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Resumen

Los suplementos nutricionales y los probidticos han encontrado nichos

importantes en la industria de alimentos y la industria farmacéutica. En este
trabajo de tesis se analiza la factibilidad técnica de obtencion de dos productos
de valor agregado a partir de suero de leche de cabra: (a) proteina liofilizada y
(b) biomasa probidtica liofilizada de Lactobacillus casei BPG4 (SACCO®,
Italia).
Se presentan resultados de experimentos de ultrafiltracion de suero de leche de
cabra, del cual se retiene proteina de alta calidad. En su forma liofilizada, esta
proteina presenta caracteristicas de solubilidad superiores a productos
comerciales similares. El permeado resultante del ultrafiltrado de suero es
utilizado como medio de cultivo para el crecimiento del microorganismo
prebiotico L. casei BPG4. Se reportan resultados de experimentos batch,
continuo y fed-batch de fermentacion de suero de leche para la produccion de
biomasa.

La cinética de crecimiento de la bacteria Lactobacillus casei BPG4 en suero
de leche de cabra (SLC) deproteinizado es analizada. A partir de experimentos
en cultivo batch, se derivan los parametros cinéticos, por un modelo que
considera la inhibicion por producto, mantenimiento del metabolismo y el
crecimiento asociado a la formacion de producto. El modelo puede ser utilizado
para predecir resultados de cultivo batch, del estado estable a diferentes
concentraciones y tasas de dilucion en cultivo continuo y de experimentos
correspondientes a diferentes protocolos de cultivo fed-batch. Basados en
nuestros resultados, el cultivo fed-batch es el recomendado para la produccion
comercial de biomasa de Lactobacillus casei BPG4 con un bajo costo de

produccion.

Palabras clave: Lactobacillus casei, cinética, batch, suero de leche de cabra, cultivo
continuo, fed-batch, probidticos.
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PRODUCCION DE PROTEINA LIOFILIZADA Y BIOMASA DE
Lactobacillus casei BPG4 LIOFILIZADA A PARTIR DE SUERO DE

LECHE DE CABRA

1.- INTRODUCCION, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La leche de cabra y sus derivados son recursos alimenticios que han recibido en los tltimos
afios mayor atencidon mundial. Su produccién se ha incrementado notablemente en las
ultimas dos décadas, contribuyendo cada vez mds a mejorar la economia de productores e
industriales, y a incrementar el aporte nutrimental en varios sectores de consumidores. En
algunas regiones, la leche de cabra se consume directamente en forma liquida, aunque
también se procesa obteniéndose derivados de la leche, principalmente queso. En el caso de
Meéxico, es importante también, en volumen e impacto econdmico la produccion de dulce

de leche o cajeta.

La leche de cabra y sus derivados retinen las condiciones para ser considerados excelentes
alimentos, ya que sensorialmente son atractivos, inocuos, aportan nutrimentos y son
relativamente accesibles econdmicamente. Por lo tanto, han sido paulatinamente adoptados
por diferentes culturas en el mundo para consumirse cotidianamente.

Con respecto a la leche de vaca, la leche de cabra varia principalmente en el contenido de
las fracciones de caseinas, lo cual puede propiciar rendimientos queseros menores, mayor
produccion de suero y efectos sobre la textura del producto. La concentracion de acidos
grasos libres es mayor, lo que hace a la leche de cabra mas susceptible a la lip6lisis. Los

contenidos mayores de acidos grasos de cadena corta como el butirico, caproico, caprico y



caprilico, le confieren al queso sabores diferentes y un atractivo diferencial para los
consumidores.

La caprinocultura es una actividad econdmica muy importante en el estado de Nuevo Ledn.
De hecho, el “cabrito” es una especialidad culinaria del Estado. Recientemente, la apertura
comercial de la Integradora de Produccion Caprina de Nuevo Ledén S.A. de C.V
(Caprico®), empresa dedicada a la elaboracion de productos derivados de leche de cabra,
augura un resurgimiento para la industria de la leche caprina y sus derivados.

Actualmente, Caprico® esta conformada por 200 productores de leche de cabra que
procesan un promedio de 264,000 litros de leche al afio. Se estima que esta capacidad
aumentara en los afios venideros, motivando esto a que la empresa explore la introduccion
de nuevos productos de leche de cabra. Una problemética importante que enfrenta la
empresa es el volumen de suero de leche que resulta del proceso de produccion de queso,
Caprico® actualmente paga por la disposicion de su suero de leche. Esto representa un
gasto significativo y en consecuencia repercute en las utilidades de la empresa.

Caprico genera actualmente 224,400 litros de SLC al afio. Estos volumenes representan una
preocupacion importante si este subproducto se concibe como un residuo.
Alternativamente, visualizado como una posible materia prima, el SLC representa una

gran oportunidad dada la gran cantidad de nutrientes remanentes atin aprovechables en el.

1.1.- Objetivo
El objetivo central de este trabajo es disefiar un proceso técnicamente factible, para la
obtencion de dos productos de alto valor a partir de suero de leche de cabra,

especificamente (a) proteina liofilizada con baja cantidad de lactosa; (b) biomasa liofilizada



de un microorganismo prebidtico para aplicaciones farmacéuticas o de suplementacion de

alimentos.

1.2 .- Objetivos especificos

(a) Caracterizar el suero de leche de cabra, como materia prima.

(b) Demostrar la factibilidad técnica de un proceso de recuperacion de proteina de
alta calidad a partir de suero de leche por ultrafiltracion y liofilizacion.

(c) Demostrar la factibilidad técnica de la fermentacion de la fraccion filtrada del
suero de leche de cabra para producir biomasa de alto valor (Lactobacillus casei
BPG4).

(d) Caracterizar cinéticamente el proceso de fermentacion de la fraccion filtrada del
suero de leche de cabra en reactores batch, fed batch y continuos.

(e) Desarrollar un modelo matematico que reproduzca significativamente los

resultados experimentales obtenidos.

1.3.- Descripcion general del proceso propuesto

El proposito central de este trabajo de tesis es disefiar un proceso técnica y
econémicamente factible para la obtencion de productos de alto valor agregado a partir de
suero de leche de cabra, un subproducto de bajo valor actualmente. En ese tenor, el proceso
debe reunir los requisitos basicos de (a) sencilla implementacion, (b) sencilla operacion, (c)
escalabilidad y (d) alta eficiencia.

En particular, el suero de leche de cabra tiene dos componentes mayoritarios que

aspirariamos aprovechar: proteinas y lactosa. Como proceso general (ver figura 4), se



plantea la recuperacion de proteinas del suero de la leche por un proceso de ultra filtracion.
La fraccion rica en proteina asi recuperada, se liofilizard para obtener un primer producto,
en forma de polvo liofilizado bajo en lactosa, para el posible mercado de suplementos
proteicos, para atletas, fisiculturistas, etc. La fraccion filtrada se destinard a la obtencion de
biomasa probidtica (en esta investigacion se ha seleccionado Lactobacillus casei BPG4 por
sus efectos benéficos para la salud), via fermentacion. La biomasa recuperada por
centrifugacion sera liofilizada, siendo este un segundo producto de alto valor, del proceso

global.



2.- MARCO TEORICO

En este capitulo, se presentan elementos del marco tedrico pertinentes al presente trabajo
de investigacion. En primera instancia, se presentan estadisticas generales del estado de la
caprinocultura en Nuevo Leon. Se mencionan, en forma general, datos de composicion
tipica y aplicaciones comerciales (o propuestas) para el suero de leche de cabra, el sustrato
principal utilizado en esta investigacion. Una de estas potenciales aplicaciones, la
produccion de microorganismos y/o productos probidticos, es referida en mayor detalle.
Particularmente se enumeran las distintas acepciones del término prebidtico y se revisan
brevemente algunos antecedentes historicos importantes del uso de este término.
Posteriormente, se reseiia brevemente la biologia basica de aprovechamiento de lactosa de
L. casei, el microorganismo prebidtico “protagénico” de este estudio. Se revisan las
principales referencias alusivas a los beneficios prebidticos documentados para L. casei.

Finalmente, se revisan conceptos basicos relativos al cultivo de microorganismos en
bioreactores, describiendo en forma general, las estrategias de cultivo batch, cultivo

continuo y cultivo fed-batch aqui implementadas.

2.1.- La leche de cabra en Nuevo Leon.
Nuevo Ledén juega un papel muy importante en la produccion de leche de cabra,
manteniéndose dentro de los primeros 8 lugares a nivel nacional en el periodo que

comprende de 1990 al 2005. (SAGARPA, SIAP, 2006, Ver figura 1)



miles de litros

Figura 1.- Produccion de leche de cabra en el estado de Nuevo Leon en el periodo

1990-2005, (SIAP) (SAGARPA, 2006)




2.2 .- Suero de leche de cabra

El suero de leche de cabra (SLC), principal subproducto de la industria quesera, es el
liquido resultante de la coagulacion de la leche en la fabricacion de queso. Representa el
90% del volumen total de la leche que se utiliza, contiene casi la mitad de los s6lidos de la
leche, de la cual se separa gran parte de la proteina y de la grasa que son las que
principalmente formaran el queso, quedando en el suero la lactosa, sales y proteina (lacto
alblimina y lacto globulina). Como ejemplo ilustrativo, 1000 litros de suero (resultado de la
produccion de 100 kg de queso) representarian 9 Kg de proteina, 50 Kg de lactosa y 3 Kg
de grasa de leche, que equivaldria a los requerimientos diarios de proteina de
aproximadamente 130 personas y a los requerimientos diarios de energia de mas de 100
personas. (Lomas de Leon y Rojas de Gante., 2005)

Se estima que en México solo se aprovecha el 10% del suero, el remanente se desecha. Al
desecharse, el suero de leche es potencialmente contaminante. Por ejemplo 1000 litros de
suero generan 35 Kg de demanda biolégica de oxigeno (DBO) y cerca de 68 Kg de
demanda quimica de oxigeno (DQO), lo que equivale en impacto ambiental a las aguas
negras producidas en un dia por 450 personas (Lomas de Leon y Rojas de Gante., 2005).
Por esta razon la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), por medio del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) y el Consejo para el Fomento de la Calidad de la Leche y sus Derivados
A. C. (COFOCALEC), el dia 8 de marzo del 2007, declaro en vigencia la Norma
Mexicana NMX-F-721-COFOCALEC-2006 para suero de leche (Tabla 1). Debe
mencionarse que esta norma deberd tomarse como valiosa referencia, pero algunos

paradmetros establecidos por ella no se podrian aplicar estrictamente al SLC, ya que la



Tabla 1. Parametros de calidad que debe cumplir el suero de leche

liquido descremado pasteurizado seginla Norma Mexicana
NMX-F-721-COFOCALEC-2006.

