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Resumen

El ácido láctico tiene una amplia variedad de aplicaciones, siendo actualmente

producido por fermentación microbiana a partir de azúcares puros provenientes de

cultivos comestibles, como maíz, lo que impacta en su costo de producción y lo que

puede representar una competencia del suministro de alimentos. El uso de sustratos

alternativos para la producción biológica de ácido láctico ha atraído gran atención,

como el suero de queso, residuo que se genera durante la producción de queso en

grandes cantidades y que presenta una gran disponibilidad de lactosa y otros

nutrientes esenciales para el crecimiento de los microorganismos. El objetivo

general de este trabajo es conocer las mejores condiciones para maximizar la

producción fermentativa de ácido láctico utilizando suero de queso crudo como

sustrato y comunidades microbianas obtenidas del mismo suero como inóculo.

A través de un Diseño Central Compuesto y ensayos en batch se evaluó el efecto

sobre la producción de ácido láctico del pH inicial y la concentración de inóculo.

Ambas variables tuvieron un efecto significativo sobre la producción de ácido láctico.

La concentración y el rendimiento máximos de ácido láctico (20,1 g/L y 1,3 mol de

ácido láctico/mol lactosa) se obtuvieron en presencia de buffer, a pH inicial 7 y 5%

de inóculo. La comunidad microbiana estuvo dominada por Lactococcus, con una

abundancia relativa de aproximadamente 70%. En base a estos resultados, se

evaluó la producción de ácido láctico a partir de suero de queso crudo pero en una

fermentación semicontinua. La concentración y el rendimiento de ácido láctico

máximos fueron: 32,7 ± 11,7 g/L y 2,5 ± 0,9 mol de ácido láctico/mol lactosa

disponible respectivamente. El proceso fue reproducible y tuvo la capacidad de

recuperarse ante perturbaciones. La comunidad estuvo dominada por el género

Lactobacillus.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan al desarrollo de un proceso de

producción de ácido láctico alternativo, operado a base de un residuo industrial y en

condiciones que representan ventajas tanto técnicas como económicas,

respondiendo a las necesidades actuales de producción. Esta tecnología además

tiene el potencial de aplicarse a nivel local, ya que el suero de queso es un residuo

generado en grandes cantidades en nuestro país.
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Introducción

Ácido láctico

El ácido láctico, o ácido 2-hidroxi-propanoico, es un ácido ampliamente distribuido

en la naturaleza (Holten, 1971). Tiene un átomo de carbono quiral presentándose en

dos formas enantioméricas: ácido D y L- láctico (Holten, 1971). Fue descubierto en

1780 por el químico sueco Carl Wilhelm Scheele a partir de leche agria. Luego, en

1789 Lavoisier le atribuyó el nombre “acide lactique”, pero no fue hasta 1857 que

Pasteur descubrió que el ácido láctico era un producto de fermentación de algunos

microorganismos. Su primera producción industrial biotecnológica comenzó en 1881

y desde ese entonces el ácido láctico ha encontrado diversas aplicaciones (Holten,

1971).

Aplicaciones del ácido láctico

El ácido láctico tiene un amplio espectro de aplicaciones, ya que se utiliza en la

industria alimenticia, química, cosmética, textil, del cuero, de la medicina,

farmacéutica y del plástico (figura 1) (Abedi & Hashemi, 2020; Komesu et al., 2017).

En la industria alimenticia se utiliza como conservante, saborizante, regulador de

pH, para aumentar la vida útil de los alimentos y para el control de patógenos, entre

otras aplicaciones (Krishna et al., 2018). En la industria farmacéutica y en la

medicina, se utiliza como electrolito en diversas soluciones

parenterales/intravenosas, también en preparaciones minerales, tabletas, prótesis,

sistemas de administración controlada de medicamentos, suturas quirúrgicas y en la

preparación de soluciones de diálisis (Krishna et al., 2018). En la industria química,

el ácido láctico se utiliza como neutralizador, agente de limpieza, agente

desincrustante, regulador de pH y agente antimicrobiano. Debido a la presencia de

dos grupos funcionales reactivos (grupo carboxílico y grupo hidroxilo) el ácido láctico

puede sufrir una variedad de reacciones químicas produciendo otras sustancias

químicas útiles, como óxido de propileno, acetaldehído, ácido acrílico y ácido

propanoico (Krishna et al., 2018). En el área del cuidado de la piel y la industria

cosmética, el ácido láctico actúa como humectante, agente antiacné, hidratante,
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agente antisarro, regulador de pH, agente aclarador y rejuvenecedor de la piel

(Krishna et al., 2018).

Además, el ácido láctico ha recibido gran atención como precursor para la síntesis

de ácido poliláctico (PLA), un polímero biodegradable que puede reemplazar al

plástico producido a partir de recursos fósiles (Singhvi et al., 2019). Actualmente el

PLA es ampliamente utilizado como material de packaging (Klotz et al., 2016). Sin

embargo, junto con la creciente demanda, el aumento del precio del ácido láctico es

una de las principales preocupaciones para producir PLA comercialmente viable

(Juturu & Wu, 2016).

Para algunas industrias es indiferente la naturaleza óptica del ácido láctico. Sin

embargo, otras lo requieren de forma ópticamente pura. Por ejemplo, para su uso

como precursor del PLA, el ácido láctico debe estar en su forma ópticamente pura,

ya sea su isómero D o L, debido a que el polímero formado por la mezcla racémica

(cantidades equimolares de ambos isómeros) resulta en un material amorfo (Juturu

& Wu, 2016; Klotz et al., 2016). Otro ejemplo es el de la industria alimenticia y

farmacéutica, las cuales requieren el ácido L-láctico ópticamente puro (Klotz et al.,

2016), debido a que el cuerpo humano no es capaz de metabolizar el isómero D

(Pohanka, 2020).

Figura 1. Aplicaciones del ácido láctico en la industria.
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Producción de ácido láctico

El ácido láctico puede ser producido por síntesis química o biológica mediante

fermentación microbiana (figura 2) (Oh et al., 2005). La síntesis química de ácido

láctico implica un primer paso en donde el acetaldehído reacciona con cianuro de

hidrógeno en medio básico y a alta presión para formar lactonitrilo. Luego el

lactonitrilo es recuperado por destilación e hidrolizado en medio ácido haciendo uso

de ácido clorhídrico o ácido sulfúrico, produciéndose ácido láctico y una sal de

amonio como subproducto (Rawoof et al., 2021). Es decir que la producción química

de ácido láctico se basa en el uso de materias primas de origen petroquímico (Wang

et al., 2015), lo que representa una gran desventaja. Además, la síntesis química

siempre resulta en una mezcla racémica de ácido láctico, lo cual no es deseable

para su uso en varias industrias (Hofvendahl & Hahn–Hägerdal, 2000; Jem et al.,

2009). En cambio, la producción biológica de ácido láctico presenta varias ventajas

frente a la producción química, como el uso de sustratos baratos (por ejemplo

residuos), bajas temperaturas de producción, bajo consumo de energía y producción

de ácido D o L láctico ópticamente puro (cuando el proceso ocurre por intermedio de

cultivos puros) (Abdel-Rahman et al., 2013; Juturu & Wu, 2016). La producción

fermentativa de ácido láctico, al ser un proceso biológico, está influenciada por

varios factores, tales como la temperatura, la fuente de carbono y nitrógeno, el

modo de fermentación, el pH y la concentración de inóculo (Ferraz et al., 2021;

Hofvendahl & Hahn–Hägerdal, 2000; Mussatto et al., 2008). El estudio del efecto de

estas condiciones es necesario para lograr una mayor producción de ácido láctico

(Mussatto et al., 2008).
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Figura 2. Vías de producción de ácido láctico: síntesis química o fermentación

microbiana.

Producción biológica de ácido láctico

Sustratos para la producción biológica de ácido láctico

Actualmente el ácido láctico es principalmente producido mediante fermentación

microbiana a partir de azúcares puros provenientes de cultivos comestibles, como

maíz (Abdel-Rahman et al., 2013). El uso de este tipo de materias primas es

ventajoso a la hora de obtener ácido láctico puro y recuperarlo, y también para evitar

el proceso de pretratamiento del sustrato (Abdel-Rahman et al., 2013). Sin embargo,

su uso representa uno de los mayores costos de producción del ácido láctico y

además puede convertirse en competencia del suministro de alimentos (Alves de

Oliveira et al., 2018; Juturu & Wu, 2016; M. Singhvi et al., 2018). Como

consecuencia, el uso de residuos como fuente de carbono alternativa ha atraído

gran atención para la producción de ácido láctico, ya que son materiales
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abundantes, no destinados a la alimentación y muchas veces renovables y más

económicos (Singhvi et al., 2018). De hecho, ya se ha estudiado una gran variedad

de residuos agro industriales y diferentes fuentes de biomasa para obtener ácido

láctico a través de su fermentación (tabla 1). Entre ellos se encuentran residuos

como cáscara de papa, yerba mate, suero de queso, glicerol, residuos sólidos

orgánicos municipales, biomasa algal, biomasa lignocelulósica, entre muchos otros

(Cheah et al., 2022; Choubisa et al., 2012; Ferraz et al., 2021; Liang et al., 2014;

Ouyang et al., 2013; Probst et al., 2015).

Tabla 1. Residuos orgánicos utilizados como sustrato para la producción

fermentativa de ácido láctico.

Sustrato Inóculo [AL]* (g/L) Referencia

Biomasa algal Lactobacillus casei 11,0 Overbeck et al.,
2016

Glicerol Lactobacillus
delbrueckii

4,37 Choubisa et al.,
2012

Suero de queso y
yerba mate

Compost 12,6 Ferraz et al., 2021

Cáscara de papa Lodo activado 14,7 Liang et al., 2014

Suero de queso en
polvo

Lactobacillus
bulgaricus

113,2 Ouyang et al.,
2013

Bagazo de yuca Lactobacillus
rhamnosus y Bacillus

coagulans

112,5 Chen et al., 2020

Desechos de frutas
y vegetales

Lodo anaerobio 20,0 Wu et al., 2015

Salvado de arroz Bacillus coagulans 117,0 Wang et al., 2015

*[AL] Concentración de ácido láctico

Suero de queso como sustrato para la producción de ácido láctico

El suero de queso es el residuo líquido que se genera durante la producción de

queso. Aproximadamente 85% de la leche utilizada para producir queso es

descartada como suero (Panesar et al., 2007). El suero retiene alrededor del 55%
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de los nutrientes de la leche y está compuesto principalmente por lactosa (70%),

proteínas funcionales y péptidos (14%), lípidos, minerales y vitaminas (Božanić et

al., 2014; Guimarães et al., 2010; P. Panesar et al., 2007). Se estima que la

producción de suero de queso es 9 veces la producción de queso, resultando en

una producción aproximada de 190.000 millones de litros por año, con una tasa de

crecimiento anual del 1-2% (Asunis et al., 2020; Guimarães et al., 2010). En

Uruguay, se produjeron aproximadamente 625 millones de litros de suero de queso

en 2012 (sin incluir las queserías artesanales) (Muset and Castells, 2017).

Considerando un crecimiento anual de 1,5%, el volumen estimado de suero de

queso producido en el año 2019 en Uruguay (pre pandemia) fue de 693 millones de

litros.

Históricamente el suero se ha considerado un desecho de poco valor (Smithers,

2008). En el pasado, las industrias lácteas eligieron los métodos más baratos para

su disposición, como rociarlo en los campos, verterlo en cuerpos de agua o en el

sistema de alcantarillado municipal o venderlo a un bajo costo como alimento para

animales (Smithers, 2008). El vertido del suero no solo representa una pérdida

potencial de alimento y energía, sino también un importante problema ambiental

debido a su alto contenido de materia orgánica y los grandes volúmenes en los que

se produce (Guimarães et al., 2010). Actualmente, el suero es considerado una

materia prima más valiosa y preciada (Smithers, 2008). Sin embargo, a pesar de

que gran parte del suero producido hoy en día es procesado en diferentes

productos, todavía existe un porcentaje que es utilizado como se mencionó

anteriormente (Božanić et al., 2014). La disponibilidad de lactosa y otros nutrientes

esenciales para el crecimiento de los microorganismos hacen del suero una materia

prima potencial para la producción biológica de ácido láctico (Panesar et al., 2007).

Existen numerosos reportes del uso de suero de queso como sustrato para la

producción de ácido láctico (González et al., 2007; Luongo et al., 2019; Panesar et

al., 2007; Panesar et al., 2010; Soriano-Perez et al., 2012; Tango & Ghaly, 1999)

(tabla 2), así como también para la producción de otros productos de interés o

fuentes de energía como hidrógeno o metano (Akhlaghi et al., 2017; Castelló et al.,

2011; Ferraz et al., 2021; Gomes et al., 2015), lo que refleja un interés mundial de

aprovechar y valorizar este residuo con gran capacidad para los procesos

fermentativos.
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Es importante destacar que, en general, en los trabajos sobre producción de ácido

láctico a partir de suero de queso no se utiliza el suero de queso crudo, es decir, en

la forma en la que se obtiene como efluente en una quesería, sino que es frecuente

el uso de suero de queso en polvo reconstituido o suero de queso desproteinizado y

suplementado con nutrientes, tales como extracto de levadura, sulfato de

manganeso, sulfato de magnesio, carbonato de calcio, peptona, entre otros

(Panesar et al., 2007; Roukas & Kotzekidou, 1998). El proceso de desproteinizado

implica calentar el suero a 90°C para precipitar las proteínas y luego removerlas

mediante centrifugación (Roukas & Kotzekidou, 1998; Panesar et al., 2007). En

otros casos, el suero de queso se hidroliza con enzimas dirigidas tanto hacia la

lactosa, para disponibilizar la glucosa y galactosa, como hacia las proteínas, para

que actúen como fuente de nitrógeno. Todos estos procesos de desproteinización,

suplementación de nutrientes e hidrólisis implican una inversión de tiempo y

energía, por lo que podrían complejizar y aumentar el costo del proceso de

producción de ácido láctico.

Tabla 2. Estudios de producción de ácido láctico a partir de suero de queso.

Inóculo Sustrato Temp.
a

pH Reactor [AL]
b

Ref.

L. helveticus,
L. lactis, L.

bulgaricus, S.
thermophilus

Suero de queso
hidrolizado

42 5,6 Batch 28,0 Lund et
al., 1992

L. casei
inmovilizado

Suero
desproteinizado
y suplementado

37-40 6,5 - 33,0 Panesar
et al.,
2007

L. casei Suero
desproteinizado
y suplementado

6,5 Batch 33,7 Panesar
et al.,
2010

L. casei y L.
lactis

inmovilizados

Suero
desproteinizado
y suplementado

32 6 Batch
alimentado

46,0 Roukas &
Kotzekid
ou, 1998

L. casei y L.
lactis

inmovilizados

Suero
desproteinizado
y suplementado

32 6,5 Contínuo 25,0 Roukas &
Kotzekid
ou, 1996
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L. helveticus Suero de queso
esterilizado

45 5,9 Batch 53,0 Soriano-
Perez et
al., 2012

L. bulgaricus Suero de queso
desproteinizado,

hidrolizado y
con extracto de

levadura

42 - Batch 24,3 Taleghani
et al.,
2016

L. helveticus Suero de queso
pasteurizado

42 - Batch 10,0 Tango &
Ghaly,
1999

Digestato
anaerobio pre

tratado
térmicamente

Suero de queso
crudo

35 - Semicontinuo 20,1 Luongo
et al.,
2019

Lodo
anaerobio

Suero de queso
diluido

55 5,5 Continuo 5,7 Choi et
al., 2016

L. bulgaricus Suero de queso
en polvo

hidrolizado

42 6,5
(inicial)

Batch
alimentado

113,
2

Liu et al.,
2018

K. marxianus,
L. helveticus y
Lactobacillus
delbrueckii

ssp. bulgaricus

Suero de queso
sintético

37 6,6
(inicial)

Batch 19,8 Plessas
et al.,
2008

a Temperatura (°C), b concentración de ácido láctico (g/L).

Microorganismos involucrados en la producción biológica de ácido láctico: bacterias

ácido lácticas

Un amplio espectro de microorganismos es capaz de producir ácido láctico:

bacterias, hongos, microalgas y cianobacterias (Juturu & Wu, 2016). Entre las

bacterias se destacan las ácido lácticas, bacterias gram positivas pertenecientes al

orden Lactobacillales que producen ácido láctico como principal producto de la

fermentación de los carbohidratos (Juturu & Wu, 2016; Sikora et al., 2013). Estas

son las más comúnmente explotadas para la producción de ácido láctico (Krishna et

al., 2018).
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Las bacterias ácido lácticas se caracterizan por su alta tolerancia a valores de pH

bajos, pudiendo sobrevivir en ambientes con pH 5 o menor. Esta tolerancia

representa una ventaja competitiva frente a otras bacterias que no toleran valores

de pH ácidos (Hofvendahl & Hahn–Hägerdal, 2000). Las bacterias ácido lácticas

también se caracterizan por sus requerimientos nutricionales complejos de

aminoácidos, péptidos, derivados de ácidos nucleicos, vitaminas, sales, ácidos

grasos y carbohidratos fermentables (Sakai et al., 2006). Por causa de su capacidad

limitada de biosíntesis de aminoácidos, la presencia de una fuente de aminoácidos

es crucial para su crecimiento (Asunis et al., 2020). Debido a su alto contenido de

proteínas y péptidos, el suero de queso es una buena opción como sustrato para la

producción de ácido láctico, pudiendo evitar a través de su uso la costosa adición de

una fuente de nitrógeno externa (Asunis et al., 2020).

Metabolismo fermentativo de las bacterias ácido lácticas

Las bacterias ácido lácticas pueden clasificarse como homofermentativas y

heterofermentativas en base a los productos finales del metabolismo fermentativo

de los carbohidratos (Kandler, 1983).

Las bacterias lácticas homofermentativas producen ácido láctico como único

producto de fermentación de la glucosa (Castillo Martinez et al., 2013) (reacción 1).

(1)𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 → 2 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 +  2 𝐴𝑇𝑃

La glucosa se transforma en ácido pirúvico a través de la vía

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP, también conocida como glucólisis) y luego el ácido

pirúvico se reduce a ácido láctico a través de la acción de la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) (figura 3a) (Castillo Martinez et al., 2013; Mayo et al., 2010).

La glucosa-6-P isomerasa, la fosfofructoquinasa y la fructosa bisfosfato aldolasa son

enzimas clave en la vía EMP (Eiteman & Ramalingam, 2015). El rendimiento teórico

máximo de ácido láctico a partir de glucosa exclusivamente a través de la vía EMP

es de 2 mol de lactato por mol de glucosa (1 g/g) (Eiteman & Ramalingam, 2015;

Wang et al., 2015).

Algunas especies de bacterias lácticas pueden consumir pentosas de forma

homofermentativa a través de la vía de las pentosas fosfato (PP) (figura 3c) (Wang

et al., 2015). La fructosa-6-P generada por la vía PP finalmente se convierte en
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gliceraldehído-3-P (GAP) por la vía EMP (Eiteman & Ramalingam, 2015). Las

enzimas clave en la vía de la PP son la transaldolasa y la transcetolasa (Eiteman &

Ramalingam, 2015). El rendimiento teórico de ácido láctico a partir de pentosas a

través de la ruta PP es de 1,67 mol de lactato por mol de pentosa (1 g/g) (Wang et

al., 2015).

