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RESUMEN

ESTUDIO DE LA FEBMENTACI()N PROPIONICA DEL LACTOSUERO CON
CELULAS LIBRES E INMOVILIZADAS.

PRESENTADO POR:
JOSE ENRIQUE BOTELLO ALVAREZ.

En este trabajo se describen y fundamentan los desarrollos experimentales y te6ricos
utilizados para la estructuracion y validacion de los modelos matematicos obtenidos para la
representacion cinética de la fermentacion del lactosuero con células libres e inmovilizadas
para la obtencién del 4cido propiénico. Con este trabajo se contribuye a la bisqueda de
alternativas para el aprovechamiento del lactosuero, materia prima abundante en nuestra
region, que lejos de ser explotado eficientemente se estd convirtiendo en una fuente
importante de contaminacion.

El estudio de la fermentacién con células libres de Propionibacterium
acidipropionici CDBB 1040 se llevo a cabo en un fermentador tipo tanque agitado. Se
realizaron tres disefios experimentales secuenciales y un analisis de superficie de respuesta
para determinar la temperatura, el pH y la cantidad de extracto de levadura en el medio de
cultivo que maximizan la concentracion de acido propiénico. Ademds se construyd un
modelo matematico para representar la cinética de la fermentacion bajo estas condiciones €l
cual reproduce los datos experimentales con una varianza por falta de ajuste menor o igual
a la varianza experimental calculada.

El estudio de la fermentacién con células de Propionibacterium acidipropionici
inmovilizadas en esferas de poligalacturonato de calcio se llevo a cabo en un reactor tipo
tanque agitado, bajo las condiciones de operacion recomendadas por Herrera (1997). Se
estudiaron dos modelos para representar la cinética de esta fermentacion. En el primer
modelo se supone que existe crecimiento de biomasa en el interior de las esferas (modelo
con crecimiento) mientras en el segundo se supone que existe un equilibrio entre las
velocidades de crecimiento y mortandad de la biomasa de manera que la cantidad de ésta
permanece constante (modelo sin crecimiento). En los dos modelos se consideran los
procesos de reaccion y difusion. Las difusividades efectivas de la lactosa y los 4cidos
propionico y acético se determinaron por ajuste de la solucion de un modelo Las
difusividades efectivas de la lactosa y los acidos propidnico y acético se determinaron por
ajuste de la solucién de un modelo de difusion a los datos experimentales de las
velocidades con las que se difunden éstas especies en esferas de poligalacturonato de
calcio.

Xvii



En el modelo con crecimiento la cinética intrinseca es obtenida a partir de datos de
la fermentacién con células libres. La informacion obtenida y las difusividades efectivas se
integraron en el modelo de difusiéon y reaccién para representar la cinética de la
fermentacion con células inmovilizadas. Sin embargo, fue necesario modificar el modelo y
optimizar sus parametros caracteristicos a fin de obtener un buen ajuste con los datos
experimentales.

En el modelo sin crecimiento se utilizé como cinética intrinseca la ecuacion de
Michaelis Menten para representar la velocidad de consumo de lactosa; mientras la
velocidad de produccién de acido propionico se consideré directamente asociado a dicha
velocidad de consumo por un coeficiente metabélico de conversion .

Ambos modelos son estadisticamente adecuados para representar los datos
experimentales sin embargo, el modelo sin crecimiento presenta la ventaja de solo tener tres
parametros de ajuste. Se encontré que el factor de efectividad del soporte era muy cercano
a la unidad, lo que indica que la etapa de reaccién es la controlante de las velocidades
observadas de consumo de lactosa y de produccién de 4cidos.

Se estudié la fermentaciéon con células inmovilizadas en un lecho fluidizado,
encontrandose que el modelo obtenido para la representacion de los datos en un
fermentador tipo tanque es capaz de reproducir los datos experimentales tanto en operacion
por lote como continua.

DIRIGIDA POR:

DRA. CRISTINA CORONADO VELASCO.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION.

El acido propiénico es un quimico importante en el area de los conservadores de
alimentos que se produce principalmente por procesos petroquimicos a escala industrial. A
pesar de que desde principios de este siglo se han hecho propuestas para sintetizarlo
microbiologicamente en grandes cantidades, esto no ha sido posible hasta la fecha por no ser
un proceso competitivo economicamente. La produccién por via microbiol6gica apunta a
satisfacer la creciente demanda del mercado hacia la “onda verde” como contrapartida a las
sintesis petroquimicas tradicionales. Esto es especificamente importante en este caso, ya que
cerca del 60% de la produccién global de 4cido propidnico se destinan a la elaboracion de
conservadores de alimentos y granos de cereales.

Este trabajo se generé como parte de un programa en donde intervinieron paises
iberoamericanos como Argentina, Chile, Republica Dominicana, México y Uruguay. Este
programa pretende desarrollar la tecnologia para aprovechar diferentes subproductos
agroindustriales abundantes en estos paises para la produccién en gran escala del acido
propiénico, con el doble proposito de disminuir los problemas de contaminacion ambiental e
incrementar el valor agregado de estos subproductos.

El Tecnolégico de Celaya fue una de las instituciones que representaron a Mexico en
este programa asignandosele el estudio del aprovechamiento de la lactosa del suero vacuno
como fuente de carbono en la fermentacion propionica. En este trabajo se presentan estudios
de cinética y efectos de las condiciones de operacion en la fermentacion tanto en sistemas con
células libres como con células inmovilizadas en esferas de soporte, asi como los diferentes
modelos matematicos que representan los procesos estudiados. También se estudiaron algunas
configuraciones de bioreactores para maximizar las productividades.