Acidez expresada
como acido lactico

(%) 0.07 a0.12 Mayora 0.12
Proteinas (%) 0.72 Minimo 0.72 Minimo
pH 6.4a6.7 Menora 6.4
Densidad (g/ml) 1.023 a 1.026 1.023 a 1.026
Grasa (%) 0.10 Maximo 0.10 Maximo
Lactosa (%) 4.7 Minimo 4.7 Maximo
Cenizas (%) 0.53 Minimo 0.53 Minimo

Punto crioscopico .-0.498 (-0.520) a

C(H -0.556 (-0.580) Menor -0.556 (-0580)
Inhibidores Negativo Negativo
Bacterias
mesofilicas

Aerobias (UFC/ml)

10,000 Méximo

10,000 Méximo

Organismos
coliformes

(UFC/ml)

100 Maximo

100 Maximo




composicion de este es diferente en algunas variables (con respecto al suero de leche de
vaca): concentracion de lactosa menor en el SLC (3.8%) y mayor concentracion de grasas
en el SLC (4.1%).

En el mercado existen una gran variedad de productos que se elaboran a partir de suero de
leche o por algiin subproducto de este. Tal es el caso del suero de leche en polvo, obtenido
por concentracion de los solidos de suero por evaporacion y el suero en polvo
desmineralizado, donde se eliminan previamente las sales minerales por medio de
intercambio 16nico o por electro didlisis, para posteriormente secar, etc.

Otros productos comercializados, tales como concentrados proteicos obtenidos por ultra
filtracion del suero, o lactosa obtenida por concentracion, cristalizacién y separacion, se
utilizan en confiteria, como aditivos en alimentos infantiles, concentrados de proteina,
productos farmacéuticos, entre otros. En estos productos, estos aditivos contribuyen al
sabor, color, olor, textura, valor nutritivo o reducen costos de produccion.

Otros usos de mayor valor agregado para el suero de leche y sus derivados, y que requieren
un mayor nimero de operaciones unitarias y equipo mas especializado pudieran ser:

(a) como medio de cultivo, utilizdndolo como sustrato para la obtenciéon de productos
obtenidos a través de fermentacion, y en particular para la propagacion de bacterias
lacticas.

(b) la produccion de acidos organicos, como el acido lactico, acido acético y propidnico a

partir de la fermentacion.



(c) la elaboracion de bebidas fermentadas con bacterias lacticas o mezclas de estas con
levaduras han sido desarrollada en varios paises; un ejemplo sobresaliente es el
mundialmente conocido Yakult®.

(e) la produccion de enzimas como la Beta galactosidasa, cuya producciéon es un proceso
altamente rentable.

(f) La produccion de bacteriocinas y probidticos (Gulshan et al., 1990; Ingrassia y

Leplinglard., 2005).

2.3.- Probidticos

En condiciones normales, en la flora intestinal humana existen mas de 400 especies de
microorganismos que conviven en armonia ecoldgica sintetizando vitaminas y otras
sustancias benéficas, contribuyendo a la absorcion de nutrientes, favoreciendo el
metabolismo colonico de la fibra, mejorando la digestibilidad y neutralizando sustancias
potencialmente patogénicas. El intestino ofrece los substratos y las condiciones para el
desarrollo de esta microflora, posibilitdindose asi una mejor funcion intestinal.

Tener una flora estable y bien equilibrada, es una condicional de buena salud. Los
microorganismos benéficos evitan la colonizacion y el sobre desarrollo de
microorganismos patoégenos mediante varios mecanismos tales como la competencia
poblacional, la sintesis de bacteriocinas, etc. El desequilibrio de la flora puede prevenirse
o inclusive tratarse con la administraciéon de cultivos microbianos vivos. Estos cultivos
capaces de reportar los beneficios de salud y balance antes descritos, son definidos como

probioticos.
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Hipodcrates (460 a.C- 377 a.C), el médico griego considerado como el padre de la medicina,
decia: "Haz que tus alimentos sean tus medicinas y que tus medicinas sean tus alimentos".
Un proverbio chino cita “la comida es tu medicina”.

Elie Metchnikoff (1845-1916) zodlogo y microbiélogo ruso, Premio Nobel de Medicina y
Fisiologia en 1908, es tanto o mas conocido por otro de sus descubrimientos. La tltima
década de su vida fij6 su atencidon en que en Bulgaria existia un increible niimero de
personas centenarias, a pesar de ser uno de los paises europeos mas pobres. La razon para
esa extraordinaria longevidad no podia ser tampoco la calidad de sus servicios médicos.
Fue evidente para Metchnikoff, que los bulgaros consumian grandes cantidades de yogur
Metchnikoff logré aislar la bacteria responsable de la produccion del yogur y la utilizé para
sus investigaciones. Este fue el inicio oficial de la probidtica. Metchnikoff se volvié un
firme defensor del concepto de que la dieta puede proteger el cuerpo de la invasion de
patdégenos y en consecuencia mejorar y prolongar la calidad de vida. Fue la primera
persona en desarrollar un preparado terapéutico utilizando lactobacilo en forma de cépsula
para ingerir oralmente. Este primer producto probidtico farmacéutico fue denominado
Lactobacillin.

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término de probiodtico, para nombrar
a los productos de la fermentacion gastrica. Esta palabra se deriva de dos vocablos, del latin
-pro- que significa por o en favor de, y del griego —bios- que quiere decir vida.

Esta primera definicion fue modificada, y el término de probidticos posteriormente
describi6 a los microorganismos y compuestos que participan en el balance y desarrollo
microbiano intestinal. Fuller (1989) defini6 a los probioticos como: '"aquellos

microorganismos vivos, principalmente bacterias y levaduras, que son agregados como

11



suplemento en la dieta y que afectan en forma benéfica al desarrollo de la flora microbiana
en el intestino"

En 1998 el ILSI (International Life Science Institute) de la Union Europea en Bruselas,
defini6 a los probioticos como microorganismos vivos, que cuando son ingeridos en
cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, mas alla de sus efectos
nutricionales convencionales. En general, se reconoce que los probidticos afectan
beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, proporcionan un mejor estado de
salud y bienestar y/o reducen el riesgo de enfermedades. Para ser considerada como
probiotica, una bacteria tiene que sobrevivir el medio fuertemente acido del estomago y

colonizar el intestino delgado y grueso.

2.4.- Lactobacillus casei como probiotico

Lactobacillus casei, bacteria probidtica, microorganismo anaerdbico del género
Lactobacillus que se encuentra comiinmente en el intestino y en la boca de los humanos. Se
trata de una bacteria productora del acido lactico, se emplea en la industria lactea en la
elaboracion de alimentos lacteos probiodticos. Esta especie particular de lactobacilo es
particularmente muy resistente a rangos muy amplios de pH (Yuki et al., 1999; Brink et al.,
2006). Adicionalmente, es una bacteria “complemento” al crecimiento de la L. acidophilus,
un productor de amilasa (un enzima-digestiva de carbohidratos en la leche). Se ha referido
que Lactobacillus casei mejora la capacidad de digestion, la tolerancia a la leche y evita la
diarrea (Isolaria et al., 1991). Por estas razones L. casei ha sido sugerida y empleada en la

elaboracidon de diversos alimentos funcionales.
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La lactosa en el Lactobacillus casei entra al citoplasma como lactosa fosfato, donde es
cortada por la enzima fosfo-B-D-galactosidasa (P-B-gal), resultando una molécula de
glucosa y otra de galactosa-6-fosfato. La glucosa es fosforilada por la glucosinasa y
metabolizada por la via glicolitica. Por otra parte la galactosa-6-fosfato es metabolizada por
la via de la tagatosa-6-fosfato (Kandler et al., 1983). La figura 2 presenta un esquema
simplificado del metabolismo de la lactosa en L. casei al igual que detalla las vias
metabolicas principales de desdoblamiento de lactosa y aprovechamiento de la glucosa y
galactosa producidas.

Lactobacillus casei es una bacteria heterofermentativa facultativa, lo que quiere decir que
fermenta azlicares hexosas en acido lactico, acido acético, etanol, y acido formico. Las

pentosas son fermentadas en 4cido lactico y acético.

En principio, para ser considerada como un probiodtico eficaz, L. casei debe resistir la
accion de los jugos géastricos, biliares y duodenales y llegar viva al tracto intestinal donde
desarrollard acciones inmunomoduladoras. Se han realizado experimentos para validar la
supervivencia de estas bacterias al paso por el tracto intestinal y se han reportado
porcentajes altos de supervivencia (Yuki et al., 1999). Otros estudios han mostrado que el
consumo de lacteos con esta bacteria no altera significativamente el sistema
inmunoprotector de los consumidores (Spanhaak et al., 1998). Lactobacillus casei, a
diferencia de los bacilos del yogur, forma parte de la flora intestinal normal. Por este
motivo, mientras otros lactobacilos estan solo de transito por el intestino, desapareciendo

cuando se suspende su ingesta. L. casei tiende a permanecer y reproducirse en el, es decir,
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a implantarse, colonizando de manera permanente una vez administrados (Ingrassia et al.,

2005;Parassoletal.,2005). L. casei ha recibido atencion de varios grupos de investigacion y
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Figura 2. Diagrama esquematico de la primera parte del metabolismo de las bacterias

acidolacticas (Teusink B. y Smid E.J., 2006)

15



desarrollo tecnologico en el mundo. Destaca en Latinoamérica, la presencia del Centro de
Referencia para Lactobacillus (CERELA), en Colombia. Los resultados de un estudio
(Oliver et al, 2003), documentan que la preparacion de yogur con Lactobacillus casei,
reduce la duracion, frecuencia y presencia de diarrea, los indices de presencia pardsitos, y
aumenta la flora intestinal de manera significativa. Un grupo control de voluntarios que
consumi6 el yogur normal, solo aument6 su flora intestinal, pero los indices de parasitos
permanecieron igual. Por lo que se concluyd que la utilizacion de esta preparacion funciona
como una herramienta para el control de la diarrea, dando un soporte nutricional y

preventivo (Ver tabla 2).