Bajo ciertas condiciones el metabolismo homoláctico puede cambiar a un

metabolismo heteroláctico. Este tipo de fermentación se caracteriza por la

producción de formato, acetato, etanol y/o CO2 en adición al ácido láctico (Mayo et

al., 2010). El cambio de metabolismo puede estar dirigido por cambios bioquímicos,

regulación por cambios alostéricos en enzimas, niveles de metabolitos, transcritos y

proteínas y factores ambientales como el oxígeno, temperatura, pH y disponibilidad

del sustrato (Mayo et al., 2010).

Ejemplos de bacterias ácido lácticas homofermentativas son algunas especies de

Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus y Lactobacillus (L. casei, L.

pentosus y L. plantarum) (Spector, 2009).

Por otro lado, las bacterias lácticas heterofermentativas producen CO2, etanol y/o

ácido acético además del ácido láctico (reacciones 2 y 3) (Castillo Martinez et al.,

2013).

(2)𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 → á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 + 𝐶𝑂
2
 + 𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 + 𝐴𝑇𝑃

(3)𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 → á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 + 𝐶𝑂
2
 + á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑎𝑐é𝑡𝑖𝑐𝑜 + 2 𝐴𝑇𝑃 + 2 𝑁𝐴𝐷𝐻

Dentro de las bacterias ácido lácticas heterofermentativas se encuentran especies

de los géneros Leuconostoc (ejemplo, L. mesenteroides), Lactobacillus (como L.

brevis, L lysopersici y L. pentoaceticus), Streptococcus, Lactococcus y Pediococcus

(Spector, 2009).

La glucosa se metaboliza a través de la vía de la fosfocetolasa (PK), en la que la

glucosa 6-fosfato se convierte inicialmente en ribulosa 5-fosfato y CO2 (Mayo et al.,

2010). Luego, la xilulosa 5-P resultante de la ribulosa 5-fosfato se escinde en una

cantidad equimolar de GAP y acetil-P (Mayo et al., 2010). Mientras que el GAP

ingresa a la vía EMP para formar ácido láctico, el acetil-P se reduce a etanol o se

convierte en acetato (figura 3b) (Mayo et al., 2010). La proporción de etanol y
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acetato depende del potencial redox de las células (Mayo et al., 2010). La enzima

clave en la vía PK es la fosfocetolasa (Eiteman & Ramalingam, 2015). El

rendimiento teórico de ácido láctico a partir de glucosa es de 1 mol de lactato por

mol de glucosa (0,5 g/g) (Wang et al., 2015).

Las bacterias lácticas también pueden consumir pentosas de forma

heterofermentativa por la vía PK (Wang et al., 2015) (figura 3d). El rendimiento

teórico de ácido láctico a partir de pentosas a través de la vía PK es de 1 mol de

lactato por mol de pentosa (0,6 g/g) (Wang et al., 2015).

Muchas especies microbianas tienen dos o tres de las vías mencionadas y, por lo

tanto, el rendimiento de lactato resultante está determinado por la vía que

predomina en las condiciones particulares de crecimiento (Eiteman & Ramalingman,

2015). El mayor rendimiento de lactato se produce en las células que metabolizan la

glucosa exclusivamente a través de la vía EMP y las que metabolizan las pentosas

exclusivamente a través de la vía PP (Eiteman & Ramalingman, 2015).

Como se mencionó anteriormente la enzima LDH es la encargada de la reducción

de piruvato a ácido láctico, a través de la oxidación de NADH (Singhvi et al., 2018).

La estereoespecificidad del ácido láctico depende de la enzima LDH, la cual puede

ser tanto D-LDH como L-LDH, produciéndose ácido D o L-láctico, respectivamente

(Mayo et al., 2010). La producción de uno u otro isómero depende del género o

especie de bacteria ácido láctica que se trate (tabla 3) (Liu, 2003).

16

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=U4m0PR
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=tSir7k
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Wlo4MV
https://www.zotero.org/google-docs/?I3lMgo


Figura 3. Metabolismo fermentativo de la glucosa y pentosas en bacterias ácido

lácticas. a) Metabolismo homofermentativo de la glucosa por la vía

Embden-Meyerhoff. b) Metabolismo heterofermentativo de la glucosa mediante la

vía fosfocetolasa. c) Metabolismo homofermentativo de las pentosas por la vía de

las pentosas fosfato. d) Metabolismo heterofermentativo de las pentosas por la vía

fosfocetolasa. Tomado de Castillo Martinez et al., 2013 y Gänzle, 2015. Imagen

creada en BioRender.com.
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Tabla 3. Producción del isómero D o L del ácido láctico o una mezcla de ambos (DL)

según el género o la especie de bacteria ácido láctica.

Bacteria ácido láctica Isómero producido

Aerococcus L

Carnobacterium L

Enterococcus L

Lactococcus L

Tetragenococcus L

Streptococcus L

Vagococcus L

Leuconostoc D

Oenococcus D

Lactobacillus delbrueckii L

Lactobacillus amylophilus L

Lactobacillus bavaricus L

Lactobacillus casei L

Lactobacillus maltaromicus L

Lactobacillus salivarius L

Lactobacillus lactis D o DL

Lactobacillus jensenii D o DL

Lactobacillus acidophilus D o DL

Pediococcus L, D o DL

Weissella L, D o DL

Fermentación de la lactosa

La lactosa es un disacárido compuesto por una molécula de glucosa y una de

galactosa, ambos azúcares de 6 carbonos.

La lactosa entra a la célula mediante transportadores de membrana, ya sea una

permeasa o un sistema fosfotransferasa (Iskandar et al., 2019). Una vez en el
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citoplasma, la lactosa es hidrolizada por la enzima β-galactosidasa, obteniéndose

como resultado los monosacáridos que la constituyen, glucosa y galactosa, por

separado (Spector, 2009). La lactosa también puede ser hidrolizada en el exterior

celular, gracias a la acción de enzimas β-galactosidasas presentes en la superficie

celular, como ocurre por ejemplo en Streptococcus pneumoniae (Iskandar et al.,

2019). En ese caso, la galactosa y la glucosa entran como monosacáridos a la

célula también gracias a la acción de transportadores de membrana.

El pH óptimo de actividad de la enzima β-galactosidasa depende de la cepa

bacteriana que se trate. Por ejemplo, ciertas cepas de Lactobacillus crispatus,

Lactobacillus reuteri y Lactobacillus acidophilus presentan un pH óptimo que varía

en el rango de pH 6,5-8,0 (Kim & Rajagopal, 2000; Nguyen et al., 2006; Nguyen et

al., 2007). En el caso de la enzima β-galactosidasa de algunas cepas de

Streptococcus, el pH óptimo es neutro (pH 7) (Greenberg & Mahoney, 1982; Jagota

et al., 1981). A pesar de las diferencias, el rango general de pH óptimo de actividad

de la enzima β-galactosidasa para la hidrólisis de la lactosa se encuentra entre un

pH 6 y pH 8.

La galactosa, una vez en el citoplasma, puede ser metabolizada por la ruta de Leloir

o por la ruta de la tagatosa (Iskandar et al., 2019). El producto final de la vía de

Leloir es la glucosa-1-fosfato, mientras que los productos finales de la ruta de la

tagatosa son GAP y dihidroxiacetona fosfato. Todos estos productos finales pueden

entrar posteriormente en la vía de la glucólisis (Iskandar et al., 2019). Lactococcus

lactis es un ejemplo de microorganismo que fermenta tanto la glucosa como la

galactosa de la lactosa (Mayo et al., 2010). Sin embargo, no todas las bacterias

ácido lácticas metabolizan la galactosa (Iskandar et al., 2019). En algunos casos,

como lo son muchas cepas de Streptococcus thermophilus, unicamente la glucosa

es fermentada, mientras que la galactosa se excreta al medio extracelular gracias a

la permeasa lacS antiporter, que realiza un intercambio lactosa/galactosa (Iskandar

et al., 2019; Mayo et al., 2010). En el caso de los microorganismos capaces de

fermentar tanto la glucosa como la galactosa de forma homofermentativa, el

rendimiento teórico máximo de ácido láctico es 4 mol ácido láctico/mol lactosa

(Asunis et al., 2020).
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Generalmente es aceptado que la internalización de la galactosa a través de un

sistema de transporte determinado orienta el flujo de carbono hacia una vía

específica. De esta forma, la internalización de galactosa gracias a un sistema

fosfotransferasa, que conduce a la fosforilación de la galactosa, está ligada a la vía

de la tagatosa, mientras que la internalización de galactosa a través de una

permeasa está ligada a la vía de Leloir (Iskandar et al., 2019).

Respiración en bacterias ácido lácticas

Algunas especies de bacterias ácido lácticas pueden pasar del metabolismo

fermentativo a uno respiratorio cuando se les proporciona hemo, y en el caso de

algunas bacterias, hemo y menaquinona. El requerimiento externo de hemo y, en

algunos casos, menaquinona se debe a que dichas bacterias carecen de las

enzimas necesarias para su biosíntesis, lo que significa que el metabolismo

respiratorio es fuertemente dependiente del ambiente (Pedersen et al., 2012).

Las bacterias ácido lácticas respiradoras codifican un sólo tipo de citocromo

oxidasa, complejo enzimático que funciona a bajas concentraciones de oxígeno,

pudiendo contribuir a la eliminación del oxígeno del ambiente bacteriano (Pedersen

et al., 2012).

A diferencia de otros microorganismos respiradores que utilizan el ciclo de Krebs

para producir NADH, las bacterias ácido lácticas requieren una fuente de carbono y

actividad glucolítica para generar NADH. De esta manera, es probable que el

metabolismo fermentativo sea necesario previamente o durante la respiración

(Pedersen et al., 2012).

Cuando la respiración está activa se observan ganancias significativas de energía y

supervivencia, lo que podría explicar por qué las bacterias ácido lácticas utilizan

este mecanismo metabólico condicional (Pedersen et al., 2012).

Además de la respiración aerobia, algunas bacterias ácido lácticas también pueden

respirar anaeróbicamente, utilizando aceptores finales de electrones distintos al O2,

como nitrato o fumarato, como es el caso de Lactobacillus plantarum y

Enterococcus faecalis, respectivamente (Pedersen et al., 2012).
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Otras bacterias productoras de ácido láctico

Además del grupo de las bacterias ácido lácticas existen otras también capaces de

producir ácido láctico, como Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum y

especies del género Bacillus.

Las cepas de E. coli tienen requisitos mínimos de nutrientes y pueden metabolizar

azúcares de 6 y 5 carbonos (Juturu & Wu, 2016; Okano et al., 2010). Además de

ácido láctico, también producen otros metabolitos, como varios ácidos orgánicos y

etanol (Okano et al., 2010). A diferencia de las bacterias ácido lácticas, E. coli se

caracteriza por su baja tolerancia a la acidez (Okano et al., 2010). Las cepas de E.

coli son fáciles de manipular genéticamente para mejorar la producción de ácido

láctico (Abdel-Rahman et al., 2013), estrategia que se ha aplicado ampliamente

tanto para producir ácido D-láctico (Liu et al., 2014; Mazumdar et al., 2010; Wang et

al., 2012; Zhou et al., 2003) como ácido L-láctico ópticamente puros (Dien et al.,

2001, 2002; Zhao et al., 2013).

Los microorganismos pertenecientes al género Bacillus se caracterizan por su

capacidad para crecer en condiciones nutricionales simples, tolerar altas

temperaturas (su temperatura óptima de crecimiento es 50°C) y fermentar pentosas

y hexosas para producir ácido L-láctico ópticamente puro (Juturu & Wu, 2016;

Poudel et al., 2016). Además, fermentan glucosa y xilosa por la vía EMP y la vía de

las pentosas fosfato, respectivamente, produciendo ácido láctico de forma

homofermentativa (Poudel et al., 2016). En la bibliografía existen múltiples reportes

del uso de Bacillus para la producción de ácido láctico, tanto en su estado salvaje

como modificado genéticamente (Gao et al., 2012; Michelson et al., 2006; Wang et

al., 2011).

Corynebacterium glutamicum es una bacteria del suelo gram-positiva, generalmente

considerada segura y que se usa ampliamente para la producción industrial de

aminoácidos (Tsuge et al., 2019). Esta bacteria detiene su crecimiento celular en

condiciones de privación de oxígeno, pero consume glucosa para producir ácido

L-láctico y ácido succínico (Tsuge et al., 2019). El genoma de C. glutamicum está

secuenciado y se dispone de herramientas de ingeniería genética, así como de un

amplio conocimiento sobre el metabolismo y su regulación de esta bacteria. En base

a este conocimiento y utilizando la ingeniería metabólica, se han desarrollado
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diversas cepas de C. glutamicum mejoradas en cuanto a su producción de ácido

láctico (Jia et al., 2011; Okino et al., 2008; Tsuge et al., 2019). Por ejemplo, Jia et al.

(2011), con el objetivo de producir ácido D-láctico ópticamente puro, modificaron una

cepa de C. glutamicum a través del knockout del gen de la L-lactato deshidrogenasa

y la expresión heteróloga de la D-lactato deshidrogenasa de Lactobacillus

bulgaricus. La producción de ácido D-láctico de la cepa modificada genéticamente

fue 17,9 g/L, con una pureza óptica mayor al 99,9%, lo que representó un aumento

del 32,3% de la producción de ácido láctico de la cepa sin modificar.

Bacterias que consumen ácido láctico

También existen bacterias capaces de consumir ácido láctico y transformarlo en

otros compuestos mediante diversas vías metabólicas (Candry et al., 2020). Entre

ellas se encuentran las bacterias propiónicas, pertenecientes a los géneros

Propionibacterium, Veillonella y Bacteroides por ejemplo, que oxidan ácido láctico a

una mezcla de ácido acético y ácido propiónico (reacción 4) (Candry & Ganigué,

2021). Algunas especies del género Clostridium (como C. propionicum) y

Peptostreptococcus también son capaces de producir ácido acético y propiónico a

partir del ácido láctico (Spector, 2009). Otro ejemplo es el de la cepa CPB6, la cual

pertenece a la familia Ruminococcaceae y utiliza el ácido láctico para producir ácido

caproico (reacción 5), o el de Megasphaera elsdenii que lo transforma en ácidos

carboxílicos de entre 2 y 5 carbonos (Candry & Ganigué, 2021). Además, algunas

especies de Clostridium pueden utilizar ácido láctico para producir butanol o ácido

butírico (reacción 6) (Candry et al., 2020; Oshiro et al., 2010).

(4)2 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 + 𝐻
2
𝑂 → á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑎𝑐é𝑡𝑖𝑐𝑜 + á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑖ó𝑛𝑖𝑐𝑜 + 𝐻𝐶𝑂

3
− +  𝐻+ +  𝐻

2

(5)3 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 + 𝐻
2
𝑂 → á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑐𝑎𝑝𝑟𝑜𝑖𝑐𝑜 + 3 𝐻𝐶𝑂

3
− +  𝐻+ +  2 𝐻

2
 

(6)2 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜 + 2 𝐻
2
𝑂 → á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑏𝑢𝑡í𝑟𝑖𝑐𝑜 + 2 𝐻𝐶𝑂

3
− +  𝐻+ +  2 𝐻

2
 

Cultivos puros vs. cultivos mixtos

La mayor parte del ácido láctico es comercialmente producido a través de cultivos

puros de microorganismos (Wee et al., 2006). Sin embargo, el uso de cultivos puros

requiere un proceso de esterilización, el cual es demandante energéticamente (Choi
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et al., 2016). El uso de cultivos mixtos como inóculo para la producción de ácido

láctico representa una forma de evitar dicho proceso (el cual puede ser limitante en

algunos escenarios) reduciendo los costos de operación y permitiendo la operación

de forma contínua con mezclas de varios sustratos, incluyendo desechos orgánicos

(Choi et al., 2016). Además, las comunidades de microorganismos hacen posible el

uso de sustratos complejos, como es el caso de muchos desechos orgánicos,

gracias a que presentan una mayor diversidad de vías metabólicas (Sakai et al.,

2000). Sakai et al. (2000) evidenciaron esta característica de las comunidades

microbianas en su estudio donde llevaron a cabo una fermentación abierta de

residuo artificial de cocina con los propios microorganismos del sustrato.

Encontraron que Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis fueron las bacterias

predominantes. Sin embargo, ninguna de estas dos presentaron la capacidad de

asimilar las principales fuentes de carbono del sustrato utilizado, almidón y celulosa.

Debido a esto los autores resaltaron la importancia de los sistemas de cultivos

mixtos, ya que probablemente otros microorganismos de la comunidad hayan

contribuido a la hidrólisis de los polisacáridos, permitiendo la subsecuente

fermentación de los monómeros de carbohidratos. También, las fermentaciones a

través de comunidades de microorganismos son menos susceptibles a la

contaminación, permitiendo que el proceso sea en condiciones abiertas (Tashiro et

al., 2016).

Parámetros que influyen sobre la producción biológica de ácido láctico

pH

La homeostasis del pH, es decir la habilidad de mantener el pH intracelular dentro

de un rango estrecho de valores a pesar de las variaciones en el pH extracelular, es

crucial para las bacterias (Booth, 2007). Esto se debe a que la mayoría de las

proteínas tienen distintos rangos de pH dentro de los cuales pueden funcionar.

Además, la concentración de protones está estrechamente relacionada con la

bioenergética celular. La fuerza protón motriz (FPM), gradiente electroquímico

establecido a través de la membrana celular bacteriana, juega un papel central en la

bioenergética de las células, y el gradiente de pH a través de la membrana celular

bacteriana es uno de los dos componentes de la FPM (Krulwich et al., 2011). De

esta manera, el pH es un parámetro importante en la fermentación, ya que
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determina el grado de hidrólisis del sustrato, la acidogénesis, la actividad de las

enzimas, la eficiencia de utilización de energía por las células microbianas, las vías

metabólicas y, por ende, los productos metabólicos producidos (Akhlaghi et al.,

2017; Tang et al., 2016, 2017).

Específicamente, es el pH intracelular el que finalmente tiene el mayor efecto sobre

la actividad celular (Nannen & Hutkins, 1991). Cuando el pH del medio disminuye

tomando valores ácidos, la actividad enzimática interna puede tolerar unicamente un

pH por encima de un valor crítico, umbral que depende de cada microorganismo.

Cuando el pH intracelular alcanza dicho valor crítico de pH se detiene el

metabolismo y el crecimiento celular (Kashket, 1987).

