esto
implica, por ejemplo, que la manufactura de 1 kg de queso ocasiona una
contaminacidén semejante a la generada por aproximadamente cuatro personas
(Moran, 2009). A esto hay que sumar el volumen con el que es generado. Segun
Padin y Diaz, 2009 la produccién mundial de suero de leche es de 110 millones

de toneladas.

Por todo lo anterior, actualmente se buscan alternativas mas convenientes,
atractivas econdmicamente y eficiente para utilizar este residuo liquido de la
industria lactea antes de ser desechados o vertido en el medio ambiente de
forma irracional sin un tratamiento previo que minimice o elimine por completo la
agresividad de tal desecho con el ecosistema. Es por ello que esta idea surge con
el triple propdsito de: minimizar el contenido organico de un subproducto como es
el suero de leche, obtener un producto util con valor agregado como es el acido
lactico y modelar el comportamiento fenomenoldgico durante la produccién de

acido lactico, a nivel laboratorio.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento reolégico durante el proceso de obtenciéon de acido

lactico con la levadura Kluyveromyces marxianus en suero de leche.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar quimica y reoldgicamente el suero de leche.

e Determinar el efecto de la concentracion de la lactosa en la produccién del acido
lactico.

e Determinar el efecto de la concentracién del oxigeno en la producciéon de acido
lactico.

eDeterminar el efecto de la concentracién de biomasa en la concentracion de
acido lactico.

eEvaluar el comportamiento reolégico durante la produccion de acido lactico

utilizando Kluyveromyces marxianus.
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Fundamentos Teoricos

CAPITULO | FUNDAMETOS TEORICOS

1.1 Suero de leche

La industria lactea es uno de los sectores mas importantes de la economia de
paises en desarrollo. Aproximadamente el 90% de la leche utilizada en la industria
quesera se convierte en suero de leche (Parra-Huerta, 2009; Araujo et al., 2013),
reteniendo cerca del 55% del total de nutrientes de la leche, de los cuales lo mas
abundantes son la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Panesar
et al., 2007). A pesar de su alto contenido nutricional se le sigue considerado
como un desecho sin valor alguno. Debido a esto el 45% del suero de leche
producido a nivel mundial se desechan en rios, lagos y otros centros de aguas
residuales o en el suelo, lo que representa una pérdida significativa de nutrientes.
El porcentaje restante es tratado y transformado en varios productos alimenticios,
de los cuales, cerca del 45% es usado directamente en forma liquida, 30% en
forma de suero de leche en polvo, 15% como lactosa y subproductos de su
remocién y el resto como concentrados de proteinas de lactosuero (Parras-
Huertas, 2009; Panesar et al., 2007).

Actualmente el suero de leche se define como la sustancia liquida que se obtiene
de la leche que no precipitd por la accion del cuajo o por acidos (organicos o
minerales) durante el proceso de elaboracion del queso (Panesar et al., 2007;
Prazares et al., 2012; Ramirez-Nava, 2013).

La NOM-243-SSA1-2010 lo define como el liquido obtenido de la coagulacion de
la caseina de la leche, mediante la accion de enzimas coagulantes de origen
animal, vegetal o microbiano, por la adicion de acidos organicos o minerales de
grado alimentario; acidificacién por intercambio i6nico hasta alcanzar el punto

isoeléctrico de la caseina.

El proyecto PROY-NMX-F-721-COFOCALEC-2012 lo define como la parte liquida
de la leche que se obtiene después de la separacién de la cuajada durante la

elaboracién del queso y/o la caseina.



Fundamentos Teoricos

La produccién a nivel mundial del suero de leche se estima en mas de 10°
toneladas por ano (Mostafa et al., 2009). Segun Almecija, 2007 en el afio 2005
hubo una produccion de 110-115 millones de toneladas métricas, llegando a una
produccion de 145 millones de toneladas en el ano 2011, siendo los principales
productores Estados Unidos y la Unién Europea (primordialmente Alemania, Italia

y Francia con aproximadamente el 70% de la produccién mundial) (Poveda, 2013).

En México, la produccién nacional de leche se estima en 11,117, 964 litros por
afo, de los cuales el estado de Veracruz produce aproximadamente 717,290 litros
(SIAP,2013), de acuerdo a Monteros-Lagunés et al., 2009, el 56% de la
produccion de leche en el estado de Veracruz se destina a la producciéon de
queso, es decir, unos 401,682 litros se utilizan en la produccion de queso y a
partir de esta industria alrededor de 361,514 litros de suero de leche es eliminado

como efluente al medio ambiente.

Esta gran produccion de suero de leche representa una fuente importante de
contaminacién ambiental debido a que su disposicion en la mayoria de los caso no
es la adecuada (Perini et al., 2013). Como consecuencias de su inadecuada
disposicion, en los suelos se produce saturacién de los mismos y en las aguas,
debido a la presencia de alto contenido de nutrientes, se genera un contenido de
materia organica del 40 al 60 g/L de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y
entre 50 y 80 g/L de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), siendo la lactosa el
principal componente de los sélidos que contribuye a la alta DBO y DQO (Cury et
al., 2014).

Esta practica irracional de eliminar el suero de leche al medio ambiente sin un
tratamiento previo se debe a factores como: desconocimiento sobre las
propiedades nutricionales de este subproducto, dificultad para acceder a las
tecnologias apropiadas para su manejo y procesamiento (Poveda, 2013) y a su
dificil aceptaciéon en el mercado como suero liquido, debido a las caracteristica
que presentan, haciéndolo no apto para su comercializacién directa (Urribari et al.,
2004).
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La composicion del suero de leche es muy variable y depende de factores como:
calidad de leche utilizada (cabra, vaca, oveja y bufalo), la cual puede variar
dependiendo de la alimentacién, salud y estado de lactancia del animal, tipo de
queso, tratamiento térmico de la cuajada (puede disminuir el porcentaje de
proteina del suero resultante), tipo de coagulacion (acida o enzimatica). Pero en
general, contiene de 6 a 7 g/L de proteinas, divididas aproximadamente en 55-
65% de a-lactoglobulina, 15-25% de B-lactoalbumina,10-15% de
inmunoglobulinas, 5-6% de seroalbumina, 10-20% de proteasas-peptonas,
proteinas menores (<0,5%) y algunos péptidos (Ramirez-Navas, 2013). Alrededor
del 93-94% de agua, minerales (0.046-10%), solidos suspendidos totales (0.1-22
g/L), pH (3.3-9.0), Fésforo (0.006-0.5 g/L), Nitrégeno Total Kjeldahl (0.01-1.7 g/L),
carga organica (60-102 g/L) (Prazares et al., 2012).

Este gran contenido de nutrientes genera un alto valor de carga organica
principalmente a la presencia de carbohidratos y proteinas tal como la lactosa
(0.18-60 g/L) y caseina. Adicionalmente, el contenido de grasas (0.08 10.6 g/L)
también contribuye al nivel de contaminacion. La contaminacién inorganica del
suero de leche se debe a la presencia de sales minerales que son adicionadas
durante la elaboraciéon del queso, principalmente cloruro de sodio (NaCl), cloruro

de potasio (KCI) y sales de calcio (principalmente fosfatos)

El tipo del suero de leche depende principalmente de las técnicas del proceso
usado para la remocion de la caseina (Panesar et al., 2007). De acuerdo a lo
anterior, el suero de leche puede ser clasificado como acido o dulce. En el primer
grupo se encuentran aquellos que provienen de la fabricacién de los quesos
frescos de pasta blanda presentando un pH menor a 4.5 y resulta del proceso de
adicién de acidos organicos o minerales para coagular la caseina. Dicho suero se
produce al alcanzar el punto isoeléctrico de la caseina con anulaciones de las
cargas eléctricas que las mantiene separada por las fuerzas de repulsion que

generan, impidiendo asi su floculacién (Callejas et al., 2012).

En cambio el suero dulce proviene de la fabricacién de quesos de pasta cocida y

presenta un pH mayor a 6.0 y esta basado en la coagulacion de la renina. En la

6



Fundamentos Teoricos

Tabla 1.1 se puede detallar la composicidén nutricional del suero dulce y acido.
Siendo la principal diferencia entre los dos tipos de suero el contenido de lactosa,
minerales, acidez vy la fraccion de las proteinas (Parra-Huertas, 2009; Poveda-
Espinosa, 2013).

Tabla 1.1 Composicion quimica del suero dulce y acido (Parra-Huertas, 2009)

Componente Suero dulce (g/L) Suero acido (g/L)
Solidos totales 63-70 63-70

Lactosa 46-52 44-46
Proteina 6-10 6-8

Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosfato 1-3 2-4.5
Lactatos 2 6.4
Cloruros 1.1 1.1

En México, se produce principalmente el suero dulce y medio acido (Valencia-
Denicia y Ramirez-Castillo, 2009), debido a que se producen principalmente
quesos blandos no madurados y quesos tipo “pasta filata” donde la coagulacién de

la cuajada requiere un pH de 5.2.

Las propiedades funcionales del suero de leche vienen dada por sus principales
proteinas a-lactoalbumina vy la B-lactoglobulina. La a-lactoalbumina esta formada
por una cadena polipeptidica de 123 aminoacidos, con un peso molecular de unos
14 200 Dalton y tamanos de particulas entre 1-2 ym. Es una proteina acida con
punto isoeléctrico alrededor de un pH 4.3. La B-lactoglobulina esta formada por
una sola cadena de 162 aminoacidos, con un peso molecular de unos 18 400
Dalton y tamafios de particulas entre 2-4 um. Estos dimeros se forman entre pH

7.5-5.2 (Punto isoeléctrico de B-lactoglobulina) (Callejas et al., 2012).
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1.2 Lactosa

También conocido como el azucar de la leche. Es un disacarido que se forma por
la unidén de una molécula de galactosa y otra de glucosa mediante un enlace
glucosidico ((1,4) (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa) como se observa en
la Figura 1.1 (Badui, 2006). Este disacarido se sintetiza por condensacién en la
glandula mamaria por un sistema enzimatico en el que interviene la proteina a-
lactoalbumina para después segregarse en la leche del animal. Presenta
aproximadamente el 15% del poder edulcorante de la sacarosa y contribuye junto

con las sales al sabor global del alimento.

En el suero de leche es el componente mayoritario presente después del agua y
su contenido de este carbohidrato depende de la leche utilizada. En la leche de
vaca su contenido es entre 4.4y 5.2 % y alrededor de 4.5 % en leches de cabra y

oveja (Garcia-Garibay et al., 2004).

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
O @) O O
OH/H oH H/4 OH OH/H \ H OH
Ko t | — | O
H H/n on\OH H/H H\OH OH H/h
H OH H OH H OH H OH
y 2D-galactosa  § #D-glucosa Lactosa

Figura 1.1 Sintesis de la lactosa

En México la produccién de lactosa es de alrededor de 50 mil toneladas por afio
(Valencia-Denicia y Ramirez-Castillo, 2009). Segun Rosa de Souza et al., 2010 la
recuperacion y la utilizacion de la lactosa en procesos biotecnolégicos es una
opcion econdmicamente viable, ademas de minimizar los problemas de
contaminacién. Lo anterior se debe a que la bioconversién de la lactosa del suero
de leche reduce mas del 75% de la demanda bioquimica de oxigeno que exhibe el
suero de leche y a su vez se generan productos de interés comercial (Gonzalez
Sisso, 1996; Araujo et al., 2007).
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1.3 Levaduras

Las levaduras son un grupo de microorganismo que filogenéticamente pertenecen
al reino fungi y se agrupan en Ascomicetos y Basidiomicetos. No obstante las
levaduras no forman un grupo muy definido, ya que no guardan uniformidad

morfoldgica.

Al ser hongos unicelulares no filamentosos su forma va desde esférica, ovoide o
esferoides, alimonada hasta cilindrica e incluso triangular. Sus dimensiones
oscilan de 1 a 9 ym de ancho y 2 a mas de 20 ym de longitud segun su especie,
nutricion, edad y otros factores (Carrillo y Audisio et al., 2007). Su clasificacion se
basa principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas, que se determinan
mediante observacién microscépica, aunque en microbiologia de alimentos sus
propiedades fisiolégicas tienen mayor importancia. Sus partes observables son la
pared celular, el citoplasma, las vacuolas de agua, los glébulos de grasas y los
granulos, los cuales pueden ser metacromaticos de albumina o de almidén. Para

poder observar el nucleo es preciso utilizar tinciones especiales.

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, formando
colonias de organismos unicelulares que crecen a medida que aumenta el numero
de levaduras. Su reproduccién suele ocurrir por gemaciéon. En los medios de
cultivo forman colonias pastosas color crema, constituidas en su mayor parte por

células aisladas.

El intervalo de temperatura de crecimiento de la mayoria de las levaduras es en
general parecido al de los mohos, con una temperatura 6ptima en torno a los 25 a
30°C y una temperatura maxima en torno a los 35 a 47°C. Algunas especies son
capaces de crecer a temperatura de 0°C o inferiores. Una reaccion acida del
medio préxima a un pH de 4 a 4.5 estimula el crecimiento de la mayoria de las
levaduras, mientras que en medios basicos no crecen bien a no ser que se hayan

adaptado al mismo.
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1.3.1 Kluyveromyces marxianus

Se sabe que el microorganismo Kluyveromyces marxianus es una levadura
Ascosporogena que pertenece al grupo de las Eumycota, del tipo
Hemiascomycetes que se encuentran dentro de la clase Ascomicotina, del orden
Endomycetales, familia Saccharomicetaceae, subfamilia Saccharomycetaideae,
género Kluyveromyces y de la especie marxianus. Produce de 1 a 4 ascosporas y
su forma va de reniforme a media luna. Fermenta glucosa, galactosa, lactosa,

sacarosa, rafinosa, D-Xilosa e inulina y no asimila nitrato y crece a 37°C.

A través de los afos Kluyveromyces marxianus ha sido reclasificada
taxondmicamente. Fue descrita por primera vez en 1888 por E. C Hase. En los
afios 50's Lodder y Kreger-van Rij la agruparon en el género Saccharomyces
llamandola Saccharomyces fragilis y Saccharomyces marxianus, las cuales
producian ascosporas lunadas en contraste con las redondas del resto de las
especie clasificadas bajo el mismo género. En 1970 Lodder considera la forma de
las ascosporas como fundamental y las reclasifica bajo el género Kluyveromyces
llamandolas Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces marxianus respectivamente.
En1984 Kreger-Van Rij considerando la infertilidad de las especies Kluyveromyces
fragilis 'y Kluyveromyces marxianus decidi6 fusionarlas en Kluyveromyces

marxianus var. marxianus.

Fue Marx quien originalmente aisld esta levadura de uvas (Graciano et al., 2008),
sin embargo también puede aislarse de alimentos fermentados como el kéfir,
pulque, queso, yogur, leche y de algunas fermentaciones espontaneas (Mendoza-
Gardeazabal, 2013). Otros habitats de los cuales la cepa Kluyveromyces
marxianus ha sido aislada son: frutas variadas, hojas podridas de sisal, aguas
residuales de industrias azucareras. Debido a lo anterior existe una alta diversidad
metabdlica y un grado sustancial de polimorfismo intraespecifico y como
consecuencia de ello varias aplicaciones biotecnoldgicas ha sido investigadas con
esta levadura, tales como: produccion de enzimas, proteina celular, componentes
aromaticos y etanol (incluyendo a altas temperaturas y procesos simultaneos de

sacarificacion y fermentacién); reducciéon de lactosa contenido en productos
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alimenticios, produccion de bioingredientes del suero de leche, biorremedacion
(Zhou et al., 2013). Estas investigaciones se han venido realizando a partir de la
década de los setenta con la finalidad de conocer aspectos metabdlicos y
bioquimicos de esta levadura; dentro de algunas de sus caracteristicas podemos
encontrar que puede crecer en una gran variedad de sustratos, tiempos corto de
regeneraciéon, termo resistentes a temperaturas que oscilan entre 20°C hasta
39°C, pH optimo entre 6 y 7 y altas velocidades de crecimiento (Graciano et al.,
2008).

En la industria ha sido utilizada ampliamente en el procesamiento del suero de
leche (Aktas et al., 2006) obteniéndose productos como: alcoholes (etanol y
glicerol) (Quintero et al., 2001), teniendo una menor tendencia a producirlo cuando
se encuentra en presencia en exceso de azucares, compuestos aromaticos como
esteres, acidos carboxilicos y acetatos. En términos de estudios bioquimicos sobre
enzimas con interés industrial la levadura Kluyveromyces marxianus ha sido usada
como fuete de inulinasa, B-galactosidada, B-glucosidasa y endopoligalactoronasa.
Ademas de las enzimas mencionadas otras menos potencial de aplicacién en la
industria tal como fosfatasas y aminopeptidasas han sido investigadas

recientemente (Graciano et al., 2008).

