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RESUMEN

El acido lactico sirve como insumo en distintas industrias como la farmacéutica, alimentaria,
cosmética, biomédica, peletera, quimica, entre otros. Por esta razon, el desarrollo del
estudio de la produccion de acido lactico a partir de una cepa de Lactobacillus sp. Hui1
aislado de frutos de la Region Loreto. Para ello, se utilizé la metodologia de superficie de
respuesta con dos factores a dos niveles, esto permitié optimizar la produccion de acido
lactico. Inicialmente, a escala de matraces, fueron evaluados los componentes del medio de
cultivo para la obtencion de acido lactico (fuente de carbono, fuente de nitrégeno y iones
metalicos) en un disefio de un factor a la vez y se establecioé el uso de melaza de cafia,
extracto de carne, peptona de caseina, sulfato de manganeso, fosfato di potasico, citrato de
amonio, y acetato de sodio en el medio de cultivo. Ademas, se evalud la presencia o ausencia
del carbonato de calcio (1,5 % m/v) en el medio de cultivo, la temperatura (30 y 37 °C) y, el
tiempo de cultivo (22, 46, 72 y 118 h). De esta forma, la mejor concentracién de acido lactico
fue obtenida a 37°C y 72 h en presencia de carbonato de calcio. Ademas, segun el disefio
Plackett - Burman se identificd que el extracto de carne y la peptona de caseina influyen
significativamente en la produccion de acido lactico. Segun estos dos factores se desarrollé
la metodologia de superficie de respuesta, utilizando la estrategia del ascenso mas
pronunciado y el disefo central compuesto. Asi, se determiné que 18,69 g/L de extracto de
carne y 7,88 g/L de peptona de caseina permiti6 obtener 84,2 g/L de &cido lactico.
Finalmente, el escalamiento en un biorreactor de 3 L en un proceso en lotes, permitié obtener
71,4 g/L de acido lactico.

Palabras clave: Acido lactico, Lactobacillus, Superficie de respuesta, Disefio Central
Compuesto
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ABSTRACT

Lactic acid is used as an input in the pharmaceutical, food, cosmetic, biomedical, fur,
chemical, and other industries. For this reason, the development of the study of the
production of lactic acid from Lactobacillus sp. Hui1 isolated from fruits of the Loreto
Region. For this, the response surface methodology was used with two factors at two
levels, this allowed optimizing the production of lactic acid. Initially, at the flask scale, the
components of the culture medium were evaluated to obtain lactic acid (carbon source,
nitrogen source and metal ions) in a one-factor-at-a-time design and the use of molasses
was established. sugarcane, meat extract, casein peptone, magnesium sulfate,
manganese sulfate, potassium di phosphate, ammonium citrate and sodium acetate in the
culture medium. In addition, the presence or absence of calcium carbonate (1.5% m/ v)
in the culture medium, the temperature (30 and 37 ° C) and the culture time (22, 46, 72
and 118) were evaluated. h). In this way, the best production of lactic acid was obtained
at 37 ° C and 72 h in the presence of calcium carbonate. Furthermore, according to the
Plackett-Burman design, meat extract and casein peptone were identified to significantly
influence the production of lactic acid. According to these two factors, the response
surface methodology was developed, using the steepest ascent strategy and the central
composite design. Thus, it was determined that 18.69 g / L of meat extract and 7.88 g / L
of casein peptone allowed to obtain 84.2 g / L of lactic acid. Finally, scaling in a 3 L

bioreactor in a batch process allowed 71.4 g / L of lactic acid to be obtained.

Keywords: Lactic acid, Lactobacillus, Response surface, Central Composite Design
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I. INTRODUCCION

El acido lactico es de gran interés a nivel industrial debido a sus propiedades
fisicoquimicas y aplicaciones en las industrias alimentaria, quimica, biomédica, peletera,

cosmeética, farmacéutica, entre otras (1).

Actualmente, los problemas ambientales y energéticos, motivan a las industrias a
desarrollar nuevas estrategias de produccién que promuevan el uso de tecnologias
limpias y sostenibles. Ante tal hecho, las investigaciones se centran en la busqueda de
nuevas alternativas para resolver esta problematica. Un ejemplo de ello es el acido lactico,
el 90 % es producido por bacterias acido-lacticas. De esta forma, el acido lactico es
Opticamente puro, utilizando sustratos de bajo costo, y con un gasto de energia minimo
(1,2).

Las bacterias acido-lacticas realizan la fermentacion lactica, se prefiere a las del
género Lactobacillus de tipo homofermentativa porque se puede obtener acido lactico

como producto final a fin de disminuir los costos de produccion (3).

Las fermentaciones se pueden realizar en cultivo sumergido o en superficie
(medio solido), la eleccion del medio depende del microrganismo y de las variables que
se evaluen en el proceso. En consecuencia, la fermentacion en cultivo sumergido es
ventajoso porque permite controlar las condiciones de cultivo como temperatura, pH,
agitacioén, etc. Ademas, si se desea evaluar el efecto de los componentes nutricionales
que favorecen aumentar la concentracion de acido lactico, éste tipo de fermentacion
permite la facil recuperacion del producto, brinda una alta concentracion de producto y/o
rendimiento, reduce la contaminacién del medio de cultivo y facilita un analisis rapido (4—
7).

Por otro lado, recientes investigaciones han optimizado los parametros del
proceso y los medios de cultivo para obtener una mayor produccion, rendimiento o
productividad de acido lactico. En este aspecto, los métodos estadisticos permiten
determinar los factores que influyen en la produccion y sus interacciones sobre una

respuesta determinada.

Entre los métodos, mas utilizados en la seleccion de factores estan los disefios
factoriales y la MSR, asi como, para la optimizacion de las condiciones de operacion.

Ademas, por las caracteristicas antes mencionadas, el método de superficie de
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respuesta es utilizado en la optimizacién de los componentes del medio de cultivo en

procesos fermentativos.

Por ello, esta investigacion tuvo como obijetivo principal producir acido lactico a
partir de una cepa de Lactobacillus sp. aislado de frutos de la region Loreto utilizando la

metodologia de superficie de respuesta.

Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Producir acido lactico a partir de Lactobacillus sp. aislado de frutos de la Region Loreto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar la cepa de Lactobacillus con mayor capacidad para producir acido
lactico a partir del cepario del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica.

2. Determinar los factores nutricionales de Lactobacillus sp. mediante un disefio

experimental de Plackett-Burman que mejore la obtencion de acido lactico.

3. Optimizar la obtencion de acido lactico con los factores nutricionales principales

mediante la metodologia de superficie respuesta.

4. Escalar la produccion de acido lactico en biorreactor de 3L, usando un proceso

tipo lote, a partir de las condiciones optimizadas en la escala de matraces.
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Ill. MARCO TEORICO

3.1 Antecedentes

El acido lactico y sus subproductos son ampliamente empleados en la industria
alimentaria, quimica, farmacéutica, cosmética, tratamiento de cuero, del plastico, la
agricultura, textil, alimentacion animal, entre otros. Las aplicaciones potenciales de este
acido pueden ser como aditivo alimentario, regulador de pH, quimico anti-edad,
curtimiento de pieles, precursor de acido polilactico (PLA), etc. ; lo que permite que la
utilizacion de estos productos sean de gran uso para el hombre y el medio ambiente (8).
Actualmente, la produccion de este acido organico se viene dando por la via
biotecnoldgica donde se utilizan bacterias acido-lacticas (BAL), lo cual disminuye el costo
de produccién y gasto de energia, asi como se utiliza sustratos baratos o residuos

industriales.

Estela y col (2007)(9) evaluaron la composiciéon del medio de cultivo y las condiciones del
proceso de fermentacion para obtener una produccién optimizada de acido lactico

utilizando una cepa de Lactobacillus plantarum L10.

Suarez (2007)(10) estudié la produccion de acido lactico utilizando Lactobacillus casei
ATCC 7469 donde empled el medio de cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS) con la finalidad
de evaluar distintas concentraciones de carbonato de calcio, el cual actua como un
amortiguador de las variaciones de pH, y concluyé que el uso del carbonato de calcio es

esencial para obtener un mayor rendimiento de acido lactico.

Por otro lado, se reportan estrategias de optimizacién utilizando como base los disefios
factoriales (Plackett-Burman). Por ejemplo, Chauhan y col (2007)(11) evaluaron
diferentes componentes nutricionales utilizando el diseno de Plackett — Burman, donde
establecieron que la peptona, extracto de levadura, acetato de sodio, K;HPO,, extracto

de carne y jugo de datil influyen significativamente en la cantidad de acido lactico.

Coelho y col (2011)(12) utilizaron el disefio Plackett-Burman para determinar que
componentes influyen significativamente en los g/L de &cido lactico utilizando
Lactobacillus plantarum, de este modo, el licor de maiz, K.HPO4 y Tween 80 fueron los
componentes que resultaron significativos, que en concentraciones optimizadas por el
método de superficie de respuesta se obtuvo 94,8 g /L de acido lactico (quince veces

mayor que en el medio inicial).

Stephy Saavedra Bocanegra 17



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

De igual manera, Bustos y col (2004)(13) utilizaron la MSR para optimizar la
concentracién de los nutrientes: licor de maiz, extracto de levadura y peptona; donde se
produjo 58,9 g/L de acido lactico por Lactobacillus coryniformis en un tiempo de

fermentacion de 96 h.

En investigaciones recientes aprovecharon los residuos agroindustriales, subproductos
de la industria lactea, etc., empleandolos en los procesos de bioconversion, de esta
manera redujeron los costos de produccion. Asi Dumbrepatil y col (2008)(14) produjeron

acido lactico utilizando melaza de cafna.

Lima y col (2009)(15) enfocaron su trabajo en la optimizacion del &cido lactico utilizando
melaza de cana, extracto de levadura hidrolizada, licor de maiz con un cultivo de
Lactobacillus SMI8, obteniendo una produccion optima de 41,52 g/L de &cido lactico a

partir de 16,48 g/L de licor de maiz, 4,93 g/L de extracto de levadura y melaza de cana.

Ademas, Vaca (2011) (16) evalud la calidad de melaza de cana, y determind que la
concentracién y pureza son factores determinantes a utilizar como sustrato en el medio

de fermentacion.

Por otro lado, Araya-Cloutier y col (2010)(17) utilizaron jugo preparado a partir de residuos
de pulpa de pina e hidrolizado de dicho jugo, los cuales fueron utilizados como sustratos
en la fermentacion, con ambos sustratos se obtiene acido lactico pero en mayor cantidad

se obtiene con el hidrolizado de pifa.

Garcia M y col (2013)(18) propusieron la utilizacién de lactosuero como sustrato para la
Lb. casei en un cultivo desarrollado en lotes. Asimismo, Eneque y col (2014)(19)
trabajaron con lactosuero desproteinizado y Lactobacillus bulgaricus, donde obtuvieron

un porcentaje de acidez de 2,14 % y 44,07 mL de acido lactico por cada litro de suero.

Cabe mencionar que existe interés por el uso de sustratos no convencionales que
permiten obtener un alto rendimiento de acido lactico. Asi, Wang y col (2010)(20)
evaluaron el potencial de glucosa, harina de yuca; maiz como fuentes de carbono
utilizando Lactobacillus rhamnosus, de este modo, la harina de yuca permitié la obtencion
de alta concentracién de acido L-lactico. Por tanto, el uso de sustratos complejos (como
residuos agroindustriales) y el estudio de cepas del género Lactobacillus son una

alternativa para la produccion de acido lactico.
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3.2 Acido Lactico

El acido lactico es un acido carboxilico conocido como acido 2- hidroxipropanoico, que
fue descubierto y aislado de leche agria por Scheele Swedish en 1780 (21,22). En 1839,
Fremy realizdé la fermentacion usando diferentes sustratos que contienen grandes
cantidades de carbohidratos (azucar refinada, leche, almidén y dextrina) con los que
obtuvo acido lactico. Pasteur en 1857, demostré que la fermentacion lactica se debe a la
presencia de microorganismos (Lactobacillus) y no porque forma parte de la composicion
de la leche, de esta manera determiné el papel que Lactobacillus tiene en la produccion

de acido lactico (23).

La estructura quimica del acido lactico presenta tres atomos de carbono los cuales son:
dos atomos de carbono terminales siendo uno de ellos el que forma parte del grupo

carboxilo y un atomo de carbono central, que esta ligado a un grupo hidroxilo (24).

Presenta dos enantiomeros que se encuentran en la naturaleza como D (-) acido lactico
y L (+) acido lactico (Figura 1), pero también lo podemos encontrar en forma de mezcla
racémica, que lo conforman los isémeros D (-) y L (+) acido lactico en concentraciones
equivalentes (25). El isébmero L (+) es considerado beneficioso para la salud humana
porque es metabolizado por nuestro organismo lo que conlleva a ser utilizado en la
industria alimentaria y farmacéutica. En cambio, el isémero D (-) puede ser perjudicial en
cantidades elevadas (21,26,27).

?OOH (|fOOH
HO—(F—H H— (E—OH
CH, CH,

L(+) Acido lactico D (-) Acido lactico

Figura 1. Estructura quimica de los isémeros del
acido lactico.

Fuente: Tomado de Starr y Westhoff (2014)
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3.21. Propiedades

El acido lactico, liquido viscoso, inodoro e incoloro; presenta una alta solubilidad en
solventes polares como el agua y el alcohol, pero es insoluble en solventes organicos
como el cloroformo, éter, éter de petroleo, etc.(24,28). Ademas, los isdbmeros que se
encuentran en estado puro son sélidos altamente higroscopicos que poseen un alto punto
de ebulliciéon de 125 a 140 °C (29). El acido lactico que se produce por biotecnologia bajo
sus dos formas - D y - L, tienen una apariencia de color amarillenta debido a que presenta
ciertas impurezas provenientes del sustrato que se utilizé en la produccion, presencia de
otros acidos como acético y tartarico que también se producen durante la fermentacion y
la presencia de minerales, etc. También presentan distintos grados de pureza ( 80 %, 95
% y 105 % ) que especifican su calidad y que dependen de la industria en donde se utilice

(28). A continuacion, se mostrara ciertas propiedades fisicoquimicas (Tabla 1) (30).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del acido lactico

Férmula C3Hs03
Peso molecular 90,08
indice de refraccion 1,44

L (+) y D(-): 52,8 a 54 °C
DL: 16,8 a 33 °C

Punto de fusion

Punto de ebullicion 125 -144°C
Gravedad especifica 1206
Calor de combustion 3616 cal/g
Viscosidad 40,33 mNsm 2
Densidad 1.249
Constante dieléctrica 22 e

Fuente: Tomado de Perry y col (1992)

3.2.2. Clases de acido lactico

o Acido lactico crudo o comercial. Se utiliza basicamente en la industria de
cueros donde se requiere el acido lactico a una concentracion del 50 % de

pureza (31).
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e Acido lactico grado alimentario. Segin la Food Chemical Codex (FCC) el
acido lactico de grado alimentario debe tener una pureza del 80%, en

concentraciones minimas de cloruros y sulfatos (< 0,1%)(29).

e Acido lactico grado farmacéutico. Presenta una pureza del 88 % con
presencia de metales pesados de 33 mg/kg ademas la presencia de sulfatos y

cloruros debe ser menor al 0,05 % (29).
e Acido lactico grado USP. El estandar de acido lactico segun la USP debe
tener una pureza del 90 %.
A continuacién, se muestran ciertos criterios de calidad del acido lactico (Tabla 2) (8).