Se ha observado que el espectro de productos metabólicos producidos durante una

fermentación depende del valor de pH del medio (Elefsiniotis & Oldham, 1994;

Horiuchi et al., 2002; Itoh et al., 2012). Por ejemplo, Itoh et al. (2012) observaron

esto durante una fermentación continua a través de un cultivo mixto de

microorganismos. A pH 3,5 observaron que los principales productos fueron ácido

láctico y etanol, mientras que a pH 6,0 los productos predominantes fueron ácido

acético y butírico. A lo largo de la operación fluctuaron el pH entre 3,5 y 6,0, y

notaron que el fenómeno fue reversible. Es decir, que al aumentar el pH de 3,5 a

6,0, disminuyó la producción de ácido láctico y etanol mientras que aumentó la de

ácido acético y butírico. Lo contrario sucedió al pasar de pH 6,0 a pH 3,5. Según los

autores, estos cambios en la formación de los productos fueron causados por

cambios en la comunidad microbiana en respuesta al cambio de pH. Esta misma

hipótesis fue planteada por Horiuchi et al. (2002) quienes también observaron

cambios en el perfil de los ácidos orgánicos obtenidos según el pH establecido en

una fermentación a través de un cultivo mixto.

Concentración de inóculo y relación alimento/microorganismos

La concentración de inóculo al inicio de la fermentación es otro factor importante, el

cual puede relacionarse con la concentración de sustrato a través de la relación

alimento/microorganismos (del inglés food/microorganism, F/M). La relación F/M

hace referencia a la cantidad relativa de biomasa (inóculo) y sustrato disponible en

el sistema (Akhlaghi et al., 2017). Dependiendo de esta relación, un cultivo puede

estar bajo condiciones limitantes, suficientes o de exceso de sustrato (Akhlaghi et
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al., 2017). La relación F/M puede influir sobre las reacciones anabólicas y

catabólicas de los microorganismos y por lo tanto, afectar el rendimiento de

conversión del sustrato en los productos metabólicos correspondientes (Akhlaghi et

al., 2017).

En general el efecto de la concentración de inóculo es estudiado en sistemas donde

se utilizan cultivos puros de bacterias ácido lácticas para la producción de ácido

láctico. Taleghani et al. (2016) estudiaron el crecimiento y la producción de ácido

láctico de Lactobacillus bulgaricus usando concentraciones de inóculo en un rango

de 1-15% y utilizando suero de queso hidrolizado como sustrato. Observaron que la

mayor concentración de células y la mayor concentración y rendimiento de ácido

láctico se dieron con un 10% de inóculo. Sin embargo, la duración de la fase lag fue

menor al utilizar un 5% de inóculo. Panesar et al., (2010) estudiaron la influencia de

la concentración de inóculo en un rango de 1-5% sobre la producción de ácido

láctico utilizando una cepa de Lactobacillus casei y suero de queso como sustrato.

La concentración máxima de ácido láctico se obtuvo con un 2-4% de inóculo.

Debido a que se ha observado que la concentración de inóculo influye sobre la

producción de ácido láctico y a la escasa información de su efecto en

fermentaciones llevadas a cabo por cultivos mixtos, es importante generar

información al respecto.

Régimen del proceso de fermentación

La fermentación puede ser llevada a cabo bajo diferentes modos, como batch, batch

alimentado, semicontinuo o continuo, cada uno de los cuales presenta tanto

ventajas como desventajas (figura 4). La fermentación en batch es el proceso de

fermentación más simple y más comúnmente utilizado, en el que todos los

componentes requeridos, como la fuente de carbono y nitrógeno, entre otros, son

agregados de forma previa al comienzo de la fermentación (a excepción de los

agentes para el control del pH, cuando son utilizados) (Abdel-Rahman et al., 2013;

Krishna et al., 2018). Este sistema cerrado presenta algunas ventajas, como la

reducción del riesgo de contaminación y la obtención de altas concentraciones de

ácido láctico en comparación con otros métodos de fermentación. Sin embargo, este

tipo de fermentación sufre de concentraciones bajas de células, debido a niveles

limitados de nutrientes y baja productividad principalmente debido a la posible
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inhibición por sustrato y/o producto (Abdel-Rahman et al., 2013). La fermentación en

batch a menudo se usa para optimizar las condiciones en las primeras etapas del

diseño de experimentación (Yang & Sha, 2019).

En una fermentación en modo batch alimentado, los microorganismos se inoculan y

cultivan en modo batch durante un cierto período de tiempo y luego el alimento se

agrega gradualmente en varias etapas durante el curso del proceso de

fermentación, en lugar de ser agregado todo junto al inicio. Debido a la adición de

sustrato fresco, normalmente se produce una gran acumulación de biomasa en la

fase de crecimiento exponencial. Además, debido a que el sustrato idealmente no

se sobrealimenta durante el proceso, la acumulación de subproductos es limitada y

por ende también la inhibición por estos subproductos es menor (Yang & Sha,

2019).

La fermentación semicontinua implica ciclos repetidos mediante la inoculación de

una parte o la totalidad de las células de un ciclo anterior en el ciclo siguiente. En

comparación con el modo batch, este tipo de fermentación tiene varios beneficios,

incluido el aumento del rendimiento, el ahorro de tiempo y de procesos vinculados a

la limpieza y esterilización del fermentador (de ser necesaria), la alta concentración

de células y alta productividad de ácido láctico (Abdel-Rahman et al., 2013).

En una fermentación continua, el medio fresco se agrega continuamente al

fermentador, mientras que el medio usado y las células se retiran al mismo tiempo,

reemplazando los nutrientes consumidos y eliminando los metabolitos tóxicos. Una

fermentación en modo continuo puede alcanzar un estado estacionario y durar días,

semanas o incluso meses. Sin embargo, esto puede implicar un desafío para el

mantenimiento de la esterilidad, si es que el proceso se da bajo esas condiciones

(Yang & Sha, 2019).
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Figura 4. Tipos de fermentación: en modo batch, batch alimentado, semicontinuo o

continuo.

Producción de ácido láctico en el contexto de biorrefinería

Siguiendo el enfoque de biorrefinería se puede aumentar la explotación del potencial

de los residuos orgánicos (Dreschke et al., 2015). La producción de ácido láctico se

puede pensar en un contexto de biorrefinería, por ejemplo produciendo ácido láctico

a partir de residuos orgánicos y luego utilizando el residuo de dicha fermentación

como sustrato para la producción de biogás, ya sea hidrógeno o metano (Dreschke

et al., 2015). A su vez, el digestato obtenido al final del proceso puede utilizarse

como fertilizante orgánico (Dreschke et al., 2015). Un ejemplo de esto es el trabajo

de Dreschke et al. (2015), quienes estudiaron la producción de ácido láctico a partir

de residuos orgánicos de hogares convencionales, obtenidos de una planta de

tratamiento de los mismos. Subsecuentemente se testeó el potencial de producción

de biometano del residuo obtenido de la primera fermentación. Sus resultados

indicaron que la producción de ácido láctico fue factible y eficiente a partir del

residuo mencionado y, además, el potencial de producción de biometano también

fue alto, lo que según los autores indica que el proceso de biorrefinería propuesto

tiene un gran potencial.

Antecedentes del trabajo

En varios proyectos anteriores del Laboratorio de Ecología Microbiana del

Departamento de Bioquímica y Genómica del IIBCE junto con el Departamento
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BioProA de la Facultad de Ingeniería se estudió la viabilidad de producir hidrógeno

como energía limpia utilizando suero de queso y comunidades mixtas. En este

proceso, los compuestos orgánicos del suero de queso se convierten en ácidos

orgánicos e hidrógeno mediante fermentación oscura. Se estudiaron diferentes

condiciones de operación, temperaturas y tipos de reactor (Castelló et al., 2009,

2011, 2018; Gomes et al., 2015; Lovato et al., 2021; Perna et al., 2013). Se

demostró que la producción era factible pero el proceso era inestable. Según los

resultados obtenidos, una de las causas de la baja estabilidad fue el predominio de

bacterias ácido lácticas (Castelló et al., 2020). También se estudió la codigestión de

suero de queso e hidrolizado de residuo de yerba mate a través de comunidades

mixtas para la producción de hidrógeno y ácidos grasos de cadena corta y media

(Ferraz et al., 2021). En dicho trabajo entre los ácidos producidos se encontró ácido

láctico. En base al conocimiento generado previamente en el grupo de investigación

se planteó la hipótesis de que el proceso de fermentación de suero de queso a

través de comunidades microbianas mixtas puede ser redireccionado para producir

ácido láctico.

Este trabajo de maestría aborda dos grandes temáticas: la revalorización de suero

de queso, un residuo generado en grandes cantidades en nuestro país, y la

producción biológica de ácido láctico, un compuesto químico con una creciente

demanda en el mercado y que necesita ser producido a través de procesos

alternativos a los actuales. Como se mencionó anteriormente, los estudios de

producción de ácido láctico a partir de suero de queso utilizan el suero con algún

tipo de tratamiento, por ejemplo desproteinizado o hidrolizado. Además, en general

estos trabajos utilizan cultivos puros o co-cultivos de bacterias ácido lácticas, con las

desventajas ya mencionadas que implica su uso. En aquellos trabajos donde se

emplean cultivos mixtos de microorganismos como inóculo, estos provienen de

fuentes externas como lodo anaerobio de plantas de tratamiento de aguas

residuales, lo que implica incluir otro recurso más al proceso. Además, al utilizar

este tipo de inóculo es frecuente aplicarle un pretratamiento térmico para inhibir el

crecimiento de microorganismos no deseados como los metanogénicos. Sin

embargo, a diferencia de dichos estudios, en este trabajo se propone el uso de

suero de queso crudo obtenido de una quesería artesanal uruguaya como sustrato
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para la producción de ácido láctico y el uso de un cultivo mixto de microorganismos

provenientes del mismo suero de queso como inóculo.

Esta tesis se desarrolló en el marco del proyecto OPCW titulado “Turning industrial

wastes into value-added chemical products”, el cual es actualmente llevado a cabo

en el Laboratorio de Ecología Microbiana del IIBCE. El principal objetivo de este

proyecto es estudiar la producción de ácido láctico a partir de aguas residuales y

residuos industriales de relevancia en Uruguay.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es conocer las mejores condiciones para

maximizar la producción fermentativa de ácido láctico utilizando suero de queso

crudo como sustrato y comunidades microbianas obtenidas del mismo suero como

inóculo.

Los objetivos específicos son:

1. Evaluar el efecto del pH inicial y la concentración de inóculo sobre la

producción de ácido láctico en batch a partir de suero de queso.

2. Evaluar la producción de ácido láctico a través de un proceso fermentativo

semicontinuo y diferentes tiempos de reacción para maximizar la producción

de ácido láctico.

3. Conocer la estereoespecificidad del ácido láctico producido.

4. Entender la microbiología del proceso y conocer los microorganismos

involucrados.

Esta tesis está estructurada en dos capítulos: en el capítulo I se aborda el objetivo

específico 1 y en el capítulo II se aborda el objetivo específico 2. Además, en ambos

capítulos se tratan los objetivos específicos 3 y 4.
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Capítulo I: Ensayo de fermentación en batch

El objetivo de este capítulo fue evaluar el efecto del pH inicial y la concentración de

inóculo sobre la producción de ácido láctico en modo batch a partir de suero de

queso, conocer la estereoespecificidad del ácido láctico producido y los

microorganismos involucrados para entender la microbiología del proceso.

Materiales y métodos

Sustrato: suero de queso

El suero de queso utilizado como sustrato fue proporcionado por la quesería

artesanal Rostán (Colonia, Uruguay). Una vez recibido el suero fue almacenado a

-20ºC para prevenir su fermentación y conservar sus características lo mejor posible

hasta el momento de su uso. Se midió su pH, demanda química de oxígeno (DQO),

azúcares reductores totales y ácido láctico (tabla 4). En los experimentos de

fermentación el suero fue utilizado crudo sin ningún agregado ni tratamiento.

Inóculo: suero de queso fermentado

Como inóculo se utilizó biomasa obtenida mediante auto fermentación del suero de

queso. La auto fermentación se realizó mediante la incubación de suero de queso

crudo a 30ºC durante 16 días, ajustando su pH inicial a un valor de 6,5 (Ferraz et al.,

2014). Al final de la fermentación se midió su pH, concentración de azúcares

reductores totales, concentración de ácido láctico y sólidos suspendidos volátiles

(SSV) (tabla 4).

Tabla 4. Caracterización del sustrato e inóculo utilizados en el ensayo de producción

fermentativa de ácido láctico en batch.

Sustrato Inóculo

DQO (g/L) 81,25 -

pH 5,5 3,0

Concentración de azúcares reductores totales
(g/L)

60,70 1,39
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Concentración de ácido láctico (g/L) 0,90 6,20

Sólidos suspendidos volátiles (g/L) - 1,66

Diseño experimental

Se utilizó un Diseño Central Compuesto (CCD) (Box & Wilson, 1992) como diseño

experimental, a través del cual se determinaron las condiciones experimentales de

los ensayos de fermentación en batch para la producción de ácido láctico a partir de

suero de queso. El pH inicial y la concentración de inóculo fueron las variables

independientes (o factores) del diseño. Se evaluaron 5 niveles por cada factor: ±ɑ

(puntos axiales), ±1 (puntos factoriales) y 0 (punto central) (figura 5). El punto

central se estudió por triplicado. El rango de valores (±1) de cada factor fue

determinado en base a valores prácticos y reportes de producción fermentativa de

ácido láctico, siendo 5,5-7,0 para el pH inicial y 5-25% para la concentración de

inóculo. El CCD se generó utilizando R (versión 4.2.0) y R Studio (versión 1.1.383)

(R Core Team (2022)) con la función ccd del paquete rsm (Lenth, 2010). Como

resultado se obtuvieron 11 condiciones experimentales diferentes a estudiar, cada

una de las cuales combina un valor de cada variable independiente (pH inicial y

concentración de inóculo). En la tabla 5 se muestran los valores codificados y

naturales de los puntos de cada nivel de las variables independientes estudiadas.

El número de experimentos se determinó por la ecuación 1 y los puntos axiales

codificados por la ecuación 2:

(1)𝑛 =  2𝑘 +  2𝑘 +  𝑚

(2)α =  
4

2𝑘

Donde n es el número de experimentos, k el número de variables, m el número de

réplicas del punto central y ɑ el valor codificado del punto axial.

La ecuación 3 se utilizó para decodificar el valor de ɑ con el fin de acceder a los

valores experimentales (naturales) de los puntos axiales.
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(3)α =  
𝑧

𝑖 
− 𝑧
∆𝑧
2

Donde ɑ es el valor codificado del punto axial determinado por la ecuación 2, Zi el

valor experimental del nivel, el promedio entre el valor menor (-1) y mayor (+1) del𝑧

nivel, el cual es exactamente el valor del nivel 0 y Δz la diferencia entre el valor

mayor (+1) y el menor (-1).

El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó utilizando el software

Protimiza Experimental Design.

Figura 5. Diseño central compuesto de dos variables o factores (X1 y X2). Se

observan los puntos axiales, factoriales y el punto central del diseño.

Tabla 5. Matriz del diseño experimental de dos variables para la producción de ácido

láctico a partir de suero de queso. Las réplicas del punto central están en negrita.

Condición Valores codificados Valores naturales

X1 X2 pH inicial Inóculo (% v/v)

1 -1 -1 5,5 5,0

2 -1 1 5,5 25,0

3 1 -1 7,0 5,0

4 1 1 7,0 25,0

32



5 -α 0 5,19 15,0

6 α 0 7,31 15,0

7 0 -α 6,25 0,86

8 0 α 6,25 29,14

9 0 0 6,25 15,0

10 0 0 6,25 15,0

11 0 0 6,25 15,0

Ensayos de fermentación

Los ensayos de fermentación del suero de queso fueron llevados a cabo en modo

batch en frascos Schott (DURAN®) de 500 mL, con un volumen de trabajo de 100

mL. Según la concentración de inóculo (expresada en %v/v) correspondiente a cada

condición, cada reactor se armó con un determinado volumen de sustrato e inóculo,

detallado en la tabla 6. Luego de agregar el suero de queso y el inóculo, los frascos

fueron gaseados con N2 y sellados con un tapón de goma para generar y mantener

condiciones anaerobias. La fermentación se realizó durante 120 horas en un baño

de agua a una temperatura constante de 30ºC con agitación de 150 rpm.

Tabla 6. Volúmen de sustrato e inóculo utilizados para armar los reactores, en base

a la concentración de inóculo correspondiente para cada condición.

Condición Inóculo (% v/v) Sustrato (mL) Inóculo (mL)

1 5,0 95,0 5,0

2 25,0 75,0 25,0

3 5,0 95,0 5,0

4 25,0 75,0 25,0

5 15,0 85,0 15,0

6 15,0 85,0 15,0

7 0,86 99,14 0,86

8 29,14 70,86 29,14

9 15,0 85,0 15,0

33



10 15,0 85,0 15,0

11 15,0 85,0 15,0

Las 11 condiciones mostradas en la tabla 5 fueron llevadas a cabo en paralelo y

reproducidas en dos sets de ensayos, cuya única diferencia fue el uso de buffer. En

consecuencia, las 11 condiciones se estudiaron tanto sin uso de buffer como con

uso de buffer. Este se añadió mediante el ajuste del pH inicial de cada condición con

bicarbonato de sodio (NaHCO3), con el fin de evaluar el efecto del buffer en el

proceso.

Se tomaron muestras del líquido de fermentación a las 24, 48, 72 y 120 horas de

ensayo para la determinación de azúcares reductores totales, concentración de

ácido láctico (total e isómeros), ácidos grasos volátiles, etanol y pH y para el análisis

de la comunidad microbiana por secuenciación masiva del gen del ARNr 16S.

Cálculos y métodos analíticos

La concentración de azúcares reductores totales se determinó por el método del

ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959) y la concentración de ácido láctico

total también mediante un método espectrofotométrico (Taylor, 1996). Los isómeros

de ácido láctico se determinaron mediante el servicio de HPLC ofrecido en la

Plataforma de Química Analítica del IIBCE (HPLC Waters con detector arreglo de

diodos, columna Shodex ORpak CRX-853, 8.0mmID x 50mmL).

El pH se midió utilizando un pHmetro (OAKTON pH 11 series). Los métodos para

determinar la DQO y los sólidos suspendidos volátiles se tomaron de "Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater" (American Public Health

Association et al., 1995). Los ácidos grasos volátiles (AGV) y etanol se midieron

mediante un cromatógrafo de gases acoplado a un detector de ionización de llama

(GC-FID) (Adorno et al., 2014).

La relación alimento/microorganismos, expresada en gDQO/gSSV, se calculó según

la ecuación 4:

(4)𝐹/𝑀 =  
𝑉

𝑆
 . 𝐷𝑄𝑂

𝑖

𝑉
𝐼
 . 𝑆𝑆𝑉

𝐼
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Donde VS es el volumen del sustrato (l), DQOi la demanda química de oxígeno

inicial del sustrato (g/L), VI el volumen del inóculo (l) y SSVI los sólidos suspendidos

volátiles del inóculo (g/L).

Análisis de la comunidad microbiana

Se seleccionaron tres muestras para analizar la comunidad microbiana mediante

secuenciación masiva del gen del ARNr 16S: el inóculo y la muestra con mayor

concentración de ácido láctico, tanto del ensayo con buffer como del ensayo sin

buffer.

