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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar los parametros 6ptimos
de la temperatura, la concentracion del inéculo y el pH para la
fermentacion del suero de la leche utlizando las bacterias
lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus; mediante el

disefio Box-Behnken de la metodologia de superficie de respuesta.

Se acondicion6é el suero de la leche, lo cual consisti6 en la
desproteinizacion, la pre- filtracion y la filtracion en esta ultima etapa
se busca el numero de malla 6ptimo resultando estas particulas
menores a 155 mm., después de ello se realizé la caracterizacion del
suero de la leche obteniéndose 4,8 % de lactosa, 0,5 % de proteinas
y 6,0 de pH y para la fermentacion usamos los datos que genera el
disefio Box-Behnken el cual trabaja con 3 factores y 3 niveles en
cada factor en base a ello gener6 30 experimentos, cuando ya se
tiene los resultado de los experimentos el disefio se encarga de
construir una ecuaciéon de superficie de respuesta donde se modela
los cambios en las variables y como estas afectan en la respuesta,
finalmente el disefio determino los parametros 6ptimos de 42 °C de
temperatura, 0,1 g/L de inoculo y 6,0 de pH; donde se obtuvo 41,4979

g/L de acido lactico.



ABSTRACT

The objective of the research was to determine the optimal parameters of
temperatura, inoculum concentration and pH for the fermentation of milk
whey using the bacteria lactobacillus bulgaricus and Streptococcus
thermophilus; through the Box-Behnken design of the response surface

methodology.

Milk whey was conditioned, which consisted of deproteinization, prefiltration
and filtration. In this last stage, the optimum mesh number was found,
resulting in particles smaller than 155mm, after which the characterization
of the serum was carried out. of milk, obtaining 4.8% of lactose, 0.5% of
proteins and 6.0 of pH and for fermentation we use the data generated by
the Box-Behnken design, which works with 3 factors and 3 levels in each
factor. Based on this, it generated 30 experiments. Once the results of the
experiments are available, the design is responsible for constructing an
equation. response surface where the changes in the variables are modeled
and how they are affected in the response, finally the design determined the
optimal parameters of 42 ° C of temperature, 0.1 g / L of inoculum and 6.0

of pH; where 41.4979 g/ L of lactic acid was obtained.



PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1 Identificacién del problema

Durante la ultima década ha habido una creciente presion social,
ambiental y empresarial (menor costo) para desarrollar métodos
alternativos a la sintesis quimica que produce la gran mayoria de
compuestos organicos del mundo, para lo cual ya se han evaluado

alternativas biotecnolégicas para la sintesis de los acidos organicos.

Por motivos ambientales se ha visto conveniente la utilizacién de un
residuo de la elaboracién de quesos, el suero de la leche, como una
alternativa para la produccion de acido lactico ya que este no es
aprovechado y se vierten en los efluentes contribuyendo con el
aumento de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) en las aguas

residuales.

Este aumento del DBOs en las aguas residuales provoca que afecte
el ecosistema acuatico, ya que a mayor DBOs aumenta el consumo
de oxigeno disuelto en agua. También los solidos suspendidos totales
del suero causan un gran dafio al ecosistema acuatico ya que se

depositan en el fondo del cuerpo del agua evitando la transferencia de
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oxigeno. La ventaja de usar microorganismos para la produccion
industrial o combinar su uso con procesos quimicos de sintesis, es
principalmente la habilidad de sintetizar enantiomeros especificos, por
su crecimiento a gran escala y la separacion facil de productos y
sustratos, ademas, la gran diversidad metabdlica permite su

aplicacién como productos de metabolitos primarios y secundarios.

Debido a que el acido lactico actualmente esta en una demanda
creciente fue necesario buscar otros procesos de obtencion o
reestudiar los ya existentes, es por ello que en este trabajo se optimizo
el proceso de obtencibn mediante el uso de microorganismos,
haciendo cambios en sus parametros de operacién, es decir la
temperatura y la concentracion del inoculo, obteniendo un mayor

rendimiento de produccion.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

¢, Como optimizar el proceso de fermentacién del suero de la

leche para la obtencion de acido lactico?

11



1.3

1.2.2 Problemas especificos

a. ¢ Coémo acondicionar la materia prima y en que beneficia ello

al crecimiento microbiano?

b. ¢COomo determinar los parametros operacionales Optimos

(Temperatura, concentracion de inoculo Y pH) para la

obtencion del acido lactico a partir del suero de la leche?

c. ¢Cudl sera el rendimiento de la lactosa al producir acido

lactico?

Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Optimizar los parametros de fermentacion del suero de la leche

para la obtencion de acido lactico

1.3.2 Objetivos especificos

a. Encontrar el acondicionamiento adecuado de la materia prima

y el medio para el crecimiento microbiano.

12



b. Determinar los parametros operacionales  Optimos
(Temperatura, concentracion del inoculo y pH) para la

obtencion de &cido lactico a partir del suero de la leche.

c. Determinar cual sera el rendimiento de la lactosa al producir

acido lactico

1.4 Justificacion

El acido lactico debido a su naturaleza organica esta presente en
muchas industrias como por ejemplo la industria alimentaria donde se
usa como acidulante y preservante, la industrias quimica donde lo
utilizan como solubilizador y como agente controlador de pH, en la
produccion de pinturas y resinas puede ser utilizado como solvente
biodegradable, en la industria de plasticos es utilizado como precursor
del acido polilactico (PLA), un polimero biodegradable con
interesantes usos en la industria y en la medicina, es por ello que
buscaremos la optimizacién de los parametros de la fermentacién

para asi tener una mayor conversion de la lactosa.

13
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1.4.1 Justificacion tecnolégica

El estudio de la obtencion del acido lactico mediante la
fermentacion del suero de la leche, es un gran aporte a nivel
tecnolégico debido a que la demanda del &cido lactico
actualmente va en aumento y se debe a su nueva aplicacioén en
la industria de plasticos biodegradables y es por ello los
esfuerzos en la investigacion del acido lactico para desarrollar
nuevas tecnologias de fermentacion y separacion alcanzando

asi altos rendimientos y altas productividades.

1.4.2 Justificacién econdmica

Debido al aumento considerable de la demanda del &cido lactico
también ha aumentado su costo de produccion, Es por ello que
vemos favorable optimizar su proceso de obtencion del acido
lactico, obteniendo asi por un mismo costo mayor cantidad de

acido lactico.

Importancia

Esta investigacion es importante dado que la materia prima son

efluentes lacticos los cuales de no ser usados la Unica funcién que

14



cumplen es la contaminacién, muy aparte de ello la optimizacion de
los parametros de la fermentacién nos permitio obtener una mayor
cantidad de acido lactico, el cual como ya es de nuestro conocimiento
es materia prima principal en la produccibn de plasticos
biodegradables, lo cual a futuro evita la contaminacion ambiental,
también interviene en la industria alimentaria como preservantes, en
la industria quimica como solubilizador y agente controlador de pH, en

la industria de pinturas y resinas como solvente biodegradable.

15



MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudio

Produccion de acido lactico a partir del lactosuero utilizando
lactobacillus delbrueckii subespecie. Bulgaricus y

Streptococcus thermophilus.

En esta investigacion se determind las condiciones adecuadas de
crecimiento del Lactobacillus delbrueckii subespecie Bulgaricus y
Streptococcus thermophilus para la produccion de acido lactico,
utilizando como sustrato el lactosuero. El acido lactico fue producto de
la extracciéon y purificacion de caldos de fermentacién donde se usa
como bacterias fermentativas el co-cultivo Lactobacillus delbrueckii
subespecie Bulgaricus y Streptococcus thermophilus, usualmente
usadas para la produccion de yogurt. El sustrato fue suplementado
con extracto de levadura, fosfato de amonio como fuente de nitrégeno
y carbonato de calcio como neutralizante. Esto para poder optimizar
el consumo, por parte de las bacterias del carbohidrato principal
presente en el suero (lactosa). Durante la fermentacién se controlo la
concentracion del indculo y temperatura, el tiempo maximo fue 72 h.
La purificacion se llevd a cabo mediante esterificacion, filtracion de

sélidos formados con la reaccion y extraccion de agua por
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evaporacion y posterior arrastre con nitrégeno. Finalmente se obtuvo
acido lactico con un 78,0% de pureza (36,7 g/L), el cual se caracterizo
a través de espectroscopia infrarroja. El aporte de esta investigacion
fue los suplementos del suero de leche que establecieron y el tiempo

de la fermentacién. (Rojas, 2015)

Obtencién de acidos organicos por fermentacion de

subproductos lacteos

En esta investigacion el proceso fermentativo se realizd con la
bacteria lactica lactobacillus casei buscandose conocer su
comportamiento fermentativo en una matriz natural y compleja basada
en una mezcla de azucares fermentables, estableciendo las
condiciones operacionales mas adecuadas. En esta investigacion se
caracteriz6 y monitoreo los diferentes estados fisioldégicos del
lactobacillus casei durante la produccion fermentativa del &cido
lactico. Teniéndose como resultados que el suero lacteo de yogurt es
una fuente adecuada para la produccion de acido lactico por medio
fermentativo a partir del lactobacillus casei a partir de una materia
prima hasta ahora considerada como un residuo y que se caracteriza
por presentar altos niveles de azucares fermentables sin la necesidad

de realizar un pre tratamiento alguno. Esta investigacion dio el soporte

17



a la viabilidad de la materia prima para la obtencion del acido lactico

(Tuero, 2013)

Disefio de procesos en Industria Lactea: Transformacion de

lactosuero.

En esta investigacion se trata sobre las caracteristicas del lactosuero
siendo una de ellas su riqueza en lactosa la principal responsable del
mismo, debido a su capacidad para actuar como sustrato de
fermentacion microbiana, como también ven el efecto de este si fuese
vertido, debido a que la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) del
suero lacteo varia entre 20.000 y 50.000 mg de O2/L. En otras
palabras, cerca de 0,25 a 0,30 litros de suero sin depurar, equivalen

a las aguas negras producidas en un dia por una persona.

El lactosuero tiene alto poder contaminante, por lo tanto, no debe ser
desechado, sino utilizado. Este es una fuente rica en nutrientes. No

utilizarlo es el peor error que se puede cometer en la industria lactea.

El lactosuero puede ser aprovechado de diversas maneras; todo esta

en la imaginacién del investigador. Esta investigacién aporto en la

importancia y las propiedades de la materia prima. (Ramirez, 2013).
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2.2 Suero delaleche

El suero de la leche o también llamado lactosuero es definido como
“la sustancia liquida obtenida por separacion del coagulo de leche en
la elaboracion de queso” (Foegedin y Luck, 2002), otra definicion del
suero de la leche es que es un liquido transltcido verde obtenido de

la leche después de la precipitacion de la caseina. (Jelen, 2003).

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la
eliminacién de la caseina, el primero denominado dulce, esta basado
en la coagulacién por la renina a pH 6,5. El segundo llamado &cido
resulta del proceso de fermentacion o adicion de acidos organicos o
acidos minerales para coagular la caseina como en la elaboracion de

guesos frescos.

TABLAN°2.1

COMPOSICION DE LACTOSUERO DULCE Y ACIDO

Sélidos totales 63,0 - 70,0 63,0 -70,0
Lactosa 46,0 - 52,0 44,0 -46,0
Proteina 6,0 - 10,0 6,0-8,0
Calcio 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfatos 1,0-3,0 20-45
Lactato 2,0 6,4
Cloruros 1,1 1,1

Fuente: Panesar et al. (2007)
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En cualquiera de los dos tipos de lactosuero obtenidos, se estima que
por cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero, esto representa
cerca del 85-90% del volumen de la leche y contiene
aproximadamente el 55% de sus nutrientes (Liu et al., 2005). Entre los
mas abundantes de estos nutrientes estan la lactosa (4,5 - 5% p/v),
proteinas solubles (0,6 - 0,8% p/v), lipidos (0,4 - 0,5% p/v) y sales

minerales (8-10% de extracto seco). (Panesar, 2007).

2.3 Fermentacion Lactica

La fermentacion lactica es un proceso celular anaerdbico donde se
utiliza glucosa para obtener energia y donde el producto de desecho
es el acido lactico. Este proceso lo realizan las bacterias acido lacticas

(BAL), algunos hongos, algunos protozoos y en los tejidos animales.