La Figura 1.2 es una vista al microscopio con el objetivo 40X de la levadura

Kluyveromyces marxianus.

——— _ == — S—————e—

Figura 1.2 Levadura Kluyveromyces marxianus
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1.4 Acido lactico

El acido lactico o acido 2-hidroxipropanoico tiene una larga historia de usos por
fermentacion y preservacion de productos alimenticios. Es un compuesto muy
versatil que es ampliamente utilizado en industrias como: quimica, farmacéutica,
de alimentos y de plasticos. Fue aislado e identificado en 1780 por el quimico
sueco Scheele quien lo considero como un componente de la leche al aislarlo de
leche agria (Mostafa et al., 2009; Panesar et al., 2007; Serna et al., 2005). En
1847 fue reconocido como producto de fermentacién por Blondeaur y en 1855
Pasteur publicd su célebre memoria titulada “Mémoire sur la fermentation appelée
lactique” la cual se le considera la base de la teoria microbiana de la fermentacion.
Lister en 1877 obtiene el cultivo puro de Streptococcus lactis, el primero de una
bacteria lactica. Pocos anos después, 1881 se inicia la fermentacion a escala

industrial por Littlelon (Serna et al., 2005; Parés y Juarez, 2012).

El acido lactico tiene un carbono asimétrico como se observa en la Figura 1.3 lo
cual da a lugar a la actividad optica, existiendo 2 isémeros, el D(-) lactico y L(+)
lactico y una forma racémica que esta constituida por fracciones equimolares de

las formas L(+) y D(-).

J

Figura 1.3 Acido lactico

12



Fundamentos Teoricos

A diferencia del isobmero D(-), la configuracion L(+) es metabolizada por el
organismo humano. Tanto las dos formas 6pticas activas y la forma racémica se
encuentra en estado liquido, siendo incoloros y solubles en agua. En estado puro
son solidos altamente higroscépico de punto de fusidn bajo, el cual es dificil de
determinar debido a la extrema dificultad de producirlo anhidro; es por esta razén
que se maneja en rangos de 18-33°C. El punto de ebullicién del producto anhidro
esta entre 125-140°C. Ambas formas isdmericas del acido lactico puede ser
polimerizada y se puede producir polimeros de diferentes propiedades
dependiendo de la composicién. Las propiedades fisicoquimicas del acido lactico

se muestran en la Tabla 1.2

Tabla 1.2 Propiedades fisicoquimicas del acido lactico

Formula C3HeO5

Peso molecular [g/mol] 90.08

indice de refraccion 1.4414

Punto de fusion [°C] L(+) y D(-): 52.8 a 54

DL (segun composicion) :16.8 a

33

Punto de ebullicion [°C] 125-144

Gravedad especifica [-] 1206

Calor de combustion [Cal/g] 3616

Viscosidad [Pa s] 40.33

Densidad [g/cm®] 1.249

Constante dieléctrica [€] 22

Su obtencion es por dos vias: sintesis quimica y procesos biotecnoldgicos de ruta
metabdlica. En 1960 se desarroll6 un método de sintesis quimica debido a la
necesidad de un acido lactico termoestable en la industria de la panificacion. La
sintesis puede ser llevada a cabo por la reacciéon de acetaldehido con &cido
cianhidrico (HCN) para dar lactonitrilo, el cual se hidroliza a acido lactico, o por la
reaccion a alta presion de acetaldehido con monéxido de carbono y agua en
presencia de acido sulfurico como catalizador. Los procesos de obtencion por
sintesis quimica presentan una desventaja, el acido lactico producido es una
mezcla de DL acido lactico racémico oOpticamente inactivo, un acido lactico puro:

L(+) o D(-) puede ser obtenido por fermentacion microbiana, es por ello que de las
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40 000 toneladas de &acido lactico producido en el mundo cada afio(Herryman-
Munilla y Blanco-Carracedo,2005), cerca del 90% es producido via biotecnoldgica,
el resto es producido por sintesis quimica por la hidrolisis de lactonitrilo(Serna et
al., 2005; Mostafa et al., 2009).

La produccidén biotecnoldgica estda basada en fermentaciones por bacterias y
hongos, buscando siempre microorganismos termdfilos que fermenten rapida vy
completamente sustratos baratos con la adicion minima de nutrientes, que crezcan
en condiciones de valores reducidos de pH, que presente poca producciéon de
biomasa y una despreciable cantidad de subproductos. Este tipo de produccién

tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) y L (+) 6pticamente activos.

Acorde a los productos finales, la fermentacion se divide en homolactica y
heterolactica. En la fermentacion homolactica se produce unicamente acido lactico

y su estequiometria es la siguiente:

CH.O

"H,,0, +2ADP+2Pi — 2CH, —~ CHOH — COOH +2ATP (1.1)
En este tipo de fermentacion puede dar una mezcla de acidos organicos cuando
existe uno de los siguientes casos: concentracion de glucosa limitante,
incremento del pH, aumento de la temperatura o fermentacion de azucares
diferentes a la glucosa. Lo anterior radica en el metabolismo del Piruvato, el cual
ademas de producir acido lactico produce formiato y acetil CoA por la enzima

Piruvato-formiato liasa.

En la fermentacion heterolactica, a partir de hexosas se producen cantidades
equimolares de otros productos como acido acético, etanol y diéxido de carbono.

La estequiometria heterolactica a partir de glucosa es la siguiente:
C,H,,0, +24ADP+2Pi — CH,—~CHOH - COOH +CH, - CH,OH + CO, + 2ATP (1.2)

Los hongos utilizados en la produccién de acido lactico son mohos y levaduras
que pertenecen a los géneros Rhizopus, Zymomonas, Saccharomyces vy

Kluyveromyces. Sin embargo, los mohos presentan dificultad de produccién de
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acido lactico debido a su forma fisica, ya que el gran tamafio de micelios provoca
un aumento de la viscosidad en el caldo de fermentacion, lo que causa un alto
incremento de la demanda de oxigeno y la transferencia de masa, lo que a su vez
aumenta el tiempo de fermentacibn y la formacion de subproductos,
especialmente etanol, lo que disminuye los rendimientos de conversion. Como la
forma fisica del crecimiento del hongo esta influenciado por: pH del medio,
agitacion, aireacién, concentracion de inoculo y la concentracion de sustrato; estas

variables son manipuladas para disminuir la viscosidad del medié de cultivo.

Los sustratos utilizados son sacarosa proveniente del azucar de cafia y remolacha
azucarera, lactosa proveniente del suero de leche y dextrosa procedente de
almidon hidrolizado; la sacarosa refinada y la glucosa son los mas utilizados pero
debido a que el azucar puro es de alto costo, se ha venido investigando otros

sustratos para disminuir los costes de produccion.

Actualmente ha habido un creciente interés en la produccion de acido lactico ya
que es utilizado como precursor del acido polilactico, un polimero biodegradable

utilizado en especialidades médicas (Panesar et al., 2007).

1.5 Fermentacion

Una fermentacién se puede definir como el proceso mediante el cual las
sustancias llamadas sustratos sufren una serie de cambios quimicos que
producen energia (Hernandez et al., 2003). Desde el punto de vista microbiolégico
se entiende por fermentaciéon aquel proceso en el que los microorganismos
producen metabolitos o biomasa a partir de la utilizacién de sustancias llamadas
sustratos en ausencia o presencia de oxigeno. De acuerdo a lo anterior los

procesos de fermentacion se denominan:

Fermentacion aerobia: El aceptador final de electrones es el oxigeno, su presencia
es imprescindible para el desarrollo de microorganismo y la produccion de
compuestos deseados. En este tipo de procesos se produce fundamentalmente

biomasa, diéxido de carbono y agua.
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Fermentacion anaerobia: Se desarrolla en ausencia de oxigeno, los productos
finales son sustancias organicas, por ejemplo, acidos (acético, lactico, propiénico),
butanol, etanol y acetona. Sin embargo en la mayoria de las fermentaciones
anaerobias se requiere un poco de oxigeno al inicio del proceso para favorecer el

crecimiento y la produccion del microorganismo.

1.6 Fermentadores

Un fermentador o bioreactor, es un recipiente donde se lleva a cabo el proceso de
fermentacion. Su funcién principal es mantener el medio y el microorganismo en
las condiciones adecuadas para lograr la mayor produccién de los compuestos de
interés. Este recipiente debe cumplir ciertos requisitos, tales como: consumo bajo
de energia, mezclado uniforme del medio de cultivo manteniendo a los
microorganismos separados entre ellos para evitar dafios mecanicos de las
células, minima variacion durante su operacion, adaptacion facil a diferentes
procesos, buena transferencia de calor, disefio mecanico simple, control de pH,
oxigeno disuelto y temperatura, facilidad de toma de muestra y disefio que permita

mantener condiciones de asepsia durante el proceso.

1.6.1 Fermentadores escala laboratorio

En la historia de los procesos de fermentacién el reactor mas utilizado a escala
laboratorio ha sido el matraz Erlenmeyer. En la actualidad es la herramienta mas
empleada para la selecciéon de la cepa, la preparacion del inoculo, el estudio inicial
de las condiciones adecuadas para el desarrollo del microorganismo y la
preparacion del cultivo antes de aumentar el tamafo del proceso. La principal
desventaja del Erlenmeyer es la dificultad de mantener y controlar condiciones de
pH, oxigeno disuelto, asepsia que se requiere para el crecimiento optimo del

microorganismo.
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1.7 Crecimiento microbiano

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los
mismos comienzan a dividirse activamente empleando los nutrientes que le aporta
el medio de cultivo para fabricar nuevos microorganismos. Este proceso continua
hasta que algun nutriente del medio de cultivo se agota (sustrato limitante) y el
crecimiento se detiene. También puede detenerse por acumulacion de algunas

sustancias inhibidora formada por los mismos microorganismos.

1.7.1 Estequiometria del crecimiento microbiano

La aplicacién de la estequiometria requiere conocer los rendimientos. Estos se
definen como la relacion entre el producto obtenido y el sustrato consumido
(Usualmente la fuente de carbono y energia). Por ejemplo el rendimiento celular

se define como:

AX (1.3)

Donde x y srepresentan la concentracion de biomasa y sustrato respectivamente.
Si lo microorganismos forman algun producto en particular, el rendimiento en

producto estara dado por:

AP (1.4)

1.7.2 Cinética de crecimiento

Debido a la naturaleza autocatalitica del crecimiento microbiano, es l6gico suponer
que la concentracién de microorganismo influye en la velocidad con que aumenta
la poblacion asi:

re = uX (1.5)
Donde r, es la velocidad especifica de crecimiento, la cual para un tipo de

microorganismo dado depende principalmente de la composicion y concentraciéon
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del medio de cultivo, presencia de inhibidores, temperatura y pH. Existen diversas
expresiones para r, la mas difundida es la ecuacion de Monod (Ec. 1.4), la cual
relaciona el valor deucon la concentracidn de un componente del medio de

cultivo que esta en defecto respecto de los requerimientos del microorganismo:

sustrato limitante.

S (1.6)
K +S§

IU = lumdx

Donde lases la concentracion de sustrato limitante, u . es la velocidad de
crecimiento especifica maxima y K se le conoce como constante de saturacion.

El valor de K esta inversamente relacionado con la afinidad del microorganismo

por el sustrato.

Cuando s>>K , u tomaelvalorde y , y r, solo depende de X

En general K tiene valores muy bajos de orden de mg/L por lo tanto
concentraciones relativamente bajas de s son suficientes para hacer de u=u , .
Las levaduras poseen en promedio una velocidad velocidad de especifica de

U =0.45h" ( Ertola, afio)

1.7.3 Consumo de sustrato

La velocidad con la que el microorganismo consume el sustrato se puede expresar

de la siguiente forma:

¥

=g X (1.7)

Donde ¢, es la velocidad especifica de consumo de sustrato y se expresa de la

siguiente forma:
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(1.8)

rn\;<: |\Q

qs

1.8 Curva de crecimiento

La Figura 1.4 representa el comportamiento de crecimiento del microorganismo a
través del tiempo. Con ella se determina cuando se produce la mayor cantidad de

biomasa o de metabolitos.

a) Fase de latencia: También conocida como fase lag, es el periodo de
adaptacién de microorganismo a las nuevas condiciones nutricionales y
ambientales. Se presenta inmediatamente después de la inoculacion y su
duracion depende del estado fisiologico de la célula inoculada y de las
condiciones ambientales. Si el microorganismo se encuentra en su fase
logaritmica antes de la inoculacion la fase lag es muy pequefia o puede no
presentarse. Durante este periodo, no existe aumento en el numero de
células pues el microorganismo utiliza la energia disponible con el fin de

sintetizar enzimas que requiere para su desarrollo en el nuevo.

b) Fase logaritmica o exponencial. En esta fase las células se multiplican a la
maxima velocidad y su crecimiento puede ser cuantificado con base en el
numero de células que se producen por unidad de tiempo (levaduras y
bacterias) o por el aumento en la biomasa por unidad de tiempo (hongos
filamentosos). La velocidad de crecimiento durante este periodo permanece
constante y es independiente de la concentracién del sustrato siempre y
cuando esta sustancia se encuentre en exceso. La fase logaritmica termina
cuando se produce alguna de estas tres situaciones: los nutrientes se
agotan, las condiciones ambientales indispensables para el microorganismo
se modifican o cual el microorganismo produce metabolitos téxicos que

inhiben su reproduccion.

19



Fundamentos Teoricos

c
d

<
=2
o
£
2 -
c
5
S
S b
=

a — Curva de crecimiento

|

tiempo [h]

Figura 1.4. Curva de crecimiento de un microorganismo

c) Fase estacionaria: Aqui la velocidad de crecimiento del microorganismo es

igual a la velocidad de muerte y se llega a un equilibrio celular.

d) Fase de muerte: esta fase inicia cuando los nutrientes que estan en el
medio del cultivo no son suficiente para que el microorganismo pueda
reproducirse. Otro motivo por el cual se inicia esta etapa es la produccion

de sustancias téxicas que impiden la multiplicacion celular.

1.9 Ecuacion de Monod

El modelo de crecimiento celular, describe la relacion entre la velocidad especifica
de crecimiento u y la concentracidn de nutrientes limitantes en el cultivo

microbiano y se representa por la ecuacion 1.6. Con base a la ecuacion de Monod

y la Figura 1.5 se puede observar que:

e Si la concentracion del sustrato limitante es cero, la velocidad especifica de
crecimiento también lo es. Si [S] es muy grande, la velocidad especifica de
crecimiento tiende a la velocidad maxima. El microorganismo se encuentra

en la fase logaritmica que corresponde a la seccion entre los puntos Il y lIl.
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e Si por el contrario, es muy pequefio, la velocidad especifica de crecimiento
depende de [S], como se muestra en la seccién entre los puntos | y Il de la

Figura 1.5.

4 max [T T T T T T T

‘s’:

K, s

N
Figura 1.5 Efecto de la concentracion de sustrato limitante sobre la velocidad de

crecimiento de un microorganismo

1.10 Reologia: Fundamentos tedéricos

La reologia es la ciencia que estudia y analiza los fendmenos de flujo y
deformacion y las propiedades mecanicas de los gases, liquidos, plasticos y
comprende el estudio de las sustancias que fluyen pero que su comportamiento no
esta regido por la ley de Newton. Su campo de estudio se extiende desde la
mecanica de los fluidos newtonianos hasta la elasticidad de Hooke. La region
comprendida entre ellas corresponde a todos los materiales pastosos y

suspensiones (Bird et al., 1992).

El primer uso de la palabra reologia es acreditado a Eugene C. Bingham cerca del
afo 1928 quien también describe el lema de mavta pet (panta rhei) que significa
“todo fluye”. Autores como Bird et al., 1992; Steffe, 1996; Barnes, 2000; Ibarz y

Barbosa-Canovas, 2003 definen a la reologia como la ciencia del flujo de materia y
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sus deformaciones, es decir, estudia la manera en como los materiales responden

cuando se le aplica un esfuerzo.

1.11 Caldos de fermentaciéon como fluidos complejos

Normalmente los caldos de fermentacion presentan un comportamiento reolégico
complejo esto porque esta conformado por varias fases, donde al menos una de
ellas es un fluido simple. Si a este fluido simpe se le ahade particulas grandes o
pequefia, su comportamiento reolégico se desviara del comportamiento mas
simple “el newtoniano”, ya que la fase formada por particulas se movera con

mucha dificultad.