Las muestras fueron centrifugadas para separar la biomasa (5 minutos, 10000g), a

partir de la cual se extrajo el ADN genómico utilizando el kit Quick-DNA Fecal/Soil

Microbe kit (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se

amplificó la región V4 del gen del ARNr 16S por PCR con los primers universales

520F (5´-AYTGGGYDTAAAGNG-3′) y 802R (5´-TACNNGGGTATCTAATCC-3´)

(Claesson et al., 2009). Se utilizaron 12,5 μL de Ranger Mix (Meridian Bioscience),

0,5 μL de cada primer, 10 μL de agua y 1,5 μL de ADN para un volumen final de

reacción de 25 μL. El ciclo de PCR consistió de una primera etapa a 95°C durante 5

minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C (30 segundos), 55°C (30 segundos), 72°C

(90 segundos), y por último 10 minutos a 72°C, para lo que se utilizó el

termociclador GenePro (Bioer). Los adaptadores y barcodes para la secuenciación

en Ion Torrent se incluyeron en los oligómeros de los primers siguiendo la estrategia

descrita por Claesson et al., (2009). Se verificó el tamaño y calidad de los productos

de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa 1% utilizando GoodViewTM (SBS

Genetech) como agente intercalante. Los productos de PCR de tamaño esperado se

purificaron a partir de la extracción de banda del gel utilizando un kit comercial (ZR

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit, USA) siguiendo las instrucciones del

fabricante. La secuenciación de las librerías de amplicones del gen del ARNr 16S se

llevó a cabo en el Ion Torrent S5 disponible en la plataforma genómica del IIBCE. El

análisis de los datos crudos se realizó utilizando el software Quantitative Insights

Into Microbial Ecology (QIIME2 2022.2) (Bolyen et al., 2019). Se importaron a

QIIME2 un total de 1.117.547 reads. El plugin “divisive amplicon denoising

algorithm” (DADA2) (Callahan et al., 2016) se utilizó para filtrar secuencias de baja

calidad, remover secuencias quiméricas y singletons y finalmente de-replicar las
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secuencias obtenidas, resultando en variantes únicas de secuencia de amplicones

(Amplicon Sequence Variants, ASVs) para los análisis consiguientes. Las ASVs

obtenidas se clasificaron taxonómicamente utilizando la base de datos SILVA 138.1

(Quast et al., 2013). La tabla de ASVs con su clasificación taxonómica fue importada

en R (versión 4.2.0) con Rstudio (versión 1.1.383). Para generar los heatmaps y

barplots se utilizaron los paquetes phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), ampvis

(Andersen et al., 2018) y ggplot2 (Wickham, 2016).

Resultados y discusión

En este capítulo el objetivo planteado fue determinar el efecto del pH inicial y la

concentración de inóculo sobre la producción de ácido láctico en batch a partir de

suero de queso con comunidades mixtas. Se utilizó como diseño experimental un

diseño central compuesto y se probaron 11 condiciones diferentes de pH inicial y

concentración de inóculo, tanto en presencia como ausencia de buffer (NaHCO3).

Para comprender mejor el proceso se estudiaron las comunidades microbianas

mediante análisis de secuenciación masiva del gen del ARNr 16S.

Producción de ácido láctico

Los resultados obtenidos mostraron que a lo largo de la operación de todos los

reactores se produjo ácido láctico, alcanzando una concentración máxima a las 48

horas en ambos ensayos (figura 6).

A través del test de Tukey se evaluaron las diferencias de concentración de ácido

láctico obtenidas en cada una de las tomas de muestra durante la operación del

ensayo: a las 24, 48, 72 y 120 horas (figura 7). En el caso del ensayo sin buffer se

observó que a las 48 horas los valores de concentración de ácido láctico fueron

significativamente diferentes al resto (tabla A1). En cambio, en el ensayo con buffer

no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tiempos de medición

de ácido láctico (tabla A1). Sin embargo, a las 48 horas de este ensayo no sólo se

encontró el valor máximo de concentración de ácido láctico, sino que también se

encontró la media y la mediana máximas en comparación con el resto de los

momentos de toma y análisis de muestra. De esta manera, se consideró las 48

horas de operación de los reactores, tanto en ausencia como presencia de buffer,
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como el momento de maximización de la producción de ácido láctico, con el que se

continuó trabajando y ahondando a lo largo del estudio.

En el ensayo sin buffer, la concentración máxima se obtuvo en la condición 4 (pH

inicial 7,0 y 25% de inóculo) y fue de 13 g/L (tabla 7). Un 62,9% correspondió al

isómero L del ácido láctico, mientras que el 37,1% fue ácido D-láctico. El

rendimiento de ácido láctico fue 1,1 mol ácido láctico/mol lactosa disponible (tabla

7). En el caso del ensayo con buffer, la concentración máxima de ácido láctico

alcanzada fue de 20,1 g/L, correspondiente a la condición 3 (pH inicial 7,0 y 5% de

inóculo) (tabla 7), siendo el 86,4% ácido L-láctico y el 13,6% ácido D-láctico. El

rendimiento de ácido láctico fue 1,3 mol ácido láctico/mol lactosa disponible (tabla

7).

En el ensayo con buffer se observó tanto un aumento de la concentración máxima

como del rendimiento de ácido láctico, lo que podría significar que el uso de buffer

fue beneficioso para el proceso. En ambos casos el isómero L del ácido láctico fue

el predominante, resultado concordante con otros estudios de producción de ácido

láctico mediante comunidades microbianas, donde se observó la misma dominancia

de dicho isómero (Zhang et al., 2008). Sin embargo, en el ensayo con buffer la

proporción del isómero L fue mayor que en el ensayo sin buffer, lo que también

indicaría que el uso de buffer fue beneficioso para la producción de ácido láctico con

mayor pureza óptica en este trabajo.

Además de la producción de ácido láctico, también se observó su consumo (figura

6). El consumo de ácido láctico podría deberse al aumento de la abundancia relativa

de microorganismos capaces de metabolizar este ácido, hipótesis discutida más

adelante en la sección de "Análisis de la comunidad microbiana".
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Figura 6. Concentración de ácido láctico a lo largo del tiempo de las 11 condiciones

estudiadas en el ensayo de producción de ácido láctico en batch con y sin buffer.

Condiciones: 1) pH 5.5, inóculo 5%; 2) pH 5.5, inóculo 25%; 3) pH 7, inóculo 5%; 4)
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pH 7, inóculo 25%; 5) pH 5,19, inóculo 15%; 6) pH 7,31, inóculo 15%; 7) pH 6,25,

inóculo 0.86%; 8) pH 6,25, inóculo 29,14; 9) pH 6,25, inóculo 15%; 10) pH 6,25,

inóculo 15%; 11) pH 6,25, inóculo 15%.

Figura 7. Concentración de ácido láctico obtenido en los diferentes tiempos de

muestreo a lo largo del ensayo de producción de ácido láctico a partir de suero de
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queso en batch, con y sin uso de buffer. El asterisco indica el tiempo donde se

observaron diferencias significativas. La línea dentro de la caja indica la mediana y

la cruz la media.

Tabla 7. Concentración y rendimiento de ácido láctico obtenido para cada una de las

11 condiciones estudiadas, a las 48 horas del ensayo en batch con y sin buffer.

Condición pH
inicial

Inóculo
(% v/v) Sin buffer Con buffer

[AL]a Rend.b [AL]a Rend.b

1 5,5 5,0 6,1 0,4 1,9 0,1

2 5,5 25,0 8,4 0,7 8,4 0,7

3 7,0 5,0 7,5 0,5 20,1 1,3

4 7,0 25,0 13,0 1,1 9,4 0,8

5 5,19 15,0 7,1 0,5 7,5 0,5

6 7,31 15,0 9,3 0,7 6,8 0,5

7 6,25 0,86 9,0 0,6 9,5 0,6

8 6,25 29,14 9,5 0,8 13,3 1,1

9 6,25 15,0 10,1 0,7 13,6 1,0

10 6,25 15,0 9,4 0,7 12,1 0,9

11 6,25 15,0 10,2 0,7 12,6 0,9
a Concentración de ácido láctico en g/L. b Rendimiento de ácido láctico en mol ácido

láctico/mol lactosa disponible.

Como era de esperarse, debido a la producción y acumulación de ácidos durante la

fermentación, el pH de los reactores descendió a lo largo de la operación (figura 8).

Sin embargo, se observaron diferencias entre los ensayos con y sin buffer.

Independientemente del pH inicial, al no usarse buffer el pH descendió en todos los

reactores a un valor de pH 4 a las 24 horas de operación, para luego mantenerse y

finalmente descender a un pH final de aproximadamente 3,5 en todos los reactores.

En cambio, al aplicarse buffer, el pH de los reactores nunca fue menor a 4,

alcanzando al final de la operación valores entre pH 4 y pH 5. Estos resultados

sugieren que el uso de buffer evitó que se alcancen valores de pH tan bajos como
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pH 3 durante la operación. Coincidentemente, en ambas condiciones de mayor

producción de ácido láctico, el pH inicial fue el mismo (pH 7). No obstante, para la

condición 4 del ensayo sin buffer el pH a las 48 horas fue 4,1, mientras que en la

condición 3 del ensayo con buffer el pH a las 48 horas fue 5,5 (figura 9). Es

interesante observar que a pesar de que en ambos casos el pH inicial fue el mismo

y de que a las 48 horas de la condición 3 del ensayo con buffer la concentración de

ácido láctico y acético fueron mayores (resultado mostrado más adelante) que a las

48 horas de la condición 3 del ensayo sin buffer, el pH aún así fue mayor, lo que

refuerza la idea de que el bicarbonato de sodio agregado cumplió su función de

buffer, evitando que el pH descienda de forma más pronunciada.

Otros autores también han observado que un valor de pH 5 fue beneficioso para la

producción de ácido láctico. Por ejemplo, Wu et al. (2015) reportaron que un

aumento del pH de 4 a 5 mejoró la reacción de hidrólisis durante la fermentación de

desechos de frutas y verduras para la producción de ácido láctico. Tang et al. (2017)

estudiaron el efecto del pH ácido (4, 5, 6 y sin control) en la producción fermentativa

de ácido láctico a partir de desechos de alimentos y tres inóculos diferentes (de

comunidades mixtas) mediante ensayos en batch. Los resultados mostraron que,

independientemente del inóculo utilizado, la mayor concentración y rendimiento de

ácido láctico se obtuvo a pH 5. A dicho valor de pH observaron un aumento de la

hidrólisis, de la tasa de degradación del sustrato y la actividad enzimática

microbiana. Por otro lado, Bonk et al., (2017) estudiaron la producción de ácido

láctico mediante cultivos mixtos a partir de desechos de alimentos. Encontraron que

el experimento en batch con control de pH (mediante bicarbonato de sodio) resultó

en rendimientos mucho mayores de los productos, en comparación con el

experimento en batch sin control de pH. En base a sus hallazgos plantearon que la

inhibición por producto por ácidos protonados y etanol así como el bajo pH son los

factores limitantes para obtener mayores concentraciones de producto. De esta

manera, se podría pensar que en este trabajo se obtuvo una mayor producción de

ácido láctico a partir de suero de queso utilizando buffer en el proceso debido a una

mejora en la utilización del sustrato y en la actividad enzimática y a una menor

inhibición por ácidos protonados, en comparación con el proceso llevado a cabo sin

buffer.
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Figura 8. Evolución del pH a lo largo de las 120 horas de operación en los 11

reactores. Condiciones: 1) pH 5.5, inóculo 5%; 2) pH 5.5, inóculo 25%; 3) pH 7,

inóculo 5%; 4) pH 7, inóculo 25%; 5) pH 5,19, inóculo 15%; 6) pH 7,31, inóculo 15%;
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7) pH 6,25, inóculo 0.86%; 8) pH 6,25, inóculo 29,14; 9) pH 6,25, inóculo 15%; 10)

pH 6,25, inóculo 15%; 11) pH 6,25, inóculo 15%.
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Figura 9. Concentración de ácido láctico y pH a lo largo del tiempo de la condición

en la que se produjo la mayor concentración de ácido láctico.

En base a las diferentes proporciones utilizadas de sustrato e inóculo, los

experimentos llevados a cabo presentaron diferentes relaciones F/M. Se evaluaron

relaciones F/M de 0.1, 0.3, 0.9 y 5.6 gDQO/gSSV (tabla 8). La mayor concentración

de ácido láctico en el ensayo sin buffer se obtuvo con una relación F/M de 0,1

gCOD/gSSV, mientras que la mayor concentración de ácido láctico en el ensayo con

buffer se obtuvo con una relación F/M de 0,9 gCOD/gSSV (tabla 8).

En la figura 10 se muestra la relación entre la relación F/M y la concentración de

ácido láctico a las 48 horas de fermentación en los dos ensayos en batch. Los

resultados mostraron que no hubo una clara relación entre ambas variables, por lo

que se puede concluir que el planeamiento y monitoreo de ensayos de producción

de ácido láctico en base a la relación F/M no sería adecuado. De todos modos, sería

interesante realizar más ensayos que permitan ahondar en la relación entre la

relación F/M y la producción de ácido láctico para confirmar esta conclusión.

Tabla 8. Relación F/M de las 11 condiciones probadas en los ensayos de producción

de ácido láctico en batch. También se muestra la concentración de ácido láctico

obtenida en cada condición a las 48 horas de operación (momento en el que se

obtuvo la concentración máxima de ácido láctico) con y sin buffer.

Concentración de ácido láctico (g/L)

Condición pH
inicial

Inóculo
(% v/v)

F/M
(gCOD/gSSV) Sin buffer Con buffer

1 5,5 5,0 0,9 6,1 1,9

2 5,5 25,0 0,1 8,4 8,4

3 7,0 5,0 0,9 7,5 20,1

4 7,0 25,0 0,1 13,0 9,4

5 5,19 15,0 0,3 7,1 7,5

6 7,31 15,0 0,3 9,3 6,8

7 6,25 0,86 5,6 9,0 9,5
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8 6,25 29,14 0,1 9,5 13,3

9 6,25 15,0 0,3 10,1 13,6

10 6,25 15,0 0,3 9,4 12,1

11 6,25 15,0 0,3 10,2 12,6

Figura 10. Concentración de ácido láctico según la relación F/M. Se muestran los

resultados de concentración de ácido láctico de ambos ensayos, con y sin buffer, a

las 48 horas de operación.

Las concentraciones máximas de ácido láctico obtenidas en este trabajo son

comparables con otras encontradas por otros investigadores (tabla 9). En la

bibliografía se reporta un amplio rango de concentración máxima de ácido láctico

obtenida mediante procesos fermentativos en batch, en los cuales se usan residuos

como sustrato y comunidades de microorganismos como inóculo (tabla 9). Por

ejemplo, Liang et al., (2014) estudiaron la producción de ácido láctico mediante la

fermentación de cáscara de papa sin control de pH (pH inicial 4,8) y utilizando un

2% de inóculo, obteniendo así una concentración máxima de ácido láctico de 14,7

g/L, valor similar al obtenido en el presente trabajo cuando no se utilizó buffer. Li et

al., (2015) también obtuvieron una concentración de ácido láctico como la alcanzada

en este trabajo en el ensayo sin buffer (13,1 g/L). Sin embargo, dichos autores
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aplicaron condiciones diferentes de operación, ya que estudiaron la producción de

ácido láctico a partir de residuos de alimentos y lodo activado sin la adición externa

de inóculo, con pH 11 y 21°C. En otros estudios se reportaron concentraciones

mayores de ácido láctico que las obtenidas en este trabajo. Por ejemplo, Tang et al.,

(2016, 2017) reportaron concentraciones máximas de ácido láctico de 30,4 g/L y

28,4 g/L a través de la fermentación de desechos de alimentos, con los propios

microorganismos del sustrato o residuos de alimentos (15%) como inóculo,

respectivamente. En dichos trabajos el pH sí fue controlado durante la operación y

mantenido en valores de pH 6 y pH 5, respectivamente. También en base a

desechos de alimentos pero utilizando compost (10%) como inóculo, Tashiro et al.,

(2016) obtuvieron una concentración máxima de ácido láctico de 39,2 g/L aplicando

una estrategia de control de pH novedosa en la cual durante las primeras 24 horas

de operación se ajustó el pH a 7 cada 6 horas, y luego se mantuvo un control

constante a pH 7 hasta el final de la operación. Una concentración de ácido láctico

todavía mayor fue reportada por Yousuf et al., (2018), quienes obtuvieron una

concentración máxima de ácido láctico de 52 g/L, con un pH inicial de 4,4 y sin

control del mismo durante la fermentación de desechos de alimentos sin la adición

externa de inóculo.

Ferraz et al. (2021) estudiaron la producción de hidrógeno y ácidos orgánicos de

cadena corta y media a través de la co-fermentación de suero de queso y residuo de

yerba mate (YMW) en batch, utilizando compost como inóculo y sin control de pH

durante la fermentación. Obtuvieron una producción máxima de ácido láctico láctico

de 12,6 g/L, similar a la obtenida en este trabajo sin uso de buffer. Aparte del trabajo

de Ferraz et al. (2021), en general los estudios que reportan específicamente la

producción de ácido láctico en batch a partir de suero de queso utilizan como

inóculo cultivos puros o co-cultivos (mezcla de dos o más cepas) de

microorganismos productores de ácido láctico. En estos también se reporta un

amplio rango de valores de concentración máxima de ácido láctico (tabla 9). En el

caso de Lactobacillus helveticus se han reportado concentraciones de ácido láctico

tanto de 10 g/L como de 53 g/L, bajo condiciones de pH de 4,4 (sin control posterior)

y pH 5,9, respectivamente (Soriano-Perez et al., 2012; Tango & Ghaly, 1999). Por

otro lado, Plessas et al., (2008) estudiaron la producción de ácido láctico a través de

un co-cultivo de Kluyveromyces marxianus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
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y Lactobacillus helveticus, obteniendo una concentración máxima de 19,8 g/L

aplicando un pH inicial de 6,6 sin control posterior.

Tabla 9. Comparación de los valores obtenidos en este trabajo con otros estudios de

producción de ácido láctico en batch. Se indica el inóculo (tipo y concentración),

sustrato, pH, temperatura, rendimiento máximo y concentración ([AL]) máxima de

ácido láctico.