El suero lacteo se produce como un subproducto de la industria lechera, esta compuesto
basicamente por una solucion acuosa de lactosa, proteinas y sales minerales y representa casi
el noventa por ciento de la leche entera (Alais, 1994). En los paises desarrollados se utiliza
para obtener 4cido léctico, lactosa cristalizada, alcohol, concentrados proteicos y otros
productos alimenticios (Amiot, 1991). Para el aprovechamiento del suero es necesario la
implementacion de procesos especializados que demandan una inversion de capital
considerable, sin tener un atractivo economico alto. Por esta razén en paises subdesarrollados
como México, el lactosuero es poco aprovechado, utilizandose en pequefias cantidades como
alimento para ganado, preparacion de algunas bebidas refrescantes y otros alimentos, mientras
grandes cantidades de suero son tiradas con las aguas de lavado creando de esta manera un
foco de contaminacion considerable.



En los ultimos afios las legislaciones sanitarias en todo el mundo se han vuelto mas
estrictas y han obligado a las empresas a instalar plantas de tratamiento de aguas residuales.
En la actualidad existe también la tendencia en muchas industrias en la reutilizacién de sus
residuos para obtener productos que les represente una recuperacion econdmica. En este
sentido, es posible aprovechar el lactosuero para obtener diferentes productos de interés
comercial a través de la fermentacién de la lactosa. Ademas, se debe aprovechar que en los
Giltimos afios los productos naturales han cobrado un mayor interés por el publico consumidor

que los productos sintéticos.

En este trabajo se presentan modelos matematicos y recomendaciones que pueden
convertirse en herramientas utiles para el desarrollo de la fermentacidon propioénica como un
proceso alternativo para la mejor explotacion del lactosuero recurso abundante en nuestra
region. También ~se contribuye en el marco teorico de los procesos biotecnologicos
incorporando conceptos y aplicaciones de ingenieria de reactores quimicos que sirvan de base
para el avance tecnologico necesario para llevar muchos de estos procesos que s€ encuentran a
un nivel de laboratorio hacia la explotacién comercial.

1.1 OBJETIVO.

El objetivo principal de este trabajo fue la construccion de modelos matematicos
representativos de la cinética de la fermentacién propidnica del lactosuero vacuno con células
libres e inmovilizadas en esferas de poligalacturonato de calcio.

Los objetivos secundarios fueron estudiar los efectos de las condiciones de operacion,
especificamente; el pH, la temperatura, la composicion del caldo de cultivo en la produccién
de acido propiénico tanto en el sistema con células libres como con células inmovilizadas.
También se estudio la fermentacién en un reactor tubular de lecho fluidizado, asi como se
probo la estabilidad en operacion del soporte utilizado.

1.2 LOS PROCESOS BIOTECNOLOGICOS.

En la actualidad existe una demanda de nuevas fuentes de alimentos para una
poblacion creciente y de formas de produccién que sean compatibles con la conservacion de~
Tos ecosistemas.  La biotecnologia parece ser la respuesta, ya que han surgido un sin fin de”
procesos biolégicos economicamente viables que estan incursionando de manera importante
en ramos tradicionalmente quimicos. La biotecnologia nace a partir del desarrollo de la
microbiologia en el siglo XIX marcado por el descubrimiento del papel de los
microorganismos en la transformacion de la materia organica y puede ser definida como la

aplicacion controlada de agentes biologicos vivos, muertos o componentes de ellos en




operaciones técnicamente utiles para la manufactura de productos u operaciones de servicios
(Scriban, 1985).

Los procesos biotecnologicos se han clasificado como procesos de primera, segunda y
de tercera generacion (Quintero, 1981). Los procesos de la primera generacion se desarrollaron
principalmente hacia 1975 en donde se utilizan células no recombinantes cuyos productos
pueden ser intracelulares o extracelulares con una alta pureza y un valor comercial moderado,
son procesos tipicos de esta generacion la obtencién del etanol, el 4cido citrico, el 4cido
lactico, los antibiéticos, entre otros. Los procesos de la segunda generacion fueron
desarrollados en la década de 1975 a 1985. El tipo de microorganismos utilizados son
recombinantes y los productos obtenidos son macromoléculas intracelulares de pureza muy
alta. Productos tipicos de esta generacion son la insulina humana, la cefalosporina y otros,
todos ellos con un alto valor comercial. En la tercera generacién, desarrollada a partir de 1985,
los microorganismos utilizados son recombinantes, también aparecen los productos obtenidos
por cultivo de tejido vegetal y animal.  Sus productos son extracelulares, de alto peso
molecular y estructura compleja que por la via quimica resultarian en una gran cantidad de
pasos de sintesis, son producidos con una altisima pureza por procesos extremadamente caros
siendo su produccion mundial limitada y su precio muy alto en el mercado. Productos tipicos
de esta generacion son el Factor VIII, uroquinasas, enzimas terapéuticas, etc.

Quintero (1981) clasifico las etapas involucradas en todo proceso biotecnolégico como:

e}gpgsﬁp;&i_@s_,we‘tgﬂpg de fermentacién y etapas posteriores. En las etapas previas se puede

e s

‘hablar de actividades como el disefio del medio de cultivo, las g}ggigpla;jggﬁé;gcnéticas de los

microorganismos para lograr la induccién de caracteristicas deseadas, tareas de esterilizacion

entre otras. En la etapa de fermentacion se busca optimizar las condiciones de operacidn, la
eleccion del fermentador més adecuado, la implementacién de sistemas con inmovilizacién o

recirculacién de células y otras mejoras, rp_iéfﬁtr?s'#en' las ctapas posteriores_se_realizan
operaciones de separacién.y purificacion de los productos finales.