Las BAL son un grupo de bacterias gram positivas que fermentan
hidratos de carbono convirtiéndolos en &cido lactico casi en su
totalidad (homofermentativa) o a una mezcla de &cido lactico, diéxido
de carbono y acido acético y/o etanol (heterofermentativo), otros
compuestos tales como diacetilo, acetaldehido y perdxido de
hidrogeno, también se producen. (Véase las figuras N° 2.1y 2.2, en

la pagina 21) (Rahman, 2011).
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Por otra parta la produccion biotecnologica esta basada en la
fermentacion de sustratos ricos en carbohidratos por bacterias u
hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros D (-) o L (+4),
Optimamente activos. La produccion biotecnolégica depende del tipo
de microorganismo utilizado, la inmovilizacion o recirculacion del
microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente
de nitrégeno, el modo de fermentacion empleado y la formacién de

subproductos. (Hofvendahl y Hagerdal, 2000).

FIGURA N° 2.1

FERMENTACION LACTICA HOMOFERMENTATIVA

Glucosa

v
Fructuosa-1,6-difosfato

Gliceraldehido 3-fosfato <2 ™  Dpihidroxi-acetona-
—_—

, v

Acido pirdvico
v

Acido lactico

Fuente: C.Lanpent (1995)

FIGURA N° 2.2
FERMENTACION LACTICA HETEROFERMENTATIVA

Glucosa
v
co Acido-6-fosfogluconico _
2| T | Ribulosa -5-fosfato
Gliceraldehido 3- ¢
fosfato < Acetil fosfato
v v
Acido lactico Etanol

Fuente: C.Lanpent (1995)
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2.4 Crecimiento microbiano

Existen varias fases del crecimiento celular. (Véase la grafica N° 2.1,
en la pagina 23) donde se observa una tipica curva de crecimiento
celular. Las diferentes fases de crecimiento celular se distinguen mas
facilmente cuando se representa el logaritmo neperiano de la
concentracion de células viables frente al tiempo. La velocidad de
crecimiento depende de la fase de crecimiento. Durante la fase de
adaptacion o latencia inmediatamente después de la inoculacion, la

velocidad de crecimiento es practicamente cero. (Doran, 1998)

Las células utilizan esta fase para adaptarse al nuevo ambiente, y
algunas veces sintetiza nuevas enzimas 0 componentes
estructurales. Tras este periodo de adaptaciébn, comienza el
crecimiento en la fase de aceleracion y continda durante la fase de
crecimiento propiamente dicha y durante la fase de deceleracion. Si
el crecimiento es exponencial, la fase de crecimiento aparece como
una linea recta en una representacion semilogaritmico por lo que a
veces se denomina fase logaritmica. Cuando los nutrientes en el
medio de cultivo se ha consumido o se acumula los productos
inhibidores, el crecimiento disminuye y las células comienzan en la
fase de deceleracion. Tras este periodo de transicion se alcanza la

fase estacionaria en la que no se produce crecimiento. Algunos
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cultivos presentan una fase de muerte cuando las células pierden

vitalidad o son destruidas por ruptura.

GRAFICO N° 2.1

CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR
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Fuente: Bob Freeman (1986)

2.5 Microorganismo utilizados para fermentacion lactica

En la utilizacién de bacterias para la produccién por fermentacién, se
busca que estas sean preferiblemente termofilas, que fermenten
rapida y completamente sustratos baratos, con adicion minima de

nutrientes nitrogenados, que crezcan en condiciones de valores
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reducidos de pH, que presentan poca produccion de biomasa y una

despreciable cantidad de subproductos. (Akerberg, 1998 )

Las bacterias que pueden utilizarse para la produccion de acido
lactico son cocos y bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, no
esporulados, inmdviles y catalasa negativo, pertenecientes a los
géneros Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostc,
Tetragenococus, lactococcus ,Vagococcus, Enterococcus,

Aerococcus y Weissella. (Hofvendahl y Hagerdal, 2000)

2.5.1 Bacterias lacticas

Las bacterias lacticas son Gram positivas, acido tolerantes,
algunos en rangos de pH entre 4.8 y 9.6, permitiéndoles
sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
aguantarian la aumentada actividad producida por los acidos
organicos. Son organismos que no forman esporas, son
inmoviles, cocos o bacilos con bajo contenido de guanina y
citocina, y asociados todos por sus caracteristicas metabdlicas y
fisiol6gicas comunes. Estas son bacterias que generalmente se
encuentran en plantas y productos lacteos en descomposicion
produciendo acido lactico como producto metabdlico final de la

fermentacién de carbohidratos. Esta particularidad ha enlazado,
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histéricamente, a las BAL con la produccion de alimentos
fermentados, pues la acidificacion que producen inhibe el
crecimiento de agentes que causan descomposicion. Mas aun,
algunas BAL son productoras de bacterocinas toxicas,
proveyendo un obstaculo adicional para los microorganismos

patogénicos. ( Rosibel, 2013)

Los géneros béasicos que comprenden las BAL son
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Yy
Streptococcus asi como los Lactobacillales, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus,
Vagococcus, y Weisella. Los medios de cultivo para bacterias
lacticas tipicamente incluyen fuentes de carbohidratos, siendo
gue la mayoria de estas especies son incapaces de aprovechar

la respiracién celular.

Existen dos vias basicas de fermentacion de hexosas que son
usados para la clasificacion de los géneros de BAL. En
condiciones de exceso de glucosa y un limitado uso de oxigeno,
las BAL homolacticos transforman un mol de glucosa a través de
la via glucolitica de Embden-Meyerhof-Parnas para formar dos
moles de piruvato. El balance redox intracelular se mantiene por

la oxidacibn de NADH con la concomitante reduccion del
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piruvato en acido lactico. Este proceso genera dos moles de ATP
por cada mol de glucosa consumida. Los representantes de las
BAL homolacticas incluyen Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus y el grupo | Lactobacilli. (Véase en

la figura 2.1, en la pagina 23)

Las BAL heterofermentativas utilizan la ruta de la pentosa
fosfato, en la que un mol de glucosa-6-fosfato es inicialmente
deshidrogenada a 6-fosfogluconato y luego descarBoxilada para
producir un mol de CO2. El resultante pentosa-5-fosfato es
disociado en un mol de fosfato de gliceraldehido y un mol de
acetilfosfato. El fosfato de gliceraldehido se metaboliza luego en
acido lactico, tal como en la reaccion de los homofermentadores,
con el acetilfosfato reduciéndose a etanol via los intermediarios

acetil-CoA y acetaldehido.

Teoréticamente, los productos finales (incluyendo el ATP) son
producidos en cantidades equimolares a partir del catabolismo
de un mol de glucosa. Las BAL obligatoriamente
heterofermentativas incluyen: Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, y el grupo Il Lactobacilli. (Véase en la figura 2.2, en

la pagina 21)
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De las bacterias lacticas antes mencionadas se escogeran dos
de ellas para la produccién de acido lactico y estas son el
lactobacillus Bulgaricus y el Streptococcus thermophilus ya que
estas dos bacterias realizan una simbiosis en la cual se daréa un
ambiente favorable para la produccion de acido lactico ya que al
inicio de la fermentacion el Streptococcus thermophilus da las
condiciones favorables de produccion de CO:2 y acido férmico
para el crecimiento del lactobacillus Bulgaricus. Esta
cooperacion que realizan estas dos bacterias nos dan tiempos

de fermentacion mas rapidos.

a) Lactobacillus bulgaricus

Esta especie bacteriana pertenece a la familia
taxonomica Lactobacillaceae, del orden Lactobacillales, dentro
de la clase Bacilli del Reino Bacteria. El
género Lactobacillus recibe su nombre de la capacidad de
muchos de los miembros del género para metabolizar la lactosa,
entre otros azucares, y obtener acido lactico. De los mas de cien
integrantes del género muchos de ellos son empleados para
procesar la leche para obtener yogures, quesos y otros
productos derivados. Esta bacteria es un bacilo GRAM positivo,

gue reaccionan negativamente a la prueba de catalasa. En
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ocasiones puede crecer formando filamentos, por lo que no tiene
flagelos ni cilios. Este hecho hace que se le considere una
bateriano movil. Como ya hemos comentado es capaz
de fermentar la lactosa, un disacarido formado por una glucosa
y una galactosa, obteniendo acido lactico. Para la fermentacion
necesita unas condiciones anoxigénicas, aunque la bacteria
es tolerante al oxigeno. Como el resto de bacterias cuyo
metabolismo elimina algun acido, Lactobacillus
Bulgaricus elimina acido lactico, el pH al que est4d acostumbrado
a vivir es ligeramente &cido, entre 4y 5 (es esta bajada de pH la
que provoca que coagulen las proteinas de la leche). Esta
especie de Lactobacillus forma parte de la flora intestinal de
muchos animales y rara vez se asocia con algin proceso

patogénico. (Accolas, 2000)

b) Streptococcus thermophilus

Es una bacteria homofermentativa. En la leche producen 0,7 —
0,8 % de &cido lactico L (+), en algunas cepas son capaces de
producir hasta un porciento de acido lactico. En la leche, ademas
de producir acido lactico, produce los acidos grasos volatiles,
férmico, acético, propidnico, butirico, isovaleico y capridnico,

ademas produce acetona Yy pequefias cantidades de
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acetaldehido. Presenta una actividad proteolitica muy pequefa
en la leche y la mayoria de aminoacidos liberados son
consumidos durante la fase de crecimiento logaritmico. Es una
bacteria terméfila en la cual su temperatura de crecimiento esta
entre 10-50 °C siendo la maxima y minima respectivamente.
También es una bacteria termodurica, aguanta un tratamiento de
calor en la leche de 30 minutos a 60°C. Estas bacterias crecen
en un pH ligeramente acido entre 4-6 donde en el cual estas
pueden adaptarse y sintetizar su alimento. Esta bacteria es muy
sensible a la presencia de inhibidores y en especial de
antibioticos, por ejemplo a la penicilina y también es muy
sensible a la sal , hecho que aprovecha para diferenciarlo de
otros lactococos y enterococos , no crece en presencia de un 4%
de sal y algunas cepas en presencia de un 2% de sal. (Romero,

2004).

2.6 Acido LActico

El 4cido lactico se denomina acido 2-hidroxipropanoico y esta formado
por los grupos funcionales alcohol y carboxilo, conformando un
carbono asimétrico que le confiere su actividad 6ptica. Existen dos
isbmeros opticos, el D(-) lactico y el L(+) lactico y una forma racémica

constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y D(-) . El
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isbmero D(-) es perjudicial al metabolismo humano y puede generar
acidosis y descalcificacion. En la figura 2.3 se muestra la estructura

qguimica del acido lactico (isémero D y L).

FIGURA N° 2.3

Estructura del &cido lactico D (-) y &cido lactico L (+)

H
HO c)Y"'OH
¥ CHs
Acido Lactico Acido Léactico
L-(+) + 3.8° D-(-)-3.8°

Fuente: Del Angel (2007)

El acido L(+) lactico es clasificado por la Food and Drug
Administration (FDA) como una sustancia Generally recognized as
safe (GRAS) , generalmente reconocido como seguro para uso como
aditivo alimenticio .Tanto las dos formas 6pticamente activas como la
racémica se encuentran en formas liquidas, incoloras y solubles en el
agua. En estado puro son solidos altamente higroscépicos de punto
de fusién bajo. Las formas isoméricas del acido lactico pueden ser
polimerizadas y producidas con diferentes propiedades. Los isdmeros
puros del acido lactico pueden ser obtenidos por fermentacién
microbiana a partir de una fuente renovable. El acido lactico y sus
derivados como sales y ésteres son ampliamente utilizados en la

industria alimenticia, quimica, farmacéuticas, del plastico, textil, la
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agricultura, alimentacion animal entre otros. En la tabla 2.2 se

muestran las propiedades fisico-quimicas del acido lactico.(Garcia,

2013).
TABLA N° 2.2
PROPIEDADES DEL ACIDO LACTICO

REFERENCIA DESCRIPCION
Formula CsHeOs
Peso molecular 90,08 kg/mol
indice de refraccion 1,4414

L (+)y D (-): 52,8 a 54°C. DL (segun

Punto de fusién composicién): 16,8 a33°C
Punto de ebullicion 125 -140°C
Calor de combustion 3,616 cal/g
Viscosidad 40,33 mNsm-2
Densidad 1,249 kg/m?3
Constante dieléctrica 22¢

Fuente: Gil, Fuente: Dominguez & pacho (2008).

2.7 Optimizacion por Superficie de Respuestas

Un disefio de superficie de respuestas es un conjunto de técnicas

avanzadas de disefio de experimentos que facilitan la determinacion
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de las variables que influencian la respuesta de interés. Una vez que
dichas variables son identificadas, se obtiene una estimacion
aproximada de la superficie de respuesta por medio de modelos
factoriales especiales. Esta superficie de respuesta se usa como guia
para variar gradualmente los factores controlables que afectan a la
respuesta de manera tal que se mejore el valor de la respuesta. Una
vez que el cambio de los factores controlables no origine una mejora
predecible en la variable de la respuesta, se puede aplicar un método
de experimentaciéon mas sofisticado para encontrar la superficie de
respuesta operativa final del proceso de interés, para lo cual se puede
utilizar disefio de cribado o disefios factoriales, especialmente si se
sospecha que existe curvatura en la superficie de respuesta. Ver

figura 2.4.