Inóculo (tipo y
concentración)

Sustrato pH Temp.
(°C)

Rendimiento [AL]
(g/L)

Referencia

Lodo activado
(2%)

Cáscara de
papa

- 35 0,22 g/g-STa 14,7 Liang et al.,
2014

Microorganismo
s nativos del

sustrato

Residuos de
alimentos y

lodo
activado

11 21 0,52 g/gTCODb 13,1 Li et al., 2015

Microorganismo
s nativos del

sustrato

Residuos de
alimentos

6 25 - 30,4 Tang et al.,
2016

Compost (10%) Residuos de
alimentos

∼7 50 1,38 g/g-STa 39,2 Tashiro et al.,
2016

Residuos de
alimentos (15%)

Residuos de
alimentos

5 37 0,46 g/g-STa 28,4 Tang et al.,
2017

Microorganismo
s nativos del

sustrato

Residuos de
alimentos
sintético

- 37 0,18 g/g-STa 52,0 Yousuf et al.,
2018

Lactobacillus
helveticus

(10%)

Suero de
queso

pasteurizad
o

- 42 - 10,0 Tango &
Ghaly, 1999

K. marxianus, L.
helveticus y
Lactobacillus
delbrueckii ssp.

bulgaricus
(0,25%)

Suero de
queso

sintético

- 37 0,47 g lactato/g
lactosa utilizada

19,8 Plessas et al.,
2008
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Lactobacillus
helveticus

Suero de
queso

estérilizado

5,9 45 - 53,0 Soriano-Pere
z et al., 2012

Compost Suero de
queso y

yerba mate

- 37 - 12,6 Ferraz et al.
2021

Suero de queso
auto fermentado

(25%)

Suero de
queso

4,1 30 1,1 mol ác.
láctico/mol

lactosa
disponible

13,0 Este trabajo

Suero de queso
auto fermentado

(5%)

Suero de
queso

5,5 30 1,3 mol ác.
láctico/mol

lactosa
disponible

20,1 Este trabajo

a ST = sólidos totales. b TCOD = demanda química de oxígeno total inicial del

sustrato.

En términos de producción de ácido láctico en batch, en este trabajo se observó una

concentración y rendimiento máximo de ácido láctico a partir de suero de queso a

las 48 horas de fermentación, aplicando una condición de pH inicial 7 y 5% de

inóculo. Sin embargo, tomando en cuenta los resultados reportados en la

bibliografía, también se observó que no hay una única condición de pH y

concentración de inóculo para maximizar la producción de ácido láctico que sea

aplicable en todos los casos. En los momentos de mayor producción de ácido

láctico, ambos parámetros son reportados en la bibliografía en amplios rangos:

4,4-11,0 para pH inicial y 2-15% para la concentración de inóculo. Por lo tanto, se

puede concluir que cada proceso fermentativo de producción de ácido láctico en

batch debería ser optimizado individualmente a través de un cuidadoso balance de

las diferentes condiciones operacionales, teniendo en cuenta también otros factores,

como el tipo de sustrato utilizado.

Producción de ácidos grasos volátiles y etanol

Las muestras correspondientes a los momentos de máxima concentración de ácido

láctico de ambos ensayos (48 horas de la condición 4 sin buffer y 48 horas de la
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condición 3 con buffer) se analizaron para determinar la concentración de ácidos

grasos volátiles y etanol.

En ambas muestras se detectaron ácidos grasos volátiles y etanol (tabla 10). En la

muestra correspondiente al ensayo sin buffer la concentración de ácido acético fue

de 0,83 g/L y la de etanol 4,01 g/L. En la muestra correspondiente al ensayo con

buffer la concentración de ácido acético fue de 2,04 g/L y la de etanol 1,6 g/L. En

ambos casos los ácidos isobutírico, butírico, caproico y heptanoico se encontraron

en una concentración menor a 0,16 g/L.

La predominancia de ácido láctico, ácido acético y etanol se reportó anteriormente

en otros trabajos de producción de ácido láctico (Wu et al., 2015). La presencia de

estos productos metabólicos indica que en ambas muestras ocurrió la producción de

ácido láctico a través de la vía heterofermentativa.

Tabla 10. Ácido láctico, ácidos grasos volátiles y etanol de las muestras en las que

se obtuvo la mayor concentración de ácido láctico del ensayo en batch, con y sin

buffer. Todos los compuestos se muestran en g/L.

Muestra
Ácido
láctico

Ácido
acético Etanol

Ácido
isobutírico

Ácido
butírico

Ácido
caproico

Ácido
heptanoico

Sin buffer 13,0 0,82 4,01 < 0,11 < 0,11 < 0,15 < 0,16
Con

buffer 20,1 2,04 1,6 < 0,11 < 0,11 < 0,15 < 0,16

Efecto de las condiciones operacionales sobre la producción de ácido

láctico

Para determinar la relación entre la respuesta (producción de ácido láctico) y las

variables del proceso de producción fermentativa de ácido láctico a partir de suero

de queso (pH inicial y concentración de inóculo) se ajustaron los datos obtenidos a

diversos modelos matemáticos (tabla A2), eligiéndose finalmente el que incluye los

términos lineales de pH inicial y concentración de inóculo, el término cuadrático de

pH inicial y la interacción entre ambas variables (ec. 5). La elección fue en base a la

significancia estadística del modelo (p-valor), su R2 y falta de ajuste (tabla A3).

Y = b0 + b1X1 + b2X1
2 + b3X2 + b12X1X2 (5)
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Donde Y es la producción de ácido láctico; X1 y X2 las variables pH inicial y

concentración de inóculo, respectivamente; b0 una constante, b1 el coeficiente lineal

de la variable X1; b2 el coeficiente cuadrático de la variable X1; b3 el coeficiente lineal

de la variable X2 y b12 el coeficiente de la interacción entre las dos variables (X1X2).

En el caso del ensayo sin buffer, a raíz del ajuste de los datos a dicho modelo se

obtuvo la siguiente ecuación, la cual describe el proceso de producción fermentativa

de ácido láctico a partir de suero de queso sin buffer (ec. 6):

[ac. láctico] = 9,60 + 1,14*(pH) - 0,77*(pH)2 + 1,08*(Inóculo) + 0,79*(pH)*(Inóculo) (6)

Donde [ac. láctico] es la concentración de ácido láctico en g/L, pH el pH inicial e

inóculo la concentración de inóculo (%).

Al nivel de significancia utilizado (10%) el modelo fue estadísticamente significativo

(p-valor = 0,04932). Además, el modelo presentó un R2 = 75,26%, por lo que se

puede decir que explicó gran parte de la variabilidad de la variable de respuesta

(producción de ácido láctico). También el modelo presentó una falta de ajuste no

significativa (p-valor = 0,10015). Tanto el pH inicial como la concentración de inóculo

tuvieron un efecto significativo sobre la producción de ácido láctico en los niveles

estudiados en este trabajo (p-valor = 0,0352 y p-valor = 0,0427, respectivamente),

indicando que deben ser fijados en su valor mínimo al evaluarse individualmente

(Ferraz et al., 2020). En cambio, la interacción entre ambos factores resultó ser no

significativa (p-valor = 0,2325). Esto indica que ambas variables pueden ser fijadas a

cualquier valor entre el menor nivel (-1) y el mayor (+1) cuando se evalúan de forma

conjunta (Ferraz et al., 2020).

En el caso del ensayo con buffer, la ecuación obtenida tras el ajuste de los datos al

modelo fue la siguiente (ec. 7):

[ac. láctico] = 12,28 + 2,28*(pH) - 2,49*(pH)2 + 0,15*(Inóculo) - 4,30*(pH)*(Inóculo)

(7)

Al nivel de significancia establecido (10%), el modelo fue estadísticamente

significativo (p-valor = 0,08381) y además presentó un R2 = 69,99%, por lo que

también se puede decir que explica buena parte de la variabilidad de la variable de

respuesta. Sin embargo, la falta de ajuste del modelo también fue significativa.
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Aunque esto pueda indicar que el modelo no se ajusta perfectamente a los datos, el

modelo todavía proporciona información útil. Ambos factores X1 y X2, de forma

individual, no tuvieron un efecto significativo sobre la producción de ácido láctico

(p-valor > 0,1) (tabla 11), indicando que pueden ser fijados a cualquier valor entre el

menor nivel (-1) y el mayor (+1) cuando se estudien por separado (Ferraz et al.,

2020). Sin embargo, la interacción entre las dos variables sí tuvo un efecto

significativo (p-valor = 0,0410), lo que significa que estas deben ajustarse a su nivel

más alto para obtener una respuesta mayor cuando se evalúan en conjunto (Ferraz

et al., 2020).

La figura 11 muestra las superficies de respuesta que representan de forma gráfica

los modelos estudiados. Se observó que en el caso del ensayo sin buffer la región

donde la producción de ácido láctico se maximiza está comprendida por los valores

más altos de pH inicial y concentración de inóculo, mientras que en el caso con

buffer la zona de la superficie donde se maximiza la producción de ácido láctico

corresponde a los valores más bajos de concentración de inóculo y los más altos de

pH inicial. Sin embargo, en ambos casos la superficie no alcanza un máximo

definitivo. Para ello habría que realizar más experimentos, en base a un nuevo

diseño central compuesto, explorando la zona cercana al máximo mostrado en estas

superficies, y así obtener una región óptima máxima de producción de ácido láctico.

De esta forma, los resultados obtenidos sientan las bases hacia la optimización de

la producción de ácido láctico a partir de suero de queso.

Al igual que en este trabajo, se ha reportado anteriormente que el pH tiene un efecto

significativo sobre la producción fermentativa de ácido láctico. RedCorn &

Engelberth (2016) estudiaron la optimización de la producción de ácido láctico en

batch a través de la co-fermentación de desechos de alimentos y lodo primario

utilizando los microorganismos propios del sustrato. Encontraron que el pH tuvo un

efecto significativo sobre la producción de ácido láctico, identificando como

condición óptima de pH para su caso particular de estudio un valor de pH = 5,5. La

concentración máxima de ácido láctico producido fue 58,4 g/L y el rendimiento

máximo un 96,7% del rendimiento teórico. de Lima et al. (2010) también estudiaron

la optimización de la producción de ácido láctico, pero mediante una cepa pura de

Lactobacillus sp. LMI8, para lo que realizaron dos diseños centrales compuestos:

uno de ellos para elegir la mejor composición del medio de cultivo y otro para
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optimizar el pH y la temperatura. Encontraron que la temperatura y el pH tuvieron un

efecto significativo y demostraron que la mejor producción de ácido láctico (52,37

g/L) se obtuvo con 59,64 g/L de lactosa (obtenida de suero de queso), 14,55 g/L de

licor de maíz y 5,65 g/L de NH4SO4, a 39,6°C y pH 5,9. En estudios previos también

se reportó el efecto significativo de la interacción entre factores sobre los procesos

fermentativos y por ende su importancia a la hora de maximizar la producción

durante dichos procesos (RedCorn y Engelberth, 2016; Ferraz et al., 2020; Ferraz et

al., 2021).

Tabla 11. Valor de significancia de los modelos utilizados y de los coeficientes de las

ecuaciones resultantes. Se consideró un nivel de significancia de 10%. b0 es una

constante, b1 y b2 el coeficiente lineal de las variables X1 y X2 (pH inicial y

concentración de inóculo, respectivamente), b3 el coeficiente cuadrático de la

variable X1 y b12 el coeficiente de la interacción entre las dos variables (X1X2).

Sin buffer p-valor

Modelo 0,04932

Lack of fit 0,10015

b0 0,0000

b1 0,0352

b2 0,1591

b3 0,0427

b12 0,2325

Con buffer p-valor

Modelo 0,08381

Lack of fit 0,03505

b0 0,0001

b1 0,1002

b2 0,9045

b3 0,1114

b12 0,0410
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Figura 11. Superficie de respuesta para el efecto interactivo entre el pH inicial y la

concentración de inóculo en la producción de ácido láctico a partir de suero de

queso a) sin uso de buffer y b) con buffer.
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Análisis de la comunidad microbiana

Se analizó la estructura de la comunidad microbiana por secuenciación masiva del

gen del ARNr 16S para comprender el desempeño de los reactores. Se analizaron

tres muestras: el inóculo y la muestra correspondiente al momento de mayor

producción de ácido láctico, tanto en ausencia como en presencia de buffer. En el

caso del ensayo sin buffer dicha muestra fue obtenida a las 48 horas de la condición

4 (pH inicial 7 y 25% de inóculo) y, en el caso del ensayo con buffer, la muestra

analizada fue la correspondiente a las 48 horas de la condición 3 (pH inicial 7 y 5%

de inóculo).

Se obtuvieron más de 1 millón de secuencias parciales del gen del ARNr 16S (entre

292,674 y 531,232 por muestra). Los reads se agruparon en ASVs y se clasificaron

taxonómicamente como se describió en la sección de materiales y métodos. Luego

del filtrado de los taxones de no interés (como arqueas y eucariotas), las muestras

se normalizaron en base a la muestra con menor número de reads para continuar

con los análisis.

Los resultados muestran que los phylum Firmicutes y Proteobacteria fueron los de

mayor abundancia relativa (figura 12a), los cuales son generalmente encontrados en

procesos de fermentación (Choi et al., 2016). Sin embargo, se observó la

predominancia del phylum Firmicutes en las tres muestras analizadas, presentando

una abundancia relativa del 53,2%, 99,6% y 69,8% en el inóculo, en el ensayo sin

buffer y en el ensayo con buffer, respectivamente. El phylum Proteobacteria

presentó una abundancia relativa de 28,7%, 0,07% y 29,8% en el inóculo, en el

ensayo sin buffer y en el ensayo con buffer, respectivamente. El inóculo fue la

muestra con mayor número de phylum asignados. A pesar de que los phylum

Firmicutes y Proteobacteria fueron los más abundantes en dicha muestra, también

se encontraron otros de menor abundancia relativa, como Actinobacteriota (3,7%),

Chloroflexi (2,7%), Synergistota (3,6%) y Thermotogota (3%).

En cuanto a la asignación taxonómica a nivel de género, se observó que las

comunidades microbianas fueron diferentes en las tres muestras analizadas (figura

12b). Nuevamente el inóculo fue la muestra con mayor diversidad. En dicha

muestra, el género con mayor abundancia relativa fue Clostridium sensu stricto 1
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(27,5%), seguido de otros de menor abundancia relativa, entre los que se

encontraron los géneros productores de ácido láctico Lactobacillus (12,8%), Bacillus

(4,3%) y Sporolactobacillus (2,3%). En cambio, las muestras de los ensayos

presentaron menor diversidad de microorganismos a nivel de género.

Específicamente, en la muestra del ensayo sin buffer predominaron los géneros

Streptococcus y Lactococcus, con una abundancia relativa de 90,3% y 9,2%,

respectivamente. Ambos pertenecen al grupo de las bacterias ácido lácticas. Todos

los miembros de Streptococcus fermentan carbohidratos, produciendo

predominantemente ácido láctico; aunque también se pueden producir cantidades

menores de ácido acético, ácido fórmico, etanol y CO2 (Boone et al., 2001), lo que

podría explicar la detección de ácido acético y etanol en esta muestra. Narita et al.,

(2004) investigaron la producción de ácido láctico a partir de almidón de maíz

utilizando una cepa pura de Streptococcus bovis 148 a 37°C y pH 6, obteniendo una

producción de 14,7 g/L de ácido láctico, valor similar a la concentración máxima

obtenida en este trabajo en esta muestra. De esta manera, la predominancia del

género Streptococcus también podría explicar la concentración máxima de ácido

láctico de 13 g/L obtenida. Por otra parte, los miembros del género Lactococcus son

bacterias lácticas homofermentativas (Boone et al., 2001). Serna Cock & Rodríguez

de Stouvenel (2006) utilizando una cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis,

obtuvieron una concentración de ácido láctico de 35 g/L a través de una

fermentación en batch en base a glucosa a 32°C y pH 6. Las autoras concluyeron

que la cepa muestra un gran potencial para la producción de ácido láctico a partir de

glucosa, incluso sin el control de pH durante la fermentación, donde obtuvieron una

concentración de ácido láctico de 13,7 g/L. De esta manera, Lactococcus también

puede explicar la concentración máxima de ácido láctico obtenida en el ensayo sin

buffer.

En la muestra del ensayo con buffer predominó el género Lactococcus (67,9%) y

una ASV asignada a la familia Enterobacteriaceae (27,8%). Además, esta muestra

presentó una abundancia relativa de 1,4% correspondiente al género Streptococcus.

La familia Enterobacteriaceae está compuesta por bacterias gram negativas

pertenecientes a los géneros Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter,

Shigella, entre otros. Las fermentaciones ácido mixtas se asocian típicamente con

esta familia. Estas bacterias suelen producir una colección de ácido acético, ácido
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fórmico, ácido láctico y, en algunos casos, ácido succínico como productos finales

fermentativos del catabolismo de la glucosa. En la mayoría de los casos, el ácido

acético y el ácido fórmico son los principales productos finales producidos (Spector,

2009). De esta manera, tanto la ASV perteneciente a la familia Enterobacteriaceae

como Streptococcus pueden explicar la detección de ácido acético y etanol en esta

muestra.

Para conocer en mayor profundidad la clasificación taxonómica de la ASV asignada

solamente a nivel de familia Enterobacteriaceae, se utilizó la herramienta

BLAST-search de su secuencia nucleotídica. Como resultado se obtuvo un

porcentaje de similitud del 100% con secuencias asignadas tanto a cepas del

género Klebsiella como Enterobacter. Existen reportes del uso de cepas de

Enterobacter para la producción de ácido láctico, sobre todo a través de su

manipulación genética. Por ejemplo, Thapa et al., (2017) buscaron mejorar la

producción de ácido láctico a través de la manipulación genética de la cepa

Enterobacter aerogenes ATCC 29007. Bajo las condiciones de fermentación

optimizadas (37 ºC y pH 6 durante 84 horas), la cepa modificada produjo 40,05 g/L

de ácido láctico con manitol como fuente de carbono, el doble de lo producido por la

cepa salvaje (20,7 g/L). Esta producción de ácido láctico por parte de la cepa salvaje

es similar a la concentración máxima obtenida en este trabajo en el ensayo con

buffer (20,1 g/L), por lo que podría estar vinculada a la alta abundancia relativa de

esta ASV. Klebsiella es un género de bacterias con capacidad de producir ácido

láctico entre sus productos metabólicos (Rossi et al., 2013). Los reportes que

existen sobre la producción de ácido láctico a través de esta bacteria, al igual que

en el caso de Enterobacter, son a través de su modificación genética para obtener

una mejor producción de ácido láctico. Como un ejemplo, Feng et al., (2017)

estudiaron el efecto de la deleción de uno o múltiples genes responsables de la

producción de otros metabolitos con el fin de aumentar la producción de ácido

D-láctico de K. pneumoniae. El triple mutante presentó la mayor capacidad de

producir ácido D-láctico, obteniéndose una concentración de ácido D-láctico de

125,1 g/L con un rendimiento de 0,91 g/g de glucosa en 36 horas.

Tanto Streptococcus como Lactococcus son géneros que producen ácido L-láctico

(Toit et al., 2014). Como fue mencionado, el isómero L fue el producido en mayor

proporción en ambos momentos de producción máxima de ácido láctico (con y sin
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buffer). La predominancia de Streptococcus y Lactococcus en ambas muestras

pueden explicar la mayor proporción de este isómero. El 37,1% restante,

correspondiente al isómero D, es probable que se haya producido en momentos

anteriores a las 48 horas, donde pudieron haber predominado bacterias productoras

del isómero D o de una mezcla de los isómeros DL, por ejemplo Lactobacillus,

género con una alta abundancia relativa en el inóculo (12,8%) y con representantes

capaces de producir ácido L, D o DL-láctico (Panesar et al., 2007).