2.5.- Biorreactores

La produccion de microorganismos de interés comercial tipicamente se conduce en
biorreactores tipo tanque. Estos biorreactores proveen al microorganismo del entorno
adecuado para su crecimiento, en ellos se ejerce control sobre las variables criticas, tales
como concentracion de O,, temperatura, pH, nivel de agitacion, etc., que determinan el
crecimiento y condicién metabdlica del microorganismo.

Un biorreactor tipo tanque debe disefarse para que funcione asépticamente durante varios
dias. Debe contemplar un sistema adecuado de suministro de gases (puede ser O, CO,, Ny,
etc.) y agitacion. Su consumo de energia debe ser tan bajo como sea posible, debe tener un
sistema para el control del pH, temperatura, oxigeno disuelto (DO) y nivel de espuma. Es
deseable que el biorreactor cuente con un sistema para la toma de muestras. Las pérdidas

por evaporacion del medio de cultivo no deben ser excesivas (un condensador resulta muy
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Tabla 2. Efectos positivos documentados en el humano por el consumo de Lactobacillus

casei.

Efecto antimicrobiano Brink et al (2006)
Nemeth et al (2006)

Disminucion de los niveles de Liong et al (2006)

colesterol Park et al (2008)
Disminucion de las diarreas Isolauri et al (1993)

ocasionadas, ya sea por virus
o bacterias

Srinivasan et al (2006)

Digestion de la lactosa Gaon et al (1995)
Estimulacion del sistema Matsuzaki et al (2008)
inmune Ortiz-Andrellucchi ez al (2008)
Adhesion a la pared celular Brink et al (2006)
intestinal Kinoshita et al (2007)
Excluye y/o reduce la Ingrassia et al (2005)
adherencia patogena Parassol et a/ (2005)
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util para minimizarlas). El disefio del tanque debe ser tal que las operaciones basicas
durante el funcionamiento, recoleccion, limpieza y mantenimiento sean minimos. El tanque
debe ser (a) versatil para la aplicacion de diversas modalidades de procesos, (b) sus
superficies internas deben ser lisas para facilitar los procedimientos de limpieza, (c) la
geometria del biorreactor debe ser similar a otros tanques mas pequefios o mayores de la
planta a fin de facilitar la reproduccion de procesos a diferentes escalas (escalamiento).
Adicionalmente, deben emplearse para su construccion materiales baratos y que
proporcionen resultados satisfactorios. Por ultimo, debe existir un servicio adecuado de
repuestos para el biorreactor. El mantenimiento de un ambiente aséptico, condiciones
aerdbicas o anaerObicas (segin sea el caso) y el sistema de control de pH son,

probablemente, los tres puntos de mayor relevancia que hay que considerar.

En cuanto a la forma de operaciéon de un biorreactor tipo tanque, deben referirse tres

variantes fundamentales de cultivo:

(a) Cultivo tipo batch

(b) Cultivo continuo

(c) Cultivo tipo fed-batch

2.5.1.- (a) Cultivo batch.

Es el método de operacion mas sencillo. Basicamente consiste en verter al tanque el medio
de cultivo con los substratos necesarios para el crecimiento del microorganismo y/o
produccion de producto, y fijar y controlar las variables criticas del proceso durante todo el

tiempo de cultivo. El tiempo de crecimiento y formacion de producto dependeran de la
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cantidad de substrato que se haya proporcionado al cultivo (la fuente de C, N y micro
nutrientes) y el valor de los parametros criticos (DO, temperatura, pH etc.).
En un cultivo batch, tipicamente se observan varias etapas de desarrollo (ver figura 3a). En
una primera etapa, denominada fase de retraso, fase lag o fase de adaptacion, las células
buscan su adaptacion al medio y no existe produccion significativa de biomasa. Es deseable
minimizar la duracién de esta etapa.
En una segunda etapa, o fase exponencial, las células en cultivo estdn multiplicAndose
exponencialmente, y se encuentran en su maximo desempefio y despliegue metabdlico. El
crecimiento en fase exponencial se define generalmente por la siguiente ecuacion.
D[X]/dt = u[X]
donde :
[X] = concentracion de biomasa.
u = tasa especifica de crecimiento.
t = tiempo
En condiciones muy especificas p podria considerarse constante. Sin embargo,
generalmente p es una funcion de la concentracion de sustrato([S]), la temperatura, el pH y
en ocasiones la concentracion de productos([X]).
En la fase estacionaria los substratos criticos para el crecimiento se agotan. En este tipo de
cultivo se agregan los nutrientes exclusivamente al comienzo del cultivo (excepto el
oxigeno, de ser necesario) y, por lo tanto, estos tienden a disminuir conforme avanza el
crecimiento. También, los productos metabolicos del cultivo se acumulan durante el
transcurso del tiempo de proceso. Tanto el agotamiento de nutrientes, como la acumulacion

de productos inhibitorios, causan que la produccion neta de biomasa durante la fase
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estacionaria sea cero (d[X]/dt = 0). Al término de la fase estacionaria hay una disminucion
en cantidad de biomasa, (d[X]/dt<0) lo cual indica que ha comenzado la fase de muerte

celular(ver figura 3a).

2.5.2.- (b) Cultivo continuo.

En este tipo de cultivo hay una alimentacion continua de los substratos criticos para los
microorganismos en cultivo, y una remociéon continua de medio (ver figura 3b). El
proposito de este cultivo es mantener constante la produccion de biomasa “sintonizada” a
una tasa especifica de crecimiento constante (p=cte) o du/dt = 0. Esto se logra alimentando
al biorreactor a un ritmo estable. EI volumen es mantenido constante al retirar la misma
cantidad de medio que se agrega. Mientras que en el cultivo tipo batch la produccion
exponencial de biomasa se observa solo en la fase exponencial, en el cultivo continuo se
busca mantener la produccion de biomasa constante durante todo el “estado estable” del
cultivo continuo. El control de un biorreactor continuo debe ser llevado cuidadosamente, ya
que un pequefio cambio en las variables del proceso puede ocasionar a que se desestabilice

el sistema (ver figura 3b)

2.5.3.- (¢) Cultivo Fed — Batch.

Este tipo de cultivo representa operacionalmente, un punto intermedio entre el cultivo tipo
batch y continuo. Con las estrategias fed-batch se busca alargar la fase exponencial de
produccion de biomasa (o de otro producto de interés) para aumentar la productividad del

reactor (ver figura 3c). El proceso de cultivo comienza de forma idéntica a un cultivo tipo
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batch. Cuando los substratos criticos para el crecimiento han sido consumidos, se agrega
medio de cultivo nuevo al biorreactor, permitiendo alargar la fase exponencial.
Los cultivos fed-batch son recomendados cuando los procesos continuos no resultan

convenientes por razones operativas o de productividad (Ver figura 3c).
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Estrategia general

La estrategia general empleada en el presente trabajo se ha esquematizado en la figura 4,
donde se observa, la entrada del SLC a la columna de ultrafiltracion (UF), la salida de la
parte inferior del UF, es el retenido, en este caso la proteina, que pasa a liofilizacion (FD
o “freeze drying”) y la parte superior del UF, es el permeado, que pasa a fermentacion
(BRX o biorreaccion), para después a FD. Para propositos de descripcion detallada de los
materiales y métodos utilizados en su ejecucion, se respetard el orden secuencial de

operaciones del proceso

3.2.- Suero de leche de cabra como materia prima

Se utiliz6 SLC amablemente facilitado por la empresa Caprico®. Esta empresa maneja
dos tipos de suero, el dulce y el acido. El suero acido proviene de la manufactura de
queso francés y, el dulce, se deriva del queso panela y la cuajada. Solo suero dulce se
utiliz6 en los experimentos aqui reportados.

El SLC fué caracterizado bromatoldogicamente de acuerdo a los criterios AOAC. Los
analisis correspondientes fueron realizados por personal del laboratorio de bromatologia

del Centro de Biotecnologia del ITESM campus Monterrey.

3.3.- Descremado
El SLC fue descremado en una descremadora Elecrem modelo No 3 manufacturado en

Francia, ubicada en la planta piloto de productos lacteos del Centro de Biotecnologia. El
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proceso de descremado se llevo a cabo en 2 etapas, (a) una etapa de precalentamiento del
suero hasta llegar a los 60°C, y (b) etapa de descremado, en la que el suero se hace fluir

por una serie de discos que retienen los s6lidos y por centrifugacion se separan las grasas.

3.4.- Proceso de ultrafiltracion.

El suero de leche de cabra fue precalentado a 50 °C vy filtrado en un equipo de ultra
filtracion modelo Flexstand marca Amersham®, Biosciences Corp. USA. Se utilizé una
columna de ultra filtracion UFP-10-E-6A 10 Kd de 2800 cm2, de la marca Amersham®,
Biosciences Corp. USA. Los productos de ultrafiltracion serdn denominados en este
documento como (a) el concentrado de proteina (retenido) y (b) la fraccion filtrada de
lactosa (permeado).