FIGURA 2.4

GRAFICA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Y _nd

Superficie de respuesta sin Superficie de respuesta
curvatura con curvatura

Fuente: Elaboracion Propia
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La superficie de respuesta tiene dos metodologias las cuales son el
disefio centrado compuesto y Box-Behnken, la cual se utilizara en el

presente trabajo.

2.7.1 Disefio de Box-Behnken

El disefio de Box- Behnken es un tipo de disefio de respuesta
que no tiene un diseflo factorial o factorial fraccionado
incrustado. Este disefio requiere como minimo tres factores y
trabaja con 3 niveles, los cuales se sitan en combinaciones de

los niveles altos y bajos de los factores y sus puntos medios.

El disefio Box — Behnken permite una estimacion eficiente de los
coeficientes de primer y segundo orden, también suelen tener
menos puntos de disefio por lo cual pueden ser menos costosos
de realizar que los disefios centrales compuestos con el mismo
namero de factores. Sin embargo, debido a que estos disefios
no tienen un disefo factorial incrustado, no son adecuados para
experimentos secuenciales, ademas este disefio nunca incluye
corridas donde todos los factores estén en su valor extremo,

como por ejemplo todos los valores de configuracién bajos.
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2.8 Definiciones basicas

» Anaerobios

Son los organismos que no utilizan oxigeno (O2) en su metabolismo,
mas exactamente que el acepto final de electrones es otra sustancia

diferente del oxigeno anacrénica anacronica.

»  Bacterias Gram positivos

La envoltura de estas bacterias comprende la membrana
citoplasmatica y una pared celular compuesta por una gruesa capa de
peptidoglucano, que rodea la interior, ademas estas bacterias se tifien

de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram,

» Bacterias Gram negativas

Estas bacterias tienen como envoltura celular una doble membrana
(una externa y otra citoplasmatica) entre las cuales se localiza una
fina pared celular de peptidoglicano, ademas estas no se tifien
de azul oscuro o de violeta por la tincion de Gram, lo hacen de un

color rosado tenue.
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> Biomasa

Materia organica originada en un proceso biologico, espontaneo o

provocado, utilizable como fuente de energia.

> Cultivo

Es un método para la multiplicacion de microorganismos, tales

como bacterias, hongos y parasitos, en el que se prepara un medio

Optimo para favorecer el proceso deseado.

»  Microorganismo

Es un ser vivo, o un sistema biologico, que solo puede visualizarse

con el microscopio.
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. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1 Variables de investigacion

» Acondicionamiento de la materia prima y del medio para el

crecimiento microbiano

» Propiedades del suero de la leche (cantidad de lactosa, cantidad

de proteinas y pH).

» Parametros operacionales (Temperatura, Concentracion del

inodculo y pH).

» Rendimiento de la lactosa al producir &cido lactico.

FIGURA N° 3.1

DIAGRAMA DE VARIABLES

X1 = Acondicionamiento de la™

o . Y =f(x)
materia prima y del medio para
el crecimiento microbiano
Proceso de Y= Rendimiento de la
X2= Propiedades del suero de la fermentacion .
P - » lactosa al producir
leche para la obtencién acido lactico.

de acido lactico
X3= Parametros operacionales

(Temperatura,  Concentracion

del inoculo, pH) -

Fuente: Elaboracion propia
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FACTORES

1. Temperatura

3.1.1

operacionales

Niveles de variacion de los parametros

Las pruebas experimentales de la fermentacion estan basadas

en tres niveles de variacion de cada una de las variables

independientes que se detallan en la siguiente tabla:

TABLA N° 3.1

NIVELES DE VARIACION DE LOS PARAMETROS OPERACIONALES
NIVEL 3

bolo

z

sim

T1

pH1

NIVEL1

indicador

40

0,1

6,0

c
A\ S
'8 o) o
[a) o
S ISR
— E —
; N 'O
(%)) " c
B £
T minima

donde crece T2 41

la cepa

C donde
hay C2 0,15

crecimiento

pH donde
hay pH2 5,5

crecimiento

NIVEL 2

S
g S
&) o]
= E
0 n
=4
T
) ) T3
intermedia
C
; ; Cs
intermedia
pH
. . PpHs
intermedia

Fuente: Elaboracion Propia

indicador

42

0,2

50

Justificacion

T adecuada
donde crece

la cepa

C méaxima
donde habra

crecimiento

pH méaxima
donde habra

crecimiento
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3.2 Operacionalizacion de variables

Y= Rendimiento de la lactosa al
producir acido lactico.

TABLA N° 3.2

VARIABLES DE INVESTIGACION

e Concentracion

e Rendimiento

e Espectrofotometria UV

X1= Acondicionamiento de la e Particulas en e Tamaiio de ¢ Filtracion
materia prima y del medio para el suspension malla
crecimiento microbiano
X2= Propiedades del suero de la e Acidez e pH Potenciometro
leche e Cantidad de proteinas e g/mL e Método kjeldahl

e Cantidad de lactosa e g/mL Método NMX-219-1979
X3=  Parametros operacionales e Temperatura o °C e Termdmetro
(Temperatura, Concentracion del e Concentracion de e g/mL Dilucién de soluciones
inoculo, pH) inoculo

e Acidez e pH Potenciémetro

Fuente: Elaboracién propia
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3.3 Hipotesis

3.3.1 Hipotesis general

La fermentacion del suero de la leche, utilizando como inoculo el
Lactobacillus Bulgaricus y el Streptococcus thermophilus a una
temperatura de 41 °C, a una concentracion de inoculo de 0,2
g/L yun pH de 5.5 se lograra obtener una conversion del 30%

de lactosa a acido lactico .

3.3.2 Hipotesis especificas

a. Mediante la desproteinizacion y filtracion de la materia
prima se lograra mejorar la produccion de &cido lactico y
con el porcentaje de proteinas menores a 0,6 % del suero
de la leche se lograra obtener un mejor medio para el

crecimiento bacteriano.

b. A una temperatura de 41°C, concentracion de inéculo de
0,2 g/L y pH de 5,5 se logrard una mayor conversion de

lactosa en &cido lactico.

c. Mediante la optimizacion del proceso se lograra un 30 %

de conversion de lactosa a acido lactico.
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V.

METODOLOGIA

4.1 Tipo de investigacion

Nuestro proyecto se basa a un tipo de investigacion basica debido a

gue tiene como finalidad generar mayores aportes acerca del proceso

de obtencion del acido lactico mediante el proceso de fermentacién; y

es de caracter exploratorio por lo cual es experimental. Por el analisis

de las variables, véase en la tabla 4.1.

TABLA N°4.1

EXPLICACION DE VARIABLES

EXPLICACION

VARIABLES
Optimizacion del
proceso de
fermentacién del

suero de la leche.
Propiedades del

agente bacteriano

del

suero delalechey el

Parametros

acido lactico

Esta variable es cuantitativa debido a que
en su andlisis se vera en base al porcentaje
de rendimiento de la lactosa para la
conversion al acido lactico.

Esta variable es cuantificable ya que se
hard& un analisis previo de |las
caracteristicas de las bacterias a utilizar.
Esta variable es cuantitativa ya que las

propiedades a analizar son medibles.

Fuente: Elaboracion propia
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4.2 Disefio de lainvestigacion

El desarrollo de esta investigacion a modo general consiste en
encontrar los pardmetros Optimos para la fermentacion del suero de
la leche con el Lactobacillus Bulgaricus y Streptococcus thermophilus
y asi poder obtener el mayor rendimiento de la lactosa al convertirse
en &cido lactico. Los parametros a evaluar son: Temperatura,

Concentracion del inoculo y el pH.

4.2.1 Disefio experimental

Se trabaja con el disefio de Box- Behnken de tres variables, tres
niveles, un solo bloque y una réplica para contrastar la precision

del experimento, lo cual genero 30 corridas experimentales.

En la tabla 4.2 se presenta el plan experimental que género el
disefio de Box-Behnken con las combinaciones y repeticiones
del proceso de fermentacidn, con estos datos se realizaron los
experimentos y se registraran la cantidad de &cido lactico

obtenida por experimentacion.
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TABLA N° 4.2
PLAN DE EXPERIMENTACION DE LA FERMENTACION

T (°C) C (g/ml) pH L (g/L)
1 40 0,15 6,0 *
2 40 0,15 6,0 *
3 40 0,15 5,0 *
4 40 0,15 5,0 *
S 40 0,20 55 *
6 40 0,20 5,5 *
7 40 0,10 55 *
8 40 0,10 5,5 *
9 41 0,20 5,0 *
10 41 0,20 6,0 *
11 41 0,15 55 *
12 41 0,10 5,0 *
13 41 0,20 5,0 *
14 41 0,15 55 *
15 41 0,15 55 *
16 41 0,15 55 *
17 41 0,10 6,0 *
18 41 0,10 5,0 *
19 41 0,10 6,0 *
20 41 0,15 55 *
21 41 0,15 55 *
22 41 0,20 6,0 *
23 42 0,10 5,5 *
24 42 0,20 55 *
25 42 0,10 55 *
26 42 0,15 6,0 *
27 42 0,15 6,0 *
28 42 0,20 5,5 *
29 42 0,15 5,0 *
30 42 0,15 5,0 *

Fuente: Elaboracion propia
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Dénde:

T = Temperatura (°C)
C = Concentracién de inoculo (g/L)
pH= Potencial de hidrogeno

L = Acido lactico (g/L)

4.2.2 Etapas de investigacion

Primera etapa de la investigacion: Esta etapa consistio en el

acondicionamiento del suero de la leche.

Segunda etapa de la investigacion: Esta etapa consisti6 en la
caracterizacion del suero de la leche identificando sus
caracteristicas fisicas y quimicas, como el pH, la concentracion

de lactosa y concentracion de proteinas.

Tercera etapa de la investigacion: Esta etapa consistio en
determinar las condiciones éptimas del proceso de fermentacion
del suero de la leche para la obtencion del acido lactico, para lo
cual se ha determinado la temperatura optima, la concentracion
del inoculo optimo y se registré los valores del pH a lo largo del

proceso de fermentacion.
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Cuarta etapa de la investigacion: Esta etapa consistio en la

extraccion del acido

caracterizacion.

FIGURA N° 4.1

lactico,

su reconocimiento y la

ETAPAS DE LA INVESTIGACION

12 ETAPA

X1 = Acondicionamiento del
suero de la leche

22 ETAPA

X2 = Caracterizacion del suero
de la leche

32 ETAPA

X4 = Determinacion de las
condiciones 6ptimas de la
fermentacion del suero de la
leche

S—

42 ETAPA

Y = Obtencion del acido
lactico

Fuente: Elaboracion propia
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4.3 Poblacion y muestra

El universo son todas las lecherias artesanales que se encuentran en
la provincia de Canta, las cuales son tres. En la tabla 4.3 se detalla

las lecherias artesanales, y el suero que genera cada dia estas.

TABLA N° 4.3
DATOS DE LOS RESIDUOS LACTICOS POR LECHERIA

Leche tratada

diario (L) 400 200 o
Quesos

producidos (Kg) o4 % !
Suero obtenido 360 120 40

(L)

Fuente: Elaboracion propia

La poblaciéon seleccionada sera la lecheria 1, ya que genera mas
residuos de suero de la leche lo cual es de 360 L de suero de la leche

diaria.

Para determinar el tamafio de muestra, aplicaremos la siguiente
formula:

Zz*p*q*N
T (N—-1)*E2+72xpxq

n
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Donde:

N = poblacion

n = tamafo de la muestra

Z = factor de confiabilidad estadistica
p = probabilidad a favor

q = probabilidad en contra

E = porcentaje de error

Trabajaremos con un porcentaje de confianza de 95 % por lo cual el
factor de confiabilidad sera 1,96 y el porcentaje de error es igual a 5%,

p toma el valor de 0,95 y g toman valores de 0,05.

_ 1,96 % 0,95 * 0,05 * 360
(360 — 1) % 0,052 + 1,962 % 0,95 = 0,05

n

n=461L

Muestra: 46 L de suero de la leche.

4.4 Técnicas e instrumentacion de recolecciéon de datos.

A continuaciéon, se menciona a las técnicas usadas por etapas del

experimento.

46



a) Primera etapa de la investigacion: acondicionamiento del

suero de la leche.