Los microorganismos encontrados en mayor proporción en el inóculo presentaron

una abundancia relativa baja durante el momento de mayor producción de ácido

láctico en ambos ensayos (<0,3%). Al mismo tiempo, los microorganismos

predominantes en ambos ensayos, pertenecientes a los géneros Streptococcus y

Lactococcus y a la familia Enterobacteriaceae, presentaron una abundancia relativa

baja en el inóculo (≤0,1%). Es decir que, en el momento de la operación

correspondiente a las 48 horas de las condiciones 4 (sin buffer) y 3 (con buffer), los

microorganismos predominantes en el inóculo disminuyeron drásticamente su

presencia y se seleccionaron determinadas bacterias presentes en baja proporción.

Esta selección muestra que las condiciones aplicadas fueron favorables para

seleccionar bacterias ácido lácticas.

La selección y aumento de la abundancia relativa de bacterias lácticas del inóculo

también se ha observado en otros trabajos. Liang et al. (2015) estudiaron la

comunidad microbiana de tres reactores operados a base de residuo de cáscara de

papa y tres inóculos diferentes. Los resultados de secuenciación mostraron que la

fermentación de cáscara de papa resultó en la simplificación de las comunidades

microbianas de los inóculos. Los géneros más abundantes en los inóculos utilizados

fueron Mycobacterium (18,2%), Tetrasphaera (8,5%) y Rhizobacter (3,5%). Sin

embargo, tras la fermentación Lactobacillus fue el género dominante en los tres

reactores estudiados, representando >96% del total de secuencias bacterianas.

Solo se encontraron niveles bajos (<0,1%) de los géneros dominantes de los

inóculos en las muestras de biomasa fermentada. Liang et al. (2016) reportaron

resultados similares. Los autores estudiaron cuatro reactores alimentados con

diferentes residuos agrícolas e inoculados con la misma muestra de un sistema de

lodos activados de una planta municipal de aguas residuales. Los resultados

mostraron que la diversidad de la comunidad microbiana disminuyó durante la
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fermentación y se desarrolló una comunidad de bacterias lácticas dominada por

especies del género Lactobacillus. Lo mismo fue observado en el trabajo de Tang et

al. (2017) donde Lactobacillus se enriqueció durante la fermentación alcanzando

abundancias relativas de 83,4-98,5%, a pesar de que el inóculo se caracterizó por

una abundante diversidad microbiológica. De esta manera, estos resultados

coinciden con los de este trabajo, donde la comunidad microbiana del inóculo fue

mucho más diversa, mientras que durante la operación uno o dos géneros de

bacterias lácticas fueron predominantes en la comunidad microbiana. La reducción

de la diversidad microbiana del inóculo y la selección de bacterias productoras de

ácido láctico puede verse como un aspecto favorable para el proceso, ya que de

esta manera se reducen las vías metabólicas competidoras y la producción de

metabolitos no deseados. De esta manera, se podría decir que la comunidad se

comportó de forma similar a un cultivo puro o co-cultivo, pero conservando la

robustez característica de un cultivo mixto.

La selección de bacterias ácido lácticas que se observó en este trabajo durante la

operación de los reactores probablemente se deba a los bajos valores de pH

alcanzados. Como se mencionó anteriormente, las bacterias ácido lácticas toleran

mayor concentración de ácidos que otras bacterias fermentativas, lo que sugiere

que puedan volverse dominantes en un cultivo mixto al mantener el pH en valores

ácidos (Itoh et al., 2012). Tomando esta característica como ventaja, otros

investigadores han aplicado valores de pH ácidos como estrategia para producir

ácido láctico de forma selectiva (Choi et al., 2016; Itoh et al., 2012). Choi et al.

(2016), por ejemplo, estudiaron cómo la selección a través de un bajo pH (pH 3)

afectó el desempeño de la fermentación continua de suero de queso utilizando

cultivos mixtos. Compararon el desempeño de 2 reactores CSTR termófilos (55°C),

inoculados con lodo anaerobio (10% v/v) y operados en modo batch por 5 días sin

control de pH y luego en modo continuo con control de pH hasta el final de la

operación. La diferencia entre ambos reactores fue que uno de ellos (R1) se operó a

pH 3 durante los primeros 49 días de operación continua y luego a pH 5,5 hasta el

final. En cambio, el otro reactor (R2) se operó a pH 5,5 durante toda la operación

continua. Durante la fase de pH 3 del R1 la producción de ácido láctico y ácidos

orgánicos fue muy baja, lo que, según los autores, sugiere que la actividad

acidogénica estuvo suprimida por el bajo valor de pH. El posterior ajuste de pH a un
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valor de 5,5 indujo una mejora inmediata y significativa de la producción de ácido

láctico, lo que indicó que la actividad microbiana que antes estaba suprimida fue

reestimulada por el cambio de pH. La concentración y rendimiento máximos de

ácido láctico obtenidos en R1 fueron 5,7 g/L y 0,62 gCOD ácido láctico/gCOD

sustrato, respectivamente. En el reactor R2 la concentración máxima de ácido

láctico fue 5,5 g/L y el rendimiento máximo 0,58 gCOD ácido láctico/gCOD sustrato.

La selectividad y la productividad de ácido láctico también fueron mayores en el

reactor R1. El mejor desempeño de R1 comparado con R2 indicaría que la fase

inicial a pH 3 probablemente tuvo un efecto beneficioso sobre la fermentación,

relacionado al efecto de selección que tiene este parámetro sobre la comunidad

microbiana. En base a los resultados, los autores postularon que el pH tuvo una

influencia no sólo sobre la estructura de la comunidad microbiana, sino también

sobre la actividad microbiana al nivel de expresión de los genes. De esta manera, la

limitación que puede presentar el uso de un cultivo mixto (la coexistencia de

bacterias con diferentes vías metabólicas y que compiten por el sustrato) puede ser

eludida aplicando una presión de selección sobre los microorganismos que cumplen

la función deseada (Choi et al., 2016), como fue demostrado en este trabajo.

También existe la posibilidad de que la predominancia de los géneros Streptococcus

y Lactococcus se deba, además de a la selección por las condiciones aplicadas, al

aporte de microorganismos por parte del sustrato, ya que ambos microorganismos

son utilizados por la quesería Rostán como inóculo para la producción de los quesos

Danbo y Colonia (comunicación personal).

Como se mencionó anteriormente, además de la producción de ácido láctico

durante la operación de los reactores, también se observó su consumo (figura 6),

fenómeno que también se ha reportado en otros trabajos (Kim et al., 2003; Tang et

al., 2017; B. Zhang et al., 2008). Es probable que en los momentos de consumo de

ácido láctico durante la operación haya aumentado la abundancia relativa de uno o

más géneros presentes en el inóculo con capacidad de fermentar el ácido láctico.

Como se observa en la figura 12b, Clostridium fue un género abundante en el

inóculo, el cual presenta algunas especies capaces de consumir ácido láctico

(Oshiro et al., 2010). Además, otros géneros menos abundantes, pero con

capacidad de consumir ácido láctico también estuvieron presentes en el inóculo. Se

encontraron ASVs con abundancia relativa ≤0,2% asignadas a los géneros
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Anaerovibrio, Propionispira, Selenomonas y Pelosinus, los cuales tienen algunos

representantes capaces de utilizar el ácido láctico en su metabolismo (Boone et al.,

2001; Moe et al., 2012; Schink, 2015).
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Figura 12. Composición de las comunidades microbianas según el análisis de

secuenciación masiva del gen del ARNr 16S. Se analizó el inóculo y las muestras

con mayor producción de ácido láctico de los ensayos en batch sin buffer y con

buffer. La muestra del ensayo sin buffer fue tomada a las 48 horas de la condición 4

(pH inicial 7 y 25% de inóculo) y la del ensayo con buffer a las 48 horas de la

condición 3 (pH inicial 7 y 5% de inóculo). a) Abundancia relativa de las ASVs

agrupadas a nivel de phylum. b) Los números representan la abundancia relativa

(>1% en al menos una muestra) de las ASVs clasificadas a nivel de phylum y al

mayor nivel taxonómico alcanzado de acuerdo a la metodología. Se utilizó un código

de colores, donde el naranja representa los valores más altos de abundancia

relativa y el celeste los más bajos.

Conclusiones
Los resultados mostraron que la estrategia utilizada fue efectiva para seleccionar el

proceso de fermentación láctica a partir de suero de queso crudo. Al utilizar buffer

mejoraron varios aspectos del proceso: la concentración de ácido láctico, el

rendimiento y la proporción del isómero L del ácido láctico. En dicho caso, bajo

condiciones de pH inicial 7 y 5% de inóculo, la concentración máxima de ácido

láctico fue de 20,1 g/L y el rendimiento máximo fue de 1,3 mol lactato/mol lactosa,

valores comparables con los reportados en otros trabajos. La proporción de ácido

L-láctico fue del 86,4%. Aparte de ácido láctico se detectó ácido acético y etanol,

productos metabólicos que indican la ocurrencia de la vía heterofermentativa de

ácido láctico. Se obtuvo una concentración y rendimiento de ácido láctico máximos a

las 48 horas de la fermentación de suero de queso en batch, tanto en presencia

como ausencia de buffer por lo cual se sugiere este tiempo de retención como el

óptimo en estas condiciones.

El pH inicial, la concentración de inóculo y su interacción fueron factores con efecto

significativo sobre el proceso, por lo que es importante tener en cuenta estos

parámetros a la hora de producir ácido láctico a partir de suero de queso.

A través de las superficies de respuesta se observó que en la región estudiada,

comprendida por el rango de valores elegidos de pH inicial y concentración de

inóculo, no se alcanzó la región óptima de producción de ácido láctico. Sin embargo,
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los resultados proporcionan una dirección hacia la optimización del proceso, ya que

indican la región cercana al óptimo, que puede explorarse en futuras

investigaciones.

Los resultados concuerdan con lo observado a nivel de la comunidad microbiana, ya

que en las condiciones de máxima producción de ácido láctico se observó una gran

selección de bacterias ácido lácticas, específicamente del género Streptococcus y

Lactococcus. La predominancia de estas bacterias indica que las condiciones

aplicadas fueron favorables para el desarrollo de bacterias productoras de ácido

láctico.
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Capítulo II: Ensayo de fermentación semicontinua

En este capítulo, el objetivo específico fue evaluar la producción de ácido láctico a

partir de suero de queso crudo a través de un proceso fermentativo semicontinuo y

además evaluar diferentes tiempos de reacción para maximizar la producción de

ácido láctico. También se buscó conocer los microorganismos involucrados en el

proceso.

Materiales y métodos

Sustrato: suero de queso

El sustrato utilizado fue, al igual que en los ensayos en batch, suero de queso crudo

proporcionado por la quesería artesanal uruguaya Rostán. Se midió su pH, DQO,

azúcares reductores totales, ácido láctico y SSV (tabla 12).

Inóculo: suero de queso fermentado

Como inóculo también se utilizó biomasa obtenida mediante la auto-fermentación

del suero de queso crudo. La auto-fermentación se realizó mediante la incubación

de suero de queso crudo a 30ºC durante 5 días, ajustando su pH inicial a un valor

de 6,5 (Ferraz et al., 2014). Al final de la fermentación se midió el pH, la

concentración de ácido láctico y los SSV (tabla 12).

Tabla 12. Caracterización del sustrato e inóculo utilizados en el ensayo de

producción de ácido láctico semi continua.

Sustrato Inóculo

DQO (g/L) 94,46 -

pH 6,5 3,6

Concentración de azúcares reductores totales (g/L) 50,74 -

Concentración de ácido láctico (g/L) 5,40 10,02

Sólidos suspendidos volátiles (g/L) 1,98 1,99
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Ensayos de fermentación

Como condición operacional se eligió aquella en la que se produjo la concentración

máxima de ácido láctico en los ensayos en batch, es decir, la condición 3 con buffer,

correspondiente a un valor de pH inicial de 7,0 y 5% de inóculo. El resto de las

condiciones fueron las mismas que las utilizadas en los ensayos en batch, es decir,

temperatura de 30°C; atmósfera anaerobia, generada mediante el desplazamiento

del aire por el gaseado de los reactores con N2 y mantenida a través del sellado de

los mismos con tapones de goma; y agitación a 150 rpm. Se utilizaron frascos

Schott de 500 mL y el volumen de trabajo fue de 100 mL. Los ensayos se realizaron

por triplicado.

El estudio se llevó a cabo en el equipo AMPTS® II (BPC Instruments) (figura A1).

Este cuenta con una unidad de incubación, un baño de agua donde se colocan

hasta 15 reactores a la temperatura de incubación deseada; una unidad de fijación

de CO2, en la que el biogás producido atraviesa una solución alcalina (NaOH 3 M)

donde reaccionan el CO2 y H2S dejando pasar solamente el CH4 y el H2 hacia la

última unidad, que es la unidad de monitoreo o medición del biogás, la cual registra

el volumen de gas producido de acuerdo a un principio de desplazamiento de líquido

y flotación del gas que atraviesa las celdas. Además, el equipo cuenta con un

sistema de agitación.

La operación semicontinua de los reactores se llevó a cabo mediante ciclos

secuenciales, cada uno de los cuales constó de las siguientes 4 etapas (figura 13):

- Reacción: etapa durante la que ocurre el proceso de fermentación, bajo las

condiciones operacionales mencionadas.

- Sedimentación: tiempo en el que se detiene la agitación del sistema para que

la biomasa sedimente al fondo del reactor (aproximadamente 10 minutos).

- Descarga: se retiran 95 mL de suero fermentado.

- Alimentación: se adicionan 95 mL de sustrato nuevo con su valor de pH

ajustado a pH 7 mediante NaHCO3.

Tanto la descarga como la alimentación se realizaron sin destapar los reactores,

para evitar la exposición al O2 durante la manipulación. La entrada y salida de
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líquido se realizó a través de un tubo de goma previamente colocado que conecta el

exterior con el interior del reactor, posibilitando la toma de muestra sin necesidad de

abrir los reactores. Dicho caño fue cerrado luego de ser utilizado, para evitar la

entrada de aire al reactor durante la operación. De todas maneras, una vez

finalizada la alimentación, los reactores se volvieron a gasear con N2 para desplazar

el O2 que accidentalmente pudo haber entrado.

Figura 13. Etapas de cada ciclo de la fermentación semicontinua. Imagen creada

con BioRender.

Se probaron diferentes duraciones de la etapa de reacción. Al comienzo de la

operación se optó por una duración de 48 horas, correspondiente al periodo de

tiempo en el que se produjo la concentración máxima de ácido láctico en el ensayo

en batch. Luego, se redujo el tiempo de reacción a 24 horas, para analizar la
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producción de ácido láctico semicontinua con intervalos menores de tiempo entre

alimentación y alimentación. Debido a la reacción observada en el sistema, se

retomó el tiempo de reacción de 48 horas. Finalmente, se probó un tiempo

intermedio de 36 horas. El tiempo total de operación de los reactores fue de 48 días.

De esta manera la operación estuvo dividida en 4 fases, cada una de ellas

caracterizada por una determinada duración de la etapa de reacción.

Para el armado de cada reactor se utilizaron 95 mL de suero de queso crudo como

sustrato y 5 mL de inóculo. El pH de la mezcla se ajustó a 7 con NaHCO3. Una vez

armados y gaseados con N2, los tres reactores (réplicas) se colocaron en el baño de

agua del equipo AMPTS II, el cual se ajustó a la temperatura deseada (30°C). Los

reactores se conectaron a la trampa de CO2 y esta a la unidad de detección de gas.

Se puso en marcha el sistema de agitación que incluye el equipo, dando así inicio a

la operación, específicamente a la etapa de reacción.

A partir de la mezcla de fermentación descargada en la etapa 3 de cada ciclo, se

tomaron muestras para analizar la concentración de los azúcares reductores totales,

ácido láctico total y sus isómeros D y L, ácidos grasos volátiles y etanol. También se

tomaron muestras de biogás a partir de las trampas de CO2 para determinar su

composición. Además, se seleccionaron muestras de la biomasa de los reactores

para el análisis de su comunidad microbiana por secuenciación masiva del gen del

ARNr 16S.

Cálculos y métodos analíticos

La concentración de azúcares reductores totales, el pH, la DQO, los sólidos

suspendidos volátiles y los ácidos grasos volátiles y etanol se determinaron de la

misma forma descrita en el capítulo I.

El ácido láctico total y sus isómeros (ácido D y L-láctico) se determinaron mediante

el servicio de HPLC ofrecido en la Plataforma de Química Analítica del IIBCE. El

equipo y la columna para la cuantificación de los isómeros fueron los mismos que

los detallados en el capítulo anterior. Para el análisis del ácido láctico total se utilizó

el mismo HPLC Waters con detector de arreglo de diodos pero con una columna

Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%). La composición del biogás se
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analizó mediante un cromatógrafo de gases (SRI 310C Gas Cromatograph)

equipado con una columna 6 ́Hayesep-D column (SRI Instruments, CA, USA) y un

detector TCD.

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software Past4.

Análisis de la comunidad microbiana

La comunidad microbiana se estudió mediante el análisis de secuenciación masiva

del gen del ARNr 16S. La metodología para realizar este análisis fue la misma que

la descrita en la sección “Análisis de la comunidad microbiana” del capítulo I.

Las muestras seleccionadas para dicho análisis fueron el inóculo y las muestras de

las réplicas biológicas 2 y 3 correspondientes a los días 16, 26, 29, 34, 40 y 46 de

operación. Además, a raíz de los resultados obtenidos del análisis de la comunidad

microbiana en el capítulo I, se decidió analizar el sustrato para evaluar su

contribución a la comunidad microbiológica.

Resultados y discusión

Producción de ácido láctico

A través del sistema fermentativo de alimentación semicontinua a partir de suero de

queso crudo se produjo ácido láctico a lo largo de la operación en los tres reactores

estudiados

Se determinó la concentración, rendimiento y productividad de ácido láctico y se

analizó la diferencia en los valores obtenidos entre las tres réplicas biológicas a

través del test de Tukey. No se observaron diferencias significativas entre las

réplicas (tabla A4), lo que puede considerarse como positivo, ya que indica que el

proceso fue reproducible. De esta manera, se prosiguió con los análisis en base al

promedio de los valores obtenidos en las réplicas.

En la figura 14 se muestra el promedio de la concentración de ácido láctico junto

con su correspondiente desvío estándar a lo largo de la operación. Se observó que

durante la fase 1, donde la etapa de reacción tuvo una duración de 48 horas, se

produjo una concentración máxima de ácido láctico de 29,2 ± 2,2 g/L. Al cambiar la

67



etapa de reacción a 24 horas en la fase 2, la concentración de ácido láctico

disminuyó, alcanzando valores mínimos de 0,08 ± 0,1 g/L. Durante esta fase se

registraron las concentraciones de ácido láctico más bajas de toda la operación. De

todas formas, hacia el final de esta etapa se observó una tendencia al aumento de

la concentración de ácido láctico. La disminución en la producción de ácido láctico y

su posterior aumento durante la fase 2 podría deberse a la selección de distintas

vías metabólicas debido a la menor duración del tiempo de reacción. Al pasar a la

fase 3, donde de nuevo la duración de la etapa de reacción fue 48 horas, se observó

un aumento en la concentración de ácido láctico, alcanzando valores como los

registrados en la fase 1. El valor máximo de concentración de ácido láctico en esta

fase fue 27,6 ± 1,6 g/L. El hecho de que la producción de ácido láctico disminuyera

durante la fase 2, pero lograra retomar la producción de la fase 1 al volver a aplicar

ciclos de 48 horas, demostró que el sistema también tuvo la capacidad de

recuperarse. Por último, durante la fase 4, donde la etapa de reacción tuvo una

duración intermedia de 36 horas, se registró la mayor concentración de ácido láctico

de toda la operación, de 32,7 ± 11,7 g/L (tabla 13). Sin embargo, luego de dicho

momento de producción máxima se observó una disminución de la concentración de

ácido láctico. Además de la concentración máxima de ácido láctico, en la fase 4

también se obtuvo el rendimiento y la productividad máxima de ácido láctico, siendo

2,5 ± 0,9 mol ácido láctico/mol lactosa disponible y 0,91 g ácido láctico/L/h,

respectivamente (tabla 13).