Tabla 2. Especificaciones de calidad

Parametro Grado Grado Grado
Farmacéutico FCC alimenticio
Pureza (%) 88,000 95-105 80,00
Cloruros (%) 0,008 0,20 0,02
Sulfatos (%) 0,020 0,25 0,05
Arsénico (mg/kg) 4,000 3,00 0,20
Metales pesados (mg/kg) 33,000 10,00 10,00
Hierro (mg/kg) 10,000 10,00 10,00
Cenizas (%) 0,100 0,10 0,10

Fuente: Tomado de Starr y Westhoff (2014)
3.2.3. Aplicaciones

El acido lactico es utilizado a nivel mundial en distintos tipos de industrias: alimentaria,
farmacéutica, peletera, textil, quimica, medica, etc. Esta considerado por la FDA (Food
and Drug Administration) como aditivo alimentario GRAS (Generally Recognized as
Safe)(32), por ende es empleado en la industria alimentaria principalmente como
acidulante y conservante en diferentes productos alimenticios tales como néctares,
zumos de frutas, aceitunas, etc. (23). En productos fermentados tales como yogurt,
mantequilla, verduras enlatadas actua como agente mejorador del sabor. Por otra parte

es aplicado en el procesamiento de panes, dulces, refrescos, cerveza donde es utilizado
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como aromatizante, regulador del pH e inhibidor de bacterias que puedan estar presentes

durante el procesamiento (27,33,34).

En la industria de pintura y textil se utiliza como solvente, agente controlador del pH y
fijador del tefiido (35,36). Asimismo, en la industria quimica y de los cueros se utiliza en
la produccion de sales, en la obtencién de etanol, propilenglicol, polimeros acrilicos,
removedor de polimeros, resinas, como agente de limpieza, para el desencalado,

remojado y acidulado del recubrimiento de pieles (23,31,35,37).

La sales derivadas de acido lactico son usadas como disolventes, emulsionantes y
plastificantes las cuales sirven para elaborar diferentes productos que hoy en dia se
encuentran en el mercado y que también intervienen en diferente procesos quimicos, uno
de ellos es el lactato de etilo que se utiliza para la elaboracién de disolventes verdes que
se utilizan en productos que buscan eliminar la utilizaciéon de sustancias peligrosas y
toxicas (36,37). Otro derivado es el acido polilactico (APL) que se usa como polimeros
biodegradables para la elaboraciéon de envases, plasticos, fibras, espumas, materiales
medicos, etc.; su uso es considerado una alternativa verde porque reemplaza a los
productos que son elaborados a partir del petréleo lo que permite la reduccion de la huella
de carbono (3,38,39) .

En la industria farmacéutica y cosmética, el acido lactico y sus subproductos son
aplicados, porque poseen ciertas propiedades que permiten elaborar productos con
efectos hidrantes, antimicrobianos, rejuvenecedores de la piel y productos de enjuague
bucal (40) . Las propiedades de las sales de lactato radican fundamentalmente porque
tienen la capacidad de retener agua, retrasan el crecimiento de Clostridium botulinum y
permiten la supresion de la formacion de tirosinasa (27,33,41). Cabe destacar que el
lactato de etilo es utilizado para elaborar ungientos tdpicos, lociones, soluciones
parenterales, polimeros biodegradables para aplicaciones médicas (como suturas
quirurgicas, farmacos de liberacién controlada y protesis), productos antiacné, cremas
para el cuidado de la piel, productos humectantes, etc. Asimismo, otros derivados como
lactato de sodio y calcio son utilizados para la elaboracion de aplicaciones parenterales,
de didlisis, aplicacion en tratamientos de deficiencia de calcio, y como agente anti caries
(27,34).

Otro campo donde se viene utilizando el acido lactico es en productos que se utilizan para
la alimentacidon animal, estos productos son obtenidos mediante la fermentacién de
forrajes humedos, que son conservados en silos, los cuales son conocidos como

ensilados que al contener acido lactico permite que tengan una vida util mas larga ademas

Stephy Saavedra Bocanegra 22



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

de tener un alto valor nutritivo. Por otro lado, se utiliza el lactato de amonio como
sustituyentes de la urea y del citrato de amonio porque permite una mayor produccién de

leche con un alto valor nutritivo en el ganado bovino (42).

Finalmente, el acido lactico y sus derivados permiten elaborar formulaciones naturales y
seguras que no tengan impactos ambientales ni efectos toxicologicos (33). En la Figura 2

(43), se observan las distintas aplicaciones del acido lactico.

INDUSTRIA
QUIMICA
solubilizador y
agente controlador
de pH

ep INDUSTRIA
INDUSTRIA DE
PLASTICOS ALIMENTARIA

regulador de
acidez, acidulante y
como conservante

Precursor de Acido
polilactico

INDUSTRIA
COSMETICA
suavizante como
alternativa a la

INDUSTRIAS DE
PINTURAS Y
TEXTIL

Usos
Acido
Lactico

solvente
biodegradable,
sintetizador organico
y curtidor de cueros

glicerina, quimico
anti-edad

Figura 2. Aplicaciones del acido lactico
Fuente: Tomado de Del Pozo y col (2010)

3.3 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido-lacticas constituyen un grupo diverso de microorganismos que
presentan caracteristicas en comun (de acuerdo a su forma, fisiologia y metabolismo).
Presentan aplicaciones potenciales en diversas industrias y en los ultimos afios han
venido siendo estudiadas posibilitando conocer su comportamiento de acuerdo con las

caracteristicas que presentan.

BAL son Gram-positivas no esporuladas, morfolégicamente pueden ser cocos o bacilos,
carecen de la enzima citocromo catalasa (catalasa negativos), son benzidina y oxidasa
negativas, son acido tolerantes pudiendo desarrollarse a pH acidos (menor a 5), por lo
general crecen en condiciones anaerdbicas, pero pueden ser anaerdbios facultativos o

microaerotolerantes (44).

Presentan la capacidad de producir acido lactico como metabolito principal de la

fermentacion, por ello se pueden clasificar segun su capacidad fermentativa de
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carbohidratos, es decir la ruta biosintética que utilizan y los metabolitos que se producen,

de esta manera podemos clasificarlas como homofermentativas y heterofermentativas.

El grupo de bacterias homofermentativas siguen la ruta Embden — Meyerhoff — Parnas
(EMP) dando unicamente como producto principal acido lactico y esto se debe gracias a

las enzimas aldolasas que poseen (45).

En el caso de las heterofermentativas no siguen la via EMP porque carecen de aldolasas
por ende utilizan rutas alternas como Ila pentosa monofosfato o la de la hexosa
monofosfato dependiendo de la fosfocetolasa que prescinde la fermentacion de azucares
dando origen a la produccién de acido lactico y otros subproductos tales como acido

acético, CO; y otros acidos organicos (45).

Existen diferentes géneros de BAL, las mas conocidas son: Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Aerococcus, Leuconostoc Carnobacterium, Pediococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella;, donde el género Lactobacillus es el

sobresaliente y mas utilizado en la produccion de acido lactico (45).

3.3.1 Género Lactobacillus

Pertenecen a la familia Lactobacillaceae, presentan una caracteristica morfoldgica bacilar
donde algunos son alargados o cortos y crecen generalmente en cadenas (Figura 3). Las
caracteristicas de crecimiento son importantes para la sintesis de sus diferentes
metabolitos, dentro de las cuales la temperatura éptima de crecimiento oscila entre 30 a
40 °C. Sin embargo, pueden crecer en un rango de 2 a 53 °C; el rango de pH esta entre
5,5a 6,5 (46).

N

L \\/\/ /

><\ 5= </
N l - - V; NI

Figura 3. Micrografias que muestran diferentes morfologias
celulares de lactobacilos. (A) Lactobacillus gasseri; (B)
Lactobacillus agilis
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a. Metabolismo de Lactobacillus

Las especies que conforman este género presentan ciertas caracteristicas fisiologicas,
como la fermentacion de azucares, actividades proteolitica y lipolitica (45,47). Los
azucares son la fuente principal de carbono y energia es por ello que es necesario que
sea utilizado por la bacteria y para ello se emplean diferentes sistemas de transportes

qgue van actuar en la absorcion de los carbohidratos.

De preferencia Lactobacillus prefiere metabolizar glucosa, pero también pueden
metabolizar otras hexosas como fructosa, galactosa, lactosa, sacarosa, etc. La ruta
glucolitica (Figura 4) es utilizada por distintas familias Enterococcaceae, Lactobacillaceae
y Streptococcaceae. En esta via, la glucosa se convierte en acido lactico obteniendo por
cada molécula de glucosa consumida, 2 moléculas de acido lactico, y 2 moléculas de
adenosin trifosfato (ATP) teniendo como enzima clave a la aldosa fructosa-1,6-difosfato
(FDP) (Via homofermentativa). Cabe mencionar que en general los monosacaridos que
ingresan a la célula o se liberan en el citoplasma por hidrdlisis de disacaridos ingresan a
la glucdlisis a nivel de glucosa-6-fosfato (G6P) o son procesados por la via de Leloir, esta

ultima via es utilizada por la galactosa.

Algunos disacaridos son metabolizados por Lactobacillus como la sacarosa, lactosa,
maltosa, celobiosa, etc. estos azlucares se transportan a través de la membrana celular,
ya sea como azucares libres o fosforilados, y luego se dividen en dos monosacaridos,
estos pueden ser transportados por las permeasas o transportados por el sistema
fosfotransferasa (PTS) para luego seguir la via glucolitica; en el caso de la lactosa es
transportada por el sistema PTS o puede ser importada por las permeasas, en caso de
ser transportada por el sistema PTS la galactosa sigue la via tagatosa-6-fosfato donde la
galactosa es transformada hasta tagatosa-1,6-difosfato para después seguir la via
glucolitica; en caso de ingresar por intermedio de las permeasas esta sigue la ruta de
Leloir donde la galactosa es transformada hasta glucosa-6-fosfato y de esta manera

pueda realizar la glucolisis (48).

En el caso de los aminoacidos BAL en general son auxotrofos para un nimero variable
de aminoacidos, por ello necesitan metabolizar proteinas el cual inicia con una proteinasa
de envoltura celular que degrada la proteina en oligopéptidos que posteriormente son
absorbidos por las células a través de sistemas especificos de transporte de péptidos
para mas degradacion en péptidos y aminoacidos mas cortos mediante la accién de varias
peptidasas intracelulares (49). De esta manera se hace posible la obtencién de

aminoacidos para un crecimiento adecuado ya que dependen de un sistema proteolitico
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totalmente activo para cumplir sus requerimientos de aminoacidos. Sin embargo, se ha
encontrado que en el genoma de Lb. plantarum se codifica la enzima que se encarga de

la sintesis de aminoacidos con excepcién de la leucina, la isoleucina y valina (50).

b. Clasificacion segun su capacidad fermentativa

Segun la clasificacién de Kandler and Weiss (1986) (51) las diferentes especies de
Lactobacillus pueden ser ubicadas dentro de tres grupos, en el primer grupo se
encuentran las estrictamente homofermentativas, que no fermentan pentosas ni
gluconato y siguen la via EMP (Figura 4,a), poseen la enzima aldolasa FDP; en el
segundo grupo se encuentran las heterofermentativas facultativas que fermentan
hexosas siguiendo la ruta EMP y las pentosas utilizando la via de las fosfocetolasas
dando metabolitos como acido lactico, acético, féormico, alcohol (etanol) y CO, (Figura
4.b); y en el tercer grupo se encuentran los estrictamente heterofermentativas tales como
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis donde como productos finales se obtiene
acido lactico, acido acético y CO.y siguen la ruta del fosfogluconato heterolactica (Figura
4,c) (52,53).

Ademas, existen especies como Lactobacillus vini y Lb. plantarum que realizan
fermentacion homolactica de las pentosas que siguen la ruta de la pentosa - fosfato
donde por accién de las transquetolasas y transaldolasas se obtiene unicamente acido
lactico (54).

c. Requerimientos nutricionales

Lactobacillus requiere aminoacidos y vitaminas para su crecimiento, especialmente se
requiere al acido glutamico, isoleucina, leucina y valina, metionina, biotina. En el caso de
los metales Mg*?, Mn*2, Fe*?, Fe*®, y Zn*?, son utilizados como minerales para el cultivo
(55).
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Figura 4. Ruta metabdlica de la glucosa. (a) Ruta homofermentativa. (b) Metabolismo de

acidos mixtos. (c) Ruta heterofermentativa. (d) Ruta de Leloir.

Fuente: Tomado de Mozzi y col (2016)
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3.4 Fermentacion

El proceso de fermentacion consiste en un proceso catabdlico de oxidacién incompleta
que ocurre en condiciones anaerobicas donde el aceptor final de electrones es una
molécula organica, obteniéndose de esta manera como producto final un compuesto
organico. En la fermentacion lactica, el compuesto que se obtiene es el acido lactico, un

acido organico que a partir de una mol de glucosa se obtienen dos moles de lactato (56).

3.4.1 Condiciones del proceso fermentativo que afectan la obtenciéon de acido
lactico

a. pH

BAL tienen rangos de pH que oscilan entre 5 y 7 aunque estas bacterias resisten rangos
de pH bajos, conforme va transcurriendo la fermentacion pueden ser inhibidas por el
mismo acido lactico ya que el pH intracelular de la bacteria variara y las macromoléculas
se veran alteradas en su funcionamiento (57,58). El pH del medio se fija al inicio de la
fermentacion y es necesario controlarlo porque mientras se van produciendo los acidos
organicos estos se van acumulando en el medio de fermentaciéon y esto hace que la
bacteria se vea inhibida en su crecimiento. Para evitar ello se utiliza agentes
neutralizantes como el carbonato de calcio para que de esta manera se pueda controlar
la acidez producida en el medio (formacién de lactato de calcio). Bujang y col (59)
reportaron que la concentracidon de este agente neutralizante es indiferente en la

obtencioén de acido lactico.

b. Temperatura

Lactobacillus es una bacteria mesdfila, que crece en un rango de 30 °C a 40 °C. La
temperatura afecta el crecimiento del microorganismo, el tiempo del proceso y el
rendimiento del producto (46). Con el fin de obtener buen rendimiento, la temperatura
debe ser mantenida constante en un margen cercano o igual al 6ptimo, sino podria
ocasionar un retardo en el crecimiento en bajas temperatura o stress debido al choque

en altas temperaturas.

Ademas, de influir en el crecimiento de los microorganismos (la cual es especifica para
cada género), también afectan a las enzimas que tienen una temperatura optima a la cual
alcanzan su maxima actividad enzimatica y por consiguiente, en la actividad metabdlica
del microorganismo, que en consecuencia influenciar en el crecimiento y la produccioén
de metabolitos (60).

c. Fuente de carbono
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El medio de cultivo para BAL debe estar constituido por diferentes nutrientes; uno de ellos
la fuente de carbono constituidos por azucares como glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa,
etc. Al emplear azucares puros se obtienen, mejores rendimientos de acido lactico, sin
embargo, el inconveniente es el costo que se suma en la produccion ya que estos
azucares son caros. Otra alternativa es el uso de residuos industriales como la melaza
de cafa, lactosuero, etc., los cuales permiten obtener acido lactico de forma mas

econdémica que los anteriores y serian buena opcién para reemplazarlos (61).

d. Fuente de nitrégeno

Las fuentes de nitrdgeno son usadas en la formacién de enzimas. Sin embargo, la
concentracion de la fuente de nitrégeno no debe ser muy alta porque puede ser tdxica o

inhibitoria para la bacteria (62).

Actualmente, se han utilizado diferentes fuentes de nitrdgeno como extracto de levadura,
peptona, licor macerado de maiz, salvado de trigo el extracto de carne y de malta (63).
Estas fuentes de nitrégeno que se utilizan en la fermentacion lactica deben ser ricas en

péptidos, bases pirimidinas y purinas (61).

e. Micronutrientes

Se requieren pequefias cantidades de estas sustancias porque intervienen como
cofactores y participan en el funcionamiento celular. Las concentraciones de estos
minerales son complejos cuando se agregan al medio de fermentacién porque a
concentraciones muy altas inhiben el crecimiento celular. Dentro de este grupo podemos
encontrar al Mn, Mg, K, P, etc. (64).

Manganeso interviene en la activacion de la lactato deshidrogenasa (LDH) que se lleva
a cabo por la estimulacion del Mn*?, en otros casos actiia como cofactor uniéndose a la

enzima superoéxido dismutasa (SOD) o puede cumplir la misma funcién de la enzima (65).