Se utilizaron 2 metodologias de ultra filtracion. La primera vertiendo en un contenedor un
litro de suero descremado, a 50 °C, el cual se hizo fluir por accion de una bomba
peristéltica a travez de la columna de ultra filtracion, obteniéndose el perneado de lactosa
en un contenedor y recirculandose el concentrado de proteina.

La segunda metodologia utilizada consistié en una ultrafiltracion continua en la cual a un
contenedor de un litro se le adiciond continuamente suero de leche segun la cantidad
filtrada, teniendo entonces una entrada continua de suero y una salida continua de

perneado de lactosa.

3.5.- Recuperacion, congelacion y liofilizacion de proteina

El concentrado de proteina obtenido por ultrafiltracion fue pasteurizado a 80 °C por 20

minutos, enfriado y congelado a -80 °C, en un ultra congelador REVCO® modelo Ultima
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II. Muestras de proteina congeladas, fueron liofilizadas utilizando un equipo Virtis®
modelo Freezemobile 25EL, USA, operado a una condicion de T=-80 °C (en el

condensador) y con una fluctuacion de vacio entre 0 y 50 militorr.

3.6.- Evaluacion comparativa de la solubilidad y la dispersividad de proteina
liofilizada

Se condujo un estudio comparativo de dispersion-solubilizaciéon entre el producto
comercial Mega Whey® de GNC™ (concentrado proteico de suero de leche bovina con
relacion proteina/carbohidratos de 8:1) y la proteina liofilizada en este estudio,
recuperada de suero de leche de cabra (relacion proteina/carbohidratos de 7:1). Para estas
pruebas, 1.42 g de muestra de cada producto fueron vertidos en 100 ml de agua
bidestilada. Las suspensiones asi preparadas se agitaron a 200 rpm por 5 minutos (tiempo
suficiente para alcanzar una distribucion estable de tamafio de particula en ambos
productos) en un vaso de precipitados de 250 ml, utilizando un motor de agitacion IKA®,
Modelo RW16 basic, USA. Un equipo analizador de distribucién de tamafio de particula
FBRM (Focus Beam Refractance Measurement) de Mettler Toledo® USA, fue utilizado

para determinar la distribucion de tamafio de particula de cada suspension.

3.7.- Proceso de pasteurizacion

El perneado de lactosa producido por ultrafiltracion se pasterizé por 20 minutos a 80 °C

en una autoclave de piso Yamato modelo SE510, elaborado en Tokio, Japon.

3.8.- Inoculacion del medio de cultivo
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Se utiliz6 una cepa comercial de L. casei BPG4 (SACCO®, Italia). Este es un producto
grado alimenticio y farmacéutico, resistente a sales y a pH acido (segun la descripcion del
fabricante).En cada experimento se agregaron 0.1 y 0.5 gramos de producto comercial,
disuelta en 40 ml de SLC, preincubandola durante 30 min a 37 °C en una incubadora de

la marca Shel Lab. Modelo 1535, USA.

3.9.- Cultivo en biorreactores

Los experimentos de fermentacion de permeado de lactosa aqui reportados fueron
conducidos en un biorreactor instrumentado Applikon® modelo ez-Control, USA, de 3 L
(volumen efectivo de 2 L). Se realizaron experimentos de cultivo batch, fed-batch y
continuo. Todos los experimentos fueron efectuados a condiciones de T=37 °C, pH de 5.5
y agitacion de 300 rpm. En todos los experimentos, se tomaron muestras de 25 ml de
liquido del biorreactor para cuantificar la concentracion de biomasa y sustrato por métodos
que seran detallados posteriormente. Para controlar flujos de entrada y salida al biorreactor
(en los experimentos de cultivo continuo y fed-batch) se utilizaron dos bombas peristalticas
Masterflex®, USA.

Experimentos de cultivo batch. Dos experimentos de cultivo batch fueron realizados en

secciones subsecuentes de este documento, se referird a los experimentos batch realizados
como experimento batch 1 y experimento batch 1. En ambos casos el medio de cultivo
utilizado fue suero de leche de cabra deproteinizado y pasteurizado de acuerdo a los
protocolos antes especificados. El medio de cultivo no fue suplementado con fuente alguna
de carbono o nitrégeno. En estos experimentos, la concentracion de biomasa y sustrato fue

evaluada por métodos detallados posteriormente.
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Experimentos de cultivo continuo. Un experimento de cultivo continuo fue conducido

como continuacion del experimento batch 1. Después de 23 horas de cultivo batch, y toda
vez que el cultivo se encontraba en plena fase exponencial (13 horas en fase exponencial),
se activaron flujos de entrada y salida al biorreactor experimental de 1.3 ml/min,
manteniendo un volumen efectivo constante de 1.8 L. Estas condiciones definen un tiempo
de residencia Tr=23.07 h y una tasa de dilucion D=0.043 h™.

Experimentos de cultivo fed-batch. Experimentos de cultivo fed-batch fueron efectuados

como continuacion del Experimento batch 1. Dos tipos de estrategias fed-batch fueron
probadas. En la primera de ellas, la agitacion de un cultivo batch de 20 horas (14 horas en
fase exponencial) fue interrumpida, permitiendo la sedimentacién natural de la biomasa
presente por un periodo de cuatro horas. Al término de este periodo de reposo, 1 litro de
sobrenadante (V/2) fue retirado del biorreactor, para ser inmediatamente substituido por 1
L de medio de cultivo fresco (V/2). Una segunda estrategia fed-batch fue implementada a
partir de un cultivo en fase exponencial donde la concentracion de biomasa en el tanque era
de [X]=2.8 g/L. V/4 del volumen del biorreactor (equivalente a 500 ml) fue retirada del
tanque (en condiciones de agitacidon), para posteriormente ser suplida por el mismo
volumen de medio de cultivo fresco.

En todas las pruebas, se tomaron muestras directas del reactor para el andlisis de
absorbancia a 560 nm para medicion de biomasa, por medio de una llave de muestras que
se encuentra en la parte superior de los reactores y no tiene contacto con el exterior,

evitando asi la contaminacion de las muestras.

3.10.- Recuperacion, congelacion y liofilizacion de biomasa
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La biomasa producida fue recuperada por centrifugacion. Muestras tomadas asépticamente
del biorreactor fueron procesadas a 7000 rpm, a una temperatura de 4 °C, durante 10
minutos, utilizando una centrifuga Dupont®, modelo Survall RC5C con rotores GSA para
tubos de 250 ml y SS-34 para tubos de 50 ml.

Una vez separada la biomasa, se elimin6 el sobrenadante y se congelaron las muestras a -80
°C, en un ultra congelador REVCO® modelo Ultima II.

Las muestras congeladas, fueron liofilizadas utilizando un equipo Virtis® modelo
Freezemobile 25EL, USA, operado a una condiciéon de T=-80 °C (en el condensador) y con

una fluctuacion de vacio entre 0 y 50 militorr.

3.11.- Determinacion de concentracion de biomasa.

La concentracion de biomasa a distintos tiempos de cultivo fue realizada por (i) evaluacion
de peso seco, y (ii) medicion de absorbancia a 560 nm. La figura 5 muestra la correlacion
encontrada entre evaluaciones de concentracion de biomasa por ambas metodologias para
la fase exponencial de uno de los experimentos de cultivo batch analizados.

Para efecto de la estimacion de absorbancia por peso seco, muestras del cultivo
correspondientes a distintos tiempos fueron centrifugadas. El sobrenadante fue descartado y
el “pellet” liofilizado. Las condiciones de centrifugacion y liofilizacion han sido
previamente descritas en este documento.

Para efecto de la estimacion de biomasa por absorbancia, muestras del cultivo
correspondientes a distintos tiempos fueron centrifugadas (de acuerdo al protocolo antes

descrito). La medicion de absorbancia fue realizada sobre 2 ml de esta resuspension
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utilizando un espectrofotometro Beckman Coulder®, modelo BU-800, USA., a una

longitud de onda de 560 nm.

3.12.- Evaluacion de viabilidad e identidad de la biomasa.

La viabilidad de muestras de biomasa seca fue evaluada por el método de siembra y cuenta
en placa en medio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) (de Fluka®, USA.). Muestras de
biomasa liofilizadas de acuerdo a los protocolos descritos con anterioridad, fueron
resuspendidas en 100 ml de medio de cultivo MRS. Diluciones seriadas en el rango 10" a
10® fueron obtenidas a partir de un ml de esta resuspension. Un ml de cada dilucion fue
sembrado en placas de agar MRS. Las placas fueron incubadas en atmosfera de CO2 por
espacio de 48 hrs en una incubadora Shel-lab®, modelo A-141, USA.

La identidad de la biomasa producida fue validada por la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) seguida por electroforesis. Tres muestras
del presunto L. casei, fueron tomadas de cultivos en placa en agar s6lido MRS, por puncion
directa de colonia, practicdndose sobre cada una de ellas un analisis de PCR directo de
colonia (sin extraccion previa de ADN). Se utilizaron sondas especificas para L. casei, de

acuerdo a la recomendacién de Haarman y Knol (2006);

F case IS 5" CTA TAA GTA AGC TTT GAT CCG GAG ATT T 3° 132 pb

R case IS  57CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATG T 37

Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen de 50 microlitros utilizando el Kit

Advantage™ 2 PCR kit, Clonetech, USA, en un termociclador Px2 Thermal Cycler de

31



Termo Scientific, USA, atendiendo a las recomendaciones del protocolo de PCR de
Haarman y Knol (2006).

El producto de PCR se analizo mediante la técnica de electroforésis de agarosa al 4%
(peso/volumen) en TAE (Tris-acido acético EDTA) (Sanbrook y Russell, 2001) con SYBR
Safe® de Invitrogen, USA, a una dilucion final 1X. Como marcadores de peso molecular
se utilizaron los productos Trackit™ 50 bp (del inglés pares de bases) y Trackit™ 20 bp.
Como control positivo, se utilizd L. casei var rhamnosus (producto liofilizado comercial
Liolactil®, de IVAX, Francia). Una cépsula de este producto se resuspendioé en un mililitro
de agua estéril grado PCR (libre de nucleasas). Un microlitro de la resuspension se sometio

al mismo procedimiento PCR-electroforesis.