1.3 LA FERMENTACI()N PROPIONICA.

Las fermentaciones son procesos mediante los cuales los microorganismos obtienen
energia por reoordenamiento de compuestos organicos sin consumo de oxigeno gaseoso, a
través de una serie de reacciones bioquimicas complejas que reciben el nombre de rutas
metabolicas (Mc Gilvery, 1977). En la practica una fermentacion involucra un agregado de
" “microofganismos como agentes activos en los procesos de transformacion, un medio de cultivo
que contenga los nutrientes esenciales para el desarrollo de los microorganismos y un
compuesto organico (sustrato) que sera degradado y transformado en el producto o los
productos de interés, asi como el equipo fisico para proveer las condiciones ambientales
adecuadas para realizacion del proceso.

(V)



El 4cido propidnico derivado de una fermentacion fue obtenido por Strecker en 1854 y
por Pasteur y Fitz en 1879 (Playne, 1985). La fermentacion propidnica rpuede ser realizada por

una gran variedad de bacterias siendo las del género Propionibacterium las ‘mas importantes.
La sintesis microbiana se realiza a través de dos rutas metabolicas: la ruta del &cido
dicarboxilico que es la mas comun y la ruta del acido acrilico que solo es usada por algunas

bacterias como la Megasphaera elsdenii y la Clostridium propionicum.

En las fermentaciones propiénicas se han empleado como sustratos la glucosa, la
maltosa, la lactosa, el lactato de sodio, la sacarosa y la xilosa entre otros (Boyaval y Corre,
1987). EL 4cido propionico raramente es formado como producto inico, generalmente es
producido con el 4cido acético, didxido de carbono, vapor de agua y energia como se puede
observar en las siguientes ecuaciones generalizadas:

3 A Lactico => 2 A.Propionico + A.Acético + CO, + HyO 1-1

3Glucosa = 4A.Propionico +2 A. Acético + 2COy + 2H0 +124TP 1-2

La fermentacién propidnica tradicional con células libres en fermentadores de tanque
agitado se caracteriza por ser un proceso con una baja productividad, causada por un efecto
inhibitorio del propio 4cido propiénico sobre el crecimiento de los microorganismos, que
impide alcanzar concentraciones altas de ¢stos en el caldo de cultivo y que por consecuencia se
tienen bajas velocidades de transformacién. Por esta razon se han implementado sistemas con
recirculacion e inmovilizacién de células en los cuales es posible tener altas concentraciones
de biomasa e incrementar de manera significativa la productividad. En la seccion 1.7 se
revisan estos sistemas con mayor profundidad.

1.4 EL MEDIO DE CULTIVO.

Un medio de cultivo se puede definir como una mezcla compleja de substancias
capaces de satisfacer las exigencias nutricionales particulares de microorganismos especificos
(Scriban, 1985). En la formulacién de un medio de cultivo se incluyen diversas sales
minerales, hidratos de carbono, aminoécidos, vitaminas hormonas y factores de crecimiento
(Butler y Dawson, 1992).

El hidrato de carbono, comtnmente llamado sustrato. en algunos casos €s degradado
completamente hasta dioxido de carbono para constituir la fuente de energia que asegura el
crecimiento de los microorganismos. En otros casos la degradacion sélo es parcial y el hidrato
de carbono ademas de proveer energia se transforma en otro producto que puede ser util para
el hombre y que se denomina metabolito. Las vitaminas, los aminodacidos, las proteinas y otras

substancias actan como cofactores metabolicos y son necesarios para la sintesis de
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constituyentes celulares. Los factores de crecimiento son nutrientes especificos que los
microorganismos no pueden sintetizar y que son indispensables para su crecimiento. Por
altimo, las sales minerales juegan un papel importante en la activacion de las reacciones
enzimaticas.

El medio de cultivo que se utilizé en este trabajo fue preparado a partir de lactosuero
vacuno enriquecido con diversas sales minerales y extracto de levadura, que es una fuente de
vitaminas B y otros compuestos organicos de nitrégeno y carbono que actian como
promotores del crecimiento (Ver Apéndice A-2). El lactosuero, como ya se habia mencionado,
es una solucién acuosa de lactosa, proteinas solubles y sales minerales de color amarillento
que se separa de la cuajada durante la fabricacion de queso y que representa aproximadamente
el 90% de la leche entera. La lactosa del lactosuero es el hidrato de carbono que es utilizado
para la sintesis del 4cido propionico a través de su fermentacion.

La lactosa es un glucido reductor que pertenece al grupo de los diholésidos formada
por una molécula de o 6 B-glucosa y otra de B-galactosa. Su formula estructural presenta dos
isomeros la o y B-lactosa. La solubilidad de la lactosa es relativamente baja en comparacion
con la de otros azucares y es funcién de la temperatura que rige el equilibrio entre la a.-lactosa
mas soluble y la B-lactosa. La lactosa es sensible al calor, entre 110° C y 130° C la forma
hidratada pierde su agua de cristalizacion, a los 150° C se torna amarilla y a temperaturas mas
elevadas tiene lugar un oscurecimiento debido a su caramelizacién (Veisseyre, 1988).