Desproteinizacion del suero de la leche.
Filtracion por gravedad

Filtracion al vacio

vV V VWV V¥V

Esterilizacion

b) Segunda etapa de la investigacidn: Caracterizacion del suero

de la leche.

> Determinacion de la lactosa: método NMX-219-1979

» Determinacion de la proteinas: método NTP 202.119

c) Tercera etapa de investigacidon: Parametros operacionales

» Método de andlisis quimico cuantico: Titulacién

d) Cuarta etapa de la investigacion

» Extraccion quimica del &cido lactico
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4.4.1 Equipos, Materiales y Reactivos

Equipos

» Autoclave de la marca ELECTRIC STERILIZER

» Balanza Analdgica de la marca AND modelo GR-300.

» Bomba de vacio marca KNF NEUBERGER, modelo VDE
0530-MW63 / 4.

» Cocinilla de marca Surge.

» Contador de placa de marca KARL KOLB, modelo D-6072.

» Digestor de calefaccion Kjeldahl marca VELP SCIENTIFICA
modelo DK 6

» Destilador Kjeldahl de la marca VELP SCIENTIFICA modelo
UDK 127

» Espectrometro IR marca SHIMADZU modelo 8400S

» Espectrometro UV marca VARIAN modelo CARY 50

» Incubadora marca MERMET.

» Potenciometro de la marca HANNA INSTRUMETS modelo
HI 221.

Materiales

> Aro metalico
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Baguetas

Bureta de 25 mL
Embudos 100 mL

Fiolas de 50 mL, 500 mL y 1L
Lunas de reloj

Matraces de 250 mL
Papel filtro de 150 mm
Papel filtro de 155 mm
Piceta de 500 mL
Pipetas de 5 mLy 10 mL
Soporte

Termometro

Tubos de ensayo de 10 mL.

vV Vv VY Vv VY ¥V ¥V ¥V ¥V VY V VYV VYV V

Reactivos

> Acido borico al 5%

> Acido clorhidrico 0,1 Ny 12 M
> Acido lactico al 99,8%

» Acido nitrico concentrado.

» Acido sulfarico concentrado.

» Almidén al 98%

Vasos precipitados de 150 mL, 250 mL, 500 mL y 600 mL.
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Agua destilada

Carbonato de calcio

Cepa bioflora DRI-SET ABY 424
Extracto de levadura

Fosfato de amonio

Hidréxido de sodio al 0,25 Ny al 40%

vV Vv ¥V V VYV V V¥V

Indicador Tashiro ( 0,1% de azul de metileno y 0,1% de rojo

de metileno)

A\

Sulfato de cobre al 99,7%

» Sulfato de potasio al 99,9%

» Sal de Seignette (Tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado) al 98,5 %

» Tiosulfato de sodio 0,1 N

» Urea cristalizada al 99,5%

» Yoduro de potasio al 30%

45 Procedimientos de recoleccion de datos

Aqui se detalla los procedimientos que se realizaran por cada etapa

de la investigacion hasta la obtencion del acido lactico, a continuacion,

una representacion del procedimiento experimental.
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FIGURA N° 4.2

REPRESENTACION DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

[ Caracterizacion del suero de la leche

Acondicionamiento del suero de la leche (desproteinizacion,
prefiltracion y filtracion del suero de leche)

<—[ Caracterizacién del suero de la leche

v

Fermentacion del suero de la leche con la
cepa bioflora DRI-SET ABY 424

\ 4 A\ 4

~N

Se trabaja en base a la tabla de experimentos que género el disefio de Box — Behnken al
combinar las siguientes variables:

e Concentracion: 0,1 g/L- 0,15g/L- 0,2 g/L
e Temperatura: 402C- 41°C-42°C
e pH:5-55-6 )

\4

Extraccion del acido lactico y reconocimiento
por espectroscopia infrarrojo

A\ 4

Lectura del acido lactico por espectroscopia
UV y caracterizacién.

Fuente: Elaboracion propia
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4.5.1 Primera etapa de investigacion: Acondicionamiento

del suero de laleche

Antes de iniciar con la etapa de acondicionamiento se separo
500 mL de suero de la leche para la posterior caracterizacion de

este.

a) Desproteinizacion

Se realiz6 la desproteinizacion del suero de la leche restante, lo
cual consistié en calentarlo hasta una temperatura 90 °C, una
vez que se logré esta temperatura se dejoé calentar por 20

minutos.

b) Pre —filtracion

Posteriormente se dejo enfriar el suero de la leche y se empezo
con la pre-filtracion para eliminar los sélidos inertes. Esta pre-
filtracion lo llevamos a cabo con la filtracion por gravedad para
lo cual instalamos tres sistemas de filtracion por gravedad
(soporte, aro metalico, embudo, algodoén, vaso precipitado de

500 mL y baguetes).
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c) Filtraciéon

Finalmente se realizé la filtracion al vacio, para lo cual se realiz6
pruebas para escoger el medio filtrante adecuado, las pruebas
fueron con dos tipos de papel filtro de la empresa Lab products

et services:

» Papelfiltro N° 389 con numero de micra igual a 150
mm
» Papel filtro N° 393 con  numero de micra igual a

155 mm

d) Esterilizacién

Terminado con el acondicionamiento del suero de la leche
separamos 500 mL y lo guardamos para la posterior
caracterizacion y el suero de la leche restante se colocd en
botellas de vidrio de un litro, y estos se esterilizaron en el
autoclave de la marca ELECTRIC STERILIZER una presion de

10 Psi, temperatura de 120 °C y un tiempo de 15 min.
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4.5.2 Segunda etapa de investigacion: caracterizacion del

suero de la leche

a) Cantidad de lactosa: método NMX-219-1979

Se determind la lactosa antes y después del acondicionamiento

del suero de la leche siguiendo los siguientes pasos:

Se pes6 12,5 g aproximadamente de suero de la leche en un
matraz aforado de 500 mL; se afiadié cerca de 200 mL de agua
y se agito; se afiadid 15 mL de solucion de Fehling | y se agito;
después 10 mL de hidréxido de sodio 0,25 N y se agito. Y se

afora con agua. Se mezclé y se filtro.

En el vaso precipitado de 600 mL se colocé 25 mL de Fehling |,
25 mL de Fehling Il y 50 mL de agua , Dejandolo hervir por 5

minutos cubriendose con una luna de reloj.

Se tomo 50 mL de la solucion filtrada con una pipeta de dicha
capacidad y se afiadi6 en la mezcla Fehling hirviente,
continuando la ebulliciobn durante 6 minutos exactos, sin quitar la

luna de reloj.
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Esta solucion se filtré6 por el embudo de Allihn conectado al

sistema de vacio.

Se coloco el embudo de Allihn en el matraz Erlenmeyer de 300
mL; se agreg6 5 mL de &cido nitrico 1:1 a un matraz Erlenmeyer
de 100 mL, y se calentd. La mitad del acido se vierte con
precaucion en el embudo de Allihn, y el resto en el vaso para
disolver las trazas de 6xido de cobre (1); después de la disolucién

completa se filtré al vacio.

Se calenté la solucion de nitrato de cobre (volumen total 50 - 70
mL) hasta ebullicion después se afiadié con cuidado cerca de
1,5 g de urea y se continuo la ebullicion durante un minuto. Se
dejé enfriar y después se adiciono 10 mL de yoduro de potasio
al 30 % y se titul6 inmediatamente el yodo liberado con tiosulfato
de sodio 0,1 N, afiadiendo al final de la titulacion 10 mL de la
solucion de almidén como indicador.Para calcular el porcentaje

de lactosa se utilizo la siguiente ecuacion:

M +10 %100

% lactosa = P

Donde:
M = Peso en gramos de lactosa
P = Peso en gramos de la muestra

10 = Dilucion de alicuota
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b) Cantidad de proteinas: método NTP 202.119

Se determind la cantidad de proteinas antes y después de la

desproteinizacion

Se afiadio 12 g de K2SOa4 , 1g de CuSOa4 en un tubo de kendhjal ,
luego se afiadié 5 mL aproximadamente de muestra con 20 mL

de H2S0a .

Luego se llevo a digestar a una baja temperatura inicial para
controlar la espuma (aproximadamente 180°C a 230°C), esto por
un tiempo de 30 minutos, después se aumento la temperatura a
410°C a 430°C y se digesto hasta aclarar (de un color azul-verde

claro) y a partir de ese viraje se dej6 una hora digestando.

Se afiadié 55 mL de NaOH al tubo de kendhjal en frio y se llevo
al equipo de destilacién, la recepcion se realizé6 en 50 mL de
HsBOs con tres gotas de indicador tashiro. Se dejo destilar hasta
que en el receptor tenga 200mL. Se titulo lo recepcionado con
HCL 0,1 N con viraje de verde a rojo. La siguiente ecuacion

determina la cantidad:

1,4007 * (vg — vb) * N
w

% de nitrogeno =
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Donde:

Vg= volumen gastado
Vb= volumen del blanco
N= Normalidad del acido

W= peso de muestra

c) pH

La determinacién del pH se realiz6 antes del acondicionamiento

y después del mismo.

Se determind el pH del suero de la leche mediante un
potenciémetro de la marca HANNA INSTRUMENTS, se realizé
tres mediciones en distintos puntos del cual se obtuvo tres
valores de pH y se sac6é un promedio, la medicién del pH se

realiz6 a temperatura ambiente.
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4.5.3 Tercera etapa de investigacion: Parametros

operacionales

a) Crecimiento microbiano

En esta etapa se determinard el tiempo de fermentacion y el
rango Optimo para las concentraciones del inéculo, es decir el
rango donde tendran mayor crecimiento. Con esta finalidad se
realiz6 el crecimiento microbiano al pH 6ptimo de 5.5

(Rojas,2015).

» Preparacion del inoculo

Las bacterias de la cepa DRI-SET ABY 424 se activaron en una
solucion de agua peptonada al 1,0%, con adicion de suero de la
leche y glucosa en porcentajes de 2,5y 1,0 % respectivamente,
por 12h a 40°C. Este cultivo fue usado como inoculo para las
pruebas de crecimiento microbiano. Los pesos de la cepa para
las pruebas fueron de 0,1 g, 0,2 gy 0,3 g. Todo esto se realizé

en volumen de 20 mL. (Rojas, 2015)
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» Fermentacion

Para la fermentacion se trabajé con las botellas de leche
esterilizadas en la ultima etapa de acondicionamiento del suero
de la leche. A estas botellas se afadieron los indculos
preparados y 10 g de carbonato de calcio (CaCO3) y se trabajo
con las temperaturas limites del rango Optimo las cuales fueron

de 40 °Cy 42°C.

> Sembrado

El sembrado se realiz6 con el Agar Plate Count ya que tiene el
medio necesario para el crecimiento tanto del Streptococus
Termopilus y Lactobacilus Bulgaricus. Para ello se realizé el

siguiente procedimiento:

Primero se preparé 0,2 % de solucién peptonada para realizar
las diluciones y poder realizar el recuento de manera mas
precisa, de esta solucion se afiadié 10 mL a tubos de ensayo
con tapa rosca y estos se autoclavaron a 120 °C a una presion

de 10 psi por un tiempo de 15 minutos.
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Se extrajeron muestras aproximadamente cada 4 horas y se
realizd de la siguiente manera: primero se extrajo 1 mL de la
solucion fermentada, lo cual lo afiadimos a un tubo de ensayo
(A) que ya contenia 10 mL de solucion peptonada, seguidamente
se sac6d 1 mL de solucion diluida del tubo de ensayo A y se
coloca en otro tubo de ensayo (B) que también ya contenia 10
mL de solucion peptonada, esto lo realizamos  hasta una
dilucién de 102 en algunos casos se realizé hasta 10 por

motivos del crecimiento celular a ciertos tiempos.

Se sacO 1mL de cada dilucién final y se colocé en una placa
Petri, se realizé la siembra en un lugar estéril y cerca al calor,
para lo cual nos ayudamos con un mechero y para la
esterilizacion de los materiales a usar utilizamos alcohol a 96°,
después colocamos el Agar en la placa y realizamos
movimientos circulares para distribuir el Agar en la placa.
Esperamos que el Agar se solidifique y lo llevamos a
incubadoras de la marca MERMET a 40 °Cy 42°C. y finalmente
se realizo el conteo de placas en un contador de la marca KARL

KOLB.
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b) Fermentacion

Para la fermentacion se utilizd los rangos establecidos de
acuerdo a las pruebas del crecimiento microbiano, este rango
fue de 0,1 — 0,2 g/L de la cepa. La preparacion del inoculo fue
de la misma forma en la que se realizé para el crecimiento

microbiano.