Potasio interviene en la regulacién del pH intracelular, fabricacién de proteinas y en el
caso del fosfato como lo reportado por Amrane (2000) (66), indica que el fosfato
inorganico ejerce un efecto sobre la produccion de lactato donde ya que se observaron
incrementos importantes de acido lactico en los medios que fueron suplementado con

este ion.

3.4.2 Tipos de fermentaciéon

Los tipos de fermentaciones se pueden clasificar segun el producto final obtenido, segun

el medio de cultivo utilizado, y segun el sistema de operacién (67,68).

Stephy Saavedra Bocanegra 29



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

a. Segun el medio de cultivo utilizado
a.1 Fermentacion en cultivo sumergido (FCS)

La fermentacion del cultivo sumergido fue descubierta por Ebner y col (1993), presenta
determinadas caracteristicas una de ellas es que permite un mayor control de los
parametros (pH, la temperatura, componentes nutricionales, etc.), mayor produccion,
rendimiento y productividad en el desarrollo del proceso. Ademas, han sido reportadas
investigaciones relacionadas a la optimizacién de factores; y este tipo de fermentacionesg
ha permitido una facil recuperacién del producto para analisis. Cabe destacar que existe
un menor riesgo de contaminacion utilizando este medio de fermentacion y los nutrientes

del medio estan distribuido homogéneamente y disponibles (67).

a.2 Fermentacion en estado sélido (FES)

La fermentacién en un cultivo sdlido se caracteriza porque el interior de la matriz sélida
no presenta agua libre, pero tiene una cierta humedad que permite el crecimiento de
microorganismos. La presencia de agua es esencial para el crecimiento de estos y para
la disponibilidad del sustrato; generalmente las levaduras y hongos son los que se utilizan
en este tipo de fermentacion a diferencia de las bacterias que segun los estudios
realizados son inadecuadas utilizarlas en un medio sélido para la fermentacién. Ademas,
aqui el control de las variables de proceso no requiere un control riguroso salvo la

humedad, la oxigenacion y la remocién de calor (69,70).

b. Segun el sistema de operaciéon
b.1 Sistema de operacion por lotes

Una fermentacion discontinua es un sistema cerrado (Figura 5), se caracteriza porque
todos los componentes son adicionados antes de la inoculacién; el crecimiento del
microorganismo depende del sustrato limitante. En este tipo de fermentacion, ocurre
limitacion del crecimiento causada por inanicién o por acumulacion de metabolitos.
Ciertos factores como la temperatura, el pH, aireacién, agitacion son determinadas al

inicio y pueden variar durante el proceso (68).
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Figura 5. Fermentacién en un sistema de cultivo en
lote.

Fuente: Tomado de UNAM. Dpto. de Fisicoquimica

b.2 Sistema de operacion en continuo

Permite el crecimiento de los microorganismos en un sistema abierto donde se suministra
de manera constante los componentes del medio (nutrientes, sustrato, etc.), de esta
manera se mantienen siempre las células en fase logaritmica durante largos periodos de
tiempo. La fase estacionaria se alcanza porque los nutrientes nos son aportados o porque
los metabolismos de las células producen sustancias toxicas para ellas y por lo tanto
dejan de crecer, esto se evita con este cultivo (Figura 6)(68).
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Figura 6. Fermentaciéon en un sistema de cultivo
continuo.

Fuente: Tomado de UNAM. Dpto. de Fisicoquimica

3.5 Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

La MSR permite la optimizacion de procesos basada en disefios factoriales de
procedimiento secuencial, utilizadas para tratar respuestas de interés de caracter
cuantitativo. Ademas, consiste en disefar experimentos y determinar el modelo

matematico que mejor se ajuste a los datos obtenidos (71).

Por lo tanto, el objetivo principal de esta metodologia es determinar las condiciones
optimas de un proceso que satisfagan los requerimientos de operacién y establecer los
valores de las variables independientes que optimizan el valor de la variable de respuesta
(Figura 7).
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Encontrar el
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Figura 7. Metodologia de superficie de respuesta
(MSR)

Fuente: Adaptado de Myers y col (2016)

3.5.1 Definiciéon
a. Superficie de respuesta

Es la representacion geométrica de la funcién objetivo. La relacién entre el eje Y (variable
dependiente) y los niveles ubicados en el eje X (X1y Xz factores) representan una
superficie (Figura 8). Con los modelos matematicos, podemos aproximarnos a ella como

la superficie de respuesta predicha, representacion geométrica de un modelo (72).
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Figura 8. Superficie de respuesta
tridimensional.

b. Contorno de graficos

Es una grafica que permite observar la forma de una superficie de respuesta en tres
dimensiones. Presentan lineas de contorno que son curvas correspondientes a valores
constantes de la respuesta sobre el plano X1Xz. Cada curva representa un valor especifico

de la altura de la superficie, es decir un valor especifico Y (73).

La figura 9 representa una grafica de contorno donde se puede visualizar
bidimensionalmente la superficie y los valores especificos de cada respuesta que son
producto de la conexion de cada factor. Existen diferentes graficas de contornos como la
de patron maximo simple, patrén minimax y patron de cresta ascendente. En este caso
se puede observar un patrén de cresta ascendente que mientras aumenta la respuesta,
el color se oscurece; este tipo de grafica se da cuando la respuesta aumenta producto del

incremento de uno de los factores mientras el otro disminuye al mismo tiempo.
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Figura 9. Grafica de contorno

Fuente: Tomado de Statgraphics

c. Falta de ajuste

La falta de ajuste evalua si una relacion curvilineal podria ajustar mejor a los datos que
un modelo lineal, es decir si en caso la relacion funcional entre los factores y la variable
de respuesta no se pueden escribir correctamente lo adecuado seria utilizar un mejor

modelo donde se agregue otros términos (74).

Si el valor p es menor o igual que a, se concluye que el modelo no se ajusta con precision
a los datos. En cambio, si el valor p es mayor que a, el modelo lineal utilizado es el

adecuado.

d. Andlisis de varianza (ANOVA)

Se refiere a un conjunto de situaciones experimentales y procedimientos estadisticos para

el andlisis de respuestas cuantitativas de unidades experimentales (75).

3.5.2 Aplicacién de MSR

MSR se puede aplicar a nivel industrial y de laboratorio donde se observa que es posible
ejecutarlo en distintos procesos, asi como en las mejoras de los productos existentes
evidenciandose una mejor calidad, eficiencia en el rendimiento, reduccion de tiempos y

costos en el desarrollo de ensayos y/o el proceso (71,76)

3.5.3 Etapas de la optimizacion
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El proceso de optimizacion consta de 3 etapas, la primera consiste en realizar un
screening seguidamente de la eleccién del disefio experimental secuencial (Disefio
simplex en escalamiento ascendente, Método del ascenso mas pronunciado, etc.) y

finalmente realizar la adecuacion al modelo de segundo orden.
A continuacion la secuencia de pasos desarrollados en las 3 etapas antes mencionadas:

- Definir los objetivos de la optimizacion, es decir se debe plantear el problema

a resolver y la respuesta a evaluar.
- Seleccionar los factores que son significativos (Etapa de screening o etapa 1)

- Se debe establecer la regidn de operabilidad y entorno experimental el cual

debe estar dirigido hacia el entorno del 6ptimo.

- Construir el disefio experimental de optimizaciéon (Método del ascenso mas

pronunciado o etapa 2).

- Utilizar modelos de segundo orden cuando se encuentre en la regién del 6ptimo

(optimizacion final o etapa 3).

- Realizar una grafica de superficie de respuesta.

Verificar los resultados (Respuesta optimizada).

a. Screening

Al inicio de un proceso de optimizacion, diferentes factores pueden influir en la variable
de respuesta en estudio, por ello es necesario identificar a los factores estadisticamente
significativos que evidencien un aumento en la eficacia del proceso. Dentro de los disefios
mas usados tenemos a los disefios factoriales 2%, factoriales fraccionados y al disefio
Plackett — Burman (72)

a.1 Diseio factorial

El diseno factorial es la construccion de tratamientos (experimentos) donde se
seleccionan factores (k) y sus niveles (n) y la combinacion de ellos, establece n*ensayos
por corrida (77). Estos disefios sirven para identificar los factores significativos y sus
interacciones.

El diseno factorial puede ser completo o fraccionado. En el caso de disefios factoriales

completos, se realizan todas las posibles combinaciones de cada factor. Si sélo se
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corriese una parte del total de las combinaciones, el diseno factorial es fraccionado.
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Figura 10. Matriz de experimentos para los
disefios factoriales completos 22, 23 y 24

Fuente: Tomado de loan Ferré (2011)

La figura 10 representa las posibles combinaciones que uno puede obtener de acuerdo
con el numero de factores evaluados cuando se trabaja con disefios factoriales
completos. La matriz comprende 2 filas (2* 2*2 ... *2 = 2¥ experimentos) y k columnas,

que corresponden a los k factores en estudio (78).

a.2 Diseno Plackett - Burman

Disenio factorial incompleto de dos niveles, este disefio se puede utilizar cuando se trabaja
con varios factores (k) porque el numero de experimentos que da es igual a K+1; no
obstante, los efectos principales pueden confundirse con las interacciones de 2 factores
o entre si generando un fenédmeno conocido como construccion de “aliasing” (79). Por lo
que la claridad del disefio se ve afectado en cuanto al papel que juegan los factores
principales e interacciones en el modelo final en comparacion con los disefios factoriales
completos; para ello es conveniente incorporar al disefio variables “dummy” (factores no
utilizados) para evitar dicha confusién. Ademas, se recomienda la aplicacién de este

diseno para estudios de robustez o cuando se realiza ensayos demasiados costosos (80).
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Figura 11. Disefio Plackett - Burman de 8
experimentos y 7 factores

Fuente: Adaptado de Cortés (2013)
El numero de experimentos (N) que arroja este disefio siempre es un multiplo de 4, donde
N es igual al n° de factores (K) aumentado en 1, por lo que en total se tendran K+1

corridas, como mostrado en matriz representada en la figura 11.

b. Escalamiento
b.1 Método del ascenso mas pronunciado

Es un procedimiento para recorrer secuencialmente la trayectoria de la maxima
pendiente, que nos lleva en direccion del maximo aumento de la respuesta (73). Se
establece un punto de origen desde donde se empezara a recorrer la trayectoria de
ascenso, de esta manera se realiza un disefio de primer orden, que puede ser un disefio
factorial en donde el punto central puede coincidir con el punto de origen. Si el modelo de
primer orden es adecuado, esto se utiliza para direccionar mayores valores de la variable
y observar la respuesta.

La falta de ajuste del modelo de primer orden nos indica que se ha llegado a la regién del
Optimo lo que nos conlleva a realizar modelos de segundo orden para obtener

informacion mas precisa del 6ptimo (73).

El procedimiento de la construccion de la secuencia experimental incluye disefos

factoriales de primer orden (81).
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Figure 11-3 The sequential nature of RSM

Figura 12. Caracter secuencial de la
metodologia de superficie de respuesta.

Fuente: Adaptado de Montgomery (2002)

La representacion grafica (Figura 12) nos muestra el procedimiento secuencial de la MSR,
cuando el experimentador se encuentra en una zona alejada del 6ptimo se tiene que

seguir una serie de pasos hasta llegar a la zona 6ptima.

c. Ajustes de modelos de segundo orden
c.1 Diseiio Box-Behnken

El disefio Box- Behnken es descrito porque es una alternativa al disefio compuesto central
descrita por Box y Behnken que consiste en correr solamente 3 niveles de los factores y
que el disefio sea rotable. Este disefio combina disefios factoriales 2% con disefios de
bloques incompletos. El disefio es utilizado cuando el experimentador esta buscando
solamente las mejores condiciones de su proceso elaborando la combinacion de sus
factores y cuando se conoce la zona de operacion segura del proceso (71).

El disefo se ilustra en la figura 13 donde se puede observar que es un disefio esférico el

cual no contiene ningun punto en los vértices de la regién cubica.
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Figura 13. Disefio Box-Behnken para k=3
Fuente: Adaptado de Montgomery (2002)

c.2 Diseno central compuesto (DCC)

DCC consta de un disefo factorial a dos niveles donde se le agrega a cada factor dos
puntos axiales que se ubican por debajo y por encima de los niveles minimo y maximo
respectivamente (observar la representacion en la Figura 14). El disefio central
compuesto puede tener diferentes propiedades como ortogonalidad, rotabilidad vy
uniformidad (71). Segun Montgomery (2004) (73), el valor de a depende del numero de
puntos en la porcién factorial del disefio. En este trabajo fue utilizado este disefio en la

metodologia de superficie de respuesta.

(v2, 0)
<1,1)  x,7 (11
(0,-2)®--f--mmmmmo ?6,_6 """"" % (0,v2)
L,-) 1 (q,-D
(-2, 0)

Figura 14. DCC para K=2y a = v2.

Fuente: Tomado de Myers y col (2016).
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En el caso de la figura 14, muestra el DCC para k = 2, donde la distancia axial (a) es V2.
Este diseno representa ocho puntos igualmente espaciados en un circulo mas el punto

central obteniendo un total de 9 experimentos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Los analisis y pruebas de este trabajo se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

4.1 Materiales

Los materiales, reactivos y equipos utilizados se encuentran descritos en el anexo 1.

4.2 Métodos Analiticos
4.2.1 Determinacién de masa celular

La cuantificacion de biomasa se realizé por el método de turbidimetria y masa seca (82).

Se tomaron 500 puL de muestra y se realizaron diluciones (Figura 15), las cuales fueron
medidas en el espectrofotobmetro a 620 nm y las absorbancias obtenidas fueron
calculadas de la curva de Mc Farland para ser expresadas en concentracion celular x 108

UFC/mL. Las mediciones fueron realizadas a 620 nm de longitud de onda (Anexo 2).

ﬁ\ Muestra
2

AN
|

MO i 35 5y Y50 100

Dilucion

Figura 15. Metodologia de turbidimetria

Por otro lado, la medicion de biomasa seca se realiz6 tomando 5 mL de muestra en un
tubo limpio y seco previamente pesado, se centrifugé a 5000 g por 10 min, se descarté el
sobrenadante. Las células fueron lavadas y sometidas nuevamente a centrifugacion
(5000 g por 10 min), este procedimiento se repitio dos veces; finalmente, las células se

secaron a 105 °C por 5 h y hasta obtener un peso constante de la masa (Figura 16).
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Figura 16. Metodologia de biomasa seca

La biomasa seca fue expresada en g/L y se calculé de la siguiente manera (1):
Wi - W
X (E) = Wit - Wr | (1)

Donde Ww:tes la masa en g de la muestra mas el tubo; W+, la masa en g del tubo donde

se coloca la muestra; y V, el volumen de la muestra inicial en L.

4.2.2 Determinacion de azucares totales

Se determind la concentracion de azucares totales por el método de antrona descrito por

Dreywood (1946) con algunas modificaciones (83).

Se preparo el reactivo de antrona al 0,2 % en acido sulfurico concentrado. En 30 mL de
acido sulfurico concentrado y frio disolver poco a poco 0,1 g de antrona en agitacion,
luego aforar a 50 mL con el acido. Las muestras obtenidas de la fermentacion fueron
centrifugadas previamente, del sobrenadante se tom6 500 uL y se colocd en microtubos
de 2 mL colocados sobre hielo, a estos tubos se les adiciono 1 mL del reactivo de antrona.
Enseguida se homogenizo la mezcla, y se colocé sobre hielo, después, los tubos se
transfirieron a un bafo de agua en ebullicion durante 5 min. Después, los tubos se
colocaron sobre hielo, una vez enfriados se procedio a realizar la medicion a una longitud
de onda de 640 nm (Anexo 3).

Stephy Saavedra Bocanegra 43



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

4.2.3 Determinacion de acido lactico

Se determiné acido lactico por dos métodos: titulacién y colorimetria.

El método de titulacion se realizd segun la técnica oficial AOAC (1999), que consiste en
una volumetria acido-base, que valora la acidez de la fermentacion, expresada en g de

acido lactico por cada litro de muestra fermentada (84).