3.13.- Evaluacion de lactosa por método enzimatico.

La concentracion de lactosa se evalud por un método enzimatico. Tabletas de 9000 FCC
unidades de lactasa, (Lactaid®, USA) fueron utilizadas para hidrolizar la lactosa del medio
de cultivo. Para cada conjunto de experimentos, una solucion stock de lactasa fue preparada
por disolucion de una tableta de lactasa en 100 ml de agua bidestilada. Las muestras
directamente tomadas del caldo de cultivo fueron centrifugadas de acuerdo al
procedimiento antes descrito. Para cada determinacion, un volumen de 100 pL de
sobrenadante fue mezclado con 900 puL de la solucion stock de lactasa e incubado en
agitacion continua por 15 minutos a 30 °C. La glucosa resultante de la hidrdlisis fue
cuantificada utilizando un equipo de medicidon de glucosa en sangre de la marca Optium©,
USA. La figura 6a muestra el analisis realizado para determinar el tiempo adecuado de

incubacion de la reaccion. La figura 6b muestra una curva de calibracion realizada con
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Figura 6. Calibraciéon de un método enzimatico para la medicion del concentrado de
lactosa, utilizando lactasa comercial (Lactaid®, USA) con 9000 FCC unidades de
lactasa, y cuantificando glucosa con un equipo Optium®© para determinacion de
glucosasanguinea: (a) lecturas registradas de diferentes concentraciones de lactosa y
los diferentes tiempos de hidrolisis y (b) curva de calibracion y correlacion resultante
en las muestras correspondientes a la condicion de 15 minutos de hidrdlisis.
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respecto a soluciones referencia de lactosa monohidratada (DEQ, Desarrollo de

Especialidades Quimicas SA de CV, México) preparadas en el rango de 2 g/L a 50 g/L.

3.14.- Evaluacion de lactosa y acido lactico por FTIR.

Alternativamente, se implementaron protocolos de determinacion de la concentracion de
acido lactico (en su forma disociada y no disociada) y de lactosa, por medicion directa en
linea del caldo de fermentacidn utilizando un instrumento FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy, por sus siglas en ingles.) de Mettler Toledo®, USA (Fairbrother et al., 1991;
Hayakawa et al., 2000). Especificamente, la concentracion del acido lactico disociado se
correlaciond con la altura del pico de absorbancia ocurrente a 1575 cm™ (ver figura 7%). La
concentracion del 4cido lactico no disociado se correlaciond con la altura del pico de
absorbancia ocurrente a 1725 cm™ (figura 7a). La concentracion de lactosa, se correlaciond
con la sefial observada a 1075 (1042) cm™ (figura 7b). Esta ultima sefial es originada por la
excitacion inducida por FTIR al enlace CO del grupo alcohdlico de la lactosa (Hayakawa et
al., 2000).

Curvas de calibracion, en el rango de 1 a 50 g/L y 1 a 15 g/L fueron obtenidas para lactosa
y acido lactico respectivamente (ver figuras 7a y 7b). En este trabajo, se reportan datos

preliminares de la aplicacion de estas técnicas.

3.15.- Caracterizacion cinética.
La informacion de los perfiles de concentracion de biomasa y sustrato colectados en uno de
los experimentos de cultivo batch fue analizada para determinar las tasas experimentales

de produccion de biomasa (d[X]/dt) y consumo de sustrato (d[S]/dt). Bajo la suposicion de
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crecimiento de primer orden con respecto a biomasa, del tipo d[X]/dt= p [X], la velocidad
de crecimiento especifico (u) fue calculada punto a punto. Para demostrar que el
crecimiento de L. casei BGP4 no podia ser explicado con un simple modelo de Monod (p =
Umax [S]/(Ks + [S])), la p calculada en cada punto experimental fue graficada contra la
concentracion de sustrato experimental. Se propuso un modelo correctivo de inhibicién por
producto (acido lactico en este caso) del tipo UREAL O EXPERIMENTAL = {MMONOD } {MINN PROD
}, donde {u~ prop }fue ajustado a una funcidon de caida exponencial dependiente de la
concentracion de producto [P]. Para el referido ajuste, [P] fue inferido a partir de la
concentracion de biomasa producida [X], de acuerdo a una relacién experimental inferida
por Altiok et al, (2006) y validada con un experimento batch donde [P] fue evaluado
experimentalmente por técnicas FTIR.

Todos los ejercicios de calculo de regresiones fueron realizados utilizando el software

Kaleidagraph® de Synergy, USA.

3.16.- Modelacion matematica.

Con el propédsito de (a) reproducir los perfiles de concentraciéon de biomasa y sustrato
observados experimentalmente y (b) desarrollar una herramienta para predecir perfiles para
condiciones aun no exploradas experimentalmente, se formuld6 un modelo matematico

basado en las siguientes ecuaciones de balance para biomasa, sustrato y producto:

I'x=d[X]/dt= p [X] (Ecuacion 1)

I'y=d[P]/dt = o (d[X]/dt) (Ecuacion 2)

Ts=d[S]/dt = (1/Yxs) (d[X]/dt) +(1/Ypss) (d[P}/dt)+ Kun[X] (Ecuacién 3)
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La tasa de crecimiento especifico pu fue expresada como:

1= {1MONOD } {HINNPROD } (Ecuacion 4)

= (Mmax [SV/(Ks + [S])) (81 + 82 exp(-55 [P])) (Ecuacion 5)

Los valores de parametros cinéticos de esto modelos cinéticos fueron precisados por (a)
andlisis cinético de los datos experimentales de un solo experimento batch, (b) a partir de
reportes previos (Youssef et al., 2005; Altiok et al., 2006) y (c) ajuste empirico para
minimizar la diferencia entre los perfiles experimentales y los simulados (en la seccion de
resultados se discuten detalles del procedimiento). El modelo propuesto y los valores de sus
parametros cinéticos fueron validados comparando simulaciones computacionales basadas
en el modelo contra datos experimentales de dos experimentos batch. Las mencionadas

simulaciones fueron realizadas en Microsoft Excel® USA.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion, se presentan y discuten los resultados de los experimentos efectuados para
documentar, a nivel laboratorio, la factibilidad del proceso propuesto en esta tesis. Se
refiere al lector a la figura 4, esquema general del proceso. En los siguientes apartados se
presentan los resultados generales de ensayos de (a) caracterizacion de la materia prima, (b)
acondicionamiento de materia prima (descremado), (c¢) obtencion de proteina liofilizada por
ultrafiltracion, (d) fermentacion del permeado de lactosa en reactores batch, continuos y
fed-batch, (e) andlisis cinético y modelacion matematica del crecimiento de L. casei y

consumo de sustrato (lactosa) y (f) caracterizacion de biomasa de L. casei liofilizada.

4.1.- Caracterizacion del suero de leche de cabra entero.

La tabla 3 presenta resultados de caracterizacion bromatoldgica basica del suero de leche
de cabra utilizado en los experimentos aqui reportados. Los valores observados se
encuentran en los rangos tipicos de calidad del suero de leche de vaca (COFOCALEC.,
2006; ver tabla 1).

De acuerdo a estos resultados, el SLC entero tiene una relacion proteina/carbohidratos
ligeramente menor a 0.5. Esta es una relacion relativamente alta. La norma NMX-F-721-
COFOCALEC-2006 acepta, para el caso de SLC, relaciones minimas de
proteina/carbohidratos del orden de 0.20.

Siendo que aproximadamente el 25% de los solidos del SLC son proteinas, tedricamente
pudiera recuperarse hasta un maximo de 15 kg de proteina/m’ de SLC entero. Este valor no

considera las pérdidas que ocurrirdn en el proceso de separacion por ultrafiltracion, por lo
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Tabla 3.- Resultados del analisis bromatologico practicado al SLC entero. Se
muestran los valores en base seca y base hiimeda. Estos analisis fueron
realizados en el laboratorio de alimentos del Centro de Biotecnologia del
ITESM Campus Monterrey.

VALOR VALOR
PARAMETRO (% BASE SECA) (% BASE HUMEDA)
Humedad NA 93.68
Cenizas 7.15 0.45
Proteinas 25.97 1.64
Grasas 3.48 0.22
Fibra Cruda 5.34 0.34
Carbohidratos 58.07 3.67
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que deberd considerarse como una referencia de un maximo ideal que nos permitira

calcular la eficiencia del proceso global de recuperacion.

4.2.- Caracterizacion del suero de leche de cabra descremado.

Posterior a la operacion de descremado, el SLC fue caracterizado bromatolégicamente. La
tabla 4 presenta resultados de un lote experimental tipico. Interesantemente, un proceso
simple de descremado puede generar un producto adicional de valor agregado, en este caso
grasa de leche caprina. La fraccion de grasa en base seca se decrementa de 3.5 gr/100 gr a
practicamente 0. Esto implica que pueden recuperarse en el orden de 35 gramos de grasa
por cada kg de materia seca originalmente presente en SLC. Esto representaria una

potencial recuperacion del orden de 2.11 kg de grasa de leche caprina/m’ de SLC.

4.3.- Ultrafiltracion.

El proceso de ultrafiltracion implementado a escala laboratorio, muestra un desempefo
reproducible. En promedio, de cada 100 ml de SLC descremado alimentado cada hora se
recupera una fraccion de 76 ml de permeado de lactosa y 20 ml de concentrado de proteina
(ver figura 8). La pérdida tipica en volumen, retenido en membranas y mangueras es del
4% con respecto al volumen alimentado. Este numero tenderd a reducirse en escalas

superiores, donde la relacidon volumen/area superficial del filtro serd menor.

4.4.- Recuperacion de proteina a partir de suero de leche de cabra.