La fermentacion se realizé en batch de 1 L, donde el suero de la
leche fue previamente suplementado con el objetivo de
aumentar el rendimiento de produccion de &acido lactico, los
suplementos usados fueron el extracto de levadura y el fosfato
de amonio y se afadi6 también el carbonato de calcio como
neutralizante. La cantidad que se afiadi6 por batch son las

siguientes: (Rojas, 2015)

» 10% de carbonato de calcio
> 0,9% fosfato de amonio

> 0,5 % extracto de levadura

Teniendo en claro las condiciones de la fermentacion se trabajé

con las botellas de suero de la leche esterilizadas a lo cual se

afiadio los suplementos en las proporciones ya mencionadas.
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El tiempo oOptimo de fermentacién fue de 72 h. esto quedo
establecido con el analisis del crecimiento microbiano que se

realizé.

Para controlar la acidez de la fermentacion se optd por sacar
muestras de 5 mL vy titularlas con NaOH a 0,1 M para ver la

formacioén de acido.

4.5.4 Cuarta etapa de investigacion

a) Extraccion de acido lactico

Del suero fermentado se extrajo 100 mL, se calentd por 5
minutos para solubilizar el lactato de calcio formado en la
fermentacién y coagular las proteinas presentes posteriormente
se filtré para eliminar los solidos luego se dejo enfriar y se afiadio
acido sulfarico concentrado 1 mL para obtener acido lactico libre

este se calculé mediante la siguiente ecuacion:

CoHyoCaly + H,SO, — CaSO, + 2C3H,05
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Después se filtrd para eliminar el sulfato de calcio formado, Es
asi como extrajimos el acido lactico el cual finalmente fue

concentrado por evaporacion.

b) Caracterizacion del acido lactico

» Reconocimiento del acido lactico

Se identificd la formacion de acido lactico mediante la
espectrofotometria infrarrojo comparandolo con un patron de
acido lactico donde los espectrogramas tendran que tener los
picos caracteristicos de la molécula por lo cual reconocimos el
acido lactico, esto se llevé a cabo en el equipo infrarrojo FTIR
(infrarrojo con transformadas de Fourier) de la marca

SHIMADZU modelo 8400S.

» Concentracion del acido lactico

Para determinar la concentracion realizamos primeo la curva de

calibracion en el espectrofotometro de la marca varian CARY 50

y después se realizo6 la lectura de las muestras.
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Preparacion de la curva de calibracién.

Para la realizacion de la curva de calibracién, se preparé

muestras patrén con acido lactico al 99,8%.

Primero se preparé una solucién de acido lactico para ello se
colocé en una fiola de 500 mL; 16,6 mL de acido lactico y se
enraso en 500 mL de agua destilada para obtener una solucion
de concentracion 39,96 g/L. Luego de esa concentracion se
extrajo 12,5 mL en una fiola de 50 mL para obtener una solucion

de concentracion de 9,99 g/L.

Se extrajo 25 mL de una concentracion de 39,96 g/L y se enraso
en una fiola de 50 mL para obtener una solucion de
concentracion 19,98 g/L y finalmente se colocé en una fiola de
500 mL; 12,5 mL de acido lactico y se enraso con agua destilada

para obtener una solucién de concentracion de 29,94 g/L.

Lectura de las muestras

Se realizé las lecturas de las muestras en un espectrofotometro
de la marca varian CARY 50, donde mediante la curva de
calibracion nos ayudamos a tener las concentraciones de &cido

lactico presente en la fermentacion.
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4.6 Procesamiento estadistico y analisis de datos

El procesamiento estadistico se realiz6 mediante la metodologia
de superficie de respuesta en el software MINITAB.17 donde se

trabajo con el disefio Box-Behnken.

4.6.1 Tratamiento estadistico

La experimentacion realizada fue mediante el disefio de Box
Behnken con tres niveles, lo cual permiti6 evaluar
simultAneamente las variables y la interaccion de estas, en total
se realizd 30 experimentos, que es equivalente a un bloque con

una réplica.

4.6.2 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por la metodologia de superficies
de respuestas que consiste en: una estrategia de
experimentacion secuencial y modelacion que permite estimar
las condiciones Optimas de operacion de un proceso y mejorar
significativamente su resultado en cuanto a costos, tiempos,
eficiencia, productividad, cumplimiento de especificaciones y en

fin, mejorar su calidad. La estrategia de analisis supone que el
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promedio (media) de la variable de respuesta esta en funcion de
los niveles cuantitativos representados por los factores x1, x2,
..., Xx. Los modelos polinomiales son los utilizados para efectuar
una aproximacion practica a la funcion de respuesta verdadera
o real. Los desarrollos incorporados hasta ahora en programas
computacionales permiten analizar facilmente y en forma grafica
modelos polinomiales de primer (efectos lineales y de
interaccidn) y segundo orden (efectos lineales, cuadréticos y de

interaccion).

Para este analisis se utiliz6 como software el MINITAB.17 y el
Excel 2013. En el software se introdujo los tres niveles de las
variables ya establecidas y con ello se obtuvo el disefio
experimental, una vez obtenido los resultados de cada
experimento etsos son introducidos en la columna de respuestas
del software y con ello el software se encarga de modelar un
ecuacion y finalmente encontrar las variables optimas del

proceso.
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RESULTADOS

5.1 Acondicionamiento de la materia primay del medio.

En la etapa de filtracion, la malla 6ptima para la retencion de solidos

fue la de 155 mm.

El acondicionamiento de la materia prima ayudo para obtener un
medio 6ptimo de crecimiento microbiano y por ende al rendimiento de
la lactosa en la obtencion del &cido lactico, en la tabla 5.1 se muestra
la comparacién de las propiedades antes y después del

acondicionamiento del suero de la leche.

TABLA 5.1

CARACTERISTICAS DEL SUERO DE LA LECHE

Cantidad de lactosa (%) 4,7 4.8
Proteinas (%) 0,72 0,5
pH 5.5 6.0

Fuente: Elaboracién Propia
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5.2 Crecimiento microbiano

Para analizar el crecimiento microbiano se realizé el conteo de las
colonias en las placas sembradas, esto se realizé con el contador de
la marca Karl Kolb, los resultados se registraron en las tablas 5.1, 5.2,
5.3y 5.4 ylas curvas de crecimiento de cada experimento se aprecian
en las gréficas 5.1, 5.2, 5.3 y 5.4 respectivamente. Se determind que
el rango Optimo de la concentracion del con el cual trabajamos fue de

0,1-0,2 g.y el tiempo de fermentacién es de 76h.

TABLA N°5.2

TABLA DE CRECIMIENTO CELULAR A

T=409C T =42¢9C
C=01g/L C=0,1g/L

0 36000 28000

4 150000 100000
8 320000 280000
11 470000 400000
23 900000 800000
35 1500000 1200000
47 1500000 1500000
52 1600000 1600000
57 1600000 1700000
70 1500000 1700000
76 1300000 1300000

Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N°5.1
CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR A
T=40°C Y T=42°C A 0.1 g/L.

CRECIMIENTO MICROBIANO A

2000000
1500000

1000000

UFC/mL

—0—40°C
500000 —8—42°C

0
0 20 40 60 80

t(h)

Fuente: Elaboracion Propia

TABLA N°5.3

TABLA DE CRECIMIENTO CELULAR B

T=409C T =429C
C=0,2g/L C=0,2g/L

) UFCmL  UFC/mL
0 23000 55000
4 115000 | 453000

8 1760000 750000
11 2400000 | 1000000
23 2300000 2000000
35 2100000 | 2000000
47 900000 @ 1900000

52 600000 | 1300000
Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N°5.2
CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR B

T=40°C Y T=42°C A 0.2 g/L.

CRECIMIENTO MICROBIANO B

3000000
2500000
2000000

-
£ 1500000

o
. 1000000

-}
500000

0
500000 0 10 20 30 40 50 60
t(h)

——142°C
—e—140°C

Fuente: Elaboracion Propia

TABLA N° 5.4

TABLA DE CRECIMIENTO CELULAR C

T=40°C T =429
c=03g/L C=0,3g/L

oty Ufml UfemL

0 38000 66000

4 180000 | 490000
8 2000000 = 850000
11 2300000 ' 1100000
23 2300000 @ 1900000
35 2200000 ' 2000000
47 1000000 = 1900000

52 800000 | 1200000
Fuente: Elaboracion Propia
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GRAFICO N°5.3
CURVA DE CRECIMIENTO CELULAR C

T=40°C Y T=42°C A 0.3 g/L.

CRECIMIENTO MICROBIANO C

2500000
2000000
1500000

1000000 —8—40°C

UFC/mL

500000 azc

0

-500000
t(h)

Fuente: Elaboracion Propia

5.3 Fermentacioén

En el proceso de fermentacibn se extrajo 5 ml de muestra
aproximadamente cada 3 h y estas fueron tituladas con NaOH (0.1
M), esto con la finalidad de controlar la acidez de la fermentacién. Asi

se obtuvo los siguientes gastos de NaOH (0.1 M) en la titulacié
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TABLA 5.5
CONTROL DE LA FERMENTACION

1 T oY e ToB 1 0 ——

T (°C) C (9) pH sam  13am Dia 13 Dia 2 Dia 3

pm 6 pm 9am 12am 3pm 6 pm 9am 12 am 3pm 6 pm
1 40 0.15 6 3,6 4,8 6,3 8,1 8,9 9,5 10,1 10,4 10,7 11,2 11,9 12
2 40 0.15 6 3,5 4,6 6,5 8,2 8,8 9,4 10,1 10,4 10,8 11,5 12 12,1
3 40 0.1 5.5 3,9 4,6 5,6 8,7 9,8 11,0 11,5 11,7 12,4 13,8 13,9 13,8
4 40 0.1 5.5 3,9 4,6 5,6 8,7 9,8 11,0 11,5 11,7 12,4 13,8 13,9 13,8
5 40 0.15 5 3,8 4,1 5,9 7,7 8,5 9,0 10,4 11,4 12,6 12,8 12,7 12,7
6 40 0.15 5 3,8 4,1 5,9 7,7 8,5 9,0 10,4 11,4 12,6 12,8 12,7 12,8
7 40 0.15 5 3,8 4,1 5,9 7,7 8,5 9,0 10,4 11,4 12,6 12,8 12,7 12,8
8 40 0.1 5.5 3,9 4,8 5,7 8,7 9,9 11,1 11,5 11,6 12,5 13,8 13,9 13,8
9 40 0.2 5.5 3,3 4,8 6,1 7,3 8,6 9,2 9,9 10,5 11,0 11,8 12,4 12,5
10 41 0.15 5.5 43 52 6,9 8,9 10,0 10,6 11,2 11,8 13,7 13,8 13,7 13,7
11 41 0.15 5.5 3,5 4,0 5,6 6,2 8,3 9,3 10,0 10,7 11,3 12,0 12,3 12,3
12 41 0.15 5.5 3,5 4,0 5,6 6,2 8,3 9,3 10,0 10,7 11,3 12,0 12,3 12,3
13 41 0.1 6 4,2 4,8 5,9 8,6 9,7 10,8 11,4 11,8 12,5 13,9 13,9 14
14 41 0.15 5.5 3,3 4,7 6,0 7,4 8,7 9,2 9,8 10,5 111 11,7 12,4 12,5
15 41 0.2 6 4,0 4,8 5,7 8,5 8.9 9,3 9,5 10,7 12 12,2 13,1 13,1
16 41 0.2 6 3,9 4,7 5,8 8,6 9,0 9,4 9,8 10,6 11,8 12,0 12,9 13
17 41 0.15 5.5 4,1 5,2 6,9 8,9 10,3 10,8 11,3 11,9 13,6 13,8 13,9 13,8
18 41 0.15 5.5 4,3 5,2 6,9 8,9 10,0 10,6 11,2 11,8 13,7 13,8 13,7 13,7
19 41 0.2 5 3,7 4,5 6,0 71 8,1 9,5 10,1 11,8 12,8 13,5 13,4 13,5
20 41 0.1 5 4,2 4,9 5,7 9,5 11,4 11,9 11,6 12,5 13,1 14,0 14,1 14
21 41 0.2 5 3,6 44 6,0 7,2 8,1 9,6 10,1 11,7 12,7 13,5 13,4 13,4
22 42 0.1 5.5 4,3 53 7,9 9,2 10,8 11,8 12,5 13,5 14,7 14,7 14,8 14,7
23 42 0.2 5.5 3,4 4,2 5,8 6,7 8,9 9,5 10,8 11,2 11,7 12,2 12,8 12,8
24 42 0.1 5.5 4,3 5,4 7,7 9,3 10,6 11,9 12,6 13,4 14,7 14,6 14,6 14,6
25 42 0.15 6 4,6 6,8 7,1 8,9 10,1 10,9 11,8 12,1 14,2 14,3 14,3 14,3
26 42 0.15 6 4,6 6,7 7,1 8,9 10,0 10,8 11,6 12,3 14,2 14,2 14,3 14,4
27 42 0.15 6 4,6 6,7 7,1 8,9 10,0 10,8 11,6 12,3 14,2 14,2 14,3 14,4
28 42 0.15 6 4,6 6,8 71 8,9 10,1 10,9 11,8 12,1 14,2 14,3 14,3 14,3
29 42 0.2 5.5 3,3 4,2 5,8 6,6 8,7 9,5 10,6 11,0 11,5 12,0 12,7 12,8
30 42 0.15 5 4,6 6,8 7,2 9,7 10,5 11,2 11,8 12,9 14,3 14,4 14,4 14,5

Fuente: Elaboracion Propia
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5.4 Caracterizacion del acido lactico

5.4.1 Reconocimiento del acido lactico

Esto se realiz6 mediante el infrarrojo FTIR, donde se comparo
las muestras con un patron de acido lactico al 99,8%. Con la
finalidad validar la formacion del acido lactico. La figura 5.1
representa el espectro del acido lactico patron y las figuras 5.2,
5.3, 5.4 y 5.5 son representaciones de los espectros de las
muestras de forma se realiz6 las comparaciones para el

reconocimiento del acido lactico.