Los caldos de fermentacién contienen una elevada cantidad considerable de
sélidos en suspension (células), razéon por la cual se les conoce como
suspensiones. Las suspensiones se definen como la mezcla de un fluido y
particulas sélidas y exhiben un comportamiento reolégico complejo, esto se debe
a diferentes formas, tamafos y distribucion de las particulas, haciéndose aun mas

complejo con las interacciones entre fluido-particulas y particulas-particulas.

1.12 Comportamiento reolégico en caldos de fermentacion

¢ Newtonianos: En el caso de fermentaciones con baja concentracion celular
presentan este tipo de comportamiento. Este tipo de comportamiento el
coeficiente de viscosidad es constante para una temperatura y una presion
dada, es decir, cuando el fluido es sometido a esfuerzos de corte se
desarrollan relaciones de deformacién directamente proporcional a la
velocidad de deformacién. Por definicion, su reograma es una linea recta

que relaciona 7y £ con intercepto cero y pendiente igual a ¢ que es la

constante de proporcionalidad para la relacion y se conoce como viscosidad

dinamica (Sharman et al., 2003).
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e No-Newtonianos: Este tipo de comportamiento es caracteristico en los
fluidos complejos, ya que no presentan proporcionalidad entre la relacion de
deformacion y es esfuerzo de corte, la viscosidad recibe el nombre de
viscosidad aparente y estd en funciéon de la velocidad de corte (lbarz y
Barbosa-Canovas, 2003). La curva de flujo es no lineal o no pasa por el
origen, donde el esfuerzo de corte dividido por la velocidad de corte, no es
constante a una temperatura y a una presién dada, pero si depende de las
condiciones de flujo, tales como: geometria de flujo, velocidad de corte y a
veces incluso en la historia cinematica del elemento liquido en cuestion
(Chhabra and Richardson, 2008).

¢ Fluidos independientes del tiempo de aplicacion
Los fluidos no-newtonianos independientes del tiempo, se caracterizan
porque las tensiones tangenciales dependen unicamente de la velocidad de

deformacion, y se representan funcionalmente como:

r=/( (1.9)

e Fluido pseudoplastico: Se define como la disminuciéon de la viscosidad
con el aumento de la velocidad de corte y el indice de comportamiento
reoldgico n es menor que la unidad. Este comportamiento se encuentra
con suspensiones concentradas en fluidos newtonianos cuando los sélidos
tienen interacciones particula-particula. A medida que el caudal aumenta,
los enlaces entre particulas se rompen, la movilidad de las particulas se
incrementa, y la viscosidad de la suspensién disminuye (Carreau et al.,
2002).

¢ Fluido dilatante: Este tipo de fluido se caracteriza por un aumento de la
viscosidad al aumentar el gradiente velocidad, es decir, la viscosidad
aparente del fluido aumenta a medida que aumenta la velocidad de corte. El
indice de comportamiento reolégico n es mayor que la unidad. Las
suspensiones  concentradas exhiben este comportamiento de

engrosamiento o espesamiento a altas velocidades de corte, pero la
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aparicion y la importancia de los efectos de dilatancia dependen en gran
manera de la fraccion de volumétrica, distribucion de tamafio de particula, y
la viscosidad del fluido de suspension. La forma de las particulas también
es muy importante, y la anisotropia (variacion de las propiedades generales
de la materia segun la direccidon en que son examinadas) de las particulas
tiende a producir efectos de espesamiento a una velocidad de corte baja y
por una fraccion de solidos mas pequefia. El aumento de la viscosidad se
ha atribuido a una transicidon de un estratificado de dos dimensiones arreglo
de particulas a una forma tridimensional (al azar). La disposicion en capas
de las particulas permite que la suspension fluya facilmente, ya que cada

capa se mueve sin obstruccion por otras particulas (Carreau et al., 2002).

Para visualizar y analizar el comportamiento reoldgico de los diferentes tipos de

fluidos resulta mas comodo representar su comportamiento en un sistema de ejes

coordenados cartesianos segun se indica en la Figura 1.6.

Newtoniano

— Bingham

Dilatante

Pseudoplastico

— Casson

7| Pa] _

As™]

Figura 1.6 Reogramas de los modelos no-Newtonianos

24



Fundamentos Teoricos

1.13 Constantes reoldgicas fundamentales de los caldos de fermentacién

Las propiedades reologicas se definen a partir de la relacidon existente entre
fuerzas externas y su respuesta, ya sea como deformacién o flujo. Los caldos de
fermentacion con wuna baja concentraciéon celular (®<0.05), es decir,
suspensiones diluidas, presentan un comportamiento newtoniano, a una
temperatura y a una presion dada, con un sélo un pardmetro de viscosidad
constante, mientras que los caldos de fermentacion con alta concentracion celular

(®>0.20) presenta un comportamiento reolégico complejo con un minimo de 2
parametros: Coeficiente de consistencia K[Pas"] e indice de comportamiento

reologico n[—]. Algunas suspensiones concentradas presentan un esfuerzo de
corte inicial o umbral de fluencia 7,[Pa] que debe alcanzarse antes de que

comience el flujo (Sharman et al., 2003). Estas propiedades reoldgicas estan
determinadas por el volumen o el tamafo, forma, cantidad, interaccion de
particulas, propiedades hidrodinamicas y su efecto global a nivel molecular o

microscopico.

El coeficiente de consistencia K, es una constante de proporcionalidad entre la
relacion de deformacién y el esfuerzo de corte aplicado, es decir, es un indicador

del grado de viscosidad en fluidos no-Newtonianos.

El indice de comportamiento reolégico n, es un numero adimensional que indica
la cercania al flujo Newtoniano. Para un liquido Newtoniano »n =1, para un fluido

dilatante »>1 y para un fluido psudoplastico n<1.

El esfuerzo de corte inicial 7, puede ser definido como el minimo esfuerzo de
corte requerido para iniciar el flujo (Steffe, 1996). Este parametro es el resultado
de enredos fisicos de moléculas o particulas causado por grandes tamarnos y alto
grado de ramificaciones o formas irregulares. En el caso de suspensiones
concentradas con interacciones particula-particula, el esfuerzo de corte inicial es
el esfuerzo minimo necesario para romper parcialmente la microestructura de las

particulas para permitir que la suspension fluya (Carreau et al., 2002).
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Tedricamente estas propiedades reolégicas fundamentales son independientes del
instrumento en el cual se midieron, de manera que diferentes instrumentos
produciran los mismos resultados; sin embargo esto es un concepto ideal y
diferentes instrumentos rara vez producen resultados idénticos, no obstante el
objetivo es distinguir las propiedades reoldgicas verdaderas del material de las

caracteristicas subjetivas (Steffe 1996).

1.14 Reologia de suspensiones de levaduras

La viscosidad relativa de una suspension se define como la viscosidad reducida de

una suspension.

n. (1.10)

donde 77, y 77, son las viscosidades aparentes de la suspension y del fluido que

forman parte de la suspensién a una determinada tasa de corte. La viscosidad
aparente reducida, es un numero adimensional que indica el niumero de veces que
se incrementa la viscosidad aparente de una suspensién respecto a la viscosidad

del fluido que forma parte de la suspensién (Moreno, 2005).

Viscosidad de suspensiones 7, [Pa s]. La viscosidad de suspensiones depende de
la concentracion de particulas dispersas en el medié continuo, modificando el
esfuerzo de corte con una contribucién adicional a la predicha por la ecuacion de
Newton. El primer modelo utilizado para describir la variacién de la viscosidad con
la fraccion en volumen de particulas fue desarrollada por Einstein (1906) segun el
cual (Moreno, 2005; Cantu- Lozano 1987):

n=n.(1++2.5¢) (1.11)
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Dondenes la viscosidad de la suspension y 7. la viscosidad del medio liquido.

Esta ecuacion es valida solo para suspensiones diluidas0.05< ¢ <25, ya que

asume lo siguiente:

e El medio no es compresible y se puede tratar como un continuo

e Se desprecia fuerzas, torques e inercias

e La densidad se mantiene constante, es decir, no hay sedimentacion

¢ No hay efectos de deslizamiento entre particulas y el fluido

e Las particulas son esferas

e La suspension es diluida, de forma que las particulas no interaccionan
¢ No hay efecto de pared

e No hay migracién de particulas

e La velocidad media en el fluido no cambia al introducir las particulas

La ecuacién 1.11 muestra que la viscosidad de la suspension no depende del
tamano de la particula ni de la velocidad de corte, ya que la ecuacién constitutiva
es Newtoniana. Einstein mostré que particulas individuales incrementan la
viscosidad de un liquido como una funcion simple de su fraccién volumétrica. Nos
damos cuenta inmediatamente que en la ecuacion 1.11 no hay efecto del tamafo
de particula, posicién de particula debido a que la teoria deja a un lado los efectos

de otras particulas (Barnes et al., 1989).

En una suspensién mas concentrada no se puede menos preciar el efecto de la
interaccion entre particulas. En tal caso el esfuerzo viene dado por dos
contribuciones, una a las interacciones hidrodinamicas y otra a las particulas que
tienen en cuenta el efecto del movimiento browniano y de los potenciales de
interaccién. Batchelor (1977) extendié el modelo de Einstein considerando las
interacciones ente dos particulas, para lo cual calculdé la contribucidon
hidrodindmica en ausencia de movimiento browniano. Asi, la viscosidad se
expresa como la suma de estas contribuciones y la resultante del efecto
browniano, expresada en serie pero introduciendo solo el término lineal de la
forma (Moreno, 2005; Barnes et al., 1989):
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n=n,(1+2.5¢+6.2¢") (1.12)

En concentraciones mayores de 25% de la fraccion volumétrica, ¢, Vand (1948)

(citado por Cantu-Lozano, 1987) derivé la ecuacion de Einstein para:

n=n,(+2.50+7.25¢") (1.13)

La ecuacion lineal de Einstein es util para determinar la viscosidad de la
suspension de levaduras, con morfologia esféricas y concentracion volumétrica
hasta el 20%, la ecuacidon de Batchelor y la ecuacion de Vand son recomendables

para fracciones volumétricas de¢>25%. Para suspensiones concentradas de
esferas, es decirg>50%, donde la interaccion de las particulas se vuelven

apreciables se hace uso de la ecuacion de Mooney (1951) (Bird et al., 2006).

(1.14)
n 2.5¢

=—=e
Y
%

donde gz)(%) es la fraccion volumétrica y ¢, es una constante empirica cuyo valor

varia aproximadamente entre 0.52<¢ <0.74

1.15 Numero de Péclet

El numero de Péclet, permite calcular la energia mecanica necesaria que se le
tiene que aplicar a un fluido para que ocurra una deformacion que no sea
provocada por la energia térmica del fluido. Debido a que esta ultima puede

producir cambios en la configuracion microscépica del fluido, en ausencia de la
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energia mecanica. Este parametro es un balance entre movimiento browniano y el
flujo. Este parametro se define como una velocidad de corte multiplicada por un
tiempo de difusion caracteristico (Moreno, 2005) y se calcula como el cociente de

la energia mecanica y la energia térmica de la siguiente forma:

1L (1.15)
kT

donde :a: radio de la particula,n,: viscosidad del medio, &: velocidad de corte,  :

Constante de Boltzmany T: Temperatura

En la ecuacién 1.15 1 &’ es la energia mecanica y kT es la energia térmica. El

comportamiento reoldgico de los fluidos depende de la magnitud del numero de
Péclet. Cuando Pe<1 el fluido no puede ser deformado por el esfuerzo mecanico
aplicado. Pe =1, el esfuerzo mecanico comienza a producir la deformacion del
fluido y este comienza a ceder, esto implica que la viscosidad del fluido tiende a
disminuir y a medida que Pe>1, la viscosidad del fluido va disminuyendo hasta
que el fluido alcanza alguna configuracion de equilibrio. En el punto que Pe? 1, el
comportamiento del fluido se torna dependiente exclusivamente del esfuerzo

aplicado.

1.16 Reynolds de particulas esféricas

En muchas situaciones los efectos inerciales son insignificantes y el numero de
Reynolds en particulas esféricas es un parametro determinante en la modelacion
reologica de suspensiones, ya que el tamafio de las particulas suspendidas toma
un papel importante en el comportamiento del fluido. Para una tasa de corte, el

numero de Reynolds de particulas esféricas se define por:

2 1.16
Rep:—pjfa ( )
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Donde a es el radio de la particula, p densidad del fluido, gvelocidad de corte y

n. la viscosidad dI fluido.

1.17 Modelos reolégicos

La reologia toma puntos de referencia para definir el comportamiento de la
infinidad de variaciones existentes en los materiales tomando como base dos tipos
de sustancias, liquido ideal o Newtoniano, que carece de las propiedades de los
sélidos y por otro lado el sélidos ideal o Hookiano, que carece de las propiedades
de los liquidos. Combinando estos dos modelos se obtienen otros modelos

intermedios.

Estos modelos son una relacion matematica que nos permite caracterizar la
naturaleza fenomenolégica de un fluido, estudiando la deformaciéon dada a una
tasa de corte especifica y son ampliamente usados para representar de manera

mas facil y compresible, el comportamiento mecanico de los materiales.
¢ Modelo Ostwald-de Waele

También conocida como ley de potencia. Para n=1 se transforma en la ley de
viscosidad de Newton. Cuando n<1 el comportamiento es pseudoplastico,

mientras que n >1 el comportamiento es dilatante.

f[Pal=K#& (1.17)

e Modelo de Herschel-Bulkley

Este modelo es una relacion general para describir el comportamiento de fluidos
no-Newtonianos. En este modelo se afiadié el término de esfuerzo de cedencia 7,
para describir el comportamiento tipo plastico y el plastico tipo Casson. Los casos

especiales de esta ecuacién son el comportamiento Newtoniano, ley de potencia

(pseudoplastico o dilatante) y plastico de Bingham.
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tf[Pal=71,+ K& (1.18)

e Modelo de Bingham

Conocidos también como cuerpo de Bingham. Estos cuerpos no se derraman bajo
el efecto de su peso; necesitan que la presion sobrepase un umbral para que
comiencen el flujo. Una vez que se ha sobrepasado este valor critico, el fluido se

comportara como newtoniano. Esto se expresa por:

[ Pal=7,+K¥ (1.19)
dondetr,es el esfuerzo de corte limite, por encima del cual se produce el

derramamiento newtoniano.

¢ Modelo de Casson

En este modelo, la curva de esfuerzo cortante contra velocidad de corte puede
transformarse en una linea recta elaborando una grafica de la raiz cuadrada de
esfuerzo contra la raiz cuadrada de la velocidad de corte.

' [ (1.20)
r2[Pal=1, +KR

1.18 Modelos reolégicos en funcién de la temperatura y concentracion

Entre los factores que influyen en el comportamiento reolégico de los fluidos
encontramos la temperatura y la concentracion, siendo lo factores mas
importantes y los mas estudiados, ya que el conocimiento de estos dos factores
es de gran importancia para entender operaciones unitarias como evaporaciéon y
concentracion donde simultdneamente la transferencia de calor y masa tienen
lugar (Barbana y EI-Omri, 2009).
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La viscosidad de los fluidos disminuye con la temperatura, esto se debe al hecho
de que conforme aumenta la temperatura las fuerzas de viscosidad son superadas
por la energia cinética dando a lugar a una disminucién de la viscosidad. La
energia de activacion es una medida del umbral de energia que se debe vencer
para que el ordenamiento de moléculas en el fluido se modifique para fluir. Autores
como: Zainal et al.,2000; Arslan et al., 2005; Dak et al.,2007; Vandresen et
al.,2009; Cayetano et al., 2013; han descrito el efecto de la temperatura sobre la
viscosidad aparente y lo han expresado mediante el modelo tipo exponencial de
Arrhenius, el cual involucra la temperatura absoluta, la constante universal de los

gases y la energia de activacion de flujo.

) (1.21)

n,= 7703(

Kosmerl et al., 2000 propone una ecuaciéon modificada de Arrhenius para evaluar
el efecto de la temperatura sobre la viscosidad aparente a una velocidad

especifica de corte.

Ingy —a+2+i (1.22)
“ T T

Autores como: Juszczak y Fortuna, 2004; Da Silva et al., 2005; Rao, 2007,
Manayay e Ibarz, 2010 han descrito el efecto de la concentracion sobre el

comportamiento reolégico mediante las siguientes ecuaciones:

n,=n,C" (1.23)
n,= noeazc (1.24)

Finalmente el contar con un solo modelo reolégico que calcule la viscosidad
aparente en funcion de la temperatura y concentracion resulta de gran utilidad,

ya que esta expresion permitira evaluar la viscosidad aparente a diferente
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temperatura y concentracién. Magerramov et al., 2007; Belibagli y Dalgic, 2007;
Juszczack et al., 2010 puntualizan el siguiente modelo matematico como el mas
idoneo para explicar el efecto combinado de la temperatura y la concentraciéon
sobre la viscosidad aparente.