Se colocaron 10 mL del sobrenadante de fermentacién (previamente centrifugado) en un
matraz de 100 mL, después se agregd una gota del indicador de fenolftaleina e
inmediatamente se tituld6 con NaOH 0,1 N. Cuando se observo la solucidon rosado rocella
se finalizo la titulacion y el volumen gastado fue utilizado para el céalculo del acido lactico,

segun la siguiente formula:

VxN*90

g/L de acido lactico =

(2)

Donde V es el volumen gastado de NaOH; N, la normalidad de NaOH; y M, el volumen

de muestra.

En la segunda parte del trabajo, se empled el método de cloruro férrico modificado
descrito por Pacios (2009), que se basa en la formacién de un complejo (color amarillo)
formado por la reaccion entre los iones férricos y los hidroxiacidos, cuya intensidad es

equivalente a la cantidad de acido lactico presente en la muestra (85).

Se prepardé una solucién de cloruro férrico agregando 0,5 g de FeCls, 1 mL HCI 0,1N y se
enraso hasta 50 mL con agua destilada, durante todo el procedimiento se protegio el
reactivo de la luz. Del cultivo, se utilizd el sobrenadante libre de células, al cual se anadid
carbonato de calcio al 1,5 % y luego se calenté a 50 °C por 5 min. Después, se centrifugo,
y a 1 mL del sobrenadante se afiadié 1 mL de la solucion de cloruro férrico. La lectura se
realizé a 440 nm. La cuantificacién se realizdé en forma de lactato debido a que las

muestras no fueron sometidas a un proceso de separacion del acido lactico (Anexo 4).
4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para la reactivacion y activacion de los inéculos fue el caldo
MRS, cuya composicion se encuentra en la tabla 3. El medio MRS fue creado por De

Man, Rogosa y Sharpe (1960) para obtener un buen crecimiento de Lactobacillus y de
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otras BAL. En ensayos posteriores se utilizd melaza de cana y otros medios de cultivo

gue han sido seleccionados para los respectivos ensayos.

Tabla 3. Composicion de caldo MRS

Componentes Concentracion (g/L)
Peptona de caseina 10,00
Extracto de carne 8,00
Extracto de levadura 4,00
Glucosa 20,00
K2HPO4 2,00
Tween 80 1,00
Di- amonio-hidrogenocitrato 2,00
Acetato sddico 5,00
Sulfato de magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0,04

Fuente: Merck

4.3.2 Microorganismo utilizado

En la etapa de seleccion se utilizaron 13 cepas de BAL del género Lactobacillus aislados
de frutos de la region Loreto, estos microorganismos pertenecen al cepario del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Los frutos de donde se aislaron las BAL
fueron: Huito (Genipa americana), Cocona (Solanum sessiliflorum), Guayaba (Psidium
guajava), Ungurahui (Oenocarpus bataua), Humari (Poraqueiba sericea), y Aguajillo

(Mauritia aculeata Kunth).

Las cepas Hui1, Hui2 Hui3 Hui4 son procedentes del fruto huito (Genipa americana); Agu2
y Agu3 del fruto aguajillo (Mauritia aculeata Kunth); Coc5 de la cocona (Solanum
sessiliflorum); Gual de la guayaba (Psidium guajava); Hum1 y Hum2 del humari
(Poraqueiba sericea) y Ung1, Ung2, Ung4 proceden del ungurahui (Oenocarpus bataua)
(Tabla 4).

Stephy Saavedra Bocanegra 45



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

Tabla 4. Cepas bacterianas aisladas de

frutos
Fruto Codigo de la cepa
Hui 1
Hui 2
Huito
Hui 3
Hui 4
Agu 2
Aguaijillo
Agu 3
Cocona Coc 5
Guayaba Gua 1
. Hum 1
Humari
Hum 2
Ung 1
Ungurahui Ung 2
Ung 4

4.3.3 Preparacion y seleccion del microorganismo utilizado

a. Reactivacion de la cepa

Se utilizé el caldo MRS como medio de pre-enriquecimiento. Cada una de las 13 cepas

fueron inoculadas en tubos que contenian 2 mL del medio, e incubados a 30° C por 24 h.

b. Activacion de la cepa

Las cepas reactivadas fueron inoculadas en tubos que contenian 2 mL de medio MRS, y
se incubaron a 30 °C por 24 h.

c. Seleccion de la cepa
Se empled el método de Chen y col (2010)(86) con algunas modificaciones. Este método
tiene como fundamento la reaccién entre el carbonato de calcio y la acidez producida por
la bacteria durante su crecimiento en agar MRS; mientras ocurre la reaccién se puede
observar un halo producto de la reaccién del carbonato de calcio con el acido secretado
por la bacteria; por lo tanto, a mayor acidez producida se evidenciara un mayor halo. La
metodologia de Chen fue modificada utilizando la técnica del sacabocado donde un

volumen determinado de acido lactico se inoculd en un pocillo y se midié el diametro del
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halo generado. Ademas, se utilizd una solucién estandar de acido lactico como control
positivo para corroborar lo que indicaba dicha técnica.

Los in6culos activados fueron transferidos a matraces de 100 mL que contenian 20 mL
del medio de cultivo. Los cuales fueron incubados a 30 °C por 24 h en agitacion a 150
rpm. Luego las células fueron centrifugadas a 5000 g por 10 min. Posteriormente, en
placas con agar suplementadas con carbonato de calcio al 0,1 %, se formaron pocillos de
5 mm mediante la técnica del sacabocado, en el cual se inocul6 el sobrenadante obtenido

de la fermentacion. Después de 24 h se midi6 los didametros de halos formados.

4.3.4 Curva de crecimiento de microorganismo seleccionado

Para determinar los parametros cinéticos del crecimiento del microorganismo
seleccionado y establecer el tiempo de cultivo previo a la fase de fermentacion, fue
elaborada la curva de crecimiento. Se inoculd la cepa en tubos de ensayos conteniendo
2 mL de caldo MRS e incub6 a 30 °C por 24 h, luego se realizé un segundo pasaje a otro
tubo de ensayo y se incubé en las condiciones antes descritas. Después fue transferido
el contenido de este cultivo (2 mL) a un matraz de 100 mL que contenia 20 mL de caldo
MRS y se incub6 a 30 °C. En condiciones estériles, se tomaron alicuotas de 500 ul cada
dos horas durante 26 h. Las muestras tomadas fueron diluidas y medidas en el

espectrofotdmetro a 620 nm.

4.3.5 Etapa de produccién de acido lactico

Se prepard el inéculo realizando dos pasajes sucesivos de la cepa en caldo MRS,
posteriormente se transfirié 2 mL del pasaje anterior a un matraz que contenia 20 mL del
mismo medio. Se dejo incubando durante 10 h y se centrifugé a 2000 g por 10 min. El
pellet obtenido fue lavado dos veces consecutivas con buffer fosfato 50 mM pH 7 y al
finalizar fue suspendido en 1 mL del mismo buffer fosfato en condiciones estériles. A partir
de esta suspension celular, se inicio el cultivo a una concentracion celular inicial de 10°
UFC /mL en el medio de fermentacion. Este procedimiento se realizé para todos los

disefos de produccion y optimizacion de acido lactico (Anexos 5y 6) (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de la optimizacién de la produccion de acido lactico.
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4.3.6 Diseio de un factor a la vez

Se evaluaron diferentes tipos de nutrientes (fuentes de carbono, nitrégeno e iones) con
la finalidad de determinar la influencia de cada factor sobre la produccion de acido lactico,
la significancia con respecto a los demas factores. Las fuentes de carbono, nitrégeno e

iones estan en la tabla 5.

Se utilizé un medio de cultivo base constituido por medio MRS a una concentracién de
2,6 g/L, el cual fue suplementado con los diferentes factores (Tabla 5), en el caso de las
fuentes de nitrégeno, citrato de amonio y acetato de sodio ademas del medio base fueron
suplementadas con glucosa. La concentraciéon de acido lactico fue determinada por

titulacion acido - base.

Tabla 5. Fuentes de carbono, nitrégeno e iones del medio de cultivo de Lactobacillus

sp.
Factores
Fuente Concentracio Fuente corecoh Fuente Concentracién
de n de de
G (g/L) ; (g/L)

carbono (g/L) nitrégeno iones

Acetato

de sodio

Almidoén Extracto

Jugo de de carne KzHPO4 0,5

cafa

de azucar
Celobiosa

Citrato Extracto de

de amonio levadura

12 4

Fructosa MnSOa4 0,05
Galactosa

Glucosa Pep_torja_

bacteriolégica

Lactosa

Maltosa

Melaza

de cafa Peptona de MgSO4 0,01

caseina

Sacarosa
Tween 80

4.3.7 Efecto de la temperatura, tiempo de fermentacion y presencia de carbonato
de calcio en la produccion de acido lactico

La temperatura, el tiempo de fermentacion y la regulaciéon del pH son factores de control

critico para maximizar las concentraciones de acido lactico (Tabla 6).
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Se evaluaron dos temperaturas a 30 °C y 37 °C utilizando un medio constituido por caldo
MRS a una concentracion de 2,6 g/L suplementado con melaza de cana (azlcares totales

100 g/L) durante un tiempo de fermentacién de 24 h (Tabla 7).

Una vez definida la mejor temperatura se evalud el tiempo y la influencia del carbonato
de calcio (Tabla 8). Los tiempos de fermentacion fueron 22, 46, 72, 94 y 118 h; y la
influencia del carbonato de calcio fue al 1,5% manteniendo el pH del medio en 6,5 hasta
su agotamiento. La determinacion de acido lactico fue realizada por el método del cloruro

férrico modificado.

Tabla 6. Parametros determinados
en el proceso fermentativo de
Lactobacillus sp.

Parametro Rango

30
37
22
46

Temperatura (°C)

Tiempo (h) 72
96
118

Carbonato de calcio (%) 1,5

Tabla 7. Determinacién de la mejor temperatura de
fermentacion de Lactobacillus sp.

Variable Rango | Condiciones de trabajo

Medio base 2,6 g/ L
30 Melaza de cana (100 g /L

de azucares totales
Temperatura (°C)

presentes)
37 pH 6,5
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Tabla 8. Variables determinadas del proceso de fermentacién

Variable | Rango | Variable Condiciones de trabajo

22
46 Con

72 carbonato

Temperatura:37° C

96 de calcio
Medio base 2,6 g /L
Tiempo (h) | 118

Melaza de cafna (100 g/ L de
22

azucares totales presentes)
46 i

Sin pH: 6,5

72 carbonato
96 de calcio
118

4.3.8 Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) para obtener un mejor medio
de cultivo

La produccién de acido lactico se realizé en dos etapas, en la primera se disefid Plackett-
Burman para identificar la influencia de los componentes en la formacién de acido lactico.
Y en la segunda, se desarrollé la metodologia de superficie de respuesta utilizando el
método del ascenso mas pronunciado donde se realizaron modelos de primer orden
(disefio factorial) y el disefio central compuesto (DCC) que corresponde a un modelo de
segundo orden, finalmente se determinaron las concentraciones éptimas de los factores

para la produccion optimizada de acido lactico.

a. Screening mediante el disefio Plackett- Burman

El disefio Plackett — Burman descrito por los mismos, fue disefiado para establecer si el
resultado de un procedimiento analitico se ve afectado por cambios en cada factor
relevante, se estudian K = N-1 variables, donde K es el numero de factores, N es el
numero de experimentos y multiplo de 4 (87).

Los medios seleccionados en el disefio de un factor a la vez fueron utilizados en el disefio
de Plackett — Burman, el cual se utilizé para establecer los efectos de los factores cuyo
disefio fue de 27!, cuyos factores fueron: extracto de carne, peptona de caseina, sulfato
de magnesio, acetato de sodio, sulfato de manganeso, citrato de amonio y fosfato di

potasico. Se trabajo en matraces de 25 mL (20 mL de medio de cultivo) y las
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concentraciones utilizadas fueron a dos niveles, un nivel maximo y un nivel minimo en
variables codificadas (+1, -1) (Tabla 9).

Una vez definidas las variables independientes, se utiliz6 el software Statistica 10 para
analisis estadistico, donde se establecid la matriz (Tabla 10) para el disefio Plackett -
Burman, que muestra un total de 8 ensayos correspondientes a la aleatorizacion de los 7
factores (variables independientes) en dos niveles y con una réplica, y 2 ensayos que
corresponden a los puntos centrales del disefio matriz. La Tabla 10 muestra los rangos y

la matriz establecida en variable codificada y variable natural.

Tabla 9. Variables y niveles usados en el
disefio Plackett-Burman para el cultivo de
Lactobacillus sp.

Variables
codificadas
Variables
Nivel Nivel
independientes
bajo alto
-1 +1
X1 | Extracto de carne 1 10
Peptona de
X2 . 1 10
caseina
Citrato de
X3 0 2
amonio
X4 | Acetato de sodio 0 5
Sulfato de
Xs . 0 0,2
magnesio
Sulfato de
Xe 0 0,05
manganeso
Fosfato
X7 _ _ 0 2
dipotasico

Donde:

Los valores de las variables independientes se encuentran expresadas en
concentracién g/L.
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Tabla 10. Disefio de Plackett-Burman en variable codificada y variable natural con
una réplica.

Matriz

Variables codificadas

Variables Naturales (g/L)

N® X1 Xz Xs Xs Xs Xe¢ Xr Extracto Peptona Citrato Acetato  Sulfato Sulfato Fosfato
amonio
1 T S S ¥ S S X 1,0 1,0 0,0 5,0 0,2 0,05 0
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 10,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,05 2
3 1o+ -1 -1 41 1 4] 1,0 10,0 0,0 0,0 0,2 0,00 2
4 +1 0+ -1 +1 -1 -1 -1 10,0 10,0 0,0 5,0 0,0 0,00 0
5 11+ o+l 1 1 4] 1,0, 1,0 2,0 5,0 0,0 0,00 2
6 #1 -1+ -1 o+ -1 - 10,0 1,0 2,0 0,0 0,2 0,00 0
7 1o+ 41 -1 -1 41 1,0 10,0 2,0 0,0 0,0 0,05 0
8 1+l o+l o+l 41 41 41 10,0 10,0 2,0 5,0 0,2 0,05 2
9 6 0 0o o o0 0 O 5,5 5,5 1,0 2,5 0,1 0,025 1
10 e S S 2 S S K 1,0 1,0 0,0 5,0 0,2 0,05 0
11 #1 -1 -1 -1 -1 41 +1 10,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,05 2
12 1o+ -1 -1 41 1 4] 1,0 10,0 0,0 0,0 0,2 0,00 2
13 1+ -1 +1 -1 -1 -1 10,0 10,0 0,0 5,0 0,0 0,00 0
14 11+ 41 -1 1 4l 1,0 1,0 2,0 5,0 0,0 0,00 2
15 +1 -1+ -1 o+ -1 - 10,0 1,0 2,0, 0,0 0,2 0,00 0
16 1o+l 41 -1 -1 41 A 1,0 10,0 2,0 0,0 0,0 0,05 0
17 +1 41 41 41 41 41 41 10,0 10,0 2,0 5,0 0,2 0,05 2
18 6 0 o0 0 0 0 O 5,5 5,5 1,0 2,5 0,1 0,025 1
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b. Metodologia de superficie de respuesta: Método del ascenso mas
pronunciado

b.1 Trayectoria de ascenso

Se realizé6 un modelo factorial 22 con una réplicay dos puntos centrales, para ello se
emplearon dos factores en dos niveles de concentracion, los cuales se encontraban en el
rango citado por la bibliografia. Se trabajé en matraces de 25 mL (20 mL de medio de

cultivo) en las condiciones establecidas. La matriz del disefio se encuentra en la tabla 11.