1.5 EL MICROORGANISMO.

El microorganismo utilizado para este proyecto es el Propionibacterium
acidipropionici CDBB 1048. Esta bacteria fue donada por el departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del CINVESTAV Unidad Zacatenco en Meéxico D.F. Su habitat natural es el
intestino de los vacunos. Es un bacilo corto y curvo, Gram positivo y anaerobio facultativo.
Fermenta diferentes substratos como lactosa, lactatos, glucosa, xilosa y sacarosa para producir
acido propidnico. Esta bacteria es meséfila por lo que se desarrollan bien entre 30 y 37°Cy
en medios casi neutros (pH entre 6.5-7.5), frenando su desarrollo en un pH de 5.5. Los
cuidados v las técnicas de conservacion de esta bacteria se pueden ver en los Apéndices A-1y
A-2.

Otras bacterias capaces de sintetizar el 4cido propionico son listadas a continuacion
(Playne, 1985):

Propionibacterium (9 especies)
Veillonella parvula

Veillonela alcalescens
Selenomonas ruminantion
Selenomas sputigena
Clostridium propionicum



Clostridium novyi
Megasphaera elsdenii
Bacteriodes fragilis
Bacteriodes ruminicola
Fusobacterium necrophorum
Arachnia propionica
Anaerovidrio lipolytica

1.6 EL PRODUCTO.

El 4cido propidnico es un liquido cristalino volatil de consistencia oleosa y olor
penetrante, su peso molecular es 74.08 g/mol y su formula quimica es CH, —-CH, -COOH ,

su punto de congelacién y ebullicion son de —22.4 y 141.1°C respectivamente, es ligeramente
menos denso que el agua y soluble en ésta.

Este 4cido carboxilico es manufacturado en la industria quimica por el proceso OXO
por la Corporacién Unién Carbide en los Estados Unidos con una produccion anual 67000
toneladas. En este proceso una olefina reacciona con monoxido de carbono e hidrogeno en
presencia de un catalizador de cobaito. La reaccion se lleva a cabo a una presién de 20-30
MPa vy una temperatura de 30 a 40°C. Otro proceso alterno fue desarrollado por la compafiia
Celanese en los Estados Unidos. Este proceso consiste en la oxidacion con aire del propano en
fase liquida.

En 1982, el consumo total en los Estados Unidos fue de 107000 toneladas de las cuales
un 28% se destin a la produccion de propionatos de sodio y calcio .utilizados como
conservadores de alimentos, un 27% para la fabricacion de conservadores de granos, un 20%
para [a Tabricacion de plésticos, un 20% en la preparacion de herbicidas y el restante 5% en la
preparacion de drogas antiartriticas, fijadores de perfumes y sabores, etc. T

1.7 ANTECEDENTES.

Playne (1985) revisé los distintos procesos que se han implementado para producir el
acido propidnico por fermentacion. En los afios veintes y treintas de este siglo aparecen los
primeros intentos por producir el &cido propiénico a nivel industrial mediante procesos de
fermentacion.  Se estudiaron diferentes sustratos: glucosa, fructosa. residuos de la
fermentacién de acetona y butanol, jugo de maiz y extractos de papas. Las bacterias mas
estudiadas fueron las del género Propionibacterium. Se estudiaron también indculos mixtos de
Propionibacterium y Lactobacillus casei logrando un significativo aumento en la velocidad de
fermentacién y conversiones mas altas de la fuente de carbono.



La mayoria de los procesos fueron llevados a cabo por lote con células libres. Las
fermentaciones tenian una duracién hasta de 10 dias alcanzdndose concentraciones hasta de 30
g/l de acido propidnico. Los primeros intentos por tener procesos continuos fueron a finales
de los afios treintas introduciéndose sistemas de retencion de células en materiales porosos o
sistemas de recirculacion de células. Después de la segunda guerra mundial la investigacion
de la fermentacion propidnica se volco hacia la utilizacién de los efluentes lignocelulésicos de
los procesos de la pulpa de madera. Se desarrollaron diversas investigaciones probandose la
inmovilizacién celular, la recirculacion de células, cultivos mixtos y otras mejoras ala etapa
de fermentacion. También se probaron procesos de separacion y concentracion como la
destilacion, la destilacién con acarreadores y la extraccion con solventes.

Hacia 1990 se renové el interés por producir el 4cido propidnico por via fermentativa
en busca de satisfacer la demanda de un publico consumidor que prefiere cada vez mas los
productos de origen natural sobre los sintéticos. También se trata de aprovechar subproductos
o desechos de las agroindustrias para obtener un producto que represente alguna utilidad
econdmica y evitar que estos se conviertan en fuentes de contaminacion. Las investigaciones
que se han realizado en esta década tienden a incrementar la productividad buscando mejores
medios de cultivos (Quesada-Chanto y Col., 1994), desarrollando microorganismos mas
resistentes a la inhibicién por 4cido propiénico (Woskow y Glatz, 1991), encontrando
condiciones de operacion mds adecuadas (Pérez, 1997) y creando nuevos bioreactores mas
-ficientes con sistemas de recirculacién e inmovilizacién de células (Boyaval y Corre, 1987;
Vivian y Shang, 1992b). A continuacién se hace una revisién de algunas de estas
investigaciones.