. :%egw (1.25)

El modelo de Harper and EI Sahrigi 1965 (Citado por Steffe, 1996) relaciona el
efecto de estos dos factores sobre la viscosidad aparente a una velocidad fija de
corte en una sola expresion.

Ea 1.26
n, :nOeRTCﬁz ( )

1.19 Antecedentes

Solis-Mendez (2013) encontré6 que el suero de leche con la levadura
Kluyveromyces marxianus tiene un comportamiento no-Newtoniano con

caracteristicas dilatantes, con un ajuste del modelo Ostwald-de Waele del 0.97%.

Callejas et al., (2012) removieron un 84% de la DQO total del suero de leche por
medio del proceso de electrocoagulacion y recuperaron el 87% del fosforo total de

la fase liquida contenido en el suero de leche.

Murari et al., (2012) concluyeron que la levadura Kluyveromyces marxianus 229
tuvo una mejor produccién de etanol en fase anaerobia a las 12 horas de
fermentacion, el equivalente de etanol producido en fase aerobia con 48 horas de

fermentacion.

Vaz et al., (2012) realizaron cultivos de Kluyveromyces marxianus en suero de
leche dulce de bovino en diferentes diluciones y determinaron que el porcentaje

del consumo total de lactosa es el mismo al final del proceso.

Escobar et al., (2010) obtuvieron una producciéon de acido lactico de 70.93 g/L a

las 93 h de fermentacion utilizando Lactobacillus casei.

33



Fundamentos Teoricos

Plessas et al., (2007) encontraron que un cultivo mixto de Kluyveromyces
marxianus y Lactobacillus bulgaricus o Lactobacillus hevelticus puede utilizarse

con éxito para mejorar la produccién de acido lactico en suero de leche.

Jakymec et al., (2001) obtuvieron un rendimiento maximo del 10.3% de acido
lactico en suero de leche desproteinizado sin suplementar lactosa utilizando la
bacteria Lactobacillus bulgaris. Observando también que la produccion de acido
lactico origina una disminucion de pH en el medio, este bajo pH afecta el
crecimiento, el consumo y la misma produccion, lo que explica el comportamiento

del Lactobacillus bulgaris durante la fermentacion.

Cantu-Lozano (1982) realizé fermentaciones con levaduras Saccharomyces
cerevisiae para la produccion de etanol, determinando la viscosidad relativa con
los modelos de Einstein y de Vand en funcion de la fraccién volumétrica,

correlacionandola la viscosidad relativa con el tiempo de fermentacion.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de la muestra

El suero de leche utilizado en el desarrollo del proyecto fue proporcionado por la

cremeria Plauchu S.A de C.V, ubicada en la ciudad de Mendoza, Veracruz.

2.2 Caracterizacion quimica del suero de leche

Se caracteriz6 fisicoquimicamente el suero de leche con el objetivo de definir su

composicion, para ello se evaluaron los siguientes parametros en base humeda:

e pH: El pH de las muestras fue determinado inmediatamente después a su
obtencién con un pH-metro Jenway modelo 3310.

e Densidad: La densidad de las muestras de suero de leche fue determinada
con un densimetro digital Anton Para modelo DMA-4500.

e DQOr: La demanda quimica de oxigeno total se determind bajo la norma
mexicana NMX-AA-030-SCFI-2001.

e DQOs: Para determinar la demanda quimica de oxigeno soluble se
centrifugo la muestra de suero de leche a 3500 rpm por 10 minutos.
Posteriormente se trabajo con sobrenadante determinandole la demanda
quimica de oxigeno bajo la norma mexicana NMX-AA-030-SCFI-2001.

e Solidos Totales: Los solidos totales presente en la muestra del suero de
leche fueron determinado bajo la norma NMX-AA-034-SCFI-2001

e Solidos volatiles: Los solidos volatiles presente en el suero de leche fueron
determinado bajo la norma NMX-AA-034-SCFI-2001.

e Nitrégeno Total: El nitrégeno total se determind bajo el método Kjeldahl.

e Proteinas: La cantidad de proteinas se determiné mediante el factor de
conversion 6.38

e Lactosa: El contenido de lactosa se determiné con el método del fenol-

sulfurico de Dubois y colaboradores 1956.
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e Grasas: El contenido de grasas se determiné bajo la norma NMX-AA-005-
SCFI1-2000.

e Color: El color de las muestras de suero de leche se determind por el
método de colorimetria y se utilizd la Figura 2.1 para determinar el color de

la muestra.

L=100

L=0

Figura 2.1 Diagrama para determinar el color de la muestra.

2.3 Caracterizacion reolégica del suero de leche

El comportamiento reoldgico del suero de leche se evalué mediante el uso de un
redmetro Anton Paar modelo MCR 301, con una geometria de paletas (ST22-4V-
40). Donde se determinaron los reogramas en un amplio rango de velocidad de
corte de 0-1000 s™'. Inicialmente se realizé un barrido de viscosidad en un intervalo
de temperatura de 20, 30, 40, 50, 60,70, 80 y 90°C. La temperatura fue ajustada
a deseo mediante recirculacién de agua con un bafio maria Julabo modelo F25. El

control de temperatura fina se realiz6 a través del plato Peltier.
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2.4 Modelacion de proteinas precipitadas

La precipitacién de las proteinas en funcion de la temperatura se modeld

siguiendo la ecuacion tipo Arrhenius (Ec. 2.1)

&) (2.1)

RT

p:poe{
Donde p[g/L] es la concentracion de proteinas precipitadas, p,[g/L] es una
constante caracteristica, E [J/gmol]es la energia de activacion, R[J/gmolK] es

la constante de los gases y T[K]es la temperatura absoluta.

2.5 Modelacion matematica

La modelacion matematica se realizdé utilizando el software Rheoplus donde se
establecio la relacién esfuerzo de corte y velocidad de corte, definiendo su
comportamiento fenomenoldgico con respecto al modelo reolégico de Herschel-
Bulkley (Ec. 2.2).

T=17,+k®& (2.2)

Donde 7{Pa]es el esfuerzo de corte, 7,[ Pa]es el esfuerzo de corte inicial, k[ Pas"|

es el coeficiente de consistencia, &s™']es la velocidad de corte y n[—]es el indice

de comportamiento reoldgico.

2.6 Efecto de la temperatura sobre la viscosidad del suero de leche

La dependencia de la viscosidad aparente con respecto a la temperatura se llevo a
cabo graficando el logaritmo natural de la viscosidad aparente a una velocidad fija
de corte de 500 s contra el inverso de la temperatura absoluta y se expreso
mediante modelo tipo exponencial de Arrhenius (Ec. 2.3) y por medio de la
ecuacion propuesta por Kosmerl et al., 2000 (Ec. 2.4), las cuales considera el flujo
de fluidos como un proceso térmico donde las moléculas del fluido deben de ganar

energia para desplazarse a un sitio adyacente.
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La energia de activaciéon de flujo de la ecuacion 2.3 fue calculada como la

pendiente de la grafica multiplicada por la constante de los gases.

In7, :n0+%+%2 (2.4)

Donde 7,[Pas] es la viscosidad en reposo, Ea[J/gmol] es la energia de
activacion, R[J/gmolK] es la constante de los gases, b y ¢ son coeficientes

caracteristicos y T[K] es temperatura absoluta.

2.7 Efecto de la concentracion sobre la viscosidad del suero de leche

El efecto de la concentracion sobre la viscosidad aparente del suero de leche se
describié por medio de dos ecuaciones, una tipo potencia (Ec. 2.5) y otra de tipo
exponencial (2.6). La correlacién entre la viscosidad aparente y la concentracion
se determiné representando los valores de viscosidad aparente a una velocidad de
corte especifica de 500 s™'. Las muestras del suero de leche fueron preparadas

con una concentracion de sélidos totales de 17, 34, 50 y 65 g/L.
1, =7,C" 25)
=1 26)
2.8 Efecto combinado de la temperatura y velocidad de corte sobre la
viscosidad del suero de leche

El efecto combinado de la velocidad de corte y la temperatura se modeld bajo la
ecuacion propuesta por Harper and El Sahringi, 1965 (Ec. 2.7) (Citado por Vitali y
Rao, 1984). Este modelo es util en aplicaciones tal como la pasteurizacion. Los
factores fueron evaluados en tres niveles: Temperatura (25, 50 y 90°C), velocidad
de corte (300, 500y 1000 s™).
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Ea

7, = noe[”]ﬂ“

donde: 7 indice de comportamiento reolégico promedio basados en todas las

(2.7)

temperaturas dentro del intervalo estudiado (20 a 90°C)

2.9 Efecto combinado de la temperatura y la concentraciéon sobre la
viscosidad del suero de leche

Se desarrollé un disefio de experimentos 3* para evaluar el efecto combinado de
la temperatura y la concentracion de solidos, con la finalidad de determinar que
factor influye significativamente en la viscosidad aparente del suero de leche. Los
factores se evaluaron en 3 niveles (bajo, medio y alto) donde la variable
dependiente es la viscosidad aparente. Se realizaron 9 experimentos con su
réplica dando wun total de 18 experimentos. Los datos obtenidos
experimentalmente fueron analizados estadisticamente en el software NCSS

2007. La matriz del disefio de experimento se presenta en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Matriz del disefio de experimento 3*

Factores Niveles del factor
codificados
Corrida A B Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
1 -1 -1 A: Temperatura 20 45 90
0 -1 [°C]
1 -1 B: Concentracién 15.17 30.14 60.44
[g/L]

© 00 N oo o b~ WODN
o

El efecto combinado de la temperatura y la concentracion se expresé mediante el
modelo reoldgico (Ec. 2.8) ampliamente utilizado por autores como: Magerramov
et al., 2007; Belibagli y Dalgic, 2007; Juszczack et al., 2010. Por medio de este
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modelo se encontré los parametros reoldgicos propios del suero de leche como:
viscosidad aparente en reposo y energia de activacion de flujo, en funcion de la

temperatura y la concentracion.

f (2.8)

n, = 770€RT

2.10 Efecto de la concentracion sobre la energia de activacion

La variacién de la energia de activacion con respecto a la concentracién se
modelé usando dos funciones una tipo exponencial (Ec. 2.9) y otra del tipo
potencia (Ec. 2.10) (Kaya y Sozer, 2005; Brousse et al., 2010).

Ea= Ae" (2.9)

Ea=A,C" (2.10)

donde 4, 4,, by b, son constantes de proporcionalidad.

2.11 Medio sintético de conservacion de Kluyveromyces marxianus

Se preparo el medio de cultivo YPDA con las siguientes componentes:

e Extracto de levadura 1%
e Peptona de caseina 2%
e Dextrosa 2%

e Agar 2%

El medio se realizd con agua destilada. Se esteriliz6 a 105°C en autoclave
(Yamato SM 300) por 15 minutos se dejo enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se vertié en cajas Petri, realizando un sembrado por estriado. Para

el crecimiento de la levadura Kluyveromyces marxianus se utilizé una estufa a
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una temperatura 30°C por cuatros dias hasta que se observdé un crecimiento

considerable como se muestra en la Figura 2.2.

Figura 2.2 Crecimiento de la levadura Kluyveromyces marxianus

2.12 Desproteinizacién del suero de leche

La desproteinizacion del suero de leche se llevé acabé mediante un tratamiento
termoquimico, el cual consisti6 en ajustar el pH a 45 con HCI 10N vy
posteriormente esterilizarlo en un autoclave (Yamato SM 300) a 115 °C durante 15
minutos. Luego se enfri6 durante 24 horas, posteriormente se decantd para
remover las proteinas precipitadas y se filtré en papel filtro Whatman N° 40.
Posteriormente se ajustdé el pH a un valor de 6.5 con NaOH 10N vy esterilizé

nuevamente en un autoclave a 115°C durante 15 minutos.

2.13 Preparacion del inéculo

Se tomaron tres asadas de la caja Petri en las que se encuentra la levadura y se
sembré en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contiene 100 mL del medio
sintético YPD, se dej6é incubar por 12 horas con agitacion constante a una

temperatura de 30°C. Transcurridas las 12 horas se realizé un pase al preindculo
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tomando 10 mL de la suspension de levaduras y sembrandolo en un matraz
Erlenmeyer que contiene 90 mL de suero de leche previamente
termodesnaturalizado, filtrado y con un pH de 6.5. Posteriormente el preinéculo se
incub6 a 30°C durante 16 horas, para garantizar la fase logaritmica de

crecimiento.

2.14 Conteo de células en la camara de Neubauer

Para la inoculacion se realizé el conteo celular, el cual se llevé a cabo mediante el
empleo de la camara de Neubauer. La camara de Neubauer cuenta con una
cuadrilla que tiene un volumen total de 1 mm?®. Esta seccion se encuentra dividida

en 25 cuadrados de 0.4 mm? cada uno, como se observa en la Figura 2.3.
El conteo con la camara se llevo a cabo de la siguiente forma:

e Limpiar la camara de Neubauer con un pafo y alcohol. Colocar un
cubreobjetos sobre la cuadricula de conteo.

e Con una pipeta Pasteur tomar la solucion a evaluar dejando que esta suba
por capilaridad en la pipeta Pasteur. Colocar la punta de la pipeta Pasteur
en el borde del cubreobjetos para que la solucién ingrese a la camara por
capilaridad.

e Colocar la camara de Neubauer en la platina del microscopio y enfocar con
el objetivo de 10X. Localizar el cuadro a contar, hacer un cambio de lente al

objetivo de 40X y contar las células.

Se contd las células contenidas en cinco cuadros (cuadros numeros 3 de la

imagen 2.3) de acuerdo con el siguiente criterio:

e Contar todas levaduras que estan dentro de cada cuadro mediano vy
aquellas que estan tocando el limite superior y el limite izquierdo de dicho
cuadro, aunque estén parcialmente fuera. No se contabilizan aquellas

células que tocan el limite inferior o el limite derecho.

Para determinar el nimero de células contadas se hace uso de la ecuacion 2.11.
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(TotalCel.contadas)(Dilucion)
Cuadroscontados

(2.11)

Concentracion = x250000

2.15 Calculo del volumen para el tamafno de indculo

Para calcular el volumen de la suspension de levaduras que se debe inocular
para tener una concentracion especifica de levaduras/mL se utilizé la ecuacion
2.12. El conteo de solucion de levaduras se obtiene mediante la camara de
Neubauer.

(C)(7) (2.12)
(C)

donde V,[mL] es volumen del medio a propagar,C,[Cél/mL] es el tamafio de

vol.delinoculo =

indculo que se desea y C,[Cél/mL]: es la concentracion de la solucion de la que

se obtiene mediante el conteo por la camara de Neubauer.

f 2R
N
iii‘irmx
i 25
it i
i85 45 R
(202}
5
N 3V

Figura 2.3 Camara de Neubauer

2.16 Viabilidad celular

La viabilidad de las levaduras se llevo a cabo mediante tinciéon y el conteo al
microscopio. La solucion a contar se preparé en una relacion 1:1 con azul de
metileno y la suspension de levaduras, después de la tincién se dejo 10 minutos

en reposo. Posteriormente se realizé la metodologia explicada en el punto 2.7.
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El azul de metileno permite tefir el interior celular. TiAe microorganismo
procarioticos (vivos o muertos). Los microorganismos eucarioticos sélo se tifien si
estan muertos. Por lo anterior, se determiné como células vivas a todas aquellas
que no presentaron coloracion, mientras que las células muertas mostraron una
coloraciéon azul. Estas coloracién en las células de levaduras se puede atribuir a
dos razones: que la membrana de las células muertas se debilite, permitiendo que
el azul de metileno penetre a la célula, a diferencia de las células vivas, las cuales
conservan la permeabilidad de su membrana; o a que siendo el azul de metileno
un colorante de éxido-reduccion, sea reducido por una enzima hidrogenasa y este

se vuelva incoloro en su forma reducido.

El porcentaje de viabilidad permite fijar con precisién la tasa de inoculacién y el
estado fisiolégico en que se encuentran las levaduras. La férmula para calcular el

% de viabilidad esta dada por la ecuacion 2.13

(2.13)

%V = Ne, x100
N.

T

donde N, es el numero de células que no presentaron coloracion (Vivas), N,: Es

el total de células contadas (vivas y muertas). Se recomienda inocular células con

una viabilidad mayor o igual al 90%

2.17 Densidad Optica

La densidad optica se midid a cada una de las muestras tomadas del caldo de
fermentacion a una longitud de onda de 610 nm, utilizando como blanco suero de

leche desproteinizado.