Tabla 11. Disefio factorial 22 de extracto de carne y
peptona de caseina para la produccion de acido
lactico

Matriz

Variables codificadas Variables naturales

N® (g/L)
ensayos X4 X5 Ext;zcto Pe%t:na
carne caseina
1 -1 -1 1,0 1,0
2 1 -1 10,0 1,0
3 -1 1 1,0 10,0
4 1 1 10,0 10,0
S 0 0 5,5 5,5
6 -1 -1 1,0 1,0
7 1 -1 10,0 1,0
8 -1 1 1,0 10,0
9 1 1 10,0 10,0
10 0 0 5,5 5,5

* Fuente de carbono: melaza de cafia con 100g/L de
azucares totales presentes
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Posteriormente, se realizo la trayectoria de ascenso hasta que la variable de respuesta

no muestre un incremento. Se realizaron cinco pasos sobre dicha trayectoria, una vez

definido el rango de concentraciones de las variables independientes donde se observa

los maximos valores de la variable dependiente; se trabajo un nuevo disefio factorial 22

con 4 puntos centrales en total, donde finalmente se logré conseguir la cercania a los

valores optimos (Tablas 12, 13).

Tabla 12. Pasos de la trayectoria de ascenso

. Variables
Variables
e es Naturales
Codificadas (g/L)
Pasos 9
X1 X2 € €

Origen 0 0,0 5,5 55
A 1 0,3 5,0 1,0
Origen + A 1 0,3 10,5 6,5
Origen + 2A 2 0,6 15,5 7.5
Origen + 3A 3 0,9 20,5 8,5
Origen + 4A 4 1,2 25,5 9,5
Origen + 5A 5 1,5 30,5 10,5
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Tabla 13. Disefio factorial 22 de extracto de
carne y peptona de caseina para la produccion
de 4cido lactico

Matriz
Variables Variables
N° codificadas naturales
(g/L)
ensayos X4 X2 Extracto Peptona
de de
carne caseina
1 -1 -1 10,0 6,0
2 1 -1 25,0 6,0
3 -1 1 10,0 9,0
4 1 1 25,0 9,0
5 0 0 17,5 7,5
6 0 0 17,5 7,5
7 0 0 17,5 7,5
8 0 0 17,5 7,5

b.2 Produccion mediante el disefio central compuesto (DCC)

En esta parte del trabajo, fueron evaluados dos variables independientes en cinco niveles
y cinco repeticiones en el punto central. Las variables independientes se codificaron con
la ecuacién 3 donde X es el valor codificado de una variable independientes; €, el valor
natural de una variable independiente en el punto central; €;, el valor natural de una
variable independiente y A<€;, la variacion del cambio de valor en una variable

independiente.

_ Li—€pc

Xi
A€;

(3)
Se realizaron un total de trece experimentos, hechos en matraces de 25 mL que contenian
20 mL del medio de produccion. En la Tabla 14 se muestra el rango y los niveles de las
variables estudiadas. El comportamiento del sistema se representa matematicamente por

el siguiente modelo de ecuacién cuadratica:

Stephy Saavedra Bocanegra 56



“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LACTOBACILLUS SP. AISLADO DE
FRUTOS DE LA REGION LORETO”

}:zﬂu + Zﬁrf + Zﬁ:fi‘ + Z ﬁ,.;f,fj (4)

La ecuacion 4 corresponde a una ecuacion de tipo cuadratica donde Y es la respuesta
prevista de acido lactico en g/L, Bo es el intercepto, Bi es el coeficiente de interaccion, y

las variables independientes corresponden a Xi y XiX;.

Se representa la matriz del disefo utilizado (Tabla 15).

Tabla 14. Rangos y niveles utilizados en el disefo
central compuesto

Variable Rangos y niveles
Independiente | Cédigo

(g/L) -1.414* | 1| 0 | 1 1.414*
Extracto de X4 1234 | 14 | 18 | 22| 23,66
carne

Peptona de X 538 | 6 |75| 9| 962
caseina

*Los valores +1,414 corresponden a a que se obtienen de la v2

Tabla 15. Disefio central compuesto en variable codificada y
natural para la produccién de acido lactico

Matriz
Variables Variables
codificadas Naturales
W (alL)
ensayos X1 X2 Extracto Peptona
de de’
carne caseina
1 -1 -1 14,0 6,0
2 -1 +1 14,0 9,0
3 +1 -1 22,0 6,0
4 +1 +1 22,0 9,0
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5 -1,414 0 12,34 7,5
6 +1,414 0 23,66 7,5
7 0 -1,414 18,0 5,38
8 0 +1,414 18,0 9,62
9 0 0 18,0 7,5
10 0 0 18,0 7,5
11 0 0 18,0 7,5
12 0 0 18,0 7,5
13 0 0 18,0 7,5

4.3.9 Escalamiento en biorreactor

a. Produccién de acido lactico en proceso por lotes

El biorreactor utilizado fue de tipo tanque agitado, empleando un modo de operacion por
lotes, con el cual se desarrolla la fermentacion en un tiempo determinado. Con este tipo
de biorreactor (Figura 18) se trabaja en estado no estacionario y se utiliza basicamente

en pruebas de pequefia escala.

Mezcla de cultivo

Distribuidor de
burbujas de aire

Figura 18. Partes de un biorreactor tipo
tanque agitado.

Se reactivo la cepa en 2 mL de medio MRS y se incub6 a 37 °C por 24 h. Luego se
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transfirio el contenido del tubo a un matraz de 100 mL que contenia 40 mL del medio de
cultivo MRS, y se incubd por 24 h a 37°C sin agitacion, finalmente, el contenido fue
transferido a un matraz de 500 mL que contenia 400 mL de caldo MRS. Se incubé a 37
°C durante 10 h sin agitacion y una vez finalizada la incubacion se realiz6 la preparacion
del indculo. Se trabajé en un biorreactor APPLIKON de 3 L de capacidad total utilizando
un volumen de trabajo de 2 L del medio de fermentacion. Este medio estuvo constituido
por melaza de cafa, extracto de carne, peptona de caseina, sulfato de magnesio, sulfato
de manganeso, fosfato dipotasico, acetato de sodio y carbonato de calcio; las
concentraciones fueron establecidas en el proceso de optimizacion a nivel de matraces.
Las condiciones del proceso fueron 37 °C, 300 rpm y pH inicial de 6,5 sin alimentacion de
oxigeno y un tiempo de 72 h. Se realizé la prueba sin control de pH, es decir, solamente
se adicioné al inicio carbonato de calcio al 1,5% el cual fue disminuyendo conforme
transcurrié la fermentacion. Durante el ensayo fue monitoreado el acido lactico, azicares

totales y la temperatura (Anexo 7).

b. Determinaciéon del consumo de sustrato y formacién de producto

Para determinar las curvas de consumo de sustrato y formacion de producto se realizo la
medicion de azucares totales, biomasa y acido lactico producido. Los resultados
obtenidos de cada curva sirvieron para definir el coeficiente de rendimiento de producto

con respecto al sustrato mediante la siguiente ecuacion.

Donde Y, es el rendimiento de sustrato en producto, Po y So son las concentraciones
iniciales de producto y sustrato de la fermentacion en g/L. Es la relacion del acido lactico
producido y el consumo de azucares totales contenidos en la melaza de cafia del medio
de fermentacion.

— Pr-Po
Yp/s - So—Sg (5)

La productividad (Qp) del proceso fermentativo fue calculada de acuerdo a la ecuacion 6

que se indica a continuacion:

Productividad de acido lactico = ATIZ (6)

La concentracién de acido lactico se establecio en g de acido lactico producido por unidad

de volumen del medio:
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'z , ;. Acido lactico
Concentracion de acido lactico = ()

V inicial del medio (L)

4.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del ensayo de un factor a la vez y de las pruebas de
determinacion de parametros del proceso fermentativo fueron expresados cada uno con
t error estandar y se analizé el ANOVA de un solo factor; seguidamente se realizo la
prueba de Tukey de comparacion multiple, sélo para el ensayo de un factor alavez y la
prueba de Dunnett para la seleccién de la cepa con un nivel de confianza del 95 %.

Los resultados de los ensayos del disefio factorial fraccionado y de la optimizacion (MSR)
se analizaron por ANOVA, donde ademas se elaboraron y analizaron las graficas de
Pareto, superficie de respuesta, valores calculados vs observados, y grafica de contornos.
El software Statistica 10 fue empleado para los analisis estadisticos donde ANOVA se
trabajé con un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Ademas, la falta de ajuste y el
coeficiente de regresion lineal fueron evaluados para verificar si nuestros resultados se
ajustan bien a los modelos de primer orden, y para explicar las respuestas obtenidas en

cada diseno de acuerdo con el modelo utilizado.

V. RESULTADOS

Seleccion de cepa bacteriana

Se seleccioné la mejor cepa bacteriana productora de acido lactico utilizando la
metodologia modificada de Chen y col (2010) midiendo el halo formado producto de la
reaccion. En la tabla 16 se observa el promedio de los didmetros de halos formados, la
cepa Hui 1 presenté el mayor diametro (Figura 20). Ademas, estadisticamente con la
prueba de Dunnett (Anexo 8) se determind que hubo diferencia significativa con respecto
a las otras cepas. Por este motivo, Hui1 fue seleccionada para los posteriores ensayos
(Figura 19).

Tabla 16. Diametros de halos formados por cepas
bacterianas productoras de acidez

Codigo de la P"?'f"ed'° o
Fruto diametros
cepa de halos formados
(mm)
Huito Hui 1 12,33+ 0,88
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Figura 19. Diametros de halos formados en placas con agar y carbonato de
calcio.

Hui 1

Hui 2 9,17 +£0,44
Hui 3 10,17 + 0,44
Hui 4 8,5+ 0,50
Agu 2 8,33+0,17
Aguajillo
Agu 3 717 +£0,17
Cocona Coc 5 8,83+0,17
Guayaba Gua 1 8,67 £ 0,33
Hum 1 7,87 £ 0,07
Humairi
Hum 2 8,17 +£0,44
Ung 1 8,33+0,17
Ungurahui Ung 2 7,50 + 0,29
Ung 4 7,67 £0,17
By
O 5 - - .
= = ]
Hui2 Hui3 Hui4 Ungl Ung2 Ungd4 Agu2 Agu3 Huml Hum2 Coc5 Gual
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Figura 20. Halos formados
por cepas bacterianas
productoras de acido lactico
sobre agar carbonato de
calcio

Curva de crecimiento de la cepa Hui 1

En la figura 21 se muestra que el microorganismo crecié en el medio MRS a 30 °C y 150

rom entre las 4 y 14 h, basado en esta curva de crecimiento, el cultivo de fermentacion
se inicid a partir de indculos de10 h.

250

200

150

100

Concentracion celular x108
UFC/mL

50

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (horas)

Figura 21. Curva de crecimiento microbiana

Diseio de un factor a la vez
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La influencia de diferentes fuentes de carbono se muestra en la Figura 22, donde se
determind que la melaza y el acetato incrementan la produccién hasta 9,59 y 10,88 g/L
respectivamente. Segun la prueba de Tukey, se obtuvo que los factores presentan
diferencia significativa con respecto al medio base. Por lo tanto, en los siguientes ensayos
se utiliz6 melaza de cafa a una concentracion de azucares totales de 100 g/L; y en el
caso del acetato de sodio y citrato de amonio se evaluaron en el disefio Plackett-Burman
para los siguientes ensayos (Anexo 9).

De forma similar, se analizaron los componentes nitrogenados e iones, donde se obtuvo
una mayor produccion con el extracto de carne (10,13 + 0,29 g/L de acido lactico) y
peptona de caseina (8,78 + 0,05 g/L de acido lactico). Con respecto a las fuentes de
iones, el sulfato de magnesio, fosfato dipotasico, y sulfato de manganeso produjeron 5,9
1+ 0,45; 6,75+ 0,18 y 3,65 £ 0,07 g/L de acido lactico respectivamente (Figura 23).

14.000

12.000 10.88
9.59 ~I~

10.000 _ 9.00

Q ——

00

S 8.000 6.78

2 6.19 6.03

k= 5.55 5.55 5.70 —

o 6.000 5.00 >19 o T

§ = b : 4.42

4.000 2.68
1.41 1.66 1.50
2.000 "I"
0.000 U - = - - ﬂ
o ‘bQ* <O Q,,@
&

Figura 22. Efecto de las fuentes de carbono en la produccion de acido lactico
por Lactobacillus sp.

*Suplementados con glucosa
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12.00
10.13
10.00 T 8.78
%; 8.00 6.75 <50 6.75
g 5.69 _
S 5.00 =
5 6.00 T T
© T 1
o 3.65
°
£ 4.00
2.00
0.00 - - - - - - -
Base Extracto de Extractode Peptonade Peptona Mg Mn K2HPO4
Carne Levadura Caseina  Bacteriologica

Figura 23. Influencia de las fuentes de nitrégeno e iones en la obtencién de acido lactico
por Lactobacillus sp.

Determinacion de los parametros de fermentacion
Temperatura

Para ello se tomaron 30 °C y 37°C. En la figura 24, se observa que a 37 °C se obtiene la

mayor concentracion de acido lactico en comparaciéon con 30 °C, a las 24 h.

Efecto de la Temperatura

12
9.96

10 ———

8 6.95
T

Os37°c

O30°C

Acido lctico (g/L)
(o)}

Figura 24. Evaluacion de temperatura en la produccién de acido
lactico por Lactobacillus sp.
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Evaluacion del tiempo de fermentacion y la presencia de carbonato de calcio en la

produccion de acido lactico

En la figura 25, se representa la obtencién de acido lactico en funcién del tiempo de
cultivo, donde se evalud la influencia del carbonato de calcio en el proceso fermentativo.
Las concentraciones de acido lactico producidas utilizando carbonato de calcio a las 22,
46, 72, 94 y 118 h fueron: 19,31; 30,51; 34,54; 34,96 y 34,74 g/L respectivamente.
Paralelamente se evaluaron los procesos de fermentacion sin carbonato de calcio y se
obtuvieron concentraciones de acido lactico de 10,24; 11,94; 11,77; 13,41 y 12,53 g/L

respectivamente.

40
35 .... ’ ---------- .’. .......... ’
30 5
= .
~
X 25
5 .
S
= 20 *
: ---4--- con carbonato
° 15 S 3
2 e —9——-—@¢-—-"— - -e — @ = sin carbonato
10 s /.’
-°. 4
5 Sz
7
0 ¢
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 25. Efecto del tiempo de fermentacion y de carbonato de calcio
en la obtencién de acido lactico por Lactobacillus sp.

Se observo que fue predominante la cantidad de acido lactico que se obtuvo a las 72 h
(Figura 25), y después la produccion se mantiene constante. Asimismo, con el uso de
carbonato de calcio se obtuvo mayor cantidad de acido lactico; esto indica que la

variacion del pH es un factor a considerar en los procesos fermentativos.

Diseio Plackett- Burman

La tabla 17 muestra los resultados de la produccidén de acido lactico en g/L del disefio
experimental de Plackett - Burman, y de acuerdo a los resultados obtenidos se determiné
la influencia de cada factor.
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Tabla 17. Matriz experimental de Plackett-Burman

Matriz
Ne Variables Naturales
ensayos (g/L) Acido lactico
Extracto  Peptona  Citrato  Acetato  Sulfato Sulfato Fosfato (g/L)
c::\e casdeeina an:‘c?nio s::io magd:esio man:aeneso Dipotasico

1 1,00 1,00 0,00 5,00 0,20 0,05 0,00 61,4
2 10,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,05 2,00 70,2
3 1,00 10,00 0,00 0,00 0,20 0,00 2,00 51,0
4 10,00 10,00 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00 74,5
5 1,00 1,00 2,00 5,00 0,00 0,00 2,00 49,8
6 10,00 1,00 2,00 0,00 0,20 0,00 0,00 65,3
7 1,00 10,00 2,00 0,00 0,00 0,05 0,00 63,7
8 10,00 10,00 2,00 5,00 0,20 0,05 2,00 75,7
9 5,50 5,50 1,00 2,50 0,10 0,025 1,00 63,8
10 1,00 1,00 0,00 5,00 0,20 0,05 0,00 60,5
11 10,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,05 2,00 61,2
12 1,00 10,00 0,00 0,00 0,20 0,00 2,00 54,2
13 10,00 10,00 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00 74,2
14 1,00 1,00 2,00 5,00 0,00 0,00 2,00 44,6
15 10,00 1,00 2,00 0,00 0,20 0,00 0,00 66,7
16 1,00 10,00 2,00 0,00 0,00 0,05 0,00 64,3
17 10,00 10,00 2,00 5,00 0,20 0,05 2,00 75,9
18 5,50 5,50 1,00 2,50 0,10 0,025 1,00 63,5
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Tabla 18. Analisis de varianza (ANOVA) del disefio Plackett-Burman

Factor Suma de Grado de Media F p
cuadrados libertad cuadrado

(1) Extracto de carne 816,41 1 816,41 134,15 0,0000
(3) Peptona de caseina 179,92 1 179,92 29,56 0,0003
(3) Citrato de amonio 0,1 1 0,097 0,02 0,9019
(4) Acetato de sodio 24,46 1 24,46 4,02 0,0728
(5) Sulfato de magnesio 4,24 1 4,24 0,69 0,4233
(6) Sulfato de manganeso 171,72 1 171,72 28,22 0,0003
(7) K2HPO,4 142,95 1 142,95 23,49 0,0007
Error 60,86 10 6,09

Total 1400,66 17

suma de cuadrados

R2:0,95655; R? (ajustado):0,92614

El R? indica que el 95,65 % de variabilidad en la respuesta seria argumentado por el

modelo obtenido en el disefio factorial fraccionado.