Excepto por la fase 2, el rendimiento máximo de ácido láctico en el resto de las

fases fue mayor a 2 mol ácido láctico/mol lactosa disponible (tabla 13), lo que indica

que, al menos en dichas fases, no sólo se habría consumido glucosa, sino también

la galactosa de la lactosa, ya que el rendimiento teórico máximo a partir de la

glucosa es 2 mol/mol mientras que a partir de la lactosa es 4 mol/mol. Esto

representa que en el sistema hubo un buen aprovechamiento de la fuente de

carbono disponible, es decir la lactosa del suero de queso, lo que se tradujo en

valores de rendimiento de ácido láctico altos.

68



Figura 14. Concentración de ácido láctico durante los 48 días de operación del

ensayo de producción en modo semicontinuo. Se muestra el promedio de la

concentración de ácido láctico de las tres réplicas biológicas y su desvío estándar.

También se muestra el promedio del valor de pH y su línea de tendencia. Se indican

las 4 fases de la operación, correspondientes a diferentes duraciones de la etapa de

reacción: 48, 24, 48 y 36 horas, respectivamente.

Tabla 13. Concentración, rendimiento y productividad promedio y máxima de ácido

láctico en cada una de las fases del experimento de producción de ácido láctico a

partir de suero de queso en modo semicontinuo. Además se indica la duración de la

etapa de reacción y el número de ciclos de cada fase.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4

Reacción (horas) 48 24 48 36

Ciclos 11 8 6 4

[AL] (g/L) promedio 17,7 ± 6,1 3,4 ± 1,1 24,3 ± 3,1 23,1 ± 6,1

[AL] (g/L) máxima 29,2 ± 2,2 6,7 ± 4,0 27,6 ± 1,6 32,7 ± 11,7

Rendimientoa

promedio
1,3 ± 0,6 0,3 ± 0,2 1,8 ± 0,6 1,7 ± 0,6
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Rendimientoa

máximo
2,2 ± 0,2 0,5 ± 0,3 2,1 ± 0,1 2,5 ± 0,9

Productividad
promedio (g/L/h)

0,37 ± 0,2 0,14 ± 0,1 0,51 ± 0,09 0,64 ± 0,1

Productividad
máxima (g/L/h)

0,61 ± 0,04 0,28 ± 0,17 0,58 ± 0,03 0,91 ± 0,33

[AL] concentración de ácido láctico, a mol ácido láctico/mol lactosa disponible.

Las diferencias entre fases en cuanto a concentración, rendimiento y productividad

de ácido láctico se evaluaron a través del test de Tukey. Se observó que no se

encontraron diferencias entre los valores de concentración y rendimiento de ácido

láctico obtenidos en las fases 1, 3 y 4 (figura 15, tabla A5). La fase 2 en cambio,

presentó diferencias significativas con el resto de las fases, por lo que se puede

decir que en este experimento al aplicar un tiempo de reacción entre 36 y 48 horas

se obtuvo una producción y un rendimiento de ácido láctico mayor que al utilizar un

tiempo de reacción de 24 horas. En el caso de la productividad, las fases 1 y 3 no

presentaron diferencias significativas entre sí, mientras que la fase 2 presentó

diferencias significativas con el resto de las fases y también la fase 4 presentó

diferencias significativas con las fases 1 y 3 (figura 15, tabla A5). Esto quiere decir

que, para el caso de la productividad de ácido láctico en este experimento, la mayor

productividad ocurrió al aplicar una etapa de reacción de 36 horas, mientras que la

menor productividad se dio con etapas de reacción de 24 horas. Estos resultados

indican que en este experimento de producción de ácido láctico a partir de suero de

queso y un modo de fermentación semicontinuo, un tiempo de reacción entre 36 y

48 horas fue más beneficioso para la producción de ácido láctico.
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Figura 15. a) Concentración, b) rendimiento y c) productividad de ácido láctico

obtenida en cada una de las fases de la producción de ácido láctico en forma

semicontinua. El asterisco indica las fases que presentaron diferencias significativas

con respecto al resto de las fases. La línea dentro de la caja indica la mediana y la

cruz la media. Fase 1: 48 horas de reacción. Fase 2: 24 horas de reacción. Fase 3:

48 horas de reacción. Fase 4: 36 horas de reacción.

Para identificar el tiempo de reacción necesario para obtener los valores máximos

teóricos de concentración, rendimiento y productividad de ácido láctico (en el marco

del ensayo llevado a cabo, considerando las condiciones aplicadas), se ajustó una

función polinomial a los datos experimentales (figura 16), obteniendo las siguientes

ecuaciones (ec. 8, ec. 9 y ec. 10, respectivamente):

Concentración = -0,077 (tiempo)2 + 6,183 (tiempo) - 101,4 (8)

Rendimiento = -0,005 (tiempo)2 + 0,440 (tiempo) - 7,15 (9)

Productividad = -0,002 (tiempo)2 + 0,177 (tiempo) - 2,85 (10)

Para el ajuste de los datos a la función polinomial, se utilizó el promedio por fase de

la concentración, rendimiento y productividad de ácido láctico, mostrado en la tabla
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13. En los tres casos se obtuvo un buen ajuste del modelo (R2=92%, R2=91% y

R2=96%, respectivamente).

Según las ecuaciones obtenidas, se alcanzan valores máximos de concentración,

rendimiento y productividad de ácido láctico cuando la duración de la etapa de

reacción es de 40,2, 44 y 44,3 horas, respectivamente. Estos valores óptimos

estimados de concentración, rendimiento y productividad de ácido láctico fueron

22,7 g/L, 2,5 mol ácido láctico/mol lactosa y 1,1 g/L/h, respectivamente, los cuales

son cercanos a los que fueron obtenidos experimentalmente. De todas formas, para

afirmar estos resultados sería necesario corroborar los valores estimados por el

modelo de forma experimental.
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Figura 16. Correlación entre a) concentración, b) rendimiento y c) productividad de

ácido láctico y el tiempo de duración de la etapa de reacción en el ensayo de

producción semicontinua de ácido láctico.

En cuanto al comportamiento del pH, en cada alimentación el sustrato se agregó al

reactor con un pH de 7 ajustado con buffer (NaHCO3). A pesar de ello el pH se

mantuvo a lo largo de la operación en valores promedio entre 3,0 y 3,8 (figura 14).

Esto indicó que la rápida producción de ácidos disminuyó el pH a valores ácidos

luego de cada alimentación, causando que el pH adopte un valor de alrededor de

pH 3,0 de forma casi constante a lo largo de toda la operación.

En cuanto a la comparación de los resultados obtenidos en este ensayo con los

reportes en la bibliografía, se observó que son comparables con otros trabajos que

también optaron por un modo semicontinuo de fermentación para producir ácido

láctico (tabla 14).

Luongo et al., (2019), de forma similar a este trabajo, fermentaron durante 136 días

suero de queso a través de una comunidad mixta proveniente de digestato

anaerobio (pre tratado térmicamente para inhibir los microorganismos

metanogénicos) obtenido de una planta de tratamiento de aguas residuales. La

fermentación fue llevada a cabo a 35°C y sin corrección de pH, por lo que este

parámetro alcanzó un valor aproximado de pH 3,8 a lo largo de toda la operación.

Como resultado obtuvieron una concentración máxima de ácido láctico de 20,1 g/L y

una productividad de ácido láctico máxima de 0,44 g/L/h. En ambos trabajos quedó

demostrado que es posible producir ácido láctico a partir de suero de queso en

condiciones ácidas de pH, contrario a lo que generalmente es reportado en cuanto

al pH óptimo para la producción de ácido láctico, que suele ser un pH entre 5,5 y 5,9

(Luongo et al., 2019). Cabe destacar que en este trabajo la concentración y la

productividad máxima de ácido láctico fueron aún mayores, siendo 32,7 ± 11,7 g/L y

0,91 ± 0,33 g/L/h, respectivamente.

Otros estudios que utilizaron un residuo diferente al suero de queso como sustrato

para la producción semicontinua de ácido láctico, también obtuvieron

concentraciones de ácido láctico menores. Por ejemplo, Bonk et al. (2017),

utilizando residuo artificial de alimentos como sustrato, sin control de pH y a 35°C

obtuvieron una concentración máxima de ácido láctico de 18,6 g/L. Al no controlar el
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pH, este parámetro alcanzó un valor de 2,96. Los autores observaron que dicha

concentración de ácido láctico fue menor que la reportada en otros trabajos de

producción de ácido láctico con control de pH y plantearon que esto se debió a la

mayor inhibición por producto a bajo pH. Otro ejemplo es el de Wu et al 2015,

quienes fermentando residuos de frutas y verduras a pH 4 y 35​​°C obtuvieron una

concentración de ácido láctico de 20 g/L. Por otro lado, también se han reportado

concentraciones mayores de ácido láctico, como lo observado en el trabajo de Tang

et al. (2016), que a través de la producción semicontinua de ácido láctico a partir de

residuos de alimentos sin la adición de inóculo, a 37°C y ajustando el pH a 6 de

forma intermitente cada 12 horas obtuvieron una concentración máxima de ácido

láctico de 37,6 g/L. Lo mismo ocurrió en el trabajo de Akao et al. (2007), quienes

aplicando un valor constante de pH 6, condiciones termófilas (55°C) y utilizando

basura artificial como sustrato y cultivo fermentado de otro reactor acidogénico

termófilo como inóculo obtuvieron una concentración media de ácido láctico de 39,6

g/L.

Tabla 14. Comparación de los valores obtenidos con otros estudios de producción

de ácido láctico semicontinua. Se indica el inóculo, sustrato, pH, temperatura,

rendimiento máximo y concentración máxima ([AL]) de ácido láctico reportada en

cada trabajo.

Inóculo Sustrato pH Temp.
(°C)

Rendimiento [AL]
(g/L)

Referencia

Lodo anaerobio Residuo
artificial de
alimentos

2,96 35 - 18,6 Bonk et al.,
2017

Microorganismo
s nativos del

sustrato

Residuos
de

alimentos

6 (ajuste
cada 12
horas)

37 0,43 g/g-STa 37,6 Tang et al.,
2016

Cultivo
fermentado de

reactor
acidogénico

Basura
artificial

6 55 0,73 ± 0,13
g/g

carbohidratos
iniciales

39,6 ±
4,6

Akao et al.,
2007

Lodo anaerobio Desecho
artificial de

4 35 - 20 Wu et al.,
2015
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fruta y
verdura

Digestato
anaerobio

Suero de
queso

No
controlado

35 0,37 g ácido
láctico/g DQO

20,1 Luongo et
al., 2019

Suero de queso
auto

fermentado

Suero de
queso

7
(ajustado)

30 2,5 ± 0,9 mol
ac. láctico/mol

lactosa

32,7 ±
11,7

Este trabajo

a ST = sólidos totales.

En comparación con los ensayos realizados en batch en este trabajo, a través del

modo de fermentación semicontinua se obtuvo una mayor concentración y

rendimiento de ácido láctico. Esto podría deberse a que el modo de operación

semicontinuo, al implicar la descarga del líquido de fermentación con alta

concentración de productos metabólicos a intervalos regulares de tiempo, haya

disminuido el efecto de la inhibición de la fermentación por producto (Singhvi et al.,

2018).

Por falta de tiempo no fue posible analizar los isómeros D y L producidos en estos

experimentos lo que se realizará en el futuro.

Producción de ácidos grasos volátiles y etanol

Las muestras seleccionadas para la determinación de ácidos grasos volátiles y

etanol fueron las correspondientes a los días 16, 26, 29, 34, 40 y 46 de operación de

las réplicas 2 y 3. En dichas muestras, además de ácido láctico también se

detectaron ácidos grasos volátiles y etanol pero en concentración mucho menor

(tabla 15). De estos productos metabólicos el ácido acético y el etanol fueron los

principales. La producción de ácido acético y etanol además de ácido láctico

también se observó en otros sistemas de producción semicontinua de ácido láctico

(Luongo et al., 2019). Estos resultados indican que durante el proceso ocurrió la vía

heterofermentativa de producción de ácido láctico.

Además de ácido acético se detectaron otros ácidos grasos volátiles,

específicamente ácido caproico, ácido heptanoico y ácido isocaproico (tabla 15). Sin

embargo, estos se detectaron en concentraciones muy bajas, menores a 0,16 g/L.
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En comparación con los ácidos grasos volátiles y el etanol producido, el ácido

láctico fue el producto mayoritario, lo que indica que el proceso tuvo una buena

selectividad del producto buscado. La alta selectividad del ácido láctico es una

característica importante y ventajosa de la fermentación, ya que facilita la

separación y purificación de dicho ácido del líquido de fermentación al final del

proceso (Komesu et al., 2017).

Tabla 15. Ácido láctico, ácidos grasos volátiles y etanol. Todos los compuestos se

muestran en g/L.

Día Fase Reactor
Ácido
láctico

Ácido
acético Etanol

Ácido
caproico

Ácido
heptanoico

Ácido
isocaproico

16
1 2 35,6 0,68 1,27 < 0,15 < 0,16 < 0,15

3 51,1 0,35 0,70 < 0,15 < 0,16 nd

26
2 2 6,01 0,44 1,52 < 0,15 < 0,16 nd

3 2,99 0,34 4,48 < 0,15 < 0,16 nd

29
2 2 9,20 0,94 2,45 < 0,15 < 0,16 nd

3 1,20 0,46 3,84 < 0,15 < 0,16 nd

34
3 2 29,7 1,60 2,89 < 0,15 < 0,16 nd

3 44,6 1,00 2,97 < 0,15 < 0,16 < 0,15

40
3 2 34,8 1,09 0,76 < 0,15 < 0,16 nd

3 31,9 1,74 0,32 < 0,15 < 0,16 nd

46
4 2 28,2 1,79 0,37 < 0,15 < 0,16 nd

3 63,7 1,64 0,61 < 0,15 < 0,16 nd
nd: no detectado

Producción de biogás

Al culminar cada etapa de reacción se tomó una muestra de gas y se analizó su

composición por cromatografía de gases. En general, el proceso no se caracterizó

por la producción de hidrógeno o metano. Únicamente en la primera toma de

muestra, correspondiente al día 2 de operación, se detectó producción de metano.

La ausencia de este gas durante el resto de la operación probablemente se debió al

pH ácido, ya que la inhibición de la metanogénesis es uno de los principales efectos

del pH bajo en las fermentaciones (Wang et al., 2014). Una alta actividad

metanogénica requiere un pH mínimo de 6,5 (Wang et al., 2014). También, en los

días de operación 4, 12 y 25, en algunos reactores, se detectó producción de

hidrógeno. Por problemas técnicos no se pudo determinar el volumen producido. La
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producción de este gas se reportó anteriormente en sistemas fermentativos

operados a pH ácido (Ferraz et al., 2021; Mota et al., 2018).

Análisis de la comunidad microbiana

A partir de todas las muestras analizadas se obtuvieron 8.120.506 secuencias

parciales del gen del ARNr 16S. Al igual que como ya fue descrito, los reads se

agruparon en ASVs y se clasificaron taxonómicamente. Luego del filtrado de los

taxones de no interés, las muestras se normalizaron en base a la muestra con

menor número de reads (4302 reads) para continuar con los análisis.

Como resultado se observó que predominó el phylum Firmicutes, con una

abundancia relativa mayor al 86,4% en todas las muestras (figura 17a). El phylum

Proteobacteria también estuvo presente, siendo el inóculo la muestra con mayor

abundancia relativa de este phylum (7,7%).

A nivel de género, en el sustrato predominaron los géneros Streptococcus (65,5%) y

Lactococcus (29,1%) (figura 17b), resultado que coincide con la información provista

por la quesería Rostán, ya que utilizan estos microorganismos como inóculo para

hacer algunos tipos de queso, como el Colonia o Danbo. En el inóculo, el género

con mayor abundancia relativa fue Lactobacillus (41,6%), seguido de Lactococcus

(38,1%) (figura 17b). También estuvieron presentes otras bacterias ácido lácticas,

pero en menor abundancia relativa, como Streptococcus (2,9%), Leuconostoc

(0,3%) y Lentilactobacillus (0,1%), además de otras bacterias no pertenecientes al

grupo de las bacterias ácido lácticas como Pseudomonas (6,5%). A diferencia del

inóculo generado para los ensayos en batch, el cual fue auto fermentado durante 16

días, el inóculo usado en el ensayo de producción semicontinua se produjo tras la

auto fermentación de suero de queso por un tiempo menor, específicamente 5 días.

Los resultados de análisis de secuenciación masiva mostraron que el segundo

inóculo estuvo principalmente compuesto por bacterias ácido lácticas, mientras que

el inóculo de los ensayos en batch estuvo dominado por microorganismos del

género Clostridium, los cuales no producen ácido láctico e incluso pueden

consumirlo. De esta manera, se podría concluir que un menor tiempo de auto

fermentación fue más beneficioso para obtener un inóculo enriquecido en bacterias
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ácido lácticas, lo cual es positivo ya que un menor periodo de tiempo tiene ventajas

económicas y técnicas a la hora de pensar en la aplicabilidad del proceso.

Al igual que lo encontrado en el ensayo en batch, el inóculo fue la muestra más

diversa en cuanto a los géneros encontrados, observándose también que a lo largo

de la operación ocurrió una gran selección sobre la comunidad microbiana. En este

caso se seleccionó el género de bacteria ácido láctica Lactobacillus, alcanzando

abundancias relativas mayores al 90% en las muestras (figura 17b). Otros estudios

de producción de ácido láctico con comunidades mixtas también han observado la

dominancia del género Lactobacillus, con abundancias relativas también mayores al

90% (Bonk et al., 2017; Tang et al., 2016; Wu et al., 2015). Por ejemplo, Tang et al.