2.18 Determinacion de Lactosa

El contenido y consumo de lactosa se determind utilizando el método

espectrofotométrico de Dubois y colaboradores 1956.
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2.19 Determinacion de acido lactico

La cuantificacion de la producciéon del acido lactico se realiz6 mediante el método
16.023 de la A.O.A.C (1984), basado en la titulacion con NaOH 0.1 N. y se
confirmdé mediante el método del cloruro férrico. La fundamentacion del método se
basa en el complejo formado por la reaccion entre los iones férricos y la a-
hidroxiacido de color amarillo, donde la intensidad del color es proporcional a la
concentracion del acido lactico presente en la muestra. Se tomaron 10 mL de
muestra a la que se le adicion6 5 mL de la solucion de FeCl; y se completé a 50
mL con agua destilada. Se prepara un blanco con agua para calibrar el equipo y

se lee la absorbancia de la muestra a 440 nm.

2.20 Determinacion de biomasa

La concentracion de biomasa se determiné por el método de peso seco, para lo
cual se centrifugd 10 mL de muestra a 10000 rpm por 10 minutos, posteriormente
se retird el sobrenadante y se realizé un lavado con agua destilada estéril para
retirar todo residuo del medio, se resuspendioé la biomasa con 10 mL de agua
destilada y se centrifugo nuevamente. El precipitado de biomasa lavado se secé

en estufa a 95°C durante 4 horas, tiempo en que se obtuvo peso constante.

2.21 Disefio de experimentos 2*

Se desarrolld un disefio de experimentos 2* para evaluar las concentraciones
iniciales de: sustrato, in6culo y oxigeno como factores principales y su efecto
combinado entre ellos, con la finalidad de determinar que factor influye
significativamente en la produccion de acido lactico. Los factores se evaluaron en
2 niveles (bajo y alto) donde la variable de repuesta es la maxima produccion de
acido lactico. Se realizaron 8 experimentos con su réplica dando un total de 16
experimentos. Los datos obtenidos experimentalmente fueron analizados
estadisticamente en el software NCSS 2007. La matriz del disefio de experimento

se presenta en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Matriz del disefio de experimento 2

Factores Niveles del factor
codificados
Corridas A B C Bajo (-1)  Alto (1)

1 -1 -1 -1 A: Lactosa 35 50
2 1 -1 -1 [g/L]
3 -1 1 -1 B: Inoculo 3 10
4 1 1 -1 [x10°Celll]
5 -1 -1 1 C: Oxigeno 200 500
6 1 -1 1 [mL]
7 -1 1 1
8 1 1 1

2.22 Fermentacion

Se realizaron ochos fermentaciones con sus réplicas correspondientes a un
disefio experimental (detallado en la seccion 2.23), las fermentaciones se
realizaron completamente al azar. Se inoculé 0.6 y 0.9 L de suero de leche con
una concentracion de células iniciales de 3 y 10x®, con una concentracién inicial
de lactosa de 35 y 50 g a una temperatura de 36°C. Posteriormente se dejo

fermentar por 72 horas con tomas de muestra cada 8 horas.

2.23 Determinacion reolégica de caldos de fermentacion

La determinacién reoldgica se llevd a cabo mediante el uso del Redmetro Anton
Paar modelo MCR 301 con una geometria de paletas en un amplio rango de
velocidad corte de 0-1000 s a una temperatura de 36°C. Se ajustd el modelo
reologico de Herschel-Bulkley expuesto en la ecuacion 2.2 a los datos

experimentales.

2.24 Calculo de la produccion de acido lactico

Se determind la produccion de acido lactico y los coeficientes de rendimiento de
biomasa en el sustrato, rendimiento de acido lactico en el sustrato, el rendimiento

de acido lactico en biomasa y la productividad (Padin y Dias; 2006).
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El rendimiento de biomasa en sustrato Y se calculd dividiendo la biomasa

X/8?

presente al final del proceso entre el consumo de sustrato.

vy -8 decélulas de K.marxianus (2.14)

XIS —

glactosa

El coeficiente de rendimiento de acido lactico en el sustrato Y, se calculd

P/S?
mediante la ecuacion 2.15, donde se relaciona los gramos acido lactico producido

con los gramos de lactosa consumida.

v = gdeacidolactico (2.15)

rs glactosa

Para determinar el coeficiente de rendimiento de acido lactico en biomasa Y, , se

utilizé la ecuacion 2.16

gdeacidolactico (2.16)

- gdecélulas de K.marxianus

P/X

donde:

_ gcelulas de K.marxianus (biomasa) pe gacidolactico ( producto)

L L

_ glLactosa (sustrato )
- L

La productividad B de las fermentaciones se define como la relacion entre la
concentracion de acido lactico por unidad de tiempo por volumen de fermentacion
(Padin y Dias; 2006).

Concentraciondedcidoldctico g dcidoldctico (2.17)

Tiempo de fermentacion hL
El rendimiento tedrico de lactosa en acido lactico en una fermentacién lactica es
de 1.04 g/L de acido lactico de un 1g de lactosa en un proceso homofermentativo,
donde se produce acido lactico principalmente, el rendimiento tedrico sera el

siguiente:
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C,H,,0,+H,0—-4C,H.O, (2.18)

Peso molecular de la lactosa = 342 g/mol

Peso molecular del acido lactico = 90g/mol

d% ;= Velocidad del cosumo del sustrato( Lactosa)

d% , =Velocidad de formacién de producto (dcidoldctico)

Factor de rendimiento

_dP/dr (2.19)
ds / dt

Sabiendo que una molécula de lactosa produce 4 moléculas de acido lactico, se

calcula el rendimiento tedrico:

90*4 104 g acidolactico (2.20)
342 ' glactosa

Y =

Para determinar la eficiencia de transformacion (E), se utilizé la ecuacion xxx la
cual relaciona el acido lactico obtenido y el rendimiento teorico o esperado durante

la fermentacion.

(2.21)

_ acidolactico obtenido £100

Rendimiento teorico

2.25 Velocidad especifica de crecimiento

El crecimiento celular se expresa con frecuencia como proporcional a la cantidad

de células presentes en ese instante. La constante (que solo lo es durante la fase
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exponencial) es lo que se denomina velocidad especifica de crecimiento (Padin y
Dias; 2006):

ax _ (2.22)

Donde X es la concentracién celular expresado en peso seco, t es el tiempo y u es
la velocidad especifica de crecimiento. Para el calculo de la velocidad especifica
de crecimiento se representaron los datos en escala logaritmica; la zona recta
corresponde a la fase exponencial y la pendiente es el valor buscado. Durante la

fase exponencial la concentracién celular viene dada por:

X = X, (2.23)

donde X, es la cantidad de células en el tiempo cero y ¢ es el tiempo de

duplicacién del crecimiento celular

El tiempo de duplicacion celular es el tiempo requerido para que se dupliquen las

células en el cultivo:

t,=In2/ pu (2.24)

Este valor de tiempo de duplicacion td [h] se aproxima al tiempo medio de vida
celular, en el periodo promedio para un ciclo celular completo (Padin y Dias;
2006).

Para determinar los parametros cinéticos tales como: velocidad especifica u,
velocidad especifica maxima y . Yy la constante de saturacion de sustrato K, se
utilizé la ecuacion de Monod, ec. 2.25.

— llea'xS 225

# K +S
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donde: u: es la velocidad especifica [h™, L . es la velocidad especifica maxima

[h"], S es la concentracion de sustrato [gS/L], K es la constante de saturacion de

sustrato [gS/L]

Para determinar los parametros cinéticos de Monod, se utilizd el método de

Lineweaver-Burk, aplicado a la ecuacién de Monod (Quintero-Ramirez, 1987).

11 K 1 2.26
+

B Hye Moo S

Donde la representacion grafica de Lineweaver-Burk permite identificar la

constante de saturacion K,y el crecimiento maximo . ; el punto de intercepcion

con el eje de las ordenadas es el equivalente a la inversade u .,y con el de las

‘max ?

abscisas es el valor de —1/K, como se observa en la Figura 2.4.

==

1
S

Figura 2.4 Representacion grafica del método numérico de Lineweaver-Burk
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Resultados y Discusion

CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion quimica del suero de leche

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados promedio obtenidos de la
caracterizacion quimica, se observa que el suero de leche estudiado proviene de
la coagulacion de la caseina por via enzimatica a un pH mayor de 6, es decir, es
un suero del tipo dulce, el cual presenta un color verde amarillento y una elevada
carga organica de 87.66 gDQO+/L, lo que senala el efecto negativo en el ambiente
cuando este subproducto de la industria quesera es descargado en el suelo o en
cuerpos receptores de agua. El 55% de los sdlidos totales presente en el suero de
leche es representado por la lactosa, es decir, la lactosa es el principal compuesto

presente en el suero de leche, seguido por las grasas y las proteinas remantes.

Tabla 3.1. Caracterizacion fisicoquimica del suero de leche

Parametros Promedio Desviacion estandar

pHI-] 6.55 0.1193
Densidad [g/cm®] 1.028 2.65x10°
Viscosidad [Pa s] a 500 s™ 0.01775 2.29x10*
Sélidos Totales [g/L] 64.48 0.1193
Sdélidos Volatiles [g/L] 62.74 0.0850
Nitrégeno Total Kjeldahl [%] 0.16 1.648x10
Proteinas [%] 1.016 10.51x107
Lactosa [g/L] 35.46 0.2861
DQOr [g/L] 87.66 1.8027
DQOs [g/L] 75.52 1.1369
Grasas [g/L] 3.97 0.0415
Color

L 54.56 -

a -0.42 -

b 9.42 -
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3.2 Caracterizacion reolégica del suero de leche

En la Figura 3.1 se observa el comportamiento no-Newtoniano del suero de leche
con caracteristicas dilatantes (n>1). Esto significa que el esfuerzo de corte
aumenta al incrementar la velocidad de corte. El aumento de la viscosidad
aparente con el aumento de la velocidad de corte sugiere que la velocidad de
corte enreda progresivamente las particulas de cadena larga, lo que impide
eventualmente superar las resistencias intermoleculares al flujo. Segun Ibarz y
Barbosa-Canovas, 2003 el comportamiento dilatante se debe a la presencia de
particulas de distintos tamanos y de diferentes formas que se encuentran
estrechamente empaquetadas haciendo el flujo mas dificil a medida que aumenta
la presion, esto porque al aumentar la velocidad de corte, las particulas largas y
flexibles se estiran. Por lo anterior, el comportamiento no-Newtoniano en el suero
de leche se le atribuye a material con alto peso molecular (proteinas séricas) que
se encuentran suspendidas en la fase acuosa formando asi una solucion
compleja, estas particulas dispersas en la suspension se deforman a medida que
aumenta la tasa de corte, presentando asi engrosamiento con incremento del

esfuerzo de corte.
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En la Figura 3.2 se observa la dependencia de la viscosidad con respecto a la
temperatura. Segun Bird et al., 2006, la viscosidad de un liquido disminuye con el
incremento de la temperatura. Lo anterior se le atribuye a que las moléculas ganan
energia lo que eventualmente debilita las fuerzas de cohesion que existe entre
ellas, provocando un incremento en el espacio intermolecular y como
consecuencia aumenta el movimiento dentro del fluido (Arslan et al., 2005;
Baroutian et al.,, 2013). Normalmente, cuanto mayor es la viscosidad, mayor es la

tasa de disminucion (Barnes, 2000).
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Figura 3.2 Curvas de fluidez del suero de leche

En la isoterma de 80°C de la Figura 3.2 se observa que existe un punto de
inflexidon haciéndose mas notable en la isoterma de 90°C, donde la viscosidad
incrementa repentinamente por el efecto térmico. Sadlam et al., 2013 trabajando
con proteinas de suero de leche aisladas, encontré que a baja velocidad de corte,
a alta temperatura (70°a 90°C) la viscosidad de las proteinas tiende a aumentar.
Parra-Huertas, 2009 menciona que las proteinas del suero de leche se vuelven

soluciones muy viscosas al ser termodesnaturalizadas y segun Alais, 1985 a

53



Resultados y Discusion

estas temperaturas se lleva a cabo la termodesnaturalizaciéon de las proteinas
remantes presentes en el suero de leche, por todo lo anterior inferimos que las
particulas que incrementan la viscosidad aparente con el aumento de la

temperatura son las proteinas remanentes en el suero de leche.

El proceso de precipitacion de las proteinas en funcion de la temperatura se
modelo con la ecuacion tipo Arrhenius (Ec. 2.1). En la Figura 3.3 se observa que la
precipitacion de las proteinas es fuertemente dependiente de la temperatura, es
decir, a mayor temperatura mayor sera la cantidad de proteina precipitada. Los
parametros de la ecuacion 2.1 se presentan en la Tabla 3.2 donde se observa que

el modelo describe adecuadamente el proceso de precipitacion de proteinas al

presentar un ajuste adecuado de R* =0.85308.

20

0 Datos experimentales |
Datos ajustados

22 -

° R?=0.85308

24 |-
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% [&] 1000
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2.7 238 29

Figura 3.3 Precipitacion de las proteinas del suero de leche en funcion de la temperatura

Tabla 3.2 Parametros de la ecuacién tipo Arrhenius

Parametros Valores
plg/L] 22.7715
E [J/ gmol] -16507.88

Modelo Experimental -16507.88,
P p= 22.7715e( &T)
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3.3 Modelacion Matematica

El modelo que mejor describié el comportamiento fenomenolégico del suero de
leche fue el modelo reoldgico de Herschel-Bulkley al presentar un ajuste adecuado
de R* >0.98. El valor de r calculado fue »>0.99, con un valor de significancia de

0.001 el valor de critico de r es de 0.4525 (Yamane, 1979). Como r,, >r,

critica se
rechaza la hipotesis estadistica nula, es decir se rechaza la suposicion de que no
habia relacion estadistica significativa entre la velocidad de corte y el esfuerzo de
corte y se concluye que existe una relacién directa significativa entre estos dos

parametros reoldgicos.

El parametro de 7, del modelo de Herschel-Bulkley el cual hace evidente la

presencia de solidos solubles disueltos como: lactosa, proteinas y sales minerales.
En la Tabla 3.3 se muestran los modelos obtenidos experimentalmente para cada
temperatura, se observa que los valores de esfuerzo de corte inicial 7,, coeficiente
de consistencia K y el indice de comportamiento reolégico n aumentaron

gradualmente hasta una temperatura de 80°C debido al efecto

termodesnaturalizacion de las proteinas.

Tabla 3.3 Parametros del modelo de Herschel-Bulkley

T

[°C] Modelo de Herschel-Bulkley R

20 7= 0.030746 +9.9217x1075y'843  0.9884
30 7= 0.036655+9.3253x107°y'843  0.9864
40 1= 0.04637 + 7.5929x105y18>° 0.9899
50 T = 0.041737 + 7.1x1075y1862 0.9859
60 7= 0.048416 + 6.3756x107°y'870  0.9867
70 7= 0.045944 + 7.5479x1075y'83¢  0.9891
80 7= 0.051014 +9.9227x1075y'78%  0.9843
90 7 = 35.091x10~>y1->99 0.9651

*Valor no susceptible a medicion.

A una temperatura de 90°C el parametro de esfuerzo de corte inicial 7, ya no es

evidente en la medicion. En la Figura 3.4 se presenta el ajuste del modelo de
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Herschel-Bulkley a los datos experimentales. Los datos obtenidos
experimentalmente con el reémetro Anton Para MCR 301 para cada temperatura
se presenta como puntos y el ajuste del modelo de Herschel-Bulkley como lineas

continuas.
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Figura 3.4 Reogramas del suero de leche, ajuste del modelo

3.4 Efecto de la temperatura sobre la viscosidad

En la Figura 3.5 se aprecia que la temperatura ejerce un efecto significativo sobre
la viscosidad aparente del suero de leche, es decir, la viscosidad disminuye al
aumentar la temperatura, siendo la ecuacién propuesta por Kosmerl et al., 2000 la
que mejor describe este efecto. Los parametros obtenidos del modelo de

Arrhenius y de la ecuacion propuesta por Kosmerl et al., 2000 como viscosidad en

reposor],, energia de activacion de flujo £«, coeficientes de Kosmerl, 2000 (b,¢),

modelos experimentales y los coeficientes de correlacion R* se presentan en la
Tabla 3.4.
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Figura 3.5 Dependencia de la viscosidad aparente respecto a la temperatura

Tabla 3.4 Parametros de Arrhenius y la ecuacién propuesta por Kosmerl, 2000

Parametros Modelo de Arrhenius Ecuacién propuesta por Kosmerl ,2000
n,[ Pas] 2.7605x1073 4.89061
b - —51.0096
c - 70.2470
Ea|J | gmolK | 444042 -
RZ 0.93728 0.98921
Modelo w0 _ _51.009y 70.2470
experimental n, = 2.76059'3e( RT ) In7, =4.89061 T+ %ﬂ

El bajo valor de energia de activacion muestra que el suero leche tiene poca
variacion de viscosidad con el aumento de la temperatura, ya que los altos valores
de energia de activacion de flujo indican un cambio rapido de la viscosidad del
fluido con la temperatura (Steffe, 1996; Guan et al., 2008).