Quesada-Chanto y Col. (1994) estudiaron la fermentacion propidnica de la sacarosa
para producir 4cido propioénico y vitamina Bj; en un reactor tanque de 3 litros con una
velocidad de dilucion de 0.05h™. Optimizaron la composicion del caldo de cultivo (extracto de
levadura 12.0 g/l fosfato diacido de potasio 2.0 g/l, suifato de magnesio heptahidratado 0.20
g/l, sulfato ferroso heptahidratado 2.5 g/l, 5,6 dimetil bencimidazol 2.0g/l). Encontraron que la
adicién de cloruro de cobalto hexahidratado (20 g/l) maximiza la produccion de vitamina Bz
como producto intracelular sin tener un efecto significativo sobre la produccién de 4cido
propidnico. La concentracion de sacarosa la estudiaron en un rango de 30 a 170 g/l, sin que se
encontrara inhibicién por efecto del sustrato en el crecimiento de biomasa ni en la produccién
de acidos. Los autores encontraron también que el pH tiene un efecto muy marcado, pues una
diferencia en una unidad de pH puede representar una duplicacion en la produccion de acidos.
El pH 6ptimo se encuentra entre 6.5 y 6.8. También estudiaron el efecto de la temperatura,
para la produccién del 4cido propionico, en el intervalo de 26 hasta 40°C encontrandose que
37°C era la temperatura 6ptima. De 30 a 35°C encontraron que esta variable no era
significativa.

Vivian y Shang (1992a) realizaron un estudio comparativo de lactosa, lactato de sodio
y glucosa como fuentes de carbono en la fermentacion propionica.  Sus experimentos los
realizaron en un fermentador de 2.2 litros con 50 ml. de in6culo con un crecimiento de 24
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horas. La operacion fue realizada por lote, a una temperatura de 30°C y un pH de 6.6. Estos
autores encontraron que la mejor fuente de carbono es el lactato pues con éste se alcanza la
conversién a propioénico mas alta (Ypss = 0.518) comparada con la obtenida con la glucosa o
con la lactosa. Otras ventajas con este sustrato fueron: la poca produccién de biomasa, siendo
ésta mas productiva, y la tenue caida de pH. Esta ultima es de relevante importancia en la
operacién de un reactor tubular pues, por las caracteristicas propias de este sistema, se dificulta
el control de pH. También encontraron que el crecimiento celular cesa a un pH de 4.5 cuando
se utiliza lactosa y glucosa, y a un pH de 5.0 cuando se utiliza lactato.

Vivian y Shang (1992b) implementaron un sistema en continuo con inmovilizacion de
células utilizando un reactor tubular de flujo ascendente con un didmetro interno de 5cmy
una altura de lecho de 15 cm. El lecho estaba formado con un rollo de tela de algodon que
proporciond una fraccion de huecos del 90%. Este reactor fue inoculado con 20 ml y se dejo
crecer la biomasa a reflujo durante 3 dias. El reactor fue alimentado con lactato de sodio (43
g/l) y operado en un intervalo de velocidades de dilucién de 1 d' a 5 d”' en donde se
implement6 una corriente de recirculacion para mejorar la turbulencia en el reactor (velocidad
de reflujo 1000 veces superior a la de alimentacion). En este trabajo se estudio el efecto de los
nutrientes en el crecimiento, (extracto de levadura y tripticasa) asi como el efecto de la
velocidad de dilucién sobre la productividad del reactor a dos diferentes valores de pH en la
alimentacion (7.0 y 6.0). El extracto de levadura fue estudiado en intervalode 1a 10 g/ly la
tripticasa siempre se suministré en una relacion 1:2 con el extracto. Se encontré que las
concentraciones Optimas de estos nutrientes en la alimentacion variaban de acuerdo al pH
utilizado lo que sugiere una interaccion importante entre el pH 'y la cantidad de nutrientes.
Encontraron también que la velocidad de dilucién tiene un efecto inversamente proporcional
sobre la concentraciéon de acidos alcanzada en la corriente de salida. La concentracion
promedio de biomasa en el reactor fue de 37.0 g/l v se alcanzé una productividad méxima de
1.28 g/l-h.

Boyaval y Corre (1987) utilizaron un reactor de 3 litros tipo tanque con reciclo de
células por ultrafiltracion alcanzando una productividad volumétrica de 14.3 g/ I'h (28 g/l de
acido propidnico) que es la mas alta alcanzada si se revisa la Tabla 1.1 donde ellos mismos
resumen los resultados obtenidos por otros autores. La concentraciéon de biomasa alcanzada
fue de 100g/l. Los experimentos fueron llevados a 30° C y un pH de 7.0. Se probaron como
sustratos el permeado de lactosuero (12 g/l de biomasa) y el lactato de sodio (1.8 g/l de
biomasa) en fermentaciones batch de 75 horas con células libres encontrado que sus
productividades eran de 0.4 y 0.072 g/l-h, respectivamente, lo cual es contradictorio con los
resultados de Vivian y Shang (1992a) resumidos anteriormente en los cuales se mencionaban
las ventajas de utilizar lactato.

En la operacion en continuo las velocidades de dilucion estudiadas son de 0.14, 0.32,

0.58 y 0.95 h' observandose que al ir incrementidndose se presentan problemas de
taponamiento en la membrana de ultrafiltracion y un decaimiento en la conversion de lactosa a
acidos. También se encontré que la tasa especifica de produccion de acido propidnico respecto
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a la biomasa decrece al incrementarse ésta (0.44g/g-h a 10g/l de biomasa y 0.17g/g-h a 80 g/l
de biomasa). Estos autores deducen que este decremento se debe a perturbaciones fisiologicas
en el interior de las células. Proponiendo como solucién la remocién de células para provocar
nuevamente el crecimiento de células nuevas mas activas. Estos inconvenientes hacen que la
estabilidad en la operacion de este sistema sea dificil de obtener.