(2016) observaron que antes de la fermentación la comunidad microbiana fue más

diversa, mientras que Lactobacillus fue la bacteria dominante en la mezcla de

fermentación, representando el 99,29% de la abundancia relativa. Como ya se

mencionó, Tang el al. (2016) estudiaron la producción semicontinua de ácido láctico

a partir de residuos de alimentos sin la adición de inóculo, a 37°C y ajustando el pH

a 6 de forma intermitente cada 12 horas, obteniendo una concentración máxima de

ácido láctico de 37,6 g/L, muy similar a la obtenida en este trabajo. Los autores

plantearon que la acumulación selectiva de Lactobacillus se benefició del ajuste

intermitente del pH, ya que luego del ajuste a pH 6, se produjo ácido láctico y el pH

disminuyó a valores menores a 4 en 4-5 horas, lo que inhibió el crecimiento de otras

bacterias. Por lo tanto, en el presente trabajo la selección de Lactobacillus y la

producción de ácido láctico también se podrían haber beneficiado del ajuste

intermitente de pH 7, debido a la posterior acidificación del medio por la producción

de ácido láctico y la subsecuente inhibición de otros microorganismos diferentes a

Lactobacillus. De esta manera, a pesar de haber utilizado una comunidad

microbiana mixta como inóculo y haber llevado a cabo el proceso en condiciones no

estériles, la comunidad microbiana de los reactores se comportó de forma similar a

un cultivo puro.

En un estudio donde se utilizó un cultivo puro de L. delbrueckii subsp. bulgaricus

para la fermentación de suero de queso desproteinizado, se obtuvo una

concentración máxima de ácido láctico de 30,7 g/L (Shene & Bravo, 2007), valor

muy similar al encontrado en este trabajo a través de la fermentación semicontinua

de suero de queso crudo. Además, los autores observaron que una fracción

80

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=OeoTwG
https://www.zotero.org/google-docs/?AQjfqu


significativa de la galactosa fue metabolizada y que el proceso fue

heterofermentativo ya que también detectaron ácido acético y etanol, resultados que

también concuerdan con los obtenidos en este trabajo. De esta manera, la

predominancia del género Lactobacillus, puede explicar los valores de

concentración y rendimiento de ácido láctico y los productos metabólicos producidos

además del ácido láctico, es decir ácido acético y etanol. Esto se debe a que varias

especies del género Lactobacillus, como L. plantarum, L. delbrueckii subsp.

bulgaricus y L. helveticus, tienen la capacidad metabólica de fermentar la galactosa

(Shene & Bravo, 2007; Turner & Martley, 1983; Zhang et al., 2020), lo que puede

explicar los rendimientos mayores a 2 mol/mol obtenidos en este trabajo. Además,

el género está compuesto por especies que realizan heterofermentación,

produciendo ácido acético y etanol además de ácido láctico, por ejemplo L.

delbrueckii subsp. bulgaricus (Shene & Bravo, 2007).

En los días 26 y 29 de los reactores 2 y 3, respectivamente, se observó una

comunidad microbiana diferente, no dominada únicamente por Lactobacillus, sino

también por Lactococcus y Streptococcus en proporciones semejantes a las

encontradas en el sustrato. Este período fue en el cual se produjo la menor cantidad

de ácido láctico, lo que indica que este cambio en la comunidad no fue beneficioso

para el proceso. Los géneros de microorganismos que predominaron durante el

período de menor producción coinciden con los géneros dominantes en la muestra

del suero de queso crudo, esto indicaría que durante este período el menor tiempo

de reacción favoreció a los microorganismos introducidos con el sustrato. Una

posible explicación es que los microorganismos del género Lactobacillus necesitan

un mayor tiempo para poder desarrollarse.

Al volver a la operación inicial, la comunidad nuevamente vuelve a estar dominada

por Lactobacillus. Esto indica que la selección sobre dicho género fue predominante

en los reactores y que la comunidad microbiana se enriquece en este

microorganismo a pesar de las perturbaciones o los cambios que puedan ocurrir.

Esta observación indica que la comunidad microbiana fue robusta, y coincide con la

reproducibilidad y la capacidad de recuperación que mostró el sistema. Esta

característica de la comunidad microbiana es aún más interesante al recordar que

proviene de un inóculo mixto y de un proceso que operó a base de un residuo y que

se desarrolló en condiciones no estériles.
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Figura 17. Composición de las comunidades microbianas según el análisis de

secuenciación masiva del gen del ARNr 16S. Se analizó el inóculo, el sustrato y las

muestras de los reactores 2 y 3 correspondientes a los días de operación 16, 26, 29,

34, 40 y 46. a) Abundancia relativa de las ASVs agrupadas a nivel de phylum. b) Los

números representan la abundancia relativa (>1% en al menos una muestra) de las

ASVs clasificadas a nivel de phylum y al mayor nivel taxonómico posible. Se utilizó

un código de colores, donde el naranja representa los valores más altos de

abundancia relativa y el celeste los más bajos.
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Conclusiones

Se demostró que fue posible producir ácido láctico en alta concentración a partir de

suero de queso a través de una comunidad mixta de microorganismos en

condiciones mesófilas de temperatura y sin la necesidad de mantener condiciones

estériles. Además, el suero de queso fue utilizado crudo, directamente como fue

enviado por la quesería, sin suplementación nutricional, hidrólisis o

desproteinización lo que significa una gran ventaja para la aplicación de este

proceso. El inóculo fue generado a partir del mismo suero de queso a través de un

sencillo proceso de auto fermentación, el cual tuvo como resultado el

enriquecimiento en bacterias ácido lácticas, demostrando que no es necesario su

pretratamiento térmico para inhibir microorganismos no deseados.

El modo de fermentación semicontinuo no había sido probado anteriormente en el

grupo de investigación de LEM, quedando demostrado en este trabajo que fue una

estrategia efectiva para la producción fermentativa de ácido láctico a partir de suero

de queso, la cual también se puede extender a otros procesos fermentativos.

No sólo se obtuvo una buena concentración, sino también un buen rendimiento y

productividad de ácido láctico. Además, el proceso de producción demostró ser

reproducible y presentar la capacidad de recuperación tras cambios en la duración

de la etapa de reacción, observándose que la producción de ácido láctico se

maximizó al aplicar ciclos de 36 a 48 horas de duración.

Además de ácido láctico, se detectó la producción de ácido acético y etanol, lo que

indica que la vía heterofermentativa estuvo presente en el sistema, aunque en una

baja proporción.

A pesar de que se utilizó un inoculó con una comunidad mixta de microorganismos

se seleccionó un solo género de bacteria ácido láctica en gran proporción durante el

proceso, lo que demuestra que no es necesario trabajar con cultivos puros. El

género seleccionado fue Lactobacillus, una bacteria ácido láctica presente en

numerosos sistemas de producción de ácido láctico. Esta bacteria es capaz de

producir ácido láctico en la concentración obtenida en este trabajo, tanto a través de

la vía homofermentativa como heterofermentativa, por lo que puede explicar los

resultados obtenidos.
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Conclusiones generales y perspectivas

Este trabajo de maestría se destaca por haber demostrado la factibilidad de producir

ácido láctico, un compuesto químico con una amplia variedad de aplicaciones y una

creciente demanda, a partir de suero de queso, un residuo industrial generado en

grandes cantidades y con un enorme potencial para los procesos biotecnológicos

que no siempre es aprovechado.

A través de los ensayos realizados en este trabajo fue posible conseguir valores

altos de producción de ácido láctico, comparables con los de la bibliografía. Es

importante resaltar también que el suero de queso se utilizó crudo y que el inóculo

fue generado a partir del mismo suero, contrario a lo que sucede en la mayoría de

los estudios sobre el tema. Además, a pesar de haberse utilizado una comunidad de

microorganismos mixta como inóculo y de llevar a cabo la operación en condiciones

no estériles, se dio una gran selección de microorganismos especializados en la

producción de ácido láctico. Asimismo, el proceso fue reproducible y tuvo la

capacidad de recuperarse frente a perturbaciones.

Se demostró que las condiciones de operación pH inicial y concentración de inóculo

tuvieron un efecto significativo sobre la producción de ácido láctico en batch.

También se encontró que en el modo semicontinuo de fermentación, el tiempo de

reacción afectó la producción de ácido láctico. Por lo tanto, puede decirse que son

parámetros importantes a la hora de diseñar el proceso de producción de ácido

láctico a partir de suero de queso. Incluso, se puede concluir que el manejo de estas

condiciones es una herramienta útil para controlar el proceso y dirigirlo hacia la

maximización de la producción de ácido láctico.

Quedó demostrado el gran potencial que tiene el proceso para producir ácido láctico

y, por ende, la importancia de profundizar en su estudio para lograr aplicarlo en una

escala mayor y en un contexto industrial.

Así, los resultados obtenidos en este trabajo aportan al desarrollo de un proceso de

producción de ácido láctico alternativo, operado a base de un residuo industrial y en

condiciones que representan ventajas tanto técnicas como económicas,

respondiendo a las necesidades actuales de producción. Esta tecnología además
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tiene el potencial de aplicarse a nivel local, ya que el suero de queso es un residuo

generado en grandes cantidades en nuestro país.

Además de todos los conocimientos generados, este trabajo también abre puertas a

futuras investigaciones, las cuales tienen el potencial de ahondar aún más en el

entendimiento y la consolidación del proceso fermentativo de producción de ácido

láctico a partir de suero de queso.

Por ejemplo, sería interesante realizar más ensayos en batch en base a un nuevo

diseño central compuesto para lograr identificar las condiciones óptimas de pH

inicial y concentración de inóculo para la producción de ácido láctico a partir de

suero de queso, ya que como se mencionó en el texto, se alcanzó un máximo de

producción dentro del rango de las condiciones estudiadas pero se observó que la

producción puede ser aún mayor fuera de dicho rango. Una vez encontradas las

condiciones teóricas óptimas, se debería validar experimentalmente el modelo

obtenido, para comprobar que la respuesta predicha concuerda con la obtenida

experimentalmente. Al proceder de esta manera se puede hablar de que el proceso

fue optimizado.

También se podría estudiar el efecto del pH sobre las bacterias a nivel intracelular,

ya que son numerosos los trabajos que reportan el efecto del pH sobre la

producción de ácido láctico, pero escasea la información sobre las bases

moleculares de dicho efecto. De esta manera, se podrían realizar experimentos para

dilucidar qué ocurre a nivel de la síntesis de proteínas o de la actividad enzimática

cuando el pH decrece durante la fermentación ácido láctica.

Si bien la temperatura a la que fueron llevados a cabo los experimentos fue mesófila

(30°C), lo que representa una ventaja frente a procesos termófilos debido a la menor

inversión energética, se debería estudiar el proceso a temperatura ambiente

(20-25°C). Esto reduciría aún más el consumo de energía del proceso, por lo que de

observarse que la producción de ácido láctico es igual de factible, la operación a

temperatura ambiente puede ser una buena opción para economizar el proceso.

De las diferencias observadas entre los inóculos generados por auto fermentación

en este trabajo, se desprende la posibilidad de poner a punto el tiempo de

fermentación para generar un inóculo adecuado en el menor tiempo posible, lo que
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implica ventajas técnicas y económicas. La estrategia que se utilizó para generar el

inóculo, basada en el uso del mismo suero de queso, fue sencilla y mostró ser

efectiva para el enriquecimiento de bacterias ácido lácticas, en especial en el caso

del ensayo de producción semicontinua. Sin embargo, el uso de los

microorganismos propios del sustrato sin la adición externa de un inóculo también

representa una forma de hacer el proceso menos complejo y más económico.

Además, el suero de queso tiene la ventaja de presentar una comunidad microbiana

naturalmente compuesta por bacterias ácido lácticas, por lo que, aprovechando esta

característica, se podría evaluar la producción de ácido láctico a partir de suero de

queso sin utilizar ninguna inoculación.

En cuanto al ensayo de producción semicontinua de ácido láctico, sería importante

analizar en más detalle cada ciclo dentro del proceso, para lo que es necesario

tomar muestras a lo largo de cada ciclo y no sólo al final de cada uno. Esto aportaría

información, por ejemplo, sobre cuán rápido disminuye el pH o si hay consumo de

ácido láctico a lo largo de cada ciclo.

También es importante hacer un estudio de la factibilidad tecno-económica del

proceso, y así dar un paso más en dirección hacia su aplicación en escala real.

Una vez finalizada la fermentación es necesario separar y purificar el ácido láctico

producido. Existen varias estrategias de separación y purificación, cada una de las

cuáles presenta tanto ventajas como desventajas. Este trabajo se centró en la parte

de producción de ácido láctico, pero sería importante continuar el estudio incluyendo

el análisis sobre cuál es la mejor opción de separación y purificación del ácido

láctico, ya que es una etapa esencial y determinante del proceso. Además, se

podría incluir una etapa más, que es la del aprovechamiento del líquido de

fermentación para un proceso biotecnológico subsecuente, como por ejemplo la

producción de metano.

Una opción muy novedosa y con un gran potencial sería la de aplicar la estrategia

de electro-fermentación a la producción de ácido láctico. La electro-fermentación es

una tecnología reciente que puede ser usada para superar algunas de las

limitaciones de las fermentaciones convencionales. Ésta consiste en controlar

electroquímicamente el metabolismo microbiano fermentativo con electrodos, los

cuáles pueden actuar tanto de fuente como sumidero de electrones. Este control
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electroquímico no sólo tiene efectos sobre el metabolismo microbiano y la

regulación celular, sino también en las interacciones interespecíficas y en la

selección de poblaciones de bacterias en cultivos mixtos. Se espera que el

desarrollo de esta tecnología potencie y permita controlar mejor las fermentaciones

microbianas, por ejemplo al aumentar la especificidad de las rutas metabólicas y

superar limitaciones termodinámicas (Moscoviz et al., 2016). De esta manera, a

través de la electro-fermentación se podrían obtener rendimientos de ácido láctico

mayores y disminuir la producción de otros productos metabólicos como ácido

acético y etanol y, por ende, aumentar la selectividad del proceso. La

electro-fermentación está cobrando cada vez más interés y popularidad, pero aún

no se ha investigado sobre la producción de ácido láctico, por lo que existe un gran

campo de investigación aún por explorar en este sentido.
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Anexos

Tabla A1. Valores de significancia obtenidos con el test de Tukey para evaluar las

diferencias significativas entre la concentración de ácido láctico obtenida en los

diferentes momentos de toma de muestra del ensayo de producción en batch. Los

valores significativos se muestran en rosado. Se utilizó un nivel de significancia del

5%.

Concentración de ácido láctico sin buffer

24 horas 48 horas 72 horas 120 horas

24 horas 0,03346 0,09897 0,4117

48 horas 4,029 3,362E-05 0,0004255

72 horas 3,355 7,385 0,8488

120 horas 2,208 6,238 1,147

Concentración de ácido láctico con buffer

24 horas 48 horas 72 horas 120 horas

24 horas 0,802 0,9687 0,9706

48 horas 1,28 0,9687 0,5384

72 horas 0,6402 0,6402 0,8071

120 horas 0,6264 1,907 1,267

Tabla A2. Modelos probados para ajustar los datos obtenidos en ambos ensayos en

batch, con y sin buffer. Y es la producción de ácido láctico; X1 y X2 las variables pH

inicial y concentración de inóculo, respectivamente; b0 una constante, b1 y b2 el

coeficiente lineal de las variables X1 y X2, b3 y b4 el coeficiente cuadrático de las

variables X1 y X2, respectivamente, y b12 el coeficiente de la interacción entre las dos

variables (X1X2).

Modelo Ecuación
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1 Y = b0 + b1X1 + b2X2

2 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X1
2 + b4X2

2

3 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X1
2 + b4X2

2 + b12X1X2

4 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b12X1X2

5 Y = b0 + b1X1

6 Y = b0 + b1X1 + b3X1
2

7 Y = b0 + b1X1 + b3X1
2 + b12X1X2

8 Y = b0 + b1X1 + b12X1X2

9 Y = b0 + b2X2

10 Y = b0 + b2X2 + b4X2
2

11 Y = b0 + b2X2 + b4X2
2 + b12X1X2

12 Y = b0 + b2X2 + b12X1X2

13 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b4X2
2

14 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b4X2
2 + b12X1X2

15 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X1
2

16 Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X1
2 + b12X1X2

Tabla A3. R2, p-valor y falta de ajuste de los modelos probados para el ajuste de los

datos obtenidos en el ensayo de producción de ácido láctico, tanto con como sin

buffer.

Sin buffer Con buffer

Modelo R2 (%) p-valor
Falta de
ajuste R2 (%) p-valor

Falta de
ajuste

1 57,34 0,033 0,086 18,93 0,432 0,019

2 69,56 0,087 0,082 37,02 0,527 0,068

3 76,82 0,107 0,081 70,67 0,178 0,027

4 64,61 0,052 0,087 52,58 0,135 0,028

5 30,23 0,080 0,062 18,85 0,182 0,023

6 40,88 0,122 0,063 36,26 0,165 0,025

7 48,15 0,180 0,060 69,91 0,030 0,044
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8 37,50 0,153 0,060 52,50 0,051 0,033

9 27,11 0,101 0,060 0,08 0,935 0,018

10 27,17 0,281 0,051 0,27 0,989 0,016

11 34,44 0,370 0,048 33,91 0,378 0,020

12 34,38 0,185 0,057 33,72 0,200 0,024

13 57,39 0,096 0,073 19,13 0,663 0,016

14 64,66 0,130 0,071 52,77 0,272 0,022

15 67,99 0,040 0,100 36,34 0,338 0,021

16 75,26 0,050 0,100 69,99 0,084 0,035

Figura A1. Equipo AMPTS II utilizado para el ensayo de producción de ácido láctico

en modo semicontinuo. De izquierda a derecha: unidad de incubación, unidad de

fijación de CO2 y unidad de medición del biogás.

Tabla A4. Valores de significancia obtenidos con el test de Tukey para evaluar las

diferencias significativas entre las réplicas biológicas en cuanto a la concentración,

rendimiento y productividad de ácido láctico obtenida en el ensayo de producción

semicontinua. Se utilizó un nivel de significancia del 5%.

Concentración de ácido láctico

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3

Reactor 1 0,8829 0,9848

Reactor 2 0,6728 0,7971

Reactor 3 0,2358 0,9086
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Rendimiento de ácido láctico

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3

Reactor 1 0,8829 0,9848

Reactor 2 0,6728 0,7971

Reactor 3 0,2358 0,9086

Productividad de ácido láctico

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3

Reactor 1 0,9827 0,9164

Reactor 2 0,2513 0,8333

Reactor 3 0,5631 0,8144

Tabla A5. Valores de significancia obtenidos con el test de Tukey para evaluar las

diferencias significativas entre las distintas fases de operación del ensayo de

producción semicontinua de ácido láctico. Se evaluó la diferencia en cuanto a

concentración, rendimiento y productividad de ácido láctico. Los valores

significativos se muestran en rosado. Se utilizó un nivel de significancia del 5%.

Concentración de ácido láctico

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4

Fase 1 0,0001389 0,1558 0,4188

Fase 2 7,291 4,9E-06 7,465E-05

Fase 3 3,086 9,173 0,4315

Fase 4 2,206 7,635 0,4315

Rendimiento de ácido láctico

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4

Fase 1 0,0001387 0,1558 0,4185
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Fase 2 7,291 4,899E-06 7,449E-05

Fase 3 3,086 9,173 0,99

Fase 4 2,207 7,636 0,4305

Productividad de ácido láctico

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4

Fase 1 0,01199 0,265 0,01675

Fase 2 4,778 0,0004837 3,954E-05

Fase 3 2,648 6,6 0,4784

Fase 4 4,577 7,989 2,058
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