Del analisis ANOVA (Tabla 18), se observa que los factores que influyeron
significativamente en la produccion de acido lactico fueron extracto de carne, peptona de
caseina, fosfato dipotasico y sulfato de manganeso (p < 0,05). Los componentes se
seleccionaron en un nivel de confianza del 95% segun sus efectos.

La representacion grafica del cuadro de Pareto (Figura 26) muestra como los factores
evaluados influyen sobre la variable dependiente. Ademas, la linea roja en este gréfico
indica el valor que define estadisticamente los factores significativos. Asi, los que

sobrepasen esta linea ejercen un efecto significativo sobre la variable dependiente.
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(1}Extracto de came | - 11,5824

(2)Peptona de caseina | 5437264

(6)Sulfate de Mn | 5312

(7)Fosfato dipotasico | J-d B4BES

(#)Acetalo de sodio 2.00435

(5)5ulfato de Mg | |.E~Hﬁ-¢9

(3)Citrato de amonio | - 126429

p=05

Figura 26. Diagrama de Pareto mostrando los factores que influyen
sobre la produccién de acido lactico (g/L)

El diagrama de Pareto igual que ANOVA (Tabla 18), presenta que cuatro factores son
significativos; siendo el extracto de carne, peptona de caseina y sulfato de manganeso
los que mostraron un efecto positivo, en consecuencia, las concentraciones utilizadas se
podrian aumentar en los disefos de optimizacion. En el caso del fosfato dipotasico su
efecto fue significativo (aunque negativo) en la produccion de acido lactico, por lo tanto,

la cantidad deberia ser menor a la utilizada en el disefio.

Los demas factores evaluados como el acetato de sodio, sulfato de magnesio y citrato de
amonio no presentaron efecto estadisticamente significativo. Sin embargo, se comprobdo
que su presencia en el medio de cultivo aporta micronutrientes necesarios para el

requerimiento de la bacteria.

Tomando en consideracion lo antes descrito, la peptona y el extracto de carne se
seleccionaron como fuentes de nitrégeno para optimizar la produccion de acido lactico.
El sulfato de manganeso (0,03 g/L) y el fosfato dipotasico (1 g/L) se utilizaron en la
produccién de acido lactico, pero como valores constantes. Del mismo modo, el acetato
de sodio y sulfato de magnesio fueron utilizados a las concentraciones de, 5y 0,2 g/L
respectivamente. El citrato de amonio se descartd del medio de cultivo por su baja

influencia en la produccién de acido lactico.

Trayectoria de ascenso
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De acuerdo con los resultados obtenidos del disefio de Plackett-Burman, se ejecutd un
nuevo disefio factorial 22 utilizando como variables el extracto de carne y la peptona de
caseina. El medio de cultivo y las condiciones de cultivo utilizado en esta fase del estudio

se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. Componentes constantes del medio de fermentacion para
la produccién de acido lactico por Lactobacillus sp.

Concentracion .
Componentes Condiciones

(g/L)
(100 g/ L de azucares

Melaza de cafia
totales presentes)

Acetato de sodio 5,00
pH: 6,5
Sulfato de 0.03 To- 370 C
manganeso Tiempo: 72 h
Carbonato de
Sulfato de 0.20 calcio: 1,5 %
magnesio ’
KoHPO4 1,00

Los resultados obtenidos con el disefio factorial 22 se muestran acontinuacion (Tabla 20).

Tabla 20. Disefio factorial 22 de extracto de
carne y peptona de caseina

Matriz
Variables naturales
N° (g/L) Acido lactico
eNsavos Extracto Peptona (g/L)
y de de g

carne caseina
1 1,0 1,0 50,0
2 10,0 1,0 70,9
3 10,0 10,0 60,2
4 10,0 10,0 75,7
5 5,5 5,5 67,6
6 1,0 1,0 51,9
7 10,0 1,0 68,6
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8 1,0 10,0 60,5
9 10,0 10,0 72,1
10 5,5 5,5 62,9

Tabla 21. Andlisis de varianza del disefio factorial 22

Factor Suma de Grado Media F P
cuadrados de cuadrado
libertad
(1) Extracto de carne 523,94 1 523,94 119,20 0,0001
(2) Peptona de 91,27 1 91,27 20,24 0,0064
caseina
1 por 2 13,67 1 13,67 3,03 0,1421
Residual 26,28 6 4,38
Falta de ajuste 3,73 1 3,73 0,83 0,4048
Error puro 22,55 5 4 51
Total 655,15 9

suma de cuadrados

R2:0,9599; R? (ajustado):0,93984

No se observo interaccion de las variables independientes (p=0,1421) (Tabla 21). Por otra
parte, se puede observar en el diagrama de Pareto (Figura 27) que las dos variables

extracto de carne y peptona de caseina fueron significativos para el proceso.
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(1)Extract de carne 10,7794

(2)Peptona de caseina 4,498908

1by2 -1,74111

p=,05

Figura 27. Diagrama de Pareto del efecto de los compuestos
nitrogenados

El modelo determinado no presento falta de ajuste de acuerdo con el valor p (p>0,05),
sugiriendo que debe continuar utilizandose modelos de primer orden. Del analisis ANOVA
(Tabla 21), se puede observar que el R? fue 0,959, lo cual indica que el 95,9 % de
variabilidad en la respuesta podria ser argumentado por el modelo establecido en el

disefio factorial 22.

Posteriormente fueron calculados los efectos estimados y los coeficientes de regresion

que definen el modelo matematico segun la siguiente ecuacion:

Y = 64.052 + 8.093 X, + 3.378 X, — 1.307X,X,

Donde:

Xi; Extracto de carne
X2; Peptona de caseina

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el anterior disefio, se realizaron otros

ensayos hasta encontrar la zona de optimizacion, para ello se considerd las proporciones
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definidas en la ecuacién lineal (8), se realizaron cinco pasos utilizando el método del
ascenso mas pronunciado. Se partié del punto central de cada factor, y se agrego cinco
unidades (en términos de g/L) de extracto de carne y una unidad de peptona de caseina.
En la tabla 22 se puede observar la trayectoria de ascenso para los dos factores en

términos de concentraciones.

Tabla 22. Pasos de la trayectoria de ascenso

Variables Variables
Codificadas Naturales Acido
Pasos (g/L) lactico
X X2 € € (g/L)
1 2

Origen 0 0,0 55 55 62,9

A 1 03 50 1,0

Origen 1 0,3 10,5 6,5 70,4
+A

Origen 2 0,6 155 7,5 79,0
+ 2A

Origen 3 0,9 205 85 82,1
+ 3A

Origen 4 1,2 255 95 78,5
+4A

Origen 5 1,5 30,5 10,5 78,5
+5A

Donde:

€4, Extracto de carne
€, Peptona de caseina

Se observo en la trayectoria de ascenso que el maximo incremento ocurrié cuando se
utilizé 20,5 g/L de extracto de carne y 8,5 g/L de peptona de caseina, después de haber
alcanzado el valor maximo ocurrié una reduccion de la variable dependiente. Entonces,
una vez encontrado el intervalo de mayor respuesta, se realizé un nuevo disefo factorial

con nuevos valores para las dos variables independientes (Tabla 23).
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Tabla 23. Matriz factorial 22 de extracto de
carne y peptona de caseina para la produccion
de 4cido lactico

Matriz
Variables naturales
N° (/L) Acido lactico
ensavos Extracto Peptona (g/L)
y de de g
carne caseina
1 10,0 6,0 69,2
2 25,0 6,0 74,0
3 10,0 9,0 70,0
4 25,0 9,0 79,2
5 17.5 7.5 86,9
6 17.5 7.5 85,5
7 17.5 7.5 86,7
8 17.5 7.5 86,4

EI ANOVA (Tabla 24) muestra que el disefio factorial 22 (Tabla 23) presenta falta de ajuste
(p<0,05), por ello el siguiente disefio utilizado fue un modelo de segundo orden

empleando los valores cercanos al del factorial 22.
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Tabla 24. Andlisis de varianza del disefio factorial 22

Factor Suma de Grado de Media F p
cuadrados libertad cuadrado

Punto central 352,45 1 352,45 235,46 0,0000
(1) Extracto de 49,00 1 49,00 32,73 0,0046
carne
(2) Peptona de 9,00 1 9,00 6,01 0,0702
caseina
Residual 5,99 4 1,49
Falta de ajuste 4,84 1 4,72 11,35 0,0434
Error puro 1,15 3 0,38
Total 416,44 7
suma de
cuadrados

R2:0,983562; R? (ajustado):0,97484

Diseno central compuesto (DCC)

Se realiz6 un modelo de segundo orden que corresponde al disefio central compuesto
(DCC). La matriz esta constituida por trece ensayos incluidos cinco puntos centrales y

cuatro puntos axiales (Tabla 25).

Tabla 25. Concentracion de acido lactico del

disefio central compuesto

Matriz
Variables
Naturales
N° (g/L) Acido lactico
ensayos Extracto Peptona (g/L)
de de
carne caseina

1 14,00 6,00 77,3
2 14,00 9,00 79,6
3 22,00 6,00 80,2
4 22,00 9,00 82,7
5 12,34 7,50 77,3
6 23,66 7,50 80,6
7 18,00 5,38 82,1
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8 18,00 9,62 84,0
9 18,00 7,50 87,0
10 18,00 7,50 86,0
11 18,00 7,50 86,0
12 18,00 7,50 86,1
13 18,00 7,50 86,0

En los resultados obtenidos se observa que al utilizar 18 g/L de extracto de carne y 7,5
g/L de peptona de caseina se obtuvo un promedio de 86,23 g/L de acido lactico, lo cual

indica la mayor produccién en el punto central.

Tabla 26. Analisis de varianza del DCC

Factor Suma de Grado Media F p
cuadrados de cuadrado
libertad
(1) Extracto de carne (L) 14,32 1 14,32 27,04 0,0001
(2) Extracto de carne (Q) 106,36 1 106,36 200,81 0,0000
(3) Peptona de caseina 6,74 1 6,74 12,73 0,0091
(L)
(4) Peptona de caseina 23,45 1 23,45 44,23 0,0002
Q)
1L by 2L 0,02 1 0,02 0,03 0,8633
Residual 3,71 7 0,53
Falta de ajuste 2,94 3 0,98 5,11 0,0745
Error puro 0,77 4 0,19
Total 143,59 12

suma de cuadrados

R2:0,97416; R? (ajustado):0,95571

Del analisis ANOVA mostrado en la tabla 26, no se presento falta de ajuste en el modelo
(p > 0,05) que sugiere que el modelo puede describir la influencia de los factores en la
respuesta evaluada para predecir la produccion de acido lactico. Ademas, podemos
observar un R? de 97,42 %.
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Extractodecarneg(Q)
Peptona de caseina(Q)
(1)Extracto decarne(L)

(2)Peptonade caseina(l) |

1Lby2L 228

-11.1206

177

8.606822

6.041052

.-23.4502

Figura 28. Diagrama de Pareto del DCC

El diagrama de Pareto (Figura 28) donde las dos variables extracto de carne y peptona

de caseina (forma lineal, L, y forma cuadratica, Q) fueron factores significativos en el

DCC, aunque, sugiere que a concentraciones elevadas de estos factores (en relacion a

la forma cuadratica de los factores), la obtencién de acido lactico podria ser perjudicada.

Finalmente, se calcularon los coeficientes de regresion (Tabla 27) que definen el modelo

con la ecuacion 9:

Tabla 27. Coeficientes de regresion del DCC

Coeficientes Error -95,% +95,%
Factor de . t(7) p Limite de Limite de
.. estandar . .
regresion confianza confianza
Mean/Interc. -48,0079 12,41799 -3,8660 0,0061 -77,3718 -18,6440
(1) Extracto 9,0512 0,77233 11,7194 0,0000 7,2249 10,8774
de carne (L)
(2) Extracto -0,2444 0,01725 - 0,0000 -0,2852 -0,2036
de carne (Q) 14,1708
(3) Peptona 12,6581 2,14595 5,8986 0,0006 7,5837 17,7324
de caseina
(L)
(4) Peptona -0,8161 0,12264 -6,6545 0,0003 -1,1061 -0,5261
de caseina
Q)
1L by 2L 0,0108 0,06065 0,1786 0,8633 -0,1326 0,1542
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Ecuacion:

Y = —48,0079 + 9,0512 X, — 0,2444 X2 + 12,6581X, — 0,8161X2 +0,0108X,X, (9)

Donde X1y Xz se encuentran en forma de variable natural:

X1; Extracto de carne
Xo; Peptona de caseina

La produccion de acido lactico puede ser explicada de acuerdo a la ecuacion (9) de

segundo orden del DCC donde se muestran a las variables X1 y Xz que tuvieron un efecto

significativo (p<0,05).

A continuacién, se pueden observan los graficos de valores calculados vs valores

observados, de superficie de respuesta y de contornos para acido lactico (g/L).

Predicted Values

75

76 7 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

Observed Values

Figura 29. Grafica de valores calculados vs valores observados
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La correlacion que existe entre las observaciones experimentales y los valores calculados
es fuerte y se puede observar en la figura 29, debido a que los valores se han posicionado

alrededor de la linea diagonal, teniendo relacion con el valor de R? (0,9742).

Acido tactico (/L)

I > 85
Bl <82
= <77
[1<72
B <67
Bl <62

Figura 30. Grafica de superficie de respuesta

La gréfica de superficie de respuesta (Figura 30) muestra el efecto del extracto de carne
y la peptona de caseina sobre la produccién de acido lactico (g/L) para de esta manera
localizar el nivel 6ptimo de cada variable y obtener una maxima respuesta. A
concentraciones aproximadas de 18 g/L y 8 g/L, respectivamente se puede observar la
maxima produccion de acido lactico; no obstante, a mayores concentraciones (> 22 g/L

de extracto de carne y > 12 g/L de peptona de caseina podrian inhibir la formacién del
producto (respectivamente).

La grafica de contornos (Figura 31) relacién extracto de carne y peptona de caseina
permite visualizar de mejor manera la regién del éptimo. Las lineas curvas indican que
los términos cuadraticos fueron significativos (p<0,05). Ademas, esta representada por
diversas coloraciones; el color rojo oscuro representa la zona de maxima produccion de

acido lactico, el cual coincide con los valores centrales de 18 y 7,5 g/L; de extracto de
carne y peptona de caseina respectivamente.
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Figura 31. Grafica de contornos

Finalmente, de acuerdo con los valores criticos se determinaron los valores optimos para
la produccion de acido lactico como 18,69 g/L de extracto de carne y 7,88 g/L de peptona
de caseina para una concentracion tedrica de 86,44 g/L. Estos valores tedricos fueron

contrastados experimentalmente.