Tabla 1.1 Fermentaciones propidnicas.

Organismo Sistema | Sustrato C. Propiénico | Productiv Ref.
Celular (g/D idad
g/l (g/lh)
P.acidipropionici | Lote Lactosa - 2.3 0.033 Sermar y
Glucosa Shaw (1923)
P.acidipropionici{ CSTR | Glucosa - 3.74 0.19 Clausen y
Xilosa Gaddye
(1984)
P.Acidipropionici | RFT Glucosa - - 0.49 Clauseny
: Xilosa Gaddye
(1984)
P. Sp Inmovili | Lactacto - 5.0 2.0 Calviny
zado Col.(1985)
P. acidipropionici | CSRT- Xilosa 95 18 2.2 Carrondo y
UF Col. (1987)

Blanc y Goma (1987a) implementaron un sistema con recirculacion de células y de
la corriente de productos. Trabajaron isotérmicamente a 35°C y aun pH constante de 6.6
con la adicion de hidréxido de amonio concentrado. El caldo de cultivo contenia 64 g/l de
suero en polvo y 4 g/l de extracto de levadura. En operacién por lote se obtuvieron
concentraciones finales de 12.0 g/l de biomasa, 16.6 g/l de acido propidnico y 6.9 g/l de 4cido
acético, la tasa especifica de crecimiento méaxima fue 0.1 h' con una productividad de
0.35g/l'h. En la operacion en continuo la mayor productividad alcanzada fue de 2.14 g/l h
para una velocidad de dilucion de 0.25 h™'. En estas condiciones la concentracion de biomasa
era de 98.0 g/l, la concentracién de acido propiénico fue de 18.0 g/l y su coeficiente de
produccion respecto al sustrato Yp;5=0.423. Sin embargo, mencionan que estas condiciones no
se pueden mantener por demasiado tiempo pues la concentraciéon de acidos empieza a
disminuir, concluyendo que esto se debe a que gran parte de la biomasa son células muertas o
atrofiadas que son poco activas. Por lo que hicieron una remocion de biomasa observando
que nuevamente empieza a haber crecimiento en el reactor y a la vez la produccion de acidos
comienza a recuperarse. Recuérdese que esta misma situacion fue encontrada por Boyaval y
Corre (1987).

Blanc y Goma (1987b) realizaron un estudio de cinética de produccién para observar
los efectos de inhibicion en el crecimiento de biomasa por acido propi6nico y por biomasa. En
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las fermentaciones por lote con reposicion parcial de medio fresco la velocidad especifica de
crecimiento empieza a decrecer sin anularse a una concentracion critica de 4cido propidnico
(12 g/1) finalmente se anula a 15 g/], a ésta concentracion la velocidad de produccion de 4cido
propidnico alcanza un valor constante hasta detenerse a una concentracion de 35g/l. Esta
caracteristica remarca que el cido propidnico sea considerado como un metabolito mixto pues
se sigue produciendo aun cuando la biomasa se encuentra en su fase estacionaria. En las
fermentaciones continuas con recirculacion de biomasa también se observa una inhibicion en
su crecimiento por biomasa a una concentracién critica de 98 g/l. Los autores correlacionan
tanto la velocidad especifica de crecimiento (p) y de produccién (v ) a la concentracién de
acido propidnico y de biomasa utilizando la expresion lineal de Luedeking y Piret (Scriban,
1985). Este modelo muestra dos secciones rectas, en la primera existe una caida constante de
las velocidades especificas respecto a la concentracion de acido propiénico y de biomasa hasta
unirse con la segunda que muestra una velocidad constante con pendiente casi nula hasta llegar
a un punto critico-donde se cancela. En este trabajo se identifican claramente los puntos de
inhibicién de crecimiento de biomasa tanto por acido propidnico como por biomasa.

Obaya y Col. (1992) estudiaron la fermentacién propidnica por lotes de la sacarosa de
las mieles de cafia. Realizaron sus estudios en un fermentador tipo tanque a una temperatura de
30°C y un pH de 7.0 unidades. Encontraron que existia una inhibicién en el crecimiento de la
biomasa cuando se alcanzaba una concentracién de 18.5 g/l de 4cido propionico y que no
habia inhibicién por sustrato en un intervalo de concentracién de 50 a 84 g/l. Sus resultados
fueron 12.5 g/l de biomasa, 22.5 g/l de é4cido propionico, un coeficiente de produccion
respecto al sustrato Yp;s= 0.38 y una productividad de 0.35 g/ I'h.

Magafia (1995) implement6 la técnica de inmovilizaciéon de Propionibacterium
acidipropionici en poligalacturonato de calcio. La seleccion de este soporte fue hecha
considerando que este material no tiene efectos toxicos sobre el microorganismo, ni en el uso
final del producto como conservador de alimentos. También encontrd que las esférulas de
soporte tienen buena resistencia mecanica y que la actividad del biocatalizador se puede
mantener en periodos largos de tiempo (4 meses de prueba).

Pérez (1997) estudié el efecto de la temperatura, el pH, la cantidad de extracto de
levadura y el por ciento de inoculacion en la fermentacién con células libres. Este investigador
encontré que la temperatura en un intervalo de 25 a 35°C no tiene un efecto significativo;
mientras el pH en un valor entre 6.0 y 6.5, bajas cantidades de extracto de levadura (5 g/l) y
altos porcentajes de inéculos (10 %) favorecen la produccion de acido propioénico.