El proceso de recuperacion de proteina de suero de leche por recirculacidon mostrd un

desempefio reproducible. En general, es posible recuperar 1 g de proteina liofilizada/ 73g
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Tabla 4. Analisis bromatolégico del SLC descremado. Se muestran
valores en base seca y base hiimeda Estos analisis fueron realizados en el
laboratorio de alimentos del Centro de Biotecnologia del ITESM Campus
Monterrey.

VALOR VALOR
PARAMETRO (% BASE SECA) (% BASE HUMEDA)
Humedad NA 94.4
Cenizas 3.91 0.22
Proteinas 41.01 23
Grasas 0.05 0.00
Fibra Cruda 5.59 0.31
Carbohidratos 49.44 2.77

41



100% -

80% -
60% - B Retenido
Fraccion O Perdida
Volumen 40% -
@ Permeado

20%

0%

1

SLC descremado
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de concentrado de proteina. La proteina liofilizada recuperada no ha sido analizada en
cuanto a su perfil de aminoacidos. La figura 9 presenta resultados de un experimento
comparativo de dispersion-solubilizacion entre el producto comercial Mega Whey® de
GNC™ vy la proteina liofilizada recuperada de suero de leche. Se observa que la curva de
distribuciones de tamafio de particula para una muestra tipica de proteina liofilizada de
SLC es mas homogénea que la correspondiente al producto comercial. El experimento
también demuestra que la proteina liofilizada es mas soluble que la proteina comercial. El
area bajo la curva en el estado estable (proporcional a la cantidad de proteina no

solubilizada) es aproximadamente 30% menor para la proteina de SLC liofilizada.

4.5.- Fermentacion de suero deproteinizado.

El ultrafiltrado del proceso anterior fue sometido a fermentacion sin adicion suplementaria
de alguna fuente de carbono o nitrégeno. Esta estrategia intenta validar si con solamente los
nutrientes propios (lactosa como fuente de carbono primordial y proteinas de suero de leche
permeadas) es posible lograr un crecimiento apropiado de biomasa. Adicionalmente, con el
proposito de minimizar fases operativas al maximo, se ensayé un proceso anaerobico. La
figura 10 presenta resultados experimentales de dos experimentos de fermentacion batch
realizados bajo condiciones de control criticas iguales, excepto cantidad de indculo. En
ambos experimentos, las condiciones de temperatura y pH fueron 37 °C y 5.5,
respectivamente. Estos parametros fueron cuidadosamente monitoreados durante el proceso
de fermentacion. En el primer experimento (Figura 10a), se utilizd Lactobacillus casei

BPG4 (descrito en la seccion de materiales y métodos) a una concentracion de 0.1 g/L. En
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segundo experimento (Figura 10b), se utiliz6 como indculo Lactobacillus casei BPG4 a
una concentracion de 0.5 g/L. El aumento en la concentraciéon de indculo disminuye
significativamente el periodo lag del proceso, reduciéndolo casi un 50% al pasar de 0.1 g-L
a 0.5 g-L de biomasa comercial inoculada. Las caracteristicas de ambas curvas de
crecimiento son similares. Un posterior andlisis cinético demostrara que las tasas
especificas de ambos experimentos son muy similares, demostrando reproducibilidad en la
fermentacion. En estos experimentos se recuperaron valores de concentracion de biomasa
liofilizada (producto de la fermentacion) de 3.2 y 3.8 g/L respectivamente. Para estos
experimentos, las concentraciones iniciales de sustrato fueron de 41.5 y 34 g/L de lactosa.
Las concentraciones finales de sustrato, para estos mismos experimentos, fueron de 15 y
2.1 g/L. Por tanto, los valores globales de rendimiento de biomasa por sustrato, Y ys global
aparente, se sitian en el rango de (3.2-0.1)/(41.5-15.0) a (3.8-0.5)/(34-2.1).

La figura 11 presenta la continuacién del experimento 1, una vez que, alcanzada la
concentracion de biomasa de 3.2 g/L, se activaron valvulas de entrada y salida continua, a
una tasa de 1.3 ml/min [D=1.3 ml/(1800 ml/min)=.0.0433 hr']. Una vez activado el flujo
continuo, el estado estable, para el tiempo de residencia T=1364 min, se alcanzé luego de
23 horas. Para el estado estable alcanzado, la concentracion celular observada fue de
[X]=2.6 g/L y la concentraciéon de sustrato fue de [S]=28.5 g lactosa/L. Estos valores,
correspondientes a una tasa de crecimiento de p= 1/23 h™', para una productividad D[X]=
2.6/23=0.113 g biomasa/L-h. La productividad analoga, para los experimentos batch, fue
de 3.2/20=0.14 g biomasa/L-h (contabilizando inclusive la fase lag del cultivo batch) y

3.2/13=0.24 g biomasa/L-h (tomando en cuenta solo la fase exponencial de crecimiento).
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Figura 11. Resultados del cultivo tipo continuo. Se presentan perfiles de concentracion
de biomasa (puntos) y sustrato (cuadros) observados en el experimento “batch” I
continuando por un periodo de cultivo continuo. Las flechas indican el momento de
apertura de flujo continuo (1.3 ml/min). Las lineas horizontales punteadas sefialan los

niveles de biomasa y sustrato alcanzados en estado estable.
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Entonces, para tiempos de residencia de 23 horas, el sistema batch resulta superior al
sistema continuo.

Un escenario de fermentacion fed-batch pudiera reportar beneficios sobre el sistema batch
y continuo, ya que es conocido que la produccion de biomasa es inhibida, en este sistema,
por la concentracion de acido lactico producido (la cinética de inhibicion por producto sera

analizada a detalle posteriormente).

La figura 12 muestra las curvas de concentraciéon de biomasa y sustrato en el tiempo, para
el segundo experimento batch realizado, continuado por multiples etapas fed-batch.
Durante las primeras 20 horas de operacion batch, se alcanzé una concentracion celular
[X]=4.5 g/L (ver figura 10b), con practicamente un agotamiento en la concentracion de
sustrato ( ver figura 12). En un primer escenario fed-batch (indicado como fed-batch 1 en la
Figura 12), el contenido del reactor se dejo sedimentar por 4 horas. Al término de este
periodo, la mitad del contenido del reactor (900 ml) fueron evacuados y suplidos por el
mismo volumen de nuevo medio de cultivo [S]o=34 g lactosa/L. De esta forma, el reactor
reactivd su operacion normal con una concentracion [X]o=2.5 g/L. y [S]o=11 g lactosa/L.
En un lapso de 5 horas, y siguiendo una pendiente de consumo de sustrato similar a la del
periodo batch, el sustrato se agotd completamente. La pendiente de produccion de biomasa
en este experimento fed-batch 1 resulta muy similar a la observada en la parte final del
experimento batch, a alta concentracion de sustrato (rx pateh | [X]alta = 1x fedbatch)-

En un segundo experimento fed-batch 2 sin periodo de sedimentacion (ver figura 12), se
recambid solamente la cuarta parte del volumen efectivo del reactor (450 ml). Las

condiciones de inicio de este experimento fed-batch fueron [X]o=3.5 g/L y [S]o=7.5 g de
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Figura 12. Resultados de experimentos en cultivo “fed-batch” (2 L, 25 h). Se
presentan los perfiles de concentracion de biomasa (puntos) y sustrato (cuadros) para
un ciclo “batch” de arranque y tres ciclos “fed-batch”. En el ciclo “fed-batch” 1, se
suspende la agitacion para permitir la sedimentacion de biomasa por 5 h, al término
de los cuales, se substituye un litro de sobrenadante por un litro de medio fresco. En
los ciclos “fed-batch” 2 y 3 no se permite sedimentacion y se substituyen 500 ml del
contenido del reactor por medio fresco.
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lactosa/L. En un periodo de 5 horas, y con valores de rx y rs similares a las observadas en
el experimento fed-batch 1, el sustrato se agotdé completamente.

Exactamente el mismo protocolo fed-batch se repite en el experimento fed-batch 3.
Obsérvese que se reproduce exactamente el mismo comportamiento observado en el
experimento fed-batch 2. Estos resultados indican una productividad de 0.45 g/L"-h™", con
un agotamiento total en la cantidad de sustrato.

La tabla 5 presenta una comparativa de las variantes de cultivo estudiadas (batch, continuo
y fed-batch). Se presentan valores observados durante los experimentos, que resultan
cruciales para contrastar los procesos de cultivo (productividad, concentracion de biomasa
y sustrato residual). Las primeras dos columnas consideran procesos batch y continuo con
aproximadamente el mismo tiempo global de proceso (23 horas). De esta forma, es posible
comparar productividades promedio de forma directa. Para el caso batch, la productividad
es una funcion del tiempo. Aqui se reporta el promedio integrado incluyendo la poca
“improductiva” etapa lag. Para el caso de fermentacion continua, la productividad es
constante en el tiempo. Debido al fendémeno de inhibicién de crecimiento por acido lactico,
efecto importante en este proceso, atin incluyendo en el calculo de productividad a la etapa
lag, el proceso batch resulta mas productivo que su andlogo continuo. El proceso fed-batch,
resulta una opcion altamente recomendable. Si bien su implementacion es relativamente
mas compleja que la de un sistema batch, es mas productivo (0.45 g/L™'-h™, asegura el
consumo total de sustrato (casi 0) y reporta el beneficio adicional de limitar los periodos

lag a las etapas de arranque en batch de cada campana fed-batch.

50



Tabla 5. Resumen de resultados obtenidos en los diferentes sistemas de cultivo

Cultivo Cultivo Cultivo
Indicador “batch” continuo “fed-batch”
En ciclos de
Tiempo de Residencia 23 23 6hrs
(hr)
Productividad 0.24 0.11 0.45
Promedio
(g biomasa/(L.hr)
[S] residual
(g/L) 15 28.5 =0
[X] finat
(g/L) 35 2.6 2.7
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4.6.- Analisis cinético en reactores batch.