FIGURA N°5.1

ESPECTRO DEL ACIDO LACTICO PATRON
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Fuente: Elaboracion propia
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FIGURA N°5.2

MUESTRA 1 LEIDO EN EL ESPECTROMETRO INFRARROJO FTIR
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Fuente: Elaboracion propia

FIGURA N° 5.3

MUESTRA 2 LEIDO EN EL ESPECTROMETRO INFRARROJO FTIR
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FIGURA N°5.4

MUESTRA 3 LEIDO EN EL ESPECTROMETRO INFRARROJO FTIR

Transmitancia (%T)

%

B

&

ST I 0 NN NN I

ACIDO LACTICO MUESTRA3
T=42°C
C=0.1g
el
N oS S L

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA N° 5.5
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5.4.2 Concentracion del acido lactico.

Para hallar las concentraciones de acido lactico de las muestras
realizamos un curva de calibracion con un patron de acido
lactico (ver grafica 5.4). Se determindé las absorbancias de cada
patrén reemplazando las concentraciones, esto se presenta en

la tabla 5.6.

GRAFICAN°5.4

CURVA PATRON DEL ACIDO LACTICO

Fitted Line Plot

e ABSORBANCIA= 0,0045 + 0,0075 CONCENTRACION

ABSORBANCIA
o o
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o ¢
o °
o G R
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CONCENTRACION

Fuente: Elaboracién Propia

TABLA N° 5.6
DETERMINACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

9,99 0,081
19,98 0,155
29,94 0,228
39,96 0,308

Fuente: Elaboracién Propia
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5.4.3 Lecturas de las Muestras

Se realizd las lecturas de las muestras para hallar

la

Absorbancia, después se reemplaza el valor obtenido en la

ecuacion de la curva de calibracion para hallar la concentracion

del &cido lactico, los resultados se presentan en la tabla 5.7.

29,8
29,5
33
35,6
38,9
32,1
35,6
38,3
30,5
34,2
36,6
34,8
31,6
37,8
35,4
37,5
35,9
31,8
32,5
30,2
30,6
36,8
36,5
30,7
38,2
36,5
30,5
30,2
33,2

TABLA N° 5.7
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO
LACTICO
- Experimento  Absorbancia  Concentracion (g/iL)
1 0,228
2 0,226
3 0,252
4 0,272
5 0,296
6 0,245
7 0,272
8 0,292
9 0,233
10 0,261
11 0,279
12 0,266
13 0,242
14 0,288
15 0,270
16 0,286
17 0,274
18 0,243
19 0,248
20 0,231
21 0,234
22 0,281
23 0,278
24 0,235
25 0,291
26 0,278
27 0,233
28 0,231
29 0,254
30 0,243

Fuente: Elaboracion Propia

31,8
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5.5 Optimizacion del proceso

Se registraron los resultados de acido lactico obtenido en cada
experimento en la tabla 5.8, estos datos seran introducidos al disefio
de Box- Benhken para la optimizacion del proceso obteniendo asi los

paradmetros optimos.

TABLA N°5.8

VARIABLES OPERACIONALES Y RESPUESTA

T (°C) C (g/ml) pH L (g/L)
1 40 0,15 6,0 29,8
2 40 0,15 6,0 29,5
3 40 0,15 5,0 31,8
4 40 0,15 5,0 31,6
5 40 0,20 55 30,5
6 40 0,20 5,5 30,7
7 40 0,10 55 35,6
8 40 0,10 5,5 35,9
9 41 0,20 5,0 34,2
10 41 0,20 6,0 33,0
11 41 0,15 55 32,2
12 41 0,10 5,0 36,6
13 41 0,20 5,0 34,8
14 41 0,15 5,5 32,1
15 41 0,15 55 30,2
16 41 0,15 5,5 30,6
17 41 0,10 6,0 36,8
18 41 0,10 5,0 36,6
19 41 0,10 6,0 36,8
20 41 0,15 5,5 30,5
21 41 0,15 55 30,2
22 41 0,20 6,0 33,2
23 42 0,10 55 38,3
24 42 0,20 5,5 32,5
25 42 0,10 55 38,3
26 42 0,15 6,0 37,8
27 42 0,15 6,0 37,5
28 42 0,20 5,5 32,5
29 42 0,15 5,0 38,2
30 42 0,15 5,0 38,0

Fuente: Elaboracion Propia
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5.5.1 Analisis del disefio de superficie de respuestas

En la figura 5.6 se observa que los valores de P para la
temperatura y la concentraciéon con menores a 0,05 lo cual nos
indica que son variables influenciables en el proceso, sin
embargo el valor alto de P para el pH nos indica que esta variable

es poco influenciable en el proceso.

FIGURA N° 5.6

ANALISIS DE VARIANZA

Analisis de Varianza

Fuante GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Modelo 9 232173 257970 1280  0.000
Lineal 166,061 553537 2746  0.000
femperatura 89776 89756 4454 0000
concentracion 72676 726756 3605 0000
pH 3610 3.6100 179 019
Cuadrado 63.046 210153 1043  0.000

concentracion®concentracion 31604 316041 15.68 0.001
pH*pH 30469 304688 1511 0.001
Interaccion de 2 factores 3.066 1.0221 0.51 0.682

3
1
1
1
3
temperatura*temperatura 1 9.660 8.6603 479 004
1
1
3
temperatura*concentracion 1 D.661 0.6612 033 03573
1
1

femperatura*pH 1.280 1.2800 063 0435
concentracion*pH 1125 11250 056  0D4ded
Error 20 40316 2.0158

Falta de gjuste 3 33971 10571 2631 0.000
Error puro 17 7.145 04203

Total 20 272490

Fuente: MINITAB.17
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En la figura 5.7 se observa que el R? es mayor al 70% lo cual

indica que el modelo se ajusta al disefio experimental.

FIGURA N° 5.7

RESUMEN DEL MODELO

Resumen del modelo

R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)
141979  85.20% 78.55%

Fuente: MINITAB.17

La Ecuacién de regresion en unidades no codificadas es:

Acido lactico (g/L) = 2265 — 95,0*T + 27*C — 120,9%pH +
1,144*T2 + 828+C2 + 8,12*pH? — 5,8*T*C + 0,80*T*pH —

15,0*C*pH

Donde:

T = Temperatura (°C)
C = Concentracién de inoculo (g/L)

pH= Potencial de Hidrogeno
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La grafica 5.5 muestra la grafica de optimizacion de los
paradmetros 6ptimos del proceso de fermentacién, dicha grafica

es generada por el disefio Box-Benhken.

GRAFICA N°5.5

GRAFICA DE SUPERFICIE

Grafica de superficie de conAL(g/L)_1 vs. concentracion; temperatura

Valores fijos
pH 55

30.0

325
conAL(g/L)_1
35.0

BiaS 0.10

0.15 .
40 concentracion

41
0.20
temperatura 42

Fuente: MINITAB.17

5.5.2 Resultado de la optimizacién

En la figura 5.8 y en la grafica 5.6 se da a conocer los valores

optimos de los parametros para la fermentacion estos fueron

determinadas usando la metodologia de superficie de

respuestas y el disefio Box-Behnken determino.
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FIGURA N°5.8
ANALISIS DE LA OPTIMIZACION DE LA RESPUESTA

Solucién
conAL{g/L)_1 Desesabilidad
Solucion  temperatura concentracion  pH Ajuste compuesta
1 42 0.1 b 41,4879 1
Fuente: MINITAB.17
GRAFICA N° 5.6
GRAFICA DE OPTIMIZACION
Optima temperat concentr pH
o 1000 Ao 420 020 60
S At [420) [0.10] (60]
Predecir Bajo 400 0.10 50

conAL(@/
Méximo

y = 414979

d = 1.0000

Fuente: MINITAB.17

5.6 Validacién del modelo

Se comprobo el modelo utilizando las variables optimas de
temperatura, concentracion de inoculo y pH (42 °C, 0,1 g/L y 6,0).
Obteniéndose como concentracion de acido lactico 40,51 g/L teniendo
una variacion de 2,44 % del valor del modelo siendo una variacion

poco significativa, debido a que lo permitido es hasta el 5%.
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VI.

DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Contrastacion de la hipoétesis con resultados

En la etapa de desproteinizacion se redujo las proteinas de 0,72% a
0,5%, debido a que se calent6 el suero de la leche a 93°C lo cual
ayuddé a una mayor coagulacién de las proteinas. De no haber
realizado el acondicionamiento del suero de la leche se hubiera
obtenido 38.61 g/L de acido lactico, cantidad que es mucho menor a

lo que se obtuvo finalmente con el acondicionamiento.

Se realiz6 la seleccion del Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus ya que el lactobacillus bulgaricus es una bacteria
homofermentativa que quiere decir que tienen un solo producto que
es el acido lactico y también por que estas dos bacterias realizan una
simbiosis en la cual se dara un ambiente favorable para la produccién
de &cido lactico ya que al inicio de la fermentacién el Streptococcus
thermophilus da las condiciones favorables de produccién de CO:z y

acido férmico para el crecimiento del Lactobacillus bulgaricus.

Se observaron en la fermentacién tiempos entre 76 h y 52 h como

maximo y minimo. Se observé en las graficas de crecimiento celular

gue a 40°C y a las tres concentraciones trabajadas, hay un
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crecimiento mas acelerado llegando mas rapido a la fase
estacionario, esto es un indicativo que hay mayor consumo de
sustrato (lactosa) y mayor produccion de acido lactico en menor

tiempo.

La optimizacion del proceso se dié a una temperatura de 42°C, una
concentracion de 0,1 g/L y un pH de 6,0; estos parametros 6ptimos
se obtuvieron a través del disefio Box-Behnken, que opera con 30
pruebas experimentales. Una variable que tenga un P > 0,05 no tiene
significancia en el proceso, por ello se concluy6 que los factores mas
importantes fueron la concentracion del inéculo y la temperatura;
debido a que estos parametros influyen directamente en el proceso
de fermentacion (P = 0,0), el pH es una variable poco influyente en la

optimizacién ya que se obtuvo un valor de P = 0,196.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion 78.55 % lo cual es un
indicativo que el modelo se ajusta adecuadamente a los datos
experimentales, segun Humberto Gutiérrez para que el modelo tenga

validez el coeficiente de correlacién tiene que ser mayor al 70%.

Se logré un rendimiento de 85,20% de la conversion de lactosa a

acido lactico, esto se debi6 al acondicionamiento del suero de la
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leche mediante la desproteinizacion, la filtracion y la suplementacion

del suero.

6.2 Contrastacion de resultados con otros estudios similares
A continuacion se detalla los resultados de 3 estudios de obtencion

de acido lactico:

En el estudio de “PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR
DEL LACTOSUERO UTILIZANDO LACTOBACILLUS DELBRUECKII
SUBSP. BULGARICUS Y STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS”
(Adriana Rojas. 2015.) obtuvieron 36,7 g/L. de acido lactico a una

temperatura de 40 °C y un pH entre 6,26 — 6,30.

En el estudio de “PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR
DE SUERO DE LECHE, UTILIZANDO Lactobacillus helveticus EN
CULTIVO CONTINUQO” obtuvieron 13,02 g/L. de &cido lactico, esto lo

realizaron a una temperatura de 40 °C sin medir el pH.