Herrera (1997) estudié la fermentacion propidnica con celulas inmovilizadas en
poligalacturonato de calcio determinando la carga 6ptima de células en el soporte (7 g/l).
Ademas, estudié el efecto de la temperatura y del pH, encontrando que la productividad del
sistema tiende a incrementarse a temperaturas superiores a 35°C mientras el pH no tiene un

efecto significativo.
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En el estudio de fermentacién propionica al igual que otras investigaciones en esta
drea, son pocos los modelos matematicos desarrollados, que son herramientas indispensables
en el progreso tecnolégico de estos procesos. En la literatura se han encontrado algunos
modelos de la fermentacion alcohélica con células inmovilizadas y de sistemas con enzimas
inmovilizadas que por las analogias encontradas sirvieron de base para la elaboracién del
modelo para la fermentacién propidnica con células inmovilizadas. A continuaciéon se
presentan los puntos mas importantes de algunas citas bibliograficas.

Melick y Col. (1987) mencionaron que en un modelo representativo de una
fermentacion con células inmovilizadas se deben considerar: el régimen de flujo en el
bioreactor, los coeficientes externos para la transferencia de masa del fluido a la superficie y
viceversa, las difusividades efectivas de sustratos y productos en el interior del soporte y la
cinética intrinseca de las velocidades de consumo, produccién y crecimiento de sustratos,
productos y biomasa respectivamente.

Hossain y Do (1989) presentaron un modelo generalizado con diferentes expresiones
de cinéticas intrinsecas para reacciones enzimaticas en sistemas inmovilizados, En este modelo
aparecen dos grupos adimencionales importantes: el nimero de Biot y el modulo de Thiele. El
Biot es un grupo que relaciona el transporte externo caracterizado por un coeficiente global y
la difusividad efectiva que representa el transporte interno. El modulo de Thiele relaciona la
velocidad de reaccién intrinseca con la velocidad de transferencia de masa interna. Estos
pardmetros son importantes en la caracterizacion de una reaccién heterogénea, como un
proceso controlado por la etapa de reaccion o por la velocidad de transferencia de masa interna
o externa, sin embargo existen pocas correlaciones para evaluar sus diferentes términos y
algunos autores recurren a expresiones desarrolladas para sistemas quimicos donde
generalmente la fase continua es un gas (Godia y Col., 1987).

Uno de los factores méas relevantes en la construccion de un modelo matematico en
estos sistemas es como evaluar el crecimiento de la biomasa en el interior de las esferas de
soporte. Algunos autores (Luong, 1985; Godia y Col., 1987; Melick y Col., 1987) consideran
que la concentracién inicial de biomasa permanece constante a través del tiempo y que esta
uniformemente distribuida en las esferas. Godia y Col. (1987) encontraron experimentalmente
que la cantidad de biomasa inmovilizada en un fermentador tubular variaba a lo largo del
reactor y asumieron que la concentracion de biomasa inicial decaia en forma lineal con la
coordenada axial del reactor pero permanecia constante en el tiempo.

Ollis y Sayles (1992) realizaron un estudio tedrico en el cual incorporan una ecuacion
que rige el crecimiento de la biomasa en el interior de las esferas de soporte a un modelo de
difusién y reaccion, encontrando que la concentracién de biomasa podia variar radialmente
dependiendo de los valores de los parametros cinéticos y de transporte de masa considerados
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en el modulo de Thiele. Las distribuciones variaban desde perfiles de concentracion de
biomasa casi uniforme hasta aquellos en los que la biomasa se concentraba en una pelicula
cercana a la superficie. Karel y Robertson (1989) en un sistema aerobio de Pseudomona
putida inmovilizada en fibras porosas de polietileno determinaron por técnicas de
autoradiografia que la biomasa s6lo crecia en una pelicula de 25um en la superficie del
soporte.

Otra consideraciéon importante es la suposicion de la nula liberacion de células al
medio. Gencer y Mutharasan (1983), en la fermentacion alcohélica con levadura inmovilizada
por atrapamiento en gel en un reactor tubular en operaciéon continua. encontraron que
aproximadamente el 5 por ciento de la biomasa se encontraba libre en el medio por lo que su
efecto no fue considerado en su modelo. Vivian y Shang (1992b) en la fermentacion
propiénica con céhilas inmovilizadas en fibra de algodon encontraron que la concentracién
global de biomasa en el reactor era de 37g/l mientras en el medio liquido oscilaba entre 1 y 3
g/l.

Nakasaki y Col. (1989) presentaron también un modelo para la fermentacion
alcoholica con levadura inmovilizada, en su modelo también incorporan la ecuacion que rige
el crecimiento de la biomasa. Estos autores presentan simulaciones de casos reales
encontrando que existe un buen ajuste de sus predicciones con los datos experimentales.
También estudiaron los perfiles radiales de las concentraciones de sustratos, productos y
biomasa que permite entender mas la fenomenologia de estos sistemas.



CAPITULO?2

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y FUNDAMENTOS.

La fermentacion con células inmovilizadas en un soporte se debe entender como
un sistema reactivo heterogéneo, en el cual se involucran procesos de reaccion y de
transferencia de masa tanto a nivel extraparticula como intraparticula. En este trabajo se
decidié estudiar cada una de las etapas por separado y posteriormente conjuntarlas para
tratar de explicar el comportamiento global del sistema mediante un modelo bajo
condiciones de operacion adecuadas para la produccion de acido propionico.