En esta seccion, se presenta un analisis cinético detallado de los procesos de generacion de
biomasa y consumo de producto observados en régimen batch. Dicho andlisis conduce a la
estimacion de tasas de crecimiento (d[X]/dt), tasas especificas de crecimiento (), y tasas
de consumo de sustrato (d[S]/dt) en cada punto del tiempo de proceso batch. Una vez
estimados estos valores, se propuso un modelo matematico y se ajustaron los valores de sus
parametros cinéticos, tal que fuera posible reproducir fielmente los perfiles de biomasa y
sustrato en el tiempo para L. casei BPG4 creciendo en suero deproteinizado de cabra. En la
practica industrial, utilizando suero de leche de cabra como sustrato, es idealista esperar
consistencia en las concentraciones iniciales de lactosa de distintos lotes. Entonces, el
modelo derivado representa un aporte significativo de este trabajo de investigacion, pues
permitird predecir el desempefio de procesos de fermentacion bajo condiciones iniciales de
biomasa y sustrato moderadamente diferentes a las aqui ensayadas.

La Figura 13 presenta el perfil de biomasa con respecto al tiempo para la fase exponencial
del primero de los experimentos batch previamente descritos. A los puntos experimentales,
se ha ajustado una curva del tipo [X]= (m;)(t)/(my + t). El ajuste a esta tendencia observa
un coeficiente de correlacion alto (R*=0.99229), y un adecuado desempefio cuando se
analiza ajuste punto a punto. Asi, la ecuacion (1) describe adecuadamente el perfil de
biomasa observado para la fase exponencial.

[X]= (my)(t)/(my +t) (Ecuacion 1)

La derivada analitica de esta ecuacion, d[x]/dt (ecuacion 2), representa el valor de la tasa de

produccion de biomasa en cada punto del tiempo.
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Figura 13.- Perfil de biomasa con respecto al tiempo observado en la fase exponencial del
primer experimento “batch” I. Se presenta la curva y la ecuacion de correlacion de ajuste del
tipo y= m1*x/(m2+x).
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d[X]/dt= d[(m,)(t)/(m, + t)]/dt= (m; )(mp)/(m; + t)* (Ecuacion 2)

En cada punto experimental del perfil, se conoce la concentracion real de biomasa, [X]. Si
se propone un modelo general de crecimiento de primer orden con respecto a concentracion
de biomasa (ecuacion 3), entonces, es posible calcular la tasa especifica de crecimiento (),
para cada punto experimental en el tiempo, a partir de la ecuacion 4. Alternativamente, en
lugar de los valores experimentales de concentracion de biomasa [X]eyp , €s posible sustituir
la ecuacion (1) en la ecuacion (5) para obtener una expresion de la tasa de crecimiento

especifica (i) en funcion del tiempo p = f(t).

I'x=d[X]/dt= p [X] (Ecuacion 3)

= {1/ [X]exp} d[X1/dt = {1/ [X]exp} {(m1)(my)/(m + )*}  (Ecuacion 4)

W= {1/[X]} d[X)/dt = {(ms + 1))} {(mo)/(ms +)°) (Ecuacién 5)

Como se conoce experimentalmente la concentracion de sustrato en distintos puntos del
tiempo, también es posible encontrar una relacion de la tasa de crecimiento especifica en
funcion de la concentracion de sustrato ([S]). La figura 14 presenta graficamente la relacion
de pvs [S]. Siendo, en general, la tasa especifica de crecimiento funcion de la
concentracion de sustrato (i = f[S]), esta grafica resulta una buena herramienta diagnostica
para determinar ajuste a un modelo cinético. Frecuentemente, para sistemas bioldgicos no
sujetos a inhibicidon por sustrato o producto, el modelo cinético de Monod (ecuacion 6)

representa fielmente la relacion p = f[S].
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Figura 14. Representacion de p vs. sustrato. Comportamiento de la velocidad
especifica de crecimiento (p) en funcion de la concentracién de sustrato [S]
observado en el experimento “batch” I. Se presenta la curva y la ecuacion de
ajuste exponencial.
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1= Hmax [SV(Ks + [S]) (Ecuacion 6)

En este caso particular, ha sido documentado en literatura, que las fermentaciones lacticas
son procesos donde el crecimiento de biomasa es inhibido por concentracion de producto
(acido lactico) y potencialmente por concentracion de sustrato (lactosa). La figura 14
evidencia que la velocidad especifica de crecimiento, no obedece el modelo clésico de
Monod, sino mas bien una tendencia exponencial de aparente incremento con respecto a la
concentracion de sustrato, o alternativamente, una tendencia exponencial de inhibicion con
respecto a la produccion de producto. Esta segunda explicacion, tiene mucho sentido en el
contexto experimental, y del proceso que se pretende desarrollar. La dréstica caida en el
valor de p con respecto al tiempo (y por tanto con respecto a la produccién de acido
lactico), denota un proceso de inhibicion muy significativo (ver figura 15). Esta
observacion, a mas de ser interesante desde el punto de vista cinético, tiene gran relevancia
en las decisiones a tomar sobre el disefio ideal de proceso. Un proceso batch, donde
progresivamente se produce mas inhibidor, y con ello se reduce drasticamente el valor
observable de tasa especifica de crecimiento (y consumo de lactosa), pudiera no ser el
proceso de produccion de biomasa mas eficiente. Posteriormente en esta discusion, se
presentard evidencia experimental del incremento en productividad asociado a la

utilizacion de estrategias fed-batch para este proceso.

4.7.- Derivacion de un modelo cinético y modelacion matematica

Después de haber verificado que modelos de inhibicion por producto previamente

reportados en literatura para fermentaciones lacticas no ajustaban convenientemente a los
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Figura 15. Dependencia de p de inhibicion por producto con respecto a la
concentracion de acido lactico [P]. Se presenta la curva y la ecuacion de
ajuste a una tendencia de caida exponencial.
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datos experimentales obtenidos, se desarrollo un modelo cinético para el crecimiento de L.
casei BPG4 en suero deproteinizado de leche de cabra.

Con base en la observacion experimental de la naturaleza exponencial de la inhibicion por
producto, se propone que la tasa de crecimiento especifica (pn) sea funcion de la
concentracion de sustrato y biomasa, de acuerdo a la relacion general explicitada en la

ecuacion 7.

MREAL O EXPERIMENTAL = {MMONOD } {MINN PROD } (Ecuacion 7)
donde: UMONOD = Mmax [S]/(Ks + [S])

y i prop= f(P)

Asi visualizado, el término de inhibicion por producto sera un “factor de correccion”
operando sobre un modelo de MONOD clésico. Si se presupone que la tasa de crecimiento
especifica es maxima (por tanto equivalente a pmax) al inicio de la etapa exponencial de
crecimiento, entonces el valor de la constante pmax fue calculado a partir de los datos
experimentales, por linealizacion de la integral de la ecuacidon 3 (ver ecuacion 8 y figura
16), tomando los primeros tres puntos (t,[x]) de la etapa exponencial de crecimiento. La
tasa de crecimiento (n) es equivalente a la pendiente de la linea de tendencia. Por tanto,

Mnicial = M= Umax -

Ln [X]=pnt+ Ln [X], (Ecuacion 8)

58



In [X] (g/L)

0.50 \ \ \ \
—y=-3.8103 + 1.3839x R=0.99034 °
00 - B
-0.50 - B
®
-1.0 - -
15 - U
'r——ko °
= ol
20 En 0.01| I 4 -
25 o it | -
-20 *l : —
30 - olf==d .
tiempo (h)
35 | | | | |
0.50 1.0 1.5 20 2.5 3.0 3.5
tiempo (h)

Figura 16. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento inicial (1)
a partir de la porcion lineal de la curva de In[X] vs. tiempo. Se presenta la linea
recta de ajuste y la ecuacion de ajuste. El inserto muestra el comportamiento de
la curva experimental completa, indicando en el recuadro, la porcion lineal
analizada.
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También a partir de la grafica en la figura 18, este procedimiento permite inferir, del
intercepto de la linea de tendencia con el eje y (valor b=-3.8103), el valor de la

concentracion inicial de biomasa [X], (ver ecuacion 9).

exp{ In [X]o}=exp(b)=exp(-3.8103)=0.02214 (Ecuacion 8)

El valor de K fue tomado de literatura, de acuerdo al reporte de Youseff et al., 2005 y
Duygu et al., 2006. Con los valores de pumax ¥ K especificados, es posible calcular pnvonon
para el proceso, de acuerdo a los datos experimentales de concentracion de sustrato. De la
ecuacion 7, puede calcularse el valor de pumw~ prop que reproduciria los datos

experimentales.

UREAL O EXPERIMENTAL/ { IMONOD } = {MINNPROD } (Ecuacion 9)

Aplicando la ecuacion 9 punto a punto y graficando contra la concentracion de producto en
cada tiempo, se obtiene una relacion de pumwn prop = f(P). La figura 16 presenta esa funcion,
apropiadamente caracterizada por una ecuacion de una caida exponencial del tipo:

umNprop = 01 + 02 exp(-03 [P]) (Ecuacion 10)

Hasta esta instancia, se ha propuesto un modelo de crecimiento del tipo d[X]/dt= p [X];
donde p=f{[S], [P]), y donde los valores de los parametros cinéticos han sido calculados a

partir de los datos experimentales, con excepcion de K.
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Con este set bdsico (Umax , Ks, 01, 02, 0 3) es posible modelar el proceso de crecimiento de
biomasa, si se proponen ecuaciones complementarias de balance de materia para el sustrato

(ecuacion 11) y el producto (ecuacion 12).

I'y=d[P]/dt = o (d[X]/dt) (Ecuacion 11)

Ts=d[S}/dt = (1/Yxs) (d[X]/dt) +(1/Ypss) (d[P}/dO)}+ Ku[X] (Ecuacién 12)

El balance diferencial para la concentracion de producto supone que la produccion estad

asociada al crecimiento. Entonces, la tasa de produccion de producto (I's) es proporcional a

la tasa de produccion de biomasa (I'x) a través de la constante de proporcionalidad o

(calculable experimentalmente). Esta relacion ha sido calculada anteriormente por Youseff
et al (2005), y expresada en funcion de [S], para el caso de crecimiento de L. casei var
shirota en lactosuero bovino. Esta misma relacion, a=0.017[S]+2.911, es utilizada en este
trabajo, a fin de adjudicar valor al pardmetro a=f{([S],).