3.5 Efecto de la concentracion sobre la viscosidad

La Figura 3.6 muestra la influencia de la concentracién de sélidos solubles sobre

la viscosidad aparente del suero de leche, esta propiedad del fluido aumenta a
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medida que incrementa la concentracion en el rango estudiado, segun Vitali y Rao,
1984, el efecto de la concentracion sobre la viscosidad aparente se debe a que al
aumentar la concentracion de los sélidos hay mayor interaccion entre la fase
dispersa y el medio continuo provocando una restriccion en el movimiento de
particulas. La Tabla 3.5 presenta los valores de 7,,a, y a,0bservandose que el
modelo que mejor representa el comportamiento reoldgico del suero en funcion de

la concentracion es el modelo exponencial al presentar el coeficiente de

correlacidon mas alto.

O Datos experimentales

2
Modelo Potencial R = 0.96044
0.0175 |- )
Modelo Exponencial R = 0.97819

0.0170

N, [Pas]

0.0165 —

0.0160 | .

‘ ! ‘ ! ‘ ! ‘ ! ‘ ! ‘

10 20 30 40 50 60 70
Concentracion [g/L]

Figura 3.6 Variacion de la viscosidad respecto a la concentracion

El modelo potencial ha dado resultados satisfactorios en purés de frutas y
hortalizas altamente viscosas, sin embargo para zumos de fruta concentrados,
jugo concentrado de manzana y en nuestro caso de estudio el modelo exponencial
proporciona mejores ajustes. Esto porque segun Hassan y Hobani, 1998 el modelo
exponencial se encontré para producir un mejor ajuste que la relacién de tipo de

potencia.
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Tabla 3.5 Parametros del modelo potencial y exponencial

Parametros Modelo potencial Modelo exponencial
n,[Pas] 0.0131 0.01556
a 0.0689 0.00192
R 0.96044 0.97819
Modelo 7, =0.0131C""" 5, =0.01556¢""""¢

experimental

3.6 Efecto combinado de la velocidad de corte y temperatura sobre la
viscosidad del suero de leche

El efecto combinado de la velocidad de corte y la temperatura se expresé
mediante la ecuacion propuesta por Harper y Sahringi, 1965 (Citado por Steffe,
1996). La ecuacion 3.1 muestra el modelo encontrado experimentalmente el cual
predice adecuadamente el efecto combinado de la temperatura y la velocidad de

corte al presentar un coeficiente de correlacion de 0.9856.

3223.84228

na=6.0926‘se( kT )789-7

(3.1)

En la ecuacion 3.1 se puede observar que el suero de leche bajo todas las
combinaciones de velocidad de corte y temperatura tiene un comportamiento no-
Newtoniano con caracteristicas dilatantes al presentar el parametro 7 —-1=0.7. En
Figura 3.7 se puede observar que la viscosidad aparente del suero de leche
incrementa con el aumento de la velocidad de corte y disminuye con el aumento
de la temperatura, siendo la velocidad de corte el factor mas significativo sobre

esta propiedad del fluido.
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Figura 3.7 Superficie de respuesta. Efecto combinado de la temperatura-velocidad de

corte

3.7 Efecto combinado de la temperatura y concentracién sobre la viscosidad

del suero de leche

La Tabla 3.6 presenta la matriz del disefio factorial 3" que se sigui6 para evaluar el

efecto combinado de la temperatura y la concentracion sobre la viscosidad del

suero de leche. Los resultados obtenidos experimentales de la viscosidad

aparente a una velocidad de corte de 500 s para cada tratamiento del disefio

fueron tratados estadisticamente en el software NCSS 2007, obteniéndose el

analisis de varianza el cual se presenta en |la Tabla 3.7

Tabla 3.6 Factores y niveles utilizados en el disefio de experimentos 3

Niveles del factor

]

n [Pas]a500s

Factores

codificados

Alto (1)

)  Medio (0)

Bajo (-1

Replical Replica ll

A B
1

0

Corrida

45 90

20

A: Temperatura

0.017

0.0176
0.01445
0.01225
0.01715

1
1
1
0
0

]

[°C
B: Concentraciéon

0.0144
0.012

60.44

30.14

15.17

[9/L]

0.01745
0.01465

-1

0.0146
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0 0.01235 0.0126
101 0.01865 0.0186
1 0.0156 0.01575
1 0.0136 0.01345

© 00 N O
o

El andlisis de varianza (Tabla 3.7) muestra que el factor A(Temperatura) y
B(Concentracién) tienen efectos significativos sobre la viscosidad, ya que muestra
un valor menor de 0.05, valor fijado para el nivel de significancia (a=0.05), siendo
el factor A(Temperatura) el que tiene mayor efecto sobre la viscosidad del suero
de leche, es decir, la viscosidad aparente es mas sensible a la temperatura que a
la concentracion. De acuerdo al ANOVA la interaccion entre los factores no resulta
significativo dado que sus valores de significancia se encuentra por encima del

nivel de significancia establecido.

Tabla 3.7 Andlisis de varianza del disefio de experimento 3"

Analisis de varianza

Factores DF Sumade Media de F-Ratio Nivel de Power

cuadrados Cuadrados Probabilidac Alpha=0.05

A: Temperatura 2  7.640445E-05 3.820222E-05 1095.84 0.000000* 1.000000
B: Concentracién 2  6.185278E-06 3.092639E-06 88.71  0.000001* 1.000000
AB 4  8.222222E-08 2.055556E-08 0.59 0.678709 0.136144
S 9  3.1375E-07 3.486111E-08

Total (Ajustado) 17 8.298569E-05

Total 18

* Termino de significancia a alpha = 0.05

En la Figura 3.8 se graficaron los dos efectos principales para analizar de manera

mas detallada la forma en que influyen los factores evaluados.
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Figura 3.8 Efectos principales: a) Temperatura, b) Concentracion

En la Figura 3.8a se apreciar que el efecto positivo de la temperatura disminuye la
viscosidad del suero de leche mientras que el efecto positivo de la concentracion
(Figura 3.8b) provoca un aumento en la misma. En la Figura 3.9 se presenta las
graficas de la interaccion AB donde las rectas son paralelas indicando que las
interacciones no presentan efectos fuertes por lo que no influyen de manera

significativa sobre la viscosidad del suero de leche.
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Figura 3.9 Interacciones de los factores
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El modelo estadistico para ajustar los datos se presenta en la ecuacién 3.2 el cual
presenta un ajuste del 0.9793 lo que indica que el modelo predice adecuadamente
los datos, es decir, existe una baja variabilidad total de la variable dependiente

(viscosidad aparente) respecto a su media explicada por el modelo de regresion.

1, [Pas]=0.015119-0.002517T +0.000662C (3.2)

La Figura 3.10 muestra la grafica de probabilidad normal, se observa que la

distribucion de la variable cae dentro de la normalidad.
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Figura 3.10 Grafica de normalidad del disefio 3

El efecto combinado de la temperatura y la concentracion se expresd mediante el
modelo reolégico (Ec. 2.8) ampliamente utilizados por autores como: Garza e
Ibarz, 1998; Magerramov et al., 2007; Belibagli y Dalgic, 2007; Juszczack et al.,
2010, quienes puntualizan el modelo como el mas idéneo para explicar el efecto
combinado de estos dos factores. La ecuacion 3.3 es el modelo que se encontrd

experimentalmente el cual permitird evaluar adecuadamente la viscosidad
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aparente a diferente temperatura y concentracion ya que presenta un coeficiente

de correlaciéon de 0.97196 .

7, :O.OO2856[ RT

4262.108

}#0.00197C

(3.3)

La Figura 3.11 presenta la superficie de respuesta con la ecuacion 2.8 donde se

puede observar que el incremento de la concentracion y la disminuciéon de la

temperatura incrementan la viscosidad, mismo efecto que encontré Cepeda y

Villaran, 1999 trabajando con jugo de Malus Floribunda.
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Figura 3.11 Superficie de respuesta. Efecto combinado de la temperatura y concentracion

3.8 Efecto de la concentracién sobre la energia de activacién

La Figura 3.12 muestra la relacion directa que existe entre la concentracion y la

energia de activaciéon, se puede observar que a medida que aumenta la

concentracion disminuye la energia de activacién, esto confirma que a mayor

64



Resultados y Discusion

concentracion la temperatura ejerce menor influencia sobre la viscosidad aparente
del suero de leche, esto se debe a que al aumentar la concentracion se
incrementa el numero de colisiones de las particulas dentro del fluido, lo que eleva
el movimiento en el fluido. Los valores de Ea fueron encontrados entre 4505.94 y
3867.74 J/g mol. El valor calculado de Ea a baja concentracion fue el mas alto lo
que indica que la viscosidad aparente es mas afectada por la temperatura a baja
concentracion, es decir, la energia de activacién disminuyd con el aumento de la
de concentracién, esto se debe a que existe poca variabilidad de la viscosidad a

niveles altos de concentracion.

T T
o Datos experimentales

2
4500 o Modelo Potencial R = 0.97346 7

2
Modelo Exponencial R = 0.81457

4350 —

4200

Ea [J/g mol]

4050

3900

15 30 45 60
Concentracion [g/L]

Figura 3.12 Efecto de la concentracion sobre la energia de activacion

En la Tabla 3.8 se presentan los parametros encontrados de la ecuacion 2.9 y
2.10, siendo el modelo potencial el que mejor describe la relacion que existe entre

la concentracion y la energia de activacion de flujo.
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Tabla 3.8 Efecto de la concentracion sobre la energia de activacion

Modelo Modelo
Parametros

potencial exponencial
4 6065.20 -
4, - 4658.57
b, ~0.11136 -
b, - —0.00328
R? 0.97346 0.81457

Finalmente, el obtener un modelo reolégico que calcule la viscosidad aparente en
funcién de la velocidad de corte, temperatura y concentracion es una herramienta
de gran utilidad para aplicaciones de ingenieria posteriores. El efecto combinado

de estos tres factores se expresé mediante la ecuacion 3.4.

(3.4)

Ea

n.= 7706[” )Cd B

Donde 7 [Pas]es la viscosidad aparente, 7,[Pas] es la viscosidad en reposo,
Ea[J / gmol]es la energia de activacion, R[J / gmolK]es la constante de los gases,
T[K]es la temperatura absoluta, C[g/L]es la concentracion,d es una constante,
#s~'] es la velocidad de corte,n[-]es el indice de comportamiento promedio

basado en todas las temperaturas.

El efecto de la temperatura, concentracion y velocidad de corte sobre la viscosidad
aparente se describe adecuadamente con la ecuacién 3.4 al presentar un
coeficiente de correlacion de 0.99415 . Este modelo puede ser una herramienta util

en el disefio de procesos y control, asi como el control de calidad y evaluacion

sensorial.
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31.0601

n _00051d ¥ ]co-mszﬁ.mss (3.5)

3.9 Disefio factorial 2° para la evaluacion de factores en las fermentaciones
lacticas

Se siguié un disefio de experimentos tipo factorial 2 con el que se observé las
interacciones entre los factores involucrados que mas afectan en la producciéon de
acido lactico con la levadura Kluyveromyces marxianus en suero de leche. Los
factores evaluados fueron las concentraciones iniciales de sustrato (lactosa),
inéculo y oxigeno. En el desarrollo del disefio de experimento se efectuaron 8
fermentaciones con una réplica, haciendo un total de 16 fermentaciones realizadas
en forma aleatoria. En la Tabla 3.9 se presenta la matriz de disefio y se muestran

los resultados de cada fermentacion.

Tabla 3.9 Factores y niveles utilizados en el disefio de experimentos 2

Factores Acido lactico Niveles del factor
codificados [g/L]

Corridas A B C Replical Replicall Bajo (-1) Alto (1)
1 1 -1 A1 3.7 4.65 A: Lactosa 35 50
2 1 -1 -1 7.53 6.84 [g/L]

3 11 A1 3.08 3.12 B: Inéculo 3 10
4 1 1 -1 3.49 352  [x10° Celll]

5 -1 -1 1 5.07 5.28 C: Oxigeno 200 500
6 1 -1 1 8.18 8.52 [mL]

7 111 2.44 2.65

8 1 1 1 3.07 2.96

Como variable de respuesta se midid la concentracion de acido lactico
observandose con una concentracion inicial de 50g/L de lactosa una respuesta
maxima de produccion de 8.52 g/L de acido lactico. Plessas et al., 2008
trabajando con suero de leche con una concentracion inicial de 50-52 g/L de
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lactosa encontraron como respuesta maxima 8.8 g/L de acido lactico utilizando la

Kluyveromyces marxianus.
Los resultados de la Tabla 3.9 fueron analizados estadisticamente mediante el
software NCSS 2007 obteniéndose el analisis de varianza que se muestra en la

Tabla 3.10.

Tabla 3.10 Analisis de varianza del disefio factorial 2

Analisis de varianza

DF Sumade Mediade F-Ratio Nivelde Power
Factores cuadrados cuadrados probabilidad Alpha=0.05

A: Lactosa 1 12.28502 12.28502 112.64 0.000005* 1.000000
B: In6culo 1 40.13223 40.13223 367.97 0.000000* 1.000000
AB 1 6.9169 6.9169 63.42 0.000045* 0.999999
C:Oxigeno 1 0.342225 0.342225 3.24 0.114441 0.345166
AC 1 0.0196 0.0196 0.18 0.682788 0.066310
BC 1 2.6569 2.6569 24.36 0.001141* 0.0989983
ABC 1 0.005625 0.005625 0.05 0.826039 0.054653
S 8 0.08725 0.01090625

Total (Adjusted) 15 63.231

Total 16

* Term significant at alpha = 0.05

En el analisis de varianza que se presenta en la Tabla 3.10 se observa que solo
dos factores principales influyen en la produccién de &cido lactico siendo la
concentracion inicial de lactosa y del inéculo junto con sus interacciones los mas

significativos.

La Figura 3.13 se graficaron los factores principales para analizar de forma mas
detalla la manera en que influyen estos factores en la produccion de acido lactico.
Se puede apreciar que la concentracién de lactosa (Figura 3.13a) presenta un
efecto principal positivo, es decir, un aumento en la concentracién de lactosa
desplaza hacia arriba la produccién de acido lactico; mientras que el tamafio de
in6culo de Kluyveromyces marxianus (Figura 3.13 b) presenta un efecto principal
negativo, donde una disminucion en esta variable provoca un aumento en la

produccion de acido lactico. Por otro lado al ver la Figura 3.12c se observa que
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para los valores propuesto en la concentracion de oxigeno no es muy significativo

ya que presenta muy poca variabilidad en la produccion de acido lactico.
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Figura 3.13 Efectos principales del disefio 2¥. a) Lactosa, b) Inéculo y c) Oxigeno

En la Figura 3.14 se presenta la grafica de la interaccién BC donde las lineas
rectas no son paralelas, lo que indica una interaccién fuerte entre la concentracion
inicial del inoculo y el oxigeno. El mejor resultado se obtiene al combinar B
(concentracién inicial de inéculo) en el nivel mas bajo y C (concentracién inicial de
oxigeno) en el nivel alto, el resto de las interacciones no presentan efectos fuertes

por lo que no influyen de manera significativa en la produccién de acido lactico.

69



Resultados y Discusion

9.00 - ]
. Oxigeno
] o A
4 A 1
7.25
o 4
Q a
O -
< ] o)
ol 5.50 -
3 4
S 4
~< :
3.75 -
7 o
2.00 - : : .

Inéculo

3.14 Interaccién significativa del disefio 2"

Esta fuerte interaccion existe debido a que se necesita una concentracion inicial
considerable de oxigeno para que la biomasa comience a crecer. Padin y Diaz,
2006 menciona que si la condiciones anaerobias comienzan pronto (nivel bajo) la
densidad de la poblacién de levaduras no sera lo suficientemente alta para

obtener un mayor rendimiento.