Verificacion del modelo

Experimentalmente, siguiendo las concentraciones Optimas determinadas por el modelo
cuadratico se realizé una fermentacion en las condiciones de cultivo establecidas y se
obtuvo 84,2 g/L de acido lactico este valor fue similar al calculado de 86,44 g/L por el
modelo DCC.
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Tabla 28. Verificacion de las condiciones 6ptimas calculadas
por el modelo DCC

Condiciones 6ptimas acido lactico en g/L
Respuesta Respuesta
Factores Valores (g/L) . .
estimada | experimental
Extracto de carne 18,69
86,44 84,19 + 0.041*
Peptona de caseina 7,88

*Media + error estandar, la verificacion se hizo por triplicado.

Escalamiento en biorreactor

Con el propdsito de evaluar el escalamiento de la produccion en el biorreactor y conocer
las curvas biocinéticas, utilizando las condiciones de cultivo optimizadas en los estudios
a nivel de matraces. La unica modificacion que se realizé fue aumentar la agitacién a 300
rpm.

La produccién de acido lactico fue de 71,4 g/L a las 72 h, el cual muestra una disminucion

en aproximadamente 13 g/L con el estudio a nivel de matraces (84,2 g/L).

Tabla 29. Productividad y rendimiento de acido

lactico producido por Lactobacillus sp

Tiempo (h) 16 72 Matraz
Y p/s 0,918 | 0,898 ---
Q (g/Lh) 4,40 | 0,99 1,17

La mayor productividad (4,40 g/L/h) se obtiene a las 16 h de iniciado el proceso de
fermentacion en el biorreactor, después la productividad en el biorreactor disminuye hasta
0,99 g/L/h segun transcurre el tiempo. De la misma manera, se compard la productividad
que se realiz6 a escala de matraces y se obtuvo una productividad de 1,17 g/L/h.

En la figura 32 que, se observa la produccion de acido lactico a las 16 h llegd a su punto
maximo manteniéndose constante después de ese tiempo hasta el término del proceso.
De modo similar se observé con el consumo del sustrato, a partir de las 15 h, la

concentracién de sustrato fue constante, lo cual sugiere que el microorganismo no asimila
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este componente del medio.

Por otro lado, el rendimiento producto/sustrato a las 16 h fue de 0,918 gy/gs

manteniendose constante hasta finalizar la fermentacion (0,898 g,/gs).
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Figura 32. Curvas de la produccion de acido lactico y consumo de sustrato en un
proceso de fermentacion tipo lote por Lactobacillus sp.
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VI. DISCUSION

Actualmente, en la produccion de metabolitos y enzimas se busca optimizar los
componentes del proceso de fermentacion como el medio de cultivo (fuentes de carbono,
nitrégeno, e iones) y los parametros de cultivo como, temperatura, pH, aireacion, entre

otros. Ademas, se debe tener en cuenta las caracteristicas del microorganismo utilizado.

En la primera etapa del estudio, se seleccioné a la cepa Hui1 como la mayor productora
de acido lactico, teniendo como indicador el mayor diametro de halo formado, en agar
carbonato de calcio comparado con un ensayo utilizando solucién de acido lactico como
control positivo (datos no mostrados). La cepa Hui1 fue identificada como Lactobacillus
sp. aislada del fruto Genipa americana *huito” y tolerante a pH bajo como es el caso de

Lb. plantarumy Lb. casei, que toleran pH menor a 4 (88).

La composicion del medio de cultivo es un factor importante en la produccion de acido
lactico, en este punto se destaca el uso de carbohidratos. Asi, la mayoria de azucares
fueron fermentados con excepcién del almidén (figura 22). Este ultimo no aumento la
produccion de acido lactico con respecto al medio base probablemente porque Lb.
plantarum no produce amilasas, por ello se debe hidrolizar el almidon previamente(61).
Los resultados de esta investigacion mostraron concordancia al comportamiento descrito
para Lactobacillus sp. con relacion al metabolismo de azucares que incluyen los
monosacaridos (glucosa, fructosa y galactosa) y disacaridos (maltosa, lactosa, sacarosa
y celobiosa) (61).

Fructosa, cafa de azucar, melaza de cana, sacarosa, citrato de amonio y acetato de sodio
contribuyeron a obtener una cantidad elevada de acido lactico (Figura 22). En el caso de
la fructosa podria explicarse porque sigue la via glucolitica, similar a la glucosa. La cafia
de azucar presenta una composicion nutricional rica en azucares con mayor porcentaje
sacarosa y otros componentes como nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio,
manganeso, cobre y zinc, la produccion de acido lactico fue similar a lo descrito por Serna
y Rodriguez (2005)(89). Para el caso del citrato de amonio y acetato de sodio fueron
evaluados tanto de manera independiente (con el medio base) como suplementados con
glucosa, mostré interaccion entre citrato de amonio, acetato de sodio y glucosa, esto se
deberia a la existencia de un cometabolismo del citrato y la glucosa donde la presencia
de estos dos compuestos da una mayor ventaja al crecimiento de BAL, ademas el citrato

permite la regeneracion del NAD* a través de la reduccion del piruvato a lactato dando
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una relacion directa entre citrato y la produccion de acido lactico, segun Magni y col (2000)

(90). Del mismo modo, el acetato sigue la ruta del citrato antes descrito.

Por otra parte, la relacion existente entre el citrato y la glucosa podria ayudar a que las
BAL utilicen eficientemente la glucosa y de esta manera toleren la disminucion del pH por
efecto de la produccion de acido lactico (91,92). Por lo tanto, este probable
cometabolismo permitié seleccionar al citrato y acetato como componentes del medio

para las etapas posteriores.

La melaza de cana a diferencia de fructosa, cafia de azucar y sacarosa, es un
subproducto industrial de bajo costo que se obtiene del procesamiento del azucar,
constituida por azucares fermentables, vitaminas, minerales, entre otros (93). Fue

seleccionada como principal fuente de carbono.

El rango de concentracion entre 100 a 200 g/L de la melaza de cafa fue determinado
segun lo descrito por Dumbrepatil y col (2007) (94), quienes determinaron que 190 g/L
permite obtener una buena cantidad de acido lactico. A la vez, Hauly y col (2003)(95)
reportaron que 100 g/L de melaza de cafia es la concentracion adecuada para la
produccion. Ademas, la concentracién de melaza afecta la cantidad de acido lactico
obtenido; por consiguiente se decidi6 trabajar a 140 g/L de melaza de cafa (100 g/L de

azucares totales presentes) (16).

Con respecto a la fuente de nitrégeno, las BAL presentan baja capacidad de sintesis de
aminodacidos necesarios para el crecimiento y mantenimiento celular y por consiguiente
obtener una buena produccion del metabolito, en este caso acido lactico. Las fuentes de
nitrégeno que habitualmente se utilizan son extracto de levadura, peptona, licor macerado
de maiz, extracto de malta, suero de leche, urea, etc. Por esta razon, en este estudio se
evaluaron diferentes fuentes tales como extracto de carne, extracto de levadura, peptona
de caseina y peptona bacterioldgica. De este modo, se seleccionaron el extracto de carne
y la peptona de caseina por permitir una mayor produccion de acido lactico de 5 g/L a
10,13 y 8,78 g/L, respectivamente (Figura 23). Son pocos los estudios realizados donde
se utiliza el extracto de carne y la peptona de caseina, no obstante, fueron considerados
porque forman parte del medio enriquecido MRS y porque presentan caracteristicas
similares al extracto de levadura y a la peptona bacterioldgica. El extracto de carne se
diferencia del de levadura porque presenta en mayor concentracion aminoacidos,
péptidos y vitaminas; y ademas porque aporta bases puricas, acidos organicos, fosfatos

y sales inorganicas.
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La mayoria de las investigaciones que utilizan medios complejos incluyen el extracto de
levadura. Asi, por Aeschlimann y von Stockar (1990) (96) indican que la fuente de
nitrogeno es esencial para una eficiente produccion de acido lactico por Lactobacillus
helveticus, de esta manera se puede comprobar que la inclusién de extracto de levadura
y otras fuentes complejas como extracto de carne, peptona, entre otros, que tienen un
efecto significativo positivo.

Otro punto importante es la evaluacién del efecto de las condiciones de cultivo como
temperatura, pH y el tiempo de fermentacion; estos factores intervienen en todo proceso

fermentativo y deben ser controlados de manera correcta.

La mejor temperatura para Lactobacillus sp fue de 37 °C, este resultado fue similar a lo
descrito por Hujanen y linko (1996) (97) quienes obtuvieron 3,33 g/L/ha 37°Cy 1,71 g/L/h
a 41 °C por Lb. casei. A la vez Yumoto e lkeda (1995) (98) determinaron una mayor

produccion de acido lactico a 35 °C para Lb. amylophilus, y menor a los 40 °C.

Para el caso del pH, el valor fue escogido de acuerdo con lo reportado por John y col
(2006)(99) quienes evaluaron un rango de pH entre 4,0 a 10,0 para Lb. delbrueckii
concluyendo que el pH éptimo fue 6,5. Ademas, Senthuran y col (1999)(100) informaron
que el pH 6ptimo para Lb. casei fue de 6,0 para un medio liquido y 6,5 en un medio sdélido.
Como los valores de pH 6ptimos oscilaron entre 6,0 y 6,5 se decidid seleccionar este

ultimo para todos los ensayos.

La presencia de carbonato de calcio actué como agente neutralizante (Figura 25). De este
modo, la concentracion de acido lactico aumentd de 12,53 g/L a 34,96 g/L; de manera
similar a lo descrito por Chauhan y col (2007)(11) quienes reportaron un incremento de la
cantidad de acido lactico de 16,9 g/L a 45,59 g/L. Este aumento, se le atribuye a la
regulacion del pH durante todo el proceso de fermentacion. Por ello, es recomendable el
uso de un compuesto que neutralice la variacién del pH, en este caso ocurriria formacion

de lactato de calcio entre el acido lactico formado y el carbonato de calcio.

Con relacién al tiempo de fermentacion fue establecido un periodo de 72 h (Figura 25),
porque se observo la maxima produccidn expresada en gramos de acido lactico por litro

de medio, después de este periodo no hubo incremento significativo de la produccion.

La tercera etapa del estudio se centré6 en la seleccion y la determinacién de las
concentraciones de nutrientes para el medio de cultivo, lo cual sirve para determinar el

efecto que cada uno de ellos ejerce de manera independiente en la produccion de acido
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lactico por Lactobacillus sp para incluirlos o excluirlos de la formulacion del medio de

fermentacion.

De acuerdo al disefio Plackett-Burman, el extracto de carne y la peptona de caseina
tuvieron una buena influencia sobre la produccion de acido lactico, esto se deberia a que,
estos componentes son ricos en péptidos, aminoacidos y vitaminas, los cuales son
esenciales para el funcionamiento celular. Las concentraciones utilizadas para las fuentes
de nitrégeno fueron de 10 g/L, lo mismo fue reportado por Bustos y col (2003) (13).
Asimismo, Ohkouchi y col (2007) (101) determinaron que la suplementacion con extracto
de carne aumento la productividad del acido lactico. Considerando que este disefo se
caracteriza por dar informacién de los efectos de cada factor y no de sus interacciones, y
trabajos similares, como los reportado por Coelho y col (2011)(12); se seleccionaron
componentes que el disefio mostro significativos al 95 % del nivel de confianza.

De acuerdo con el diagrama de Pareto (Figura 26), el MnSO, influye significativamente

en la produccion de acido lactico. Esto es comparable con lo que indica Rios (2011) (102)
que incluyeron iones Mn*? y Mg*? en su medio de cultivo y obtuvieron una mayor
productividad de acido lactico. Esto se explica por la influencia que ejerce el Mn*? en las
BAL, las cuales necesitan en su metabolismo iones como el Mn*? porque interviene en el
crecimiento y funcionamiento celular como cofactor de algunas enzimas como la ARN
polimerasa, LDH, la enzima malolactica, la NADH oxidasa y la SOD (103), estimulando
con ello una mejor fermentacién e incluso ayudando a reducir el tiempo de fermentacion,
como ocurrié en el estudio de Arellano (2013)(104).

El efecto positivo que ejerce MnSO4 a una concentracion de 0,05 g/L es diferente a lo
descrito por Chauhan y col (2007), en el cual utilizaron la misma concentracién de MnSO4
obteniendo un efecto significativo negativo en Lactobacillus sp. KCP01. Del mismo modo
ocurrié con Coelho y col (2011) al utilizar este ion Mn*2 0,1 g/L. Lo que indica que especies
de Lactobacillus, como Lb. plantarum, tolerarian rangos elevados del ion Mn*2. Sin
embargo, en caso inicialmente se utilizé una concentracion de 0,05 g/L pero luego se
redujo a 0,03 g/L porque hubo una disminucion en la produccion de acido lactico. Esto
fue comparado con Arellano (2013)(104) quien evalud diferentes concentraciones de

MnSOs en Lb. casei, siendo la mejor condicion 0,03 g/L.

La adicion de MgSO, al medio de cultivo fue estudiada por algunos autores. Por ejemplo,
Coelho y col (2011) reportaron que esta sal no aumenta la produccién de acido lactico en
Lb. plantarum. De igual modo, el Mg*? no fue significativo para el disefio Plackett-Burman.
Sin embargo, al no incluirlo en la formulaciéon del medio de produccion, el acido lactico

disminuyd. En consecuencia, se analizé la concentracion utilizada en el screening (0,2
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g/L) y se comparé con lo reportado por Arellano (2013), quien menciona la
suplementacion con 0,03-0,2 g/L de MnSO4/MgSO.. Segun Arellano, el Mg*? interacciona
con Mn*?; y ademas afecta la division celular, el crecimiento, la produccion de enzimas
que intervienen en el metabolismo de sintesis de acido lactico (105), por ello fue incluido
en el medio de cultivo en concentracion constante. Asimismo, la concentracion utilizada
debe ser baja de lo contrario la bacteria utilizara el sustrato en el mantenimiento celular y

crecimiento.

El KoHPOy4 influye en el metabolismo de Lactobacillus sp, pero de manera negativa.

Considerando que los iones K*' tienen como una de sus funciones regular el pH
citoplasmatico (106), y a concentraciones elevadas altera el equilibrio intracelular. Asi
McLeod y Snell (1947) (107) demostraron que el potasio, fosfato y manganeso son
esenciales para el crecimiento de diferentes BAL como Leuconostoc mesenteroides, S.
faecalis y un numero de Lactobacillus en un medio sintético. Por ello en los ensayos

posteriores, se redujo la concentracion de KoHPO4 de 2 g/l a1 g/L.

Similar al caso del MgSOs4, ocurri6 con el acetato de sodio; sin embargo,
experimentalmente se comprobd que su presencia es importante para Lactobacillus sp,
en concordancia con otras investigaciones en especies de Lactobacillus. Vincent y
Esmond (1953)(108) demostraron la importancia del acetato de sodio en pequefas
cantidades para aumentar el crecimiento de Lb. Delbrueckii que de manera indirecta
aumenta la produccion de acido lactico. Por lo tanto, el acetato de sodio usado fue de 5
g/L, un aumento de dicha concentracion no afecta a la obtencion de acido lactico (109);
a menos ocurriese un aumento de la concentracion de peptona estuviera mayor a 15 g/L

lo cual ayudaria de manera beneficiosa.

MgSQO4, MnSO4, CH3COONa y KoHPO4 son esenciales para el crecimiento de

Lactobacillus en la formacion de ciertas enzimas. Por lo que, estos micronutrientes se

requieren en pequefas cantidades en toda fermentacion lactica (110).

El citrato de amonio es inespecifico en la produccion de acido lactico, pues también es
usado para la formacion de acetoina (111); utilizado como agente inhibitorio sobre
bacterias Gram-negativas en el medio (112), en nuestro trabajo, el uso de este compuesto

fue excluido del medio de cultivo.