El balance diferencial de sustrato obedece a la suposicion de que tres procesos, simultdneos
en el tiempo contribuyen al consumo de sustrato: (a) produccion de biomasa, (b)
produccion de producto y (c) mantenimiento de las funciones energéticas basales de la
biomasa presente.

La tabla 6 presenta un resumen de los parametros cinéticos utilizados en el modelo
propuesto. La figura 17 muestra la comparacion entre los perfiles experimentales de

concentracion de biomasa y sustrato, y aquellos producidos por simulacidn utilizando los
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Tabla 6. Parametros cinéticos utilizados en el modelo matematico
propuesto. Se muestra el valor numérico y su fuente.

pmax (1/h)= 1.350 Célculo basado en datos experimentales
Ks (g/L)= 0.720 Tomado deAltiok et al. (2006)

Km (g/L)= 0.180 Valor para mejor ajuste a datos experimentales
o= 3.727 Tomado deAltiok et al. (2006)

51= 0.012 Calculo basado en datos experimentales
62= 1.321 Calculo basado en datos experimentales
63= 0.341 Calculo basado en datos experimentales
Yx/s (g/g)= 0.300 Valor para mejor ajuste a datos experimentales
Yp/s (g/g)= 0.980 Tomado de Youssefet al. (2005)
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parametros cinéticos y modelo propuestos. En particular, la figura 17 muestra el ajuste del
modelo sobre los datos experimentales utilizados para desarrollarlo. La figura 18 muestra el
ajuste del modelo propuesto a un segundo set de datos experimentales, correspondiente a
un segundo experimento batch completamente independiente realizado en este trabajo. En
este segundo experimento batch, la concentracion de sustrato inicial e indculo fue diferente
con respecto al primer set analizado. El ajuste, utilizando los mismos parametros cinéticos,

resulta adecuado (ver figura 18).

4.8.- Validacion de identidad y viabilidad del producto

Los resultados de validacion de identidad molecular del producto fermentado por la técnica
de PCR se muestran en la figura 19. En los primeros 3 pozos de la placa electroforética, se
observan bandas de 132 pares de bases que pertenecen al L. casei var rhamnosus
(Liolactil® Ivax® Francia), utilizado como control positivo. En los carriles 5,6 y 7 se
observan 3 bandas de igual nimero de pares de bases, correspondientes al producto de la
fermentacion (Lactobacillus casei BPG4, SACCO®, Italia).

En cuanto a la viabilidad del producto, el resultado del andlisis microbioldgico
(mencionado anteriormente en material y métodos) realizado a las muestras liofilizadas

obtenidas de las diferentes sistemas de cultivo implementados (batch, continuo y fed-
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los datos experimentales de concentracion de biomasa (puntos) y sustrato

(cuadros) observados en el experimento “batch” I
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batch) arrojo para el cultivo continuo una carga bacteriana viable de 1.95x10'° UFC/g de
biomasa liofilizada (ver tabla 7). Para el cultivo batch, le estimacion correspondiente fue de
5.17x10° UFC/g y para el fed-batch de 2.43x10'° UFC/g. Segun la definicion aceptada de
un producto probidtico, este deberd poseer una viabilidad minima de 1.0x10® UFC/g. En
consecuencia, los productos de fermentacion obtenidos, después de estabilizarse por
liofilizacion, exceden este criterio, independientemente de la estrategia de cultivo
seleccionada. Interesantemente, si el destino comercial del material liofilizado evaluado,
fuese la produccion de capsulas de polvo probidtico (analogo del producto comercial
Liolactil® de Ivax, Francia; titulo minimo de L. casei rhamnosus de 8.0x10® UFC/g), el
producto desarrollado en cultivo fed-batch tendria un poder probidtico de 30X.
Alternativamente, un gramo de este producto podria utilizarse para generar 30 capsulas

equivalentes del producto comercial y 243 al minimo de un producto probiético 10°.
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Tabla 7. Resultados de viabilidad de los diferentes sistemas de cultivo
expresados en unidades formadoras de colonia (UFC) por gramo de producto

Cultivo
Cultivo Cultivo “fed-
Indicador “batch” continuo batch”
Viabilidad
(UFC/g) 5.17X10° 1.95X1010 2.43X1010
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Figura 19.- Validacién molecular de la identidad del producto liofilizado por la
técnica de PCR. En la imagen del gel electroforético se presentan en los carriles 1, 2
y 3, las bandas del producto de PCR del control positivo (L. casei var. Rhamnosus
comercial, Liolactil® de IVAX®, Francia). Los carriles 5, 6 y 7, presentan el
producto de PCR de biomasa liofilizada obtenida por cultivo “batch”. Los carriles 4
y 8 presentan escaleras que evidencian el peso molecular aproximado de las bandas

(132 pb)
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S.- CONCLUSIONES

El SLC como subproducto de muy bajo valor econémico, concebido en general en México
como un desecho industrial (inclusive con un alto potencial de impacto ambiental negativo)
tiene sin embargo también un gran potencial para su aprovechamiento como materia prima.
En este estudio, se propone un esquema de aprovechamiento para el suero de leche de
cabra (extensible para suero de leche bovina) en el que es posible obtener varios productos
derivados: (a) grasas de suero, (b) proteina liofilizada, (c) biomasa de L. casei liofilizada,
(d) acido lactico. Los resultados presentados documentan la factibilidad técnica de
produccion de dos de estos posibles productos: proteina liofilizada y biomasa de L. casei
liofilizada.

La alternativa tecnologica planteada es sencilla en cuanto a su implementacion operacion y
escalable. A partir de suero de leche de cabra descremado, por ultrafiltracion, se recupera,
como retenido, una fraccion rica en proteina (relacion proteina/carbohidratos=7:1) y como
permeado, una fraccion rica en lactosa. De la primera fraccion, por un proceso de
liofilizacion, se obtiene proteina seca que, por sus caracteristicas, pudiera ser destinada al
mercado de suplementos proteicos para deportistas. El rendimiento de este producto es
superior a los 12 kg/m3 de suero de leche entero. Dado el valor comercial al consumidor
final de este tipo de producto ($100.00 dlls/kg), de tan solo por este concepto, el valor de 1
m’ de SLC seria de $1200 dlls/m3. De la segunda fraccion, por un proceso de fermentacion
a pH y temperatura controlados seguido de centrifugacion y liofilizacion, se obtiene L.
casei BPG4 en polvo (identidad molecular validada por la técnica de PCR), para el

mercado de suplementos probidticos y/o farmacéuticos. En este Gltimo contexto, el valor de
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venta al publico final seria superior a los 60,000 dlls/m3. Una validacion de factibilidad
econdémica del proceso aqui descrito requiere la consideracion de costos operativos y de
equipamiento. Sin embargo, la sola consideracion de elevar el valor potencial de un
subproducto de practicamente 0 a $70,000 dlls/m3 evidencia un promisorio potencial
€conodmico.

En cuanto a aspectos técnicos relacionados con los productos del proceso, se derivan
conclusiones y recomendaciones tecnologicas importantes que se mencionan a
continuacion:

e La proteina liofilizada producida presenta un comportamiento de disolucion-
dispersion superior a un producto comercial andlogo reconocido por su destacada
calidad. El perfil de aminodcidos y la digestibilidad de este producto deberan ser
estudiados para establecer atributos/ventajas adicionales.

e La biomasa liofilizada de L. casei puede ser producida por un proceso batch,
continuo, o fed-batch. En todo caso, el SLC deproteinizado por ultrafiltracion es un
sustrato adecuado (sin necesidad de suplementacion con fuentes adicionales de
carbono o nitrogeno) para obtener concentraciones en el orden de 3 a 4 g/L de
biomasa. Una vez liofilizada, esta biomasa tiene una viabilidad en el orden de 10"
UFC/g de biomasa. El proceso de fermentacion es sumamente simple, requiriendo
exclusivamente control de temperatura (T=37°C) y pH (5.5). Dado que el producto
principal del metabolismo de L. casei, el 4cido lactico, inhibe el desarrollo de
biomasa, la estrategia de cultivo fed-batch se recomienda como la que

preferentemente debe utilizarse (productividad de 0.45 g/L™".h™).
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e Un andlisis cinético detallado ha sido efectuado sobre el proceso de fermentacion
para produccion de L. casei BPG4. Como producto de este analisis se deriva un
modelo matematico capaz de reproducir adecuadamente el comportamiento de los
perfiles de biomasa, sustrato y producto en el tiempo de los experimentos
realizados. Este modelo representard una herramienta valiosa en etapas posteriores
de optimizacion y escalamiento del proceso de fermentacion.
Un aspecto destacable de este trabajo de investigacion, fue la implementacion de técnicas
instrumentales. Adicionalmente a las técnicas enzimaticas para la determinacion de lactosa
desarrolladas ad hoc, se ha explorado la utilizacion de técnicas instrumentales en linea,
tales como FTIR para la determinacion de lactosa y acido lactico en tiempo real (ver figura
20). Sin embargo, es necesario validar estas técnicas. Trabajo futuro deberd también
establecer la escalabilidad del proceso propuesto y la robustez del modelo matematico.

Las alternativas exploradas en esta investigacion representan solamente una
pequefia porcion del amplio espectro de posibilidades de desarrollo de productos y
procesos biotecnolégicos innovadores para la generacion de valor agregado a partir de

suero de leche de cabra (SLC).
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Figura 20. Espectro tridimencional (absorbancia, longitud de onda, tiempo) de
la sefial de infrarojo correspondiente a un experimento “batch” de fermentacion
de ultrafiltrado de SLC. Se indican los picos correspondientes a la sefial de acido
lactico no disociado (1725 nm)y al acido lactico disociado (1553 nm).
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