3.10 Analisis de regresién en funcién de la concentracién inicial de lactosa,
inéculo y oxigeno

Empleando el software estadistico NCSS 2007, se realiz6 un andlisis de
regresion, con el fin de obtener el polinomio que mejor representa la produccion de
acido lactico en funciéon de los factores evaluados. La Figura 3.15 muestra la
grafica de probabilidad normal, la cual es utilizada para contrastar la normalidad
de un conjunto de datos ya que permite comparar la distribucion empirica de una
muestra de datos, con la distribucion normal. Como se observa la distribuciéon de
la variable cae dentro de la normalidad, es decir, los puntos se encuentran cerca

de la linea recta.
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Figura 3.15 Grafica de normalidad del disefio factorial 2"

El modelo de regresién obtenido se presenta en la ecuacién 3.5 el cual tiene un
ajuste del0.8344 .

AcidoLdctico = 4.625—1.58375* In6culo+0.87625* Lactosa +0.14625* Oxigeno  (3-9)

El modelo presenta una variabilidad del 0.1656 de la variable dependiente (acido
lactico) respecto a la media explicada por el modelo de regresion. Los signos
positivo de los coeficientes (lactosa y oxigeno) de la ecuacion 3.5 indica que se
obtiene una mayor concentracion de acido lactico a nivel alto de lactosa y el signo
negativo del coeficiente (inéculo) indica que niveles bajo aumenta la produccion de

acido lactico.
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3.11 Cinéticas de crecimiento de la levadura Kluyveromyces marxianus

En la Figura 3.16 se presenta el consumo de lactosa y la producciéon de acido
lactico para todos los tratamientos en nivel bajo de sustrato. Se puede observar
que en todos los tratamientos el consumo de lactosa a travez del tiempo tuvo la
misma tendencia, variando entre el 68, 56, 51 y el 62% el consumo de sustrato
para una concentracion inicial de lactosa de 35¢g/L. La mayor produccién de acido
lactico se llevo a cabo en los experimentos con el nivel bajo de inéculo (3x10°

cél/mL).
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Figura 3.16 Consumo de lactosa y produccion de acido lactico en los niveles bajo de
sustrato

En la Figura 3.17 se presenta el consumo de lactosa y la producciéon de acido
lactico para todos los tratamientos en nivel alto de sustrato. Se puede observar
que en todos los tratamientos el consumo de lactosa a travez del tiempo tuvo la
misma tendencia, variando entre el 67, 64, 66% el consumo de sustrato para una
concentracion inicial de lactosa de 50g/L. Nuevamente se observd que la mayor
produccion de acido lactico se llevo a cabo en los experimentos con el nivel bajo
de indculo (3x10° Cél/mL).
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Figura 3.17 Consumo de lactosa y produccion de acido lactico en los niveles alto de
sustrato

En las Figuras 3.16 y 3.17 se puede observar que la mayor produccion de acido
lactico se llevo a cabo en los experimentos a nivel bajo de inéculo y en nivel alto
de oxigeno por lo que se confirma la fuerte relacion que existe entre

microorganismo y la concentracion inicial de oxigeno.

En la Figura 3.18 muestra el crecimiento a travez del tiempo de la levadura
Kluyveromices marxianus en los diferentes tratamientos. Se observa que el
crecimiento fue mas lento cuando se utilizé el tamafio de indculo en nivel alto en
comparacién cuando se utilizé el tamano de inéculo en nivel bajo, es decir, el

tamano del indculo afecta significativamente en el crecimiento de la levadura.
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Figura 3.18 Crecimiento de la levadura en los diferentes tratamientos

En la Tabla 3.11 se muestran los valores obtenidos para los rendimientos de

biomasa sobre sustrato, producto en biomasa, producto en sustrato, velocidad de

crecimiento, constante de saturacion, eficiencia de conversién y el tiempo donde

se alcanzo la maxima produccion.

Tabla 3.11 Parametros cinéticos de las fermentaciones lacticas realizadas

Y Y% YE H o K, ~ Tiempo
Comida - [gAL} [ AL } [ 1 } { g } [ﬂ} E®)  [4]

[ - } gCél @S h L ht
1 0103 318 0329 00134 2474 0145 3169 32
2 0.047 480 0226 00205 3236 0104 2177 72
3 0.068 4 0274 00133 2670 013 264 24
4 0.083 177 0149 0073 3890 011 1561 32
5 0.148 272 0402 018 3839 0165 2319 32
6 0400 291 0293 008 3975 0213 39.01 40
7 0033 355 0117 00133 2805 0036 1131 72
8 0.061 279 0172 0064 4856 0095 1658 32
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En la Tabla 3.11 se puede observar que el porcentaje mas alto en la eficiencia de
conversié de lactosa en acido lactico se presentd en el tatamiento 6, alcanzando
una productividad por dia de 4.26 g/L de acido lactico. Plessas et al.,2008 reportan
una productividad de 4.3 g/L de acido lactico por dia, con la levadura

Kluyveromices marxianus lo que indica que el proceso se puede optimizar.

Los rendimiento del la biomasa sobre el sutrato fue menor a niveles altos de
sustrato, segun Ozilgen et al.,1988; Araujo et al., 2007 el rendimiento del
microorganismo puede disminuir con el incremento de la concentracion de
sustrato, debido a subproductos del metabolismo o intermediarios en la hidrdlisis
de la lactosa en glucosa y galactosa, el cual, seria mayor si hay una conversion

completa de sustrato.

Solis-Méndez, 2013 encontré valores del 98.4, 20.33, 8.31 y 6.09 % como
eficiencias de conversién de lactosa en fermentaciones alcohdlicas utilizando la
levadura Kluyveromyces marxianus, y concentraciones de bioetanol de 3.31, 3.65,
5.6 y 8.1 g/lL por lo que podemos concluir que la fermentaciéon con la levadura
Kluyveromyces marxianus es una fermentacién heterolactica, es decir, se

producen cantidades equimolares de bioetanol, acido lactico y didxido de carbono.

3.12 Calculo de las constantes de Monod

Las constantes de la ecuacion de Monod se calcularon a partir del método
numeérico de linealizacion de Lineweaver-Burk y se obtuvieron las ecuaciones que

se muestran en la Tabla 3.12 a partir de la linea recta.
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Tabla 3.12 Modelo de Monod para cada tratamiento

Corrida

Modelo [R’]

1

0 N O O~ WDN

1£=0.0134[S]/24.74+ S 0.9368
11 =0.0205[S]/32.36+ S 0.8206
1£=0.0133[S]/26.70+S 0.8145

1=0.073[S]/38.90+S 0.8302
1=0.18[51/38.39+S 0.9095
1 =0.08[51/39.75+ S 0.8632

1 =0.0133[S]/28.05+S 0.7884

1 =0.064[S1/48.56+S 0.8009

3.13 Modelacién reoldgica de los caldos de fermentacién

El comportamiento reoldgico de la suspension de levaduras Kluyveromyces

marxianus en suero de leche se expresé mediante el modelo de Herschel-Bulkley.

En todos los caldos de fermentacion se observo el fenomeno de shear thickening,

es decir, como la velocidad de corte aumenta, aumenta la viscosidad. Los modelos

obtenidos experimentalmente para cada tratamiento se presentan en las Tablas

3.13 ala 3.20.

Tabla 3.13 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 1

Tiempol h]
Modelos experimentales. Tratamiento 1 R’
8 T = 0.042418 + 7.1392x10~°>y18727 0.9902
16 T = 0.045604 + 6.2191x10~°y1:8928 0.9925
24 T=0.037221 + 7.9211x10~>y1858 0.9879
32 T = 0.040602 + 7.3168x10~5y1-8692 0.9899
40 T=0.041119 + 7.1474x10~>y18718 0.9905
48 T = 0.042249 + 7.302x10~5y18701 0.9899
56 T =0.038421 + 7.4985x10~°>y1:8656 0.9297
64 T = 0.030391 + 8.575x10>y18481 0.9871
72 T = 0.028874 + 8.8354x10°y!8458 0.9870
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Tabla 3.14 Parametros reologicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 2

Tiempo[h] Modelos experimentales Tratamiento 2 R?
8 T =0.034791 + 9.2226x10~°y18388 0.98601
16 1=10.015102 + 1.2088x10~*y*8? 0.98539
24 T = 0.038804 + 7.4947x107 518662 0.98756
32 T=10.016783 + 1.1779x10~*y'8042 0.9844
40 T = 0.098346 + 7.5483x10~ 5y1 8732 0.99088
48 T = 0.095753 + 6.8971x107 18856 0.99061
56 T =0.092484 + 7.7672x10~ 5y1 8704 0.99106
64 T = 0.089967 + 7.9524x10~ 518662 0.99134
72 T = 0.0092434 + 1.3053x10~ 4 1.7915 0.98691

Tabla 3.15 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 3

Tiempo[h] =~ Modelos experimentales. Tratamiento 3 R?
8 T = 0.015543 + 1.2246x10~*y18004 0.98666
16 T = 0.013952 + 1.2325x10~*y*79%7 0.98657
24 T=0.017531 + 1.2456x10~ 4y1 7986 0.98735
32 T = 0.014645 + 1.2397x10~*y17992 0.98669
40 T = 0.088092 + 8.0391x107 %y 18645 0.99114
48 T =0.085434 + 8.3806x10~ 5y1 8856 0.99239
56 T = 0.00966 + 1.3484x10~*y*7867 0.98752
64 T=0.022212 + 1.4293x10~ 4y1 7766 0.98488
72 T =0.023153 + 1.2729x10~*y1 7946 0.98633

Tabla 3.16 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 4

Tiempo[h] Modelos experimentales Tratamiento 4 R?
8 T =0.09129 + 8.3523x105y18591 0.99168
16 T=10.01727 4+ 1.1759x10~*y 18056 0.98629
24 T=0.023414 + 1.1444x10~ 4 y1:8093 0.98573
32 T =0.014645 + 1.2397x10~ 4 y17992 0.99193
40 T =0.022296 + 1.3337x10~ 4y1 7862 0.98459
48 T=0.024771 + 1.1436x10~*y'81 0.98663
56 T = 0.080449 + 8.821x105y1:8509 0.99041
64 T = 0.089167 + 7.9507x10~5y18664 0.99602
72 T = 0.0069565 + 1.3994x10~ 4 y17825 0.98987
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Tabla 3.17 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 5

Tiempo[h] =~ Modelos experimentales Tratamiento 5 R?
8 T=0.0092531 + 1.4542x10~4y7757 0.98789
16 T=0.013581 + 1.5954x10~ 4y1 7588 0.9823
24 T=0.019345 + 1.5204x10*yt-7661 0.98284
40 T=0.026029 + 1.4027x10~ 4 17785 0.98399
48 T=0.022072 + 1.4443x10~ 4 1.7754 0.98564
56 T =0.032289 + 1.095x10~%y 18175 0.98872
64 T=0.02362 + 1.4907x10~ 4y1 7707 0.98574
72 T =0.017254 + 1.4556x10*y1772° 0.98425

Tabla 3.18 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 6

Tiempo[ h] Modelos experimentales. Tratamiento 6 R?
8 T=10.011353 + 1.5952x10~*y175% 0.98498
16 T=0.023942 + 1.2437x10~*y1.7964 0.98599
24 T = 0.082881 + 7.7588x10~ 5 1.8696 0.99216
32 T=0.079301 + 8.8135x10~°y 18503 0.99092
40 T=0.026029 + 1.4027x10~*%y 17785 0.98659
48 T=10.01516 + 1.5441x10~ 4y1 7635 0.98298
56 T=10.011471 + 1.6778x10~*y17525 0.98481
64 T =0.023632 + 1.3206x10~ 4y1 7876 0.98539
72 T=0.019989 + 1.5201x10~*y’7663 0.98396

Tabla 3.19 Parametros reologicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 7

Tiempol h) Modelos experimentales. Tratamiento 7 R?
8 T =0.05794 + 1.1073x10~*y'8%7 0.9905
16 T=0.081126 + 8.4413x10~ 5y18565 0.99097
24 T =0.0098137 + 1.3036x10~*y*790¢ 0.98728
32 T =0.065213 + 1.028x10~*y*8277 0.99047
40 T =0.023669 + 1.3234x10~ 4 y17869 0.98501
48 T = 0.06955 + 9.1203x107 5y 18453 0.99145
54 T =0.015654 + 1.3697x10~ y1 7803 0.99149
64 T = 0.037885 + 8.2325x10°y18594 0.9871
72 T = 0.056648 + 1.0077x10~ 4y1 821 0.98538
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Tabla 3.20 Parametros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley. Tratamiento 8

Tiempo[ h] Modelos experimentales. Tratamiento 8 R?
8 T=0.032401 + 1.243x10~*4y17887 0.98762
16 T =0.052499 + 1.3879x104y7731 0.98324
24 T =0.055997 + 1.3125x104y17803 0.98369
32 T =0.050977 + 1.3338x10~*y%777 0.98387
40 T=0.051692 + 1.2976x10~*y*-781 0.98385
48 T = 0.05954 + 1.078x10~*y1-8082 0.98598
56 T = 0.058335 + 1.0695x10*y1-8102 0.98722
64 T = 0.048785 + 1.1684x104y17981 0.98535
72 T =0.03295 + 1.3706x10~4y17745 0.98205

De las Figuras 3.19 a la 3.26 se presentan los reogramas de los caldos de

fermentacion
caracteristicas dilatantes.

los cuales mostraron un

comportamiento no-Newtoniano con
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De las Figuras 3.19 a 3.26 se observa que la viscosidad aparente de la
suspension de levaduras se mantuvo constante a través del tiempo de

fermentacion en cada uno de los tratamientos.

Solis-Médez, 2013 encontré el mismo comportamiento para los caldos de
fermentacion con la levadura Kluyveromyces marxianus en suero de leche

ajustandose el modelo de Herschel-Bulkley adecuadamente a los datos

experimentales con un coeficiente de correlacion R* >0.98.

Lo anterior se debe a que la concentracién de biomasa producida fue baja, esto
se explica de la siguiente manera: en una fermentacion anaerobia la mayor parte

de sustrato consumido es destinada a la formacién de producto y como
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consecuencia también a que los caldos de fermentacion fueron preparados con

suero de leche concentrados sin suplementar nutrientes.

La reocinética de los caldos de fermentacion se siguié evaluando el parametro de

esfuerzo de corte inicial 7, bajo la influencia del crecimiento de la levadura. La

Tabla 3.21 muestra los modelos reocinéticos encontrados experimentales.

Tabla 3 Modelos reocinéticos experimentales

Modelos reocinéticos experimentales R?
7,=0.0631-0.0167[kg / m’ cél] 0.6025
7, =-0.0023+0.0305[kg / m’ cél] 0.6959
7, =0.2874-0.1208[kg / m’ cél] 0.6355
7, =—0.0118+0.0144[kg / m’ cél] 0.7917
7, =—0.0869 +0.0593[kg / m’ cél] 0.6685
7, =0.0132+0.0243[kg / m’ cél] 0.6406

Nuevamente se realizo el test de hipodtesis. La hipotesis nula nos dice que no
existe relacion entre el esfuerzo de corte inicial y la concentracién de la levadura
Kluyveromyces marxianus. El valor de r calculado fue r>0.77, con un valor de
significancia de 0.1 el valor de critico de r es de 0.5822 (Yamane, 1979). Como

>r se rechaza la hipotesis estadistica nula, es decir se rechaza la

critica

r

cal

suposiciéon de que no existe relacion estadistica significativa entre el esfuerzo
corte y el crecimiento de la levadura, por lo tanto se concluye que existe una

relacion directa significativa entre estos dos parametros.

En la Figura 3.27 se observa que el indice de consistencia disminuye
progresivamente durante 48 horas de la fermentacién aumentando en las ultimas
horas, para el caso de indice de comportamiento reolégico ocurre el

comportamiento contrario. Este mismo comportamiento antagénico entre el
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coeficiente de consistencia y el indice de comportamiento reoldgico fue observado

por Cantu-Lozano, 1987 durante en fermentaciones fungicas.

0.013 — ; ; ; ; —— ; ; — 183

AESVAVTE

N

—o— coeficiente de consistencia [Pa s"]
—e— indice de comportamiento reoldgico [-]

0.010 I | I | I | I | I | I | I | I | I | I 1.79
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
tiempo [h]

n

Coeficiente de consistencia [Pa's ]x 107
indice de comportamiento reoldgico [-]

Figura 3.27 Coeficiente de consistencia vs indice de comportamiento reolégico en
fermentaciones lacticas

3.14 Andlisis de varianza de los modelos experimentales de Herschel-Bulkley

Para encontrar los valores de esfuerzo de corte inicial 7,[Pa], coeficiente de

consistencia k[Pas"] e indice de comportamiento reolégico n[—]se aplicd el

modelo linealizado de Herschel-Bulkley. Luego se logaritma la ecuacion 3.7, se

grafica.