Llegado a este punto, se decidié incrementar la produccién del acido lactico trabajando
con las fuentes de nitrégeno (peptona de caseina y extracto de carne) a fin de alcanzar

gradualmente el punto 6ptimo. Fue utilizada la MSR, mediante el método del ascenso
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mas pronunciado, se determind los valores 6ptimos de peptona de caseina y extracto de
carne. Posterior a la etapa de screening se realizé el ascenso, donde se consideré que la
falta de ajuste no significativa sea el parametro indicador para finalizar esta etapa (Tabla
21); debido a ello se realizaron pasos de ascenso (Tabla 22) partiendo desde los puntos
centrales de cada factor (5,5 g/L), observandose la maxima concentracion de 82 g/L en
el tercer paso disminuyendo en los puntos que tuvieron mayores concentraciones de cada
factor; probablemente se debe al uso de concentraciones mayores a 20 g/L para BAL
téxicas de nitrégeno como lo reporta Serrato (2004) (62). Aunque, en términos de costos
y no de rendimientos el rango de concentraciones que mejor se ajusta serian 15,5y 7,5
g/L de extracto de carne y peptona de caseina, respectivamente (punto 2). Sin embargo,
siguiendo nuestro criterio de optimizacién (basandonos en la falta de ajuste) se selecciono
el rango de 10 a 25 g/L de extracto de carne, y de 6 a 9 g/L para peptona de caseina en
el disefo factorial (Tabla 13). Finalmente, la falta de ajuste resulté significativa (Tabla 24),
la cercania a la regién del 6ptimo y que la trayectoria en ascenso ha permitido que la

concentracién de acido lactico vaya en aumento.

El disefio central compuesto (DCC) se usé para estimar los efectos cuadraticos, y para
optimizar la produccion de acido lactico (71). Asi, mediante este disefio, se obtuvo 84,2
g/L de acido lactico partir de 140 g/L de melaza de cafia (100 g/L de azucares totales) y
de las concentraciones optimizadas del extracto de carne (18,69 g/L) y peptona de
caseina (7,88 g/L) a nivel de matraces. Los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Orozco y Solarte (2003)(28) quienes obtuvieron 90,21 g/L y Coelho (2011)
reporté 94,8 g/L de acido lactico. Sin embargo, la fuente de nitrégeno fue 45 g/L de licor
macerado de maiz. Ello motiva, a la busqueda de alternativas al uso de las fuentes de
nitrégeno sintéticas con este tipo de residuos agroindustriales, como lo reportado por Yu
y col (2008) (113), quienes optimizaron la produccion de acido lactico y obtuvieron 113,05
g/L. Ademas, indicaron que existe una relacién entre carbono y nitrégeno cuando se
alcanza el punto éptimo. Sin embargo, cuando se utilizaron mayores concentraciones se
invirtid el efecto, como se observa en figura 30, que a mayores concentraciones de la
fuente de nitrégeno ya no se percibe una mayor produccion de acido lactico al contrario;
reflejandose lo que la ecuacién (9) de coeficientes de regresion modeld, estableciendo
que la maxima produccion de acido lactico se ve influenciada por peptona de caseina y
extracto de carne aunque no haya una interaccion entre ambos pero que a
concentraciones muy elevadas de cada uno ejerce la disminucion de la produccion de
acido lactico probablemente porque las concentraciones de nitrégeno se vuelven téxicas

para la bacteria.
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Por otra parte, la cantidad de acido lactico producida por Lactobacillus sp fue de 84,2 g/L
comparable a otros trabajos que también evaluaron diferentes sustratos, por ejemplo
Wang y col (2010)(20) reportaron una produccioén de 85,5 g/L de acido lactico similar a lo

producido en este estudio.

La verificacion del modelo fue acertada dado que la concentracion de acido lactico
calculado por el software coincide con el valor obtenido experimentalmente determinando
que las concentraciones de extracto de carne y peptona de caseina dado por la
optimizacion por superficie de respuesta fueron los adecuados corroborando lo que se

ajusto por el modelo.

En el escalamiento en biorreactor la mayor produccion fue de 71,4 g/L de acido lactico
con una productividad mayor (4,40 g/L/h a las 16 h) en comparacion con la produccién en
matraces (1,17 g/L/h a las 72 h). Sin embargo, al finalizar la fermentacion la productividad
en el biorreactor disminuyd a 0,99 g/L/h; estos resultados coinciden con el
comportamiento obtenido por Coelho y col (2010) donde en biorreactor se alcanzé una
mejor productividad 3,43 g/L/h en comparacion con 2,89 g/L/h (nivel matraz) a las 12 h,
demostrandose que en el escalamiento se pueden obtener valores cercanos a lo que se

produce en matraces, pero en un menor tiempo.

El rendimiento (producto/sustrato) obtenido al final de la fermentacion en biorreactor
(0,898 gp/gs) fue similar a los obtenidos por Kotzamanidis y col (2002)(114) quienes
presentan un rendimiento de 0,98 (g,/gs) y Dumbrepatil y col (2008) de 0,94 g,/gs a partir

de 100 g/L de azucares totales presentes en melaza de cafia.

Ademas, se observa que a nivel de biorreactor la producciéon de acido lactico fue menor
gue en matraces, coincidiendo nuevamente con Coelho (89,88 y 94,8 g/L en biorreactor
y matraz, respectivamente), esto se deberia a que en el biorreactor hay una mayor

agitacién pudiendo limitar la produccién en la bacteria por ser anaerdbica.
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VII.

1.

CONCLUSIONES

Lactobacillus sp. Hui1 aislado del fruto Genipa americana fue la cepa mayor
productora de acido lactico a 37 °C durante 72 h en presencia de carbonato de

calcio como agente neutralizante.

Mediante el disefio Plackett - Burman se dedujo que, la produccién de acido
lactico por Lactobacillus sp Hui1 mejora cuando se usa el extracto de carne,
peptona de caseina, sulfato de manganeso y fosfato dipotasico. De acuerdo
con el disefo central compuesto, las concentraciones optimas de los factores
fueron: 18,69 g/L de extracto de carne y 7,88 g/L de peptona de caseina;
obteniendo de esta manera una concentracion experimental de 84,2 g/L de

acido lactico, a nivel de matraces.

El medio optimizado de fermentacion para la produccién de acido lactico por
Lactobacillus sp. Hui1, tiene la siguiente composiciéon: melaza de cafia (100 g /
L de azucares totales presentes); 18,69 g/L extracto de carne, 7,88 g/L peptona
de caseina, 1 g/L fosfato dipotasico, 0,03 g/L sulfato de manganeso, 5 g/L

acetato de sodio y 0,1 g/L sulfato de magnesio.

En el escalamiento de la produccién de acido lactico se obtuvo una produccion
de 71,40 g/L con un rendimiento final de 0.898 g,/gs, con las condiciones

optimizadas a nivel de matraces.
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VIIl. RECOMENDACIONES

e Evaluar concentraciones de melaza de cana, mayores de 200 g/L a fin de

establecer si existe alguna inhibicion por sustrato con la cepa Hui1.

e Determinar la produccién de acido lactico manteniendo el pH constante durante
el proceso de fermentacion debido a que en otros estudios aumenta la

concentracion.

e Realizar la modelizacién matematica de la produccién de acido lactico para

mejorar el proceso y predecir el comportamiento.
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X. ANEXOS

ANEXO 1

Materiales y reactivos

Asa de siembra

Beakers (40 y 250 mL)
Matraces (25, 100 y 500 mL)
Micropipetas (200 y 1000 uL)
Pipetas

Placas Petri

Probetas (50 y 250 mL)
Termémetro

Tubos de ensayo

Acetato de sodio (AMRESCO)
Agua destilada

Caldo MRS (MERCK)
Carbonato de calcio (AMRESCO)
Celobiosa (AMRESCO)

Citrato de amonio (MERCK)
Extracto de carne (OXOID)
Extracto de levadura (OXOID)
Fosfato dipotasico (AMRESCO)
Galactosa (AMRESCO)
Glucosa (AMRESCO)

HCI (AMRESCO)

Lactosa (AMRESCO)

Maltosa (AMRESCO)

Melaza de cafa

NaOH (AMRESCO)

Peptona de caseina (OXOID)
Peptona bacteriologica (OXOID)
Sulfato de magnesio (MERCK)
Sulfato de manganeso (MERCK)
Tween 80 (AMRESCO)

Equipos de analisis

Espectrofotometro Genesys 10 UV (THERMO)
pH metro (HANNA)
Refractémetro (ECURED)

Equipos de procesos

Autoclave

Balanza Analitica (EPPENDORF)
Biorreactor ez- control (APPLIKON)
Centrifuga 5810R (EPPENDORF)
Cocinilla

Incubadora (PRECISION)

Shaker (PRECISION)
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ANEXO 2

Curva de Mc Farland

Curva de Calibracion Mc Farland
1.2
1
£
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3
© y = 0.0388x + 0.0448
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2
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ANEXO 3
Curva de calibraciéon con antrona para determinar azucares totales

Curva de calibracion de antrona
0.8
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o
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o
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ANEXO 4

Curva de calibracién de lactato por el método de cloruro férrico

Curva de calibracion de lactato
1.2
1 0@
£
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S
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ANEXO 5

Diagrama de proceso de la produccion de acido lactico

L ) 2 pasajes sucesivos en
Reactivacién de < caldo MRS
la cepa ) Incubacidn: 30°C por
4 N\
Inoculacién 2 mL de caldo MRS a
< matraz de 20 mL
N J Incubacién: 30°C por 10 h
4 N\ .
Centrifugacion 2000 g por 10 min
. J
Buffer fosfato 50 ( h
mM, pH 7 Lavado del
pellet
. J
4 N\
En 1 mL de Buffer Suspension del
fosfato 50 mM, pH 7 pellet
. J
e N Pasaje de un tamafio de
Inoculacion <«——— indculo de 10° UFC /mL
al medio de fermentacién
. J
( ) Tiempo: 72 h
Fermentacion { Temperatura: 37°C
L ) Agitacion 150 rpm
4 N\
Centrifugacién
5000 g por 10 min
. J
Obtencién de ( h
lactato > Sobrenadante
. J
N
Analisis Cuantificacion de acido
lactico y azucares totales
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ANEXO 6
Produccién de acido lactico a nivel de matraces

Preparacion de
medio de cultivo

Melaza de cafia

Medio de cultivo
(Fuente de carbono)

R e AT e
e P R AR o 7 2

Produccidn a nivel de matraces
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ANEXO 7

Desarrollo del proceso de fermentacién en biorreactor

Reactivacion de la
cepa

Pasaje B .

m
(%]
o
o
)
3.
()
=]
—+
o
TR

Jarra de biorreactor
con medio de cultivo
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ANEXO 8

Prueba de Dunnet de la seleccion de la cepa mejor productora de acido lactico

14
13 +
12 |
S
©
=
(]
©
o
@
g
a
7L
E 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 1 L
Hui1 Hui3 Gualt Ung1 Ungd Agu2 Hum2
Hui2 Huid CocS Ung2 Hum- Agu3
Frutos
Dunnett test; variable Var2 (Spreadsheet1)
Probabilities for Post Hoc Tests (2-sided)
Error: Between MS = .44974, df = 26.000
Vart {1}
Cell No. 12.333
1 Hui1
2 Hui2 0.000053
3 Hui3 0.004945
4 Hui4 0.000009
5 Gua1 0.000011
6 Coch 0.000016
7 Ung1 0.000007
8 Ung2 0.000007
9 Ung4 0.000007
10 Hum1 0.000007
11 Agu?2 0.000007
12 Agu3 0.000006
13 Hum?2 0.000007
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ANEXO 9

Prueba de Tukey del diseio de un factor a la vez

Fuentes de carbono

Tukey HSD test; variabldicido lactico (g/L) (Spreadsheet5)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = .17357, df = 16.000

Fuentesde {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

Cell No. carbono 1.4300 | 5.5550 | 5.9435 | 5.5250 | 5.2750 | 9.6700 | 5.4410 | 5.9600 | 5.3480 | 4.2100
1 Base 0.00017' 0.00017 0.00017' 0.00018' 0.00017' 0.00017' 0.00017'|0.00018/ 0.00051
2 glucosa 0.00017 0.99964 1.00000' 0.99999. 0.00017' 1.00000 0.999441 1.00000' 0.18843
8 Fructosa 0.00017' 0.99964 0.99919. 0.94514 0.00018. 0.99482 1.00000' 0.97703. 0.03767
4 maltosa 0.00017' 1.00000 0.99919 0.99999. 0.00017 1.00000' 0.99878: 1.00000' 0.21089
5 Galactosa [ 0.00018/0.99999 0.94514 0.99999 0.00017'/1.00000 0.93511. 1.00000' 0.48069
6 Cafia de Azucal|0.00017' 0.00017' 0.000180.00017 0.00017" 0.00017 0.00018:0.00017 0.00017
7 Lactosa 0.00017' 1.00000 0.99482' 1.00000' 1.00000' 0.00017 0.99300: 1.00000' 0.28526
8 Sacarosa 0.00017' 0.99944' 1.00000' 0.99878: 0.93511. 0.00018  0.99300 0.97147 0.03504
9 Celobiosa |0.00018/ 1.00000' 0.97703. 1.00000' 1.00000' 0.00017'| 1.00000 0.97147 0.38737
10 Tween 80* [0.000510.18843 0.03767 0.21089' 0.48069: 0.00017'/ 0.28526 0.03504. 0.38737
11 Almidoén 1.00000/ 0.00017/ 0.00017 0.00017:0.00018/ 0.00017' 0.00017 0.00017|0.00017' 0.00039
12 Melaza 0.00017' 0.07142 0.32074' 0.06287 0.02111. 0.00123 0.04377 0.33873 0.02913. 0.00034
13 Citrato* 0.00017' 0.00019.0.000260.00019' 0.00018; 0.94428 0.00018 0.00027 0.00018|0.00017
14 Acetato* 0.00017' 0.00017/0.00017|0.00017: 0.00017' 0.98725. 0.00017  0.00017' 0.00017'/ 0.00017
15 Citrato 0.48741 0.00026' 0.00019 | 0.00027' 0.00051! 0.00017 0.00033  0.00019/ 0.00041. 0.03995.
16 Acetato 1.00000/ 0.00017 0.00017 0.000170.00018/ 0.00017' 0.00017 0.00017/0.00018/ 0.00054

*Los valores de color rojo son los que resultan ser significativos con respecto a cualquier factor con el
que se esta realizando la comparacion.

Fuentes de nitrégeno e iones

Tukey HSD test; variabldcidolactico (g/L) (Spreadsheet15)
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = .22832, df = 8.0000

Fuentesde nitrogeno | {1} 2} {3} {4) {5} {6} {7} {8} {9}
Cell Nc iones 5.5550 | 5.4500 | 6.5750 | 3.6000 | 9.8450 | 6.2200 | 8.7300 | 6.7500 | 6.7500
1 Base 0.99999' 0.51115' 0.03048: 0.000511 0.87389'/ 0.00287 0.55798 0.55798
2 Mg 0.99999 0.40869' 0.04091 0.00046/ 0.77853. 0.00233' 0.46918' 0.46918:
& Mn 0.51115' 0.40869: 0.002431 0.00238: 0.99589 0.02946. 0.99999: 0.99999.
4 K2HPO4 0.03048. 0.040910.00243: 0.00024. 0.00543'/ 0.00025' 0.00744' 0.00744
5 Extracto de came |[0.00051/ 0.00046' 0.00238. 0.00024. 0.00126. 0.41787' 0.01184. 0.01184.
6 Extracto Levadura ||0.87389' 0.77853. 0.99589 0.00543' 0.00126: 0.01232' 0.98592. 0.98592.
7 Peptona Caseina [0.00287|0.00233' 0.02946: 0.00025' 0.417871 0.01232 0.11975' 0.11975
8 Peptona Bacteriol6gi(| 0.55798  0.46918' 0.99999. 0.00744 0.01184: 0.98592. 0.11975' 1.00000
*Los valores de color rojo son los que resultan ser significativos con respecto a cualquier factor con el
que se esta realizando la comparacion.
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