En el estudio de “OBTENCION DE ACIDOS ORGANICOS POR
FERMENTACION DE SUBPRODUCTOS LACTEOS”, (Tuero, 2013)
obtuvieron 25,9 g/L de acido lactico a unos parametro de operacion

de 37°Cy 6,5 de PH.
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TABLA N°6.1

COMPARACION DE RESULTADOS CON ANTECEDENTES

“optimizacion de los
parametros de
fermentacién del suero de
la leche para la obtencion
del acido lactico con la
metodologia de superficie
de respuestas”

“produccion de acido lactico
a partir del lactosuero
utilizando Lactobacillus
delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus” (adriana rojas.
2015))

“produccion de acido lactico
a partir de suero de leche,
utilizando Lactobacillus
helveticus en cultivo
continuo”

“obtencién de acidos
organicos por fermentacion
de subproductos lacteos”,
(tuero, 2013)

Fuente: Elaboracion Propia

Lactobacillus
bulgaricus y
Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus
delbrueckii  subsp.
bulgaricus y
Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus
helveticus

Lactobacillus casei
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Como se puede observar en la presenta investigacion se ha obtenido
una cantidad mayor de acido lactico lo cual evidencia que al
acondicionamiento de la materia prima con el proceso de
desproteinizacion y filtracion, para luego suplementar el suero de la
leche con fosfato de amonio y extracto de levadura permite uan mayor
conversion de la lactosa y agregando a ello el proceso de
optimizacién de los parametros de fermentacion con el disefio Box-
Benhken se logré obtener una mayor cantidad de acido lactico, siendo
este de 41,498 g/L a una concentracion del inoculo a 0,1 g/L, una

temperatura de 42°C y un pH de 6,0;
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VII.

CONCLUSIONES

» Se realizd el acondicionamiento de la materia prima con la

finalidad de disminuir los solidos totales y el porcentaje de
proteina del suero de la leche de 0.72% a 0.5%, para esto se se
filtraron los sélidos totales con un medio filtrante (papel filtro N°
393) que nos permitid obtener particulas menores a 155 mm,
este acondicionamiento de la materia prima ayudé a la
suplementacién del suero de la leche con fosfato de amonio y
extracto de levadura, que tiene como fin aumentar la conversion
de lactosa a acido lactico, obteniendo finalmente 41.49 g/L de

acido lactico.

Los valores 6ptimos del proceso de fermentacion se obtuvieron
a una temperatura de 42°C, una concentracion de inoculo de 0,1
g/L y pH 6,0 con lo cual se logré6 una concentracion de acido
lactico igual a 41.498 g/L, con un rendimiento de 85,20 % de

conversion de lactosa a acido lactico.
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VIII.

RECOMENDACIONES

» Se recomienda la investigacion de la optimizacién del proceso de

fermentacion con otras bacterias lacticas homofermentativas ya
gue la combinacion de dos o tres de estas bacterias, podrian

producir en mayor cantidad el &cido lactico.

Se recomienda el estudio del proceso de fermentacion utilizando
otros suplementos para el suero de la leche ya que esto podria
mejorar el crecimiento bacteriano y como consecuencia

aumentar la conversion de lactosa a acido lactico.

Como un estudio posterior, se recomienda estudiar los
pardmetros Optimos de polimerizacion de acido lactico para la
obtencion de acido polilactico, que en la actualidad ha elevado su
demanda debido a su uso en la producciébn de bolsas

biodegradables.
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X.  ANEXOS

10.1

Matriz de consistencia

OPTIMIZACION DEL PROCESO DE FERMENTACION DE SUBPRODUCTOS LACTEOS PARA LA OBTENCION DEL ACIDO LACTICO

FORMULACION DEL OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODO
PROBLEMA
GENERAL: GENERAL: GENERAL: Dependientes:

« Optimizar los pardmetros de La fermentacion del suero de la leche, Dependientes:

® ;Cémo optimizar el proceso
de fermentacién del suero de
la leche para la obtenciéon de
acido lactico?

ESPECIFICOS:

e ,COmo acondicionar la
materia prima y en que
beneficia ello al crecimiento
microbiano?

e ;Como determinar los
parametros operacionales
optimos (Temperatura,

concentracion de inoculo Y
pH) para la obtencién del acido
lactico a partir del suero de la
leche?

e ¢ Cudl sera el rendimiento de la
lactosa al producir &cido
lactico?

fermentaciéon del suero de la
leche para la obtencion de &cido
lactico

ESPECIFICOS:

Encontrar el
acondicionamiento
adecuado de la materia
prima y el medio para el
crecimiento microbiano.

Determinar los parametros
operacionales optimos
(Temperatura,
concentracion del inoculo y
pH) para la obtenciéon de
acido lactico a partir del
suero de la leche.

Determinar cual sera el
rendimiento de la lactosa al
producir acido lactico

utilizando como inoculo el Lactobacillus
Bulgaricus y el Streptococcus thermophilus a
una temperatura de 41 °C, a una
concentracion de inoculo de 0,2 g/L y un pH
de 5.5 se lograra obtener una conversion del
30% de lactosa a acido lactico.

ESPECIFICA :

o Mediante la desproteinizacion y filtracién de
la materia prima se logrard mejorar la
produccién de acido lactico y con el
porcentaje de proteinas menores a 0,6 % del
suero de la leche se lograréa obtener un mejor
medio para el crecimiento bacteriano.

e A una temperatura de 41°C, concentracion
de indculo de 0,2 g/L y pH de 5,5 se lograra
una mayor conversion de lactosa en acido
lactico.

Mediante la optimizaciéon del proceso se
lograré un 30 % de conversion de lactosa a
acido lactico.

Y= Rendimiento de la
lactosa al producir &cido
lactico.

Independientes:

X1 = Acondicionamiento de
la materia prima y del medio
para el crecimiento
microbiano

X2= Propiedades del suero
de la leche (cantidad de
lactosa, cantidad de
proteinas y pH).

X3= Parametros
operacionales
(Temperatura,
Concentracion del inéculo y
pH).

concentracion

Independientes:

e Particulas en
suspension

e Acidez
Cantidad de
proteinas

Cantidad de lactosa

Temperatura
e Acidez

Concentracion de

inoculo

Dependientes

Rendimiento

Independientes

e Tamafio de malla

e g/mL

e g/mL

e g/mL

Dependientes:

Espectrofotometria

uv

Independientes:

e Filtracion

Potencimetria

Método kjeldahl

Método NMX-

219-1979

Termoémetro

Potencimetria

Dilucién de

soluciones
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10.2

Folleto de la cepa: Dri-Set Bioflora 424 17802

~| Dri-Set Bioflora i6ti
=59 42417802 Yogurt probiotico
GEEREERE S s S e e e R e 1 sobre
= Dri-Set 438 17801 Yogurt batido rinde
S, DEEemae IR et 100 L
=) Dri-Set 424 17798 Yoqurt aflanado
| Mezdaequilbrada de aspartame, | 1g=250g
§ Flavor Enhancer 20660 acesulfar?ne y sacarina P (?e azt'ncarg
L R B
19g=600g
B = N de anicar
2 i 1g=5g¢g
B romantas S ] de azicar
" Edulcorante SCA 29955 Natural a base de sucralosa 1g=10g
____________________________________________________________________ de azicar
‘. Leche Descremada
S e Ingredientes basicos para
la preparacion de helados
~. Leche Entera

Botellas de plastico
para yogurt

Mascarilla de 3 pliegues
con amarras

“Salsa con frutas indicada para
decorar y complementar el producto

De 500 ml ¥ L " i

Colores de tapas: amarilla, blanca, naranja, roja, verde
Gel antibacterial para manos 1 pump i
Amonio cuaternario - Desinfectante que actta 1 e I ) L [
sobre bacterias, hongos, virus y algas ml/
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PREPARAR |
LA LECHE :

E DIVIDIR
" EN FRASCOS
" PEQUENOS

3 CONGELAR |

DIVISION DE
LOS CULTTVOS

+ 1 litro de leche fresca 0 130 g de
leche en polvo disuelta en 1 litro
de agua fria tratada ;

« Al ambiente: hasta 10 °C - 15 °C

'+ Agregar un sobre de cultivo

« Mezclar suavemente
10. de Cantid d‘!eef%m
I*ras frasto i?f}’n) I( 105 e%fu?t)

- Duracion: 1 mes

« Antes de usar: Refrigerar
por 3 horas

TIPO TEXTURA SOLIDOS TOTALES
: : 11-12% Dri-set 438 6 A
Bebible Liquida (provienen de la leche)* Probictico Bioflora
ST OGS Vivolae
: Adicionar leche en polvo. Dri-set 438 6
Batido (remosa (10~ 20 g/1 de leche fresca) Probiético
Bioflora
i 14l- ?]5% ; Vivolac
: icionar leche en polvo. Dri-set 424 6
Aflanado  FIMe (30230 ¢/ L de leche fresca)  robistico Biofora

“Leche fresca de vaca tiene 10 - 12% de sélidos

ELABORACION

DE YOGURT
GATIDO

Rendimiento: 100 litros de yogurt

INGREDIENTES:
Entera en polvo: 13.5 k
Leche Fresca: 1 8 0
8 kg Se puede reemplazar
Azicar blanca B dilconnte "
Cultivo Vivolac 1 sobre
gl TR Esencia o crema frutal:
o seqin dosiicacon
Solo naturales:
Colorantes  equn dosificacion
Estabilizante Segun dosificacion
Preservante 509

........................................
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10.3 Tabla de conversion de lactosa

TAELAS PARA LA DETERMINACION DE AZUCARES SEGUN FEHLING

4)SACAROSA

SIAZUCARES INVERTIDOS

2 GLUCOIA

ncoz2o

£1HIDRATO DE MALTOSA

5)HIDEATO DE LACTOSA

Cu zﬂ

ae.

L

)

542155_...r_._..._421_c,.uu_551.“.10nw.T5.421_EEJ.GJJJD_-J&HE‘qJJU-ﬂwJJJJvl
----- - s @ - = & B ® ® @ L -
AT =00 D O O =l O s s D =00 O =l O WNAD (=D O =l 09 B WD P00 T D D P
e al ..4_l._..-.555.7555555:&%“55ﬁﬂﬁﬁﬁﬁzUwTTTTTTTTTﬁTT D e

_-1.6__.6D__Ej?B‘lﬂ‘OTnJOE?;EGZEEZB41541?407306?95?5‘13

..._.._.._.......-_.-_n._-_ﬂ_-_ = = & % ® & @ 8 o® o8 ® 5 8 5 = = = & @ 8 o= & & @
U D D [0 S0 T 1?23#455677399@11233.&.5557?335 = Tty
Lag T g T Tt Lo Do Hu T B L TR il TR Sl e - e e 455.7555555555555“&556

=TT~ Lol -1 =) _I.—._.,._ﬂa 1.:..[1_ WO =D M P O R PRD O = D e 0 00 D S0 DD e U O

I I B B R R R LTt
i =i

LR S T Zﬂﬁn 3333333333-3«3333333ﬂ«ﬁ””34.l._.l._.l. b

_.l_uu9__n...._.?_ﬁlrﬂ.u5049‘33716150594832???26 hol=R o T=0 k)

L L R I R R I O L . L . # F 8 F & § & B & & & & 8 F F &

5 __ﬁ_.Dm.tmﬁmﬂuﬂann_n112—_,._335..!.55_?5..0TTBBQBOOllEZ}j}Jﬁ‘S:}

L Ll Laa T Lo Thn Con Lo T o Tl T Wt o T Tacn Thon Ui o M Tt i b s i e i B 2 e S

3?26159482?1534C.3&2?150‘ VD DD D D S = O D e D D O D

- L i‘ii""i - & & 4 § @ & & % F B F F B F S 8RS

Ewﬂﬁwﬁwmﬂ e 0 A I R S O T 0 6D AN O O O S Bl e

o L Lo i Tt Lo o To Ton B i i o Lo an Ean ot Tt i Lo T ot Tra b2 g i i i i 2 2 2 i

D =00 00 D el O sk WD B0 RO el O Y DD =00 GO = O A e DD =00 G0 el O N 0D =D G
555_..J56rusﬂaﬂuﬁﬁﬁﬁﬁTTTTTTTTTLEEEBmﬂﬁaawgggggggggg

O = (A O e A O =0 e O G0 T PO D Gh= D U e O O Jhad WD I e WD D
O e VS el 1 O Mo LG 103 60 01 O ot O It < S D godAdAgdBroacduang

_1_nD.ﬂ._I_...I:L..ﬂ_.....l.._...__.u_._ru_39..@-9&352551740730539625523513‘.1740?