T—7,=k(®" (3.6)
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Figura 3.28 Determinacion del coeficiente de consistencia e indice de comportamiento
reologico

A partir de la Figura 3.28 se encontraron los valores de ky n, se puede observar
que existe una relacion directa entre la velocidad de corte y el esfuerzo de corte.
El modelo se ajusté adecuadamente a los datos experimentales presentando un
coeficiente de correlacion del 0.9902. Posteriormente se realizé el andlisis de
varianza del modelo de regresién con un intervalo de confianza del 99.5%. En la
Tabla 3.21 se muestra el ANOVA de regresién donde se observa que ambas
variables estan linealmente relacionadas. El estadistico F permitid contrastar la
hipotesis nula de que el valor poblacional de R es cero. Como el valor de F es
mayor que el valor de Fgitico, podemos concluir que ambas variables estan

linealmente relacionadas.

Tabla 4.21 Analisis de varianza del modelo de Herschel-Bulkley

Analisis de varianza
Grados de  Suma de Promedio de

libertad cuadrados los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 115.981513 115.981513 9592.43457 5.41611E-56
Residuos a7 0.568274 0.01209094
Total 48 116.549787

En los Anexos 1 y 2 se presentan el andlisis de varianza para cada modelo
encontrado experimentalmente de Herschel-Bulkley.
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Conclusion y Recomendaciones

CONCLUSIONES

El aprovechamiento biotecnolégico del suero de leche a partir de la levadura
Kluyveromyces marxianus es una alternativa viable ya que ofrece ventajas como:
bajo costo de materia prima, producto de interes econdmico como el acido lactico
y se contribuye al tratamiento de residuos con alta carga organica, como es el

suero de leche.

El suero de leche mostré un comportamiento no-Newtoniano con caracteristicas
dilatantes donde el esfuerzo de corte aumenté a medida que la velocidad de corte
aumentaba. El modelo reologico que se ajustd a los datos experimentales fue el

modelo de Herschel-Bulkley.

El disefio factorial 3% mostré que el efecto positivo de la temperatura disminuye la
viscosidad y el efecto positivo de la concentracion la aumenta y el factor que mas

significativo sobre la viscosidad aparente es la temperatura.

El disefio factorial 2° que se siguié para evaluar los efectos de concentracion
inicial de sustrato, inéculo y oxigeno permitié concluir que los factores que mas
influyen en la produccién de acido lactico es la concentracién inicial de sustrato y
de inoculo, donde el nivel alto de sustrato y el nivel bajo de inoculo elevan la

produccion de acido lactico.

El modelamiento reocinetico de la suspension de la levadura Kluyveromyces
marxianus en suero de leche mostr6 un comportamiento no-Newtoniano con
caracteristicas dilatantes, ajustandose el modelo de Herschel-Bulkley a los datos

experimentales.

La viscosidad aparente de la suspension de levaduras en suero de leche no vario
con el tiempo ya que no se produjo la biomasa necesaria para modificar esta

propiedad del fluido.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto del pH inicial de fermentacion con el fin de encontrar el pH
optimo de crecimiento y produccion de la levadura Kluyveromyces marxianus.
Evaluar el efecto de la temperatura de incubacién, crecimiento y produccion de la
levadura Kluyveromyces marxianus con el fin de contrar las temperaturas
optimas.

Evaluar el rango de agitacion para encontrar la velocidad optima de produccion de
acido lactico.

Cuantificar las concentraciones de produccién de acido lactico y de bioetanol para
obtener el rendimientos y evaluar que producto es mas rentable.

Aumentar la concentraciéon de sustrato para evaluar hasta que concentracion

existe inhibicidn por concentracion.
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Andlisis de varianza de los modelos experimentales de Herschel-Bulkley en

suero de leche.

ANEXOS

Anexos

Analisis de varianza

. Grados Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad

Regresién 1 1.40582591 1.40582591 3161.76851 9.1622E-45
20°C Residuos 47 0.02089774 0.00044463

Total 48 1.42672365

Regresién 1 114.066118 114.066118 8401.41047 1.2018E-54
30°C Residuos 47 0.63811994 0.01357702

Total 48 114.704238

Regresién 1 114.055845 114.055845 9152.78908 1.6224E-55
40°C Residuos 47 0.5856821 0.01246132

Total 48 114.641527

Regresién 1 114.363927 114.363927 7858.22953 5.7297E-54
50°C Residuos 47 0.68400961 0.0145534

Total 48 115.047936

Regresién 1 113.327499 113.327499 7442.13577 2.042E-53
60°C Residuos 47 0.71570751 0.01522782

Total 48 114.043206

Regresién 1 110.419008 110.419008 9567.58756 5.7548E-56
70°C Residuos 47 0.54242445 0.01154095

Total 48 110.961432

Regresién 1 107.926772 107.926772 9555.96241 5.9208E-56
80°C Residuos 47 0.53082652 0.01129418

Total 48 108.457599

Regresién 1 97.3551173 97.3551173 7137.69518 5.4157E-53
90°C Residuos 47 0.64105995 0.01363957

Total 48 97.9961773
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Andlisis de varianza de los modelos experimentales de Herschel-Bulkley en

caldos de fermentacion.

Analisis de varianza del tratamiento 1

] Grados Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 115.981513  115.981513 9592.43457  5.41611E-56
8h Residuos 47 0.568274  0.01209094
Total 48 116.549787
Regresion 1 117.59671 117.59671 9320.32296 1.0616E-55
16 h Residuos 47 0.59301007 0.01261724
Total 48 118.18972
Regresion 1 115.872211  115.872211 9427.03189 8.1348E-56
24 h Residuos 47 0.57769974  0.01229148
Total 48 116.449911
Regresion 1 116.409222  116.409222  9719.2705 3.9835E-56
32h Residuos 47 0.56292635 0.01197716
Total 48 116.972149
Regresion 1 116.494384  116.494384 9756.85231 3.6396E-56
40 h Residuos 47 0.56116828  0.01193975
Total 48 117.055552
Regresion 1 116.400445  116.400445 9692.71453 4.2467E-56
48 h Residuos 47 0.56442608  0.01200907
Total 48 116.964871
Regresion 1 116.609547  116.609547 10183.5253 1.3373E-56
56 h Residuos 47 0.53818776 0.0114508
Total 48 117.147735
Regresion 1 115.861803  115.861803 9166.09926 1.5682E-55
64 h Residuos 47 0.59409184  0.01264025
Total 48 116.455895
Regresion 1 114.838282  114.838282 8117.74345 2.6818E-54
72 h Residuos 47 0.66488912  0.01414658
Total 48 115.503171
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Anexos

Analisis de varianza del tratamiento 2

] Grados Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 113.246624  113.246624 7663.91642 1.0284E-53
8h Residuos 47 0.69450018 0.0147766
Total 48 113.941124
Regresion 1 113.330945  113.330945 7725.98459 8.5179E-54
16 h Residuos 47 0.68943374 0.0146688
Total 48 114.020379
Regresion 1 116.129003  116.129003 9211.82063 1.396E-55
24 h Residuos 47 0.59250645  0.01260652
Total 48 116.721509
Regresion 1 111.978952  111.978952 7357.35408 2.6684E-53
32h Residuos 47 0.71534015 0.01522
Total 48 112.694293
Regresion 1 112.261218  112.261218 7029.46042 7.7373E-53
40 h Residuos 47 0.75059491 0.0159701
Total 48 113.011812
Regresion 1 113.48033 113.48033 6779.72824 1.8002E-52
48 h Residuos 47 0.78669459  0.01673818
Total 48 114.267025
Regresion 1 112.523961  112.523961 7247.13066 3.7962E-53
56 h Residuos 47 0.72975449  0.01552669
Total 48 113.253716
Regresion 1 112.402431  112.402431 7295.21014 3.253E-53
64 h Residuos 47 0.72416204 0.0154077
Total 48 113.126593
Regresion 1 111.421088  111.421088 7392.36076 2.3884E-53
72 h Residuos 47 0.70840579  0.01507246
Total 48 112.129494
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Anexos

Analisis de varianza del tratamiento 3

Grados

. Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 111.353118  111.353118 7355.86782 2.6811E-53
8h Residuos 47 0.71148594 0.015138
Total 48 112.064604
Regresion 1 111.585868  111.585868 7323.82264 2.9688E-53
16 h Residuos 47 0.71609268  0.01523601
Total 48 112.30196
Regresion 1 110.91299 110.91299 7559.77742 1.4156E-53
24 h Residuos 47 0.68955873  0.01467146
Total 48 111.602549
Regresion 1 111.664196  111.664196 7659.21775 1.0432E-53
32h Residuos 47 0.68521582  0.01457906
Total 48 112.349411
Regresion 1 112.114735  112.114735 7267.58518 3.5544E-53
40 h Residuos 47 0.72505412  0.01542668
Total 48 112.839789
Regresion 1 112.066968  112.066968 7484.87015 1.7864E-53
48 h Residuos 47 0.70370593  0.01497247
Total 48 112.770674
Regresion 1 111.054612  111.054612 8033.64652 3.4207E-54
56 h Residuos 47 0.64971327  0.01382369
Total 48 111.704326
Regresion 1 108.485887  108.485887  8058.7906 3.1798E-54
64 h Residuos 47 0.63270495  0.01346181
Total 48 109.118592
Regresion 1 109.948666  109.948666 7903.99989 5.0027E-54
72 h Residuos 47 0.65379395  0.01391051
Total 48 110.602459
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Analisis de varianza del tratamiento 4

) Grados Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 111.752338  111.752338 7112.23334 5.8869E-53
8h Residuos 47 0.73849656  0.01571269
Total 48 112.490834
Regresion 1 111.710635 111.710635 7249.11135 3.7721E-53
16 h Residuos 47 0.72428186 0.01541025
Total 48 112.434917
Regresion 1 110.746074  110.746074 7004.02087 8.4208E-53
24 h Residuos 47 0.74315391  0.01581179
Total 48 111.489228
Regresion 1 112.147697  112.147697 7205.25943 4.3462E-53
32h Residuos 47 0.73154087 0.0155647
Total 48 112.879238
Regresion 1 108.790945  108.790945  7118.1434 5.7739E-53
40 h Residuos 47 0.71832978  0.01528361
Total 48 109.509275
Regresion 1 110.603794 110.603794 6988.86222 8.8577E-53
48 h Residuos 47 0.74380895  0.01582572
Total 48 111.347603
Regresion 1 111.690937 111.690937 7313.58266 3.0675E-53
56 h Residuos 47 0.71777052 0.01527171
Total 48 112.408708
Regresion 1 112.130725  112.130725 7230.51607 4.0052E-53
64 h Residuos 47 0.72887523  0.01550798
Total 48 112.859601
Regresion 1 110.765749 110.765749 8097.44269 2.8434E-54
72 h Residuos 47 0.64291782 0.0136791
Total 48 111.408667
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Analisis de varianza del tratamiento 5

) Grados Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 109.921666 109.921666 8044.061 3.3187E-54
8h Residuos 47 0.6422525  0.01366495
Total 48 110.563918
Regresion 1 107.73876 107.73876 7524.01613 1.5814E-53
16 h Residuos 47 0.67300783 0.01431932
Total 48 108.411768
Regresion 1 107.287266  107.287266 7023.11135 7.9023E-53
24 h Residuos 47 0.71798684 0.01527632
Total 48 108.005253
Regresion 1 107.528269 107.528269 6949.30356 1.0113E-52
40 h Residuos 47 0.72724246 0.01547324
Total 48 108.255511
Regresion 1 107.533191  107.533191 7350.85515 2.7241E-53
48 h Residuos 47 0.68754722 0.01462866
Total 48 108.220739
Regresion 1 110.325419  110.325419 7185.24398 4.6379E-53
56 h Residuos 47 0.72165882  0.01535444
Total 48 111.047078
Regresion 1 106.886701 106.886701 7386.3594 2.4342E-53
64 h Residuos 47 0.68012869 0.01447082
Total 48 107.566829
Regresion 1 108.354573 108.354573 7098.39894 6.1607E-53
72 h Residuos 47 0.71743854 0.01526465
Total 48 109.072012
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Anexos

Analisis de varianza del tratamiento 6

Grados

. Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 108.169511  108.169511 8335.57754 1.4444E-54
8h Residuos 47 0.60991179 0.01297685
Total 48 108.779422
Regresion 1 109.605979 109.605979 7315.02789 3.0533E-53
16 h Residuos 47 0.70423259 0.01498367
Total 48 110.310212
Regresion 1 112.957215 112.957215 7192.52867 4.5294E-53
24 h Residuos 47 0.73812554 0.0157048
Total 48 113.695341
Regresion 1 112.389758  112.389758  7906.7731 4.9619E-54
32h Residuos 47 0.66807515 0.01421436
Total 48 113.057833
Regresion 1 108.842844 108.842844  7638.8746 1.1101E-53
40 h Residuos 47 0.66968159 0.01424854
Total 48 109.512525
Regresion 1 107.928912 107.928912 7587.27275 1.3005E-53
48 h Residuos 47 0.66857473 0.01422499
Total 48 108.597487
Regresion 1 107.044617 107.044617 8134.96017 2.5523E-54
56 h Residuos 47 0.61845379 0.01315859
Total 48 107.66307
Regresion 1 108.365003 108.365003 6931.14581 1.075E-52
64 h Residuos 47 0.73482153 0.0156345
Total 48 109.099824
Regresion 1 106.995729 106.995729 7144.53732 5.2958E-53
72 h Residuos 47 0.70386633 0.01497588
Total 48 107.699595
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Anexos

Analisis de varianza del tratamiento 7

_ Grados Sumade  Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 111.02877 111.02877 8273.10274 1.722E-54
8h Residuos 47 0.6307612  0.01342045
Total 48 111.659531
Regresion 1 111.951891  111.951891 7278.54266 3.4315E-53
16 h Residuos 47 0.72291105  0.01538109
Total 48 112.674802
Regresion 1 111.347989  111.347989 7746.66207 8.0023E-54
24 h Residuos 47 0.67556264  0.01437367
Total 48 112.023551
Regresion 1 111.286286  111.286286 8022.96658 3.5287E-54
32h Residuos 47 0.65193534  0.01387096
Total 48 111.938221
Regresion 1 108.508067  108.508067 7167.64646 4.9112E-53
40 h Residuos 47 0.71151377  0.01513859
Total 48 109.219581
Regresion 1 112.10933 112.10933 7674.12444 9.9692E-54
48 h Residuos 47 0.68661103  0.01460875
Total 48 112.795941
Regresion 1 111.035745  111.035745 12434.6022 1.2483E-58
56 h Residuos 47 0.41969015  0.00892958
Total 48 111.455435
Regresion 1 116.075268  116.075268 9057.17587 2.074E-55
64 h Residuos 47 0.60234423  0.01281583
Total 48 116.677613
Regresion 1 108.705231  108.705231 8061.76796 3.1525E-54
72 h Residuos 47 0.63375005  0.01348404
Total 48 109.338981
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Anexos

Analisis de varianza del tratamiento 8

Grados

. Suma de Promedio de Valor critico
Corrida de F
. cuadrados cuadrados de F
libertad
Regresion 1 108.231522  108.231522 8783.71879 4.247E-55
8h Residuos 47 0.57912618  0.01232183
Total 48 108.810648
Regresion 1 105.000486  105.000486 8969.29382 2.605E-55
16 h Residuos 47 0.55021309  0.01170666
Total 48 105.550699
Regresion 1 105.373424  105.373424 8782.45805 4.2613E-55
24 h Residuos 47 0.56391399  0.01199817
Total 48 105.937338
Regresion 1 105.704935  105.704935 8825.08991 3.8052E-55
32h Residuos 47 0.56295539  0.01197777
Total 48 106.267891
Regresion 1 105.491814  105.491814  8197.6303 2.1333E-54
40 h Residuos 47 0.60482299  0.01286857
Total 48 106.096637
Regresion 1 107.032577  107.032577 8194.81516 2.1505E-54
48 h Residuos 47 0.61386755  0.01306101
Total 48 107.646444
Regresion 1 107.671998  107.671998 9327.41273 1.0429E-55
56 h Residuos 47 0.54254958  0.01154361
Total 48 108.214547
Regresion 1 108.01412 108.01412 9145.11336 1.6546E-55
64 h Residuos 47 0.5551231  0.01181113
Total 48 108.569243
Regresion 1 107.538241 107.538241 8503.93726 9.0512E-55
72 h Residuos 47 0.59434791 0.0126457
Total 48 108.132588
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