En la etapa reactiva es importante conocer cuales son las relaciones entre los
sustratos, los productos y los microorganismos involucrados y los efectos que tienen las
condiciones de operacién sobre la orientacion del sistema hacia incrementar la produccion
de acido propiodnico. Considerando estos aspectos, se estudi6 la fermentacion con células
libres fijandose las metas de buscar las condiciones de maxima produccién y desarrollar
un modelo que represente el comportamiento cinético observado bajo estas condiciones.

En la parte de inmovilizacién se fijo como meta la construccién de un modelo que
fuera capaz de reproducir los resultados experimentales reportados por Herrera (1997).
Para lograr este fin se tuvieron que proponer diferentes modelos y realizar una serie de
experimentos para poder evaluar tanto parametros de transporte como pardmetros Ppropios
de la cinética intrinseca.

2.1 FERMENTACION CON CELULAS LIBRES.

Pérez (1997) estudio los efectos de algunas variables, sobre la produccion de 4cido
propiénico durante 60 horas de fermentacién con células libres en un bioreactor tipo tanque
agitado, en los siguientes intervalos: para la temperatura entre 25y 35°C; para el pH entre
6.0 y 7.0 unidades; para la cantidad de extracto de levadura agregada al medio de 5y 10
g/l, y para el por ciento de indculo entre 5y 10%. Del analisis de variancia de sus
resultados se concluyé que la temperatura no tenia un efecto significativo sobre la
produccién de acido propiénico, no asi el pH y la cantidad de extracto de levadura que la
favorecian hacia los valores menores, 6.0 unidades y 5 g/l, respectivamente; mientras que
el por ciento de indculo aumentaba la produccion hacia el valor mayor, 10 %. También
encontré que las interacciones entre los factores eran importantes; sin embargo, en el
estudio de la superficie de respuesta para encontrar un punto de maxima produccioén, no se
encontraron puntos de pendiente cero catalogandose ésta como una superficie de loma en
ascenso.



Debido a que existe duda en el efecto de la temperatura sobre la produccion de
4cido propidnico y principaimente por la sospecha de que la superficie presentara un punto
de ensilladura en la temperatura. En este trabajo se propuso un nuevo disefio de
experimentos ampliando el intervalo del mismo sobre los factores relevantes y en las
direcciones de ascenso en la produccién obtenidas por Pérez (1997).

7.1.1 CINETICA DE LA FERMENTACION CON CELULAS LIBRES.

En las reacciones microbioldgicas siempre intervienen sustratos que serdn sujetos a
una degradacion, uina masa celular o enzimatica responsable de la degradacion, y los
productos correspondientes. En estos sistemas reactivos intervienen una serie de
mecanismos complejos dificiles de caracterizar. Desde el punto de vista ingenieril son de
interés los efectos dindmicos globales manifestados por los cambios en las variables
representativas definidas como: el consumo de los sustratos esenciales, el crecimiento de la
biomasa y la formacién de productos de interés.

Cualquier reacciéon microbiolégica puede escribirse en forma simplificada de la
siguiente manera:

donde S es la concentracién del sustrato esencial (g/1); Xg es la concentracion de biomasa
(g/1) que actiia como reactante y producto a la vez; P es la concentracion del producto
principal (g/1) y CO; es el diéxido de carbono desprendido durante la fermentacion. Las
cantidades de biomasa y de productos formados a partir del sustrato esencial consumido
estan relacionadas con los coeficientes metabolicos de conversion (Ysx, Ypis) que se
definen a continuacion:

S,-S

Ys/x =L 22
Xy =Xpo
P, -P

Yps =7 23
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En estas ecuaciones los subindices 0y f se refieren a las concentraciones al inicio y
al final respectivamente de un periodo de tiempo dado.

Schugerl (1987) clasificé las reacciones microbiologicas como: Tipo I, Tipo Il y
Tipo III, segtin la forma como se relacionan los sustratos y los productos con el crecimiento
del microorganismo.

Reaccion Tipo 1.

El producto principal aparece como resultado del metabolismo energético primario
por la oxidacion directa del sustrato. La formacion de productos, el consumo de sustrato y
el crecimiento de biomasa guardan una relacién directa de proporcionalidad. Son ejemplo
de éstas la produccién de etanol, acido glucénico y cido lactico.  Las curvas de
velocidades de crecimiento, consumo de sustrato y formacién de productos contra tiempo
son muy similares. Las curvas de tasas especificas de crecimiento, consumo y produccion
se caracterizan por presentar un maximo.

Reaccion Tipo II.

La formacion del producto principal es resultado indirecto del metabolismo
energético primario. Las curvas de velocidad de reaccion son complejas pudiendo
presentar mas de un maximo en el tiempo. El consumo del sustrato esencial inicialmente
es proporcional al crecimiento de biomasa y en la etapa final a la formacion de productos.
Un ejemplo tipico es la produccion de cido citrico.

Reaccion Tipo III.

Este grupo comprende todas las reacciones microbiolégicas en las cuales las
moléculas complejas (antibi6ticos, vitaminas) son sintetizadas de productos simples
iniciales. En estas reacciones se distinguen dos fases. La fase de crecimiento en la cual
existe una cerrada relacién entre el crecimiento celular y el consumo de sustratos y solo
pequefias cantidades de producto son formadas y la fase de produccion en la cual
predomina la formacién de productos, en ésta existe solo un ligero crecimiento de células
y el consumo de sustrato parece ser nulo. Un ejemplo tipico es la produccion de penicilina.

2.1.2 MODELOS CINETICOS.
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Los modelos que a continuacién se presentan son genéricamente llamados no
estructurados, en estos las propiedades de las células se consid