L L * . ¥ 8 s = & B B = & 8 = B ® o® = 8 8 ® ¥ B w @ ® B 8 8 & 3 8 &
e - 11111111 OO Ol D OO0 DD D L Ll Toa ey

=00 A D S O P e S WO D 0 O O D e D BN D S e O N D s S 0D

L ® & = = @ ® @ & & & & & ® B & &

4ﬁ5556&??5399m&0112233344556ﬁ?TTBﬁBQDmh112233
dESEEETl&&%&DDll LLLLLLLL&&LLL&&.&&&LL..lLLLL
® 8§ @ ® W & @ & & B ® = & & @& - - = & & @ - " ® 0w ‘ " - - - - & -
1111111111111111illlllzmmﬂEEEEEﬂﬂi

O MR D =00 O M T U O e M VO = O S M =D oD -
11111111112E_E_E2222.&?3333333333&4444l.u:u.a QWJRﬁu.

100



L 3, 4 5 £ 1 -, 3 4 5 3

mg | owg comg mg  mg Mg Mg Mg omg omE g g

1007 45,2 46.3 43,9 634 84,0 150 67.8 6C.8 66,2 96,2  126.4
J1 0 48,7 46,7 44,3 64,0 84,9 151 6.2 70,1 66,7 96,9 127, 3
W00 46,1 47,1 14,7 64,6 85,7 152 68,7 70,8 &1.2 07,6 128.1
103 46,6 47.6 45,1 65.) Ge.6 151 60,2 71,2 67,5 68,2  199,0
04 47,0 48,0 45,6 66,0 87.4 154 69,6 TL.T GB.O0 G8.5  120.8
105 47.5 48,5 46,0 66,6 8B3R5 T0.0 72,2 68,5 ©9.5 130,7
106 47.9 49,0 46,5 ©7.2 89,1 156 70,5 72.7 69,0 100,2 131.5
107 46,4 49,5 46.5 67.9 90,0 157  71.0 73,2 65.4 100.8 132.4
108 48,8 49,9 47.3 68.6 90,8 158 71,4 73.6 68,8 10,5 133.2
109 49,3 50.4  47.8 89,2 9L.7 15 71,9 74,1 70.3 102,2 134, 1

110 49,7 50,9 48,3 60,8 92,5 160 72,3 T4.6 70,8 102.8 13,0
111 50,2 514 48,7 70,5 933 161 728 75,1 71.2 10%5.5  135.7
™2 50,6 518 49,1 71,2 54,2 162 73,2 75.5 T1.6 104,2 136.6
A3 51,1 %23 45.6 TL.9 95,0 163 7.7 76.0 72.1 104.9 137,24
114 51,5 52,6 50,1 72,5 95,5 164 74,2 76,5 72,6 105.6 138,3
115 52,0 53.2  50.4 73.2 98,7 165  T4.6 76.9 T3.0 106.2 130.1
116 F2.4 53,7 50,9 T3.8 97.6 164 T5.1 714 73.9 106.9  140,0
117 52,9 54,2 51,5 74,5 08.4 1467 5.6 77.9 73,9 107.6 140,8
B 83,3 54,7 l.9 75.1 95,3 168 76,0 78,4 T4.4 108,2  141.7
w8 53,8 55,2 52,3 95,8 100.1 169 6.5 78,9 74,9 108,0 145.5
-,?D 9.2 55.7 se.8 76,5 101.0 170 T7.0 T9.4 75,3 109.6 143.4
121 94,7 56.1 3.2 77.1 101.9 171 7.4 79.9 75.0 110.2 144,31
122 55,1 B6.% 53.6 77.7 102.7 170 TT.8 80.4 76.3 110.9  145.1
123 55,6 57,0 54,1 78,4 103.6 173 76,3 B0.9 76.8 111,6  146.0
124 66,0 57,5 54,5 79,1 104,4 174 TE.8 81,4 77.2 112.% 146, ¥
125 56,5 58,0 55,0 79.8 109.3 175  79.3 8l.8 77.7 113.0 147,7|
126 56,9 58,5 5%, 80,4 10A.1 176 79,7 B2.4 78,2 113.6 148,86
127 87.4 59,0 5%.9 f1.0 107.0 177 B0.2 B2,8 78.6 114,31  149.4
126 57,8 &49.4 56,3 81,7 107.6 178 80,7 813 79,0 115.0  160.3%
126 8,3 59,9 56,8 82,3 108,7 179 81,1 83.8 76,8 115.6 151.1
|130 BE T &0.3 7.2 B30 100.% 180 .6 84.3 80,0 116.3  152.0
Pl 59,2 €00 57,7 83,7 110.3 181 82,1 84,7 80.4 1170 152.9
L32  R9,6 61,3 56,1 &4.4 111,22 182 fe.5 85,2 80,8 117.6 153.7
133 60,1 81,8 56.6 85,0 1l2,0 183 82,9 85,7 81.3 118.3 154.8
134 60,5 62,3 59,1 85.6 1l2,9 184  83.4 86,2 81,6 119.0 159,4
135 61,0 62,7 50,5 B8e.,3 113.7 185 83,9 B86.6 B2,2 119.7 156.3
136 EL,5 63.2 50.9 87.0 114.6 186 B4.4 87,1 B2,6 120.3  157,1
137 61,9 62,7 60.4 87,7 115.4 187 84,8 B7.6 83,1 121.0 158.0
138 62,4 64,1 60,6 86,3 1l6.3 188 85,3 88,1 83,6 121.7 158,8
138 62.B A4.6 61,3 89,0 117.1 180 B5.7 88,5 64,0 122.4  159.7
1240 63,3 65,1 6L.7 89,6 118.0 190  Bs.2 80,0 84,5 123,0  160.5
141 63,7 65.6 62,2 90,3 118,80 191 86,6 89,5 B4,0 123.7 161,23
12 64,2 66,0 62.6 01,0 119,7 192 87,1 90,0 85.4 124.3 1p2.2
Wi &6 66,5 63.1 81,6 120.,5 193 &.6 90,4 85,8 125,0  163.0
44 ef,0 67,0 63.6 92,2 121.4 194 88,0 90,9 86,3 125.6 163.5
145 Es.g 67.5 64,0 92,9 122,2 195 88,5 91,4 B6,7 126,31 164,7
147 86,4 68,4 64,9 94,3 123,9 197 594 92,3 87.6 127.7 166.4
g 6649 68,9 65.4 94,9 124,7 198 89,2 92,8 08,1 128.4 167.3
g e 69,3 65,8 95,6 125.6 190 50, 3 n3,3 86,5 120,1  168.1
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) G LI s, L. e 0 G f.1. o, L. -
1 2 3 4 5 & 1 2 3 4 5 6
LT m - nE ng mE o mg mg mg mg g mg

200 20,8 03,8 E0.0 129,7 160.0 250 114.2 138.7 112.8 1634 211,5

gf‘ £l.3  94.2 89,4 130.4 169,9 251 114,7 119.2 1l13.2 164.0 £12.3

. °1.7  24.6  82.9 131.1 170.7 252 115.2 119.7 113.7 164.7 2i3.2
203 92.2 95.2 90,3 131.8 171.6 253 115.6 120.2 114.2 185.4 214.
(204 92,7 95.7  90.6 132,4 172.4 25§ 116.1 120.7 114.7 166.0 214,9

205 S3.2 %62 91,3 133.1173.3 255 116.6 121.,2 115.1 166.7 215.7

206 ©3,6 96.6 OL.7 133.B174.1 29 117.0 121.7 115.6 167.3 216,68

207 94,1  97.1 82,1 134.5 175.0 257 117.5 122.2 116.1 168.0 217.4

208 24,5 OT.6 92,6 135.2 175.8 258 118.0 122.7 116.6 168.7 718,3

209. 95,0 96,1 93,1135.8 176,7 250 118.5 123.2 117.0 16°.4 7ne.l

2ld  °5.5 98.6 93,6 136.5 177.5 2680 119.0 123.7 117.5 170.0 =220.0

211 95.9 93,1 94.0 137.2 178.3 261 119.4 124,2 118.0 170.7 220.9

. %6.4  90.6  ©94.5 137,9 178.2 262 110,0 124,7 118.5 171.3 221.7
96,9 100.1 95,0 13,6 180.0 263 120,4 125.2 118.C 172.0 222.6

z 97.4 100.6 ©95.5 139,3 180.¢ 264 120,9 125.7 119.4 172.6 223.4

215  97.8 101.1 96,0 140,0 181.7 265 121.Z 126.2 119,% 173,31 224.3

216 98.3 101,6 96.5 140.6 1B2.6 266 121.B 126.7 120.4 174.0 275.1

217 98,7 102.1 ©07.0 141.3 1834 267 122.3 127.2 120.9 174.7 =225.0

218 92,2 102.6 07.5 142.0 184.3 266 122.8 127.6  121.% 175.4 226.8

211 £9.7 103,1 97.° 142.6 185,1 265 123,3 128.3 121.9 176.1 227.7

gﬁr. 100.1 103.6 96.4 343.3 186.0 270 123.7 12B.8 122.4 176.82 228.5

2. 100.6 104.1 ©8.C 144.0 186.¢ 271 124,2 126.3  122,8 177.5 229.3

222 101.1 104.6 99.4 144.7 187.7 272 124,7 120.8 123,31 178.2 230.2

223 101,5 105.1 ©9.8 145.4 1BB.6 273 12%.2 130,3 123.8 178,68 231.0

224 102.0 105.6 100.3 146.1 182.4 274 125.6 130,38 124,3 179.5 231.C

225 102,5% 106.1 100.8 146.8 190.3 275 126.1 131.3 124.7 180.7 232.7

226 103.0 106.6 101.3 147.5 19L.1 276 126.6 131,83 125.2 180,3 233.6

227 1035 107.1 101.7 148.1 192,0 277 127,1 132.3 125,7 1B1.5 234.4

228 103.5 107.6 102,2 148.5 192.8 278 127.6 132.8 126.2 182,13 235.3

229 104.4 108,1 102.7 149.4 193.7 279 128.0 133.3 126.7 183.0 234,

230 104.8 126.6 303.2 150.1 194.5 280 128.5 133.83 127.2 183.6 237.0

3;‘ 105.1 109.1 103.6 150.8 185.3 281 12¢.0 134.4 127.7 184,3 237.8

- 105.8 109.6 104.1 151,4 1%6.2 282 120.4 134,59 128.2 185.0 238.7

233 106.3 110.1 104.6 152.1 197,0 283 129,9 135.4 128.6 185,7 230,56

234 105,8 110.6 105.1 152.8 197.0 284 130.4 135.5 129.1 185.4 240.4

235 107.1 111.1 105.5 153.4 198.7 285 130.8 136.4 125.6 187.1 241,13

236 107.7 111.6 106.0 134.1 129.6 286 131,3 136.9 130.1 187.8 242.2

237 108.2 112.1 106,5 154.8 200.4 287 131.8 137.4 130,5 188.5 0243.0

238 108.6 112.6 107.0 155.4 201.3 288 132.1137,9 131.0 189.1 243.9

239 109.1 1131 107.5 156.1 202.1 28BS 132,B 138.4 131.5 180.8 244.7

240 109.5 113.6 106,0 156.6 203.6 290 133.2 138,28 132.0 190.5 245.6

241 1100 114.2 106,5 157.4 203.9 291 133.7 119.4 132.5 191.7 246.5

22 1nos 1147 109.0 158.1 204.7 282 134,2 140,0 133.0 121.9 247.3

243 1o 115.2 100.4 158.7 205.6 203 134.7 140.5 133.9 182,86 248.7

244 1114 (112.7 108.9 155.4 206.4 294 135.2 141.0 134.0 183,31 2£0,0

245 111'9 316.2 110.4 160,1 207,12 205 £35.6 141.5 134.4 154,03 245.9

2 416.7 110.0 160.7 208.1 206 136,1 142,0 134.5 104.7 253.8

M2 17,2 111.3 161.4 209.0 207 136.6 142.5 135.4 185.4 25L.6

#1128 3177 111.2 162,0 2088 268 137.1 143.0 135.0 196.0 52,5

g:g igg 118.2 1i2,3 162.7 210.7 286 137.6 1£1.5 136,3 156.7 251.3
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10.4 Procesos unitarios y parte experimental

a) Recoleccion y acondicionamiento del suero de la leche.
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b) Caracterizacién del suero de la leche.
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c) Fermentacion del suero de la leche.

Cepa bioflora |
DRI-SET ABY |

-
: Extracto de levadura

| I
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d) Extraccion del &cido lactico
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e) Reconocimiento y caracterizacion del acido l4ctico.

e - L |
| 10.- Reconocimiento del 4cido lctico | i 11.-Caracterizacion del acido lactico |
1

! L
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f) Reactivos utilizados.
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Yoduro de potasio

| i |
N —— |

Urea

I======5
| EpEp—

| B |
Tiosulfato de sodio

Sal de seignette
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