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RESUMEN

El lactosuero es el residuo de la industria quesera que si es vertido sin un tratamiento
adecuado tiene un elevado valor de DBO siendo 1000 L de lactosuero equivalente a las aguas
residuales producidas por 450 personas/dia. Asimismo, considerando que casi el 90% del
volumen de la leche es lactosuero, cuya composicién principal es lactosa (45-50 g/L),
proteinas (6-8 g/L), lipidos (4-5 g/l) y sales minerales (46 g/l) este podria ser
reutilizado. Entre los usos que se le pueda dar, debido a su alta composicion de lactosa, es
como materia prima para la produccion de acido lactico, lo cual permitiria darle un valor
agregado al lactosuero. El acido lactico es un acido organico que se obtiene de forma natural
y que tiene multiples usos en la industria alimentaria, cosmetica, farmacéutica y quimica y
actualmente se viene usando como materia prima para la produccion de acido polilactico
(PLA) que es un biopolimero que lo convierte en una alternativa prometedora para la
sustitucion de los plasticos que derivan de petroguimicos. La produccién de acido lactico a
partir de fermentaciones biologicas se realiza usando bacterias acido lacticas (BAL) como
las del género Enterococcus y Lactobacillus que segun la especie pueden generar una
configuracion lactica D (-), L (+) o DL. Es asi como, en la presente tesis se ha aislado cepas
pertenecientes al Enterococcus faecalis, se determind sus condiciones Optimas de
crecimiento y se obtuvo 4&cido lactico en fermentaciones batch con lactosuero
desproteinizado y sin desproteinizar, con las cepas sin y encapsuladas en perlas de alginato
al 4% y 5% de cloruro de calcio. Ademas, se determind las condiciones Optimas de
purificacion del acido lactico. Se encontré que hay una variacion entre las caracteristicas
fisicas (densidad) y quimicas (espectros de FTIR) del &cido lactico obtenido, asi como en su
rendimiento siendo el mayor rendimiento usando el lactosuero desproteinizado y cepas sin

activar. Se determiné que el Enterococcus faecalis en fermentacion batch con la cepa sin
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activar y sin ser encapsulada, en lactosuero desproteinizado y purificado a 40°C por 1 hora
(concentracion de &cido lactico) obtuvo el mayor rendimiento de 16.92%, seguida de la cepa
encapsulada al 5% de CacClz, fermentada en lactosuero desproteinizado y purificado a 45°C

por 5 h para la concentracién de &cido lactico con un rendimiento de purificacion 8.33%.

Palabras claves: Lactosuero, acido lactico, Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

Whey is the residue from cheese industry that, if it is discharged without any treatment has
a high BOD value, with 1000 L of whey being equivalent to the wastewater produced by
450 people/day. Likewise, considering that almost 90% of the volume of milk is whey whose
main composition is lactose (45-50 g/L), proteins (6-8 g/L), lipids (4-5 g/L) and salts
minerals (4—6 g/l) this could be reused. Among the uses that can be given to it, due to its
high lactose composition, it could be used as a raw material for the production of lactic acid,
which could give added value to the whey. Lactic acid is an organic acid that is obtained
naturally and has multiple uses in the food, cosmetic, pharmaceutical and chemical industries
and is currently being used as a raw material for the production of polylactic acid (PLA)
which is a biopolymer that makes it a promising alternative to replace plastics derived from
petrochemicals. The production of lactic acid from biological fermentations is carried out
using lactic acid bacteria (LAB) such as those of the genus Enterococcus and Lactobacillus
that, depending on the species, can generate a lactic D(-), L(+) or DL configuration. Thus,
in this thesis, strains belonging to Enterococcus faecalis have been isolated, their optimum
growth conditions were determined and lactic acid was obtained in batch fermentations with
deproteinized and non-deproteinized whey, with the strains without and encapsulated in
alginate beads at 4 % and 5% calcium chloride. In addition, the optimal purification
conditions for lactic acid were determined. It was found that there is a variation between the
physical (density) and chemical (FTIR spectra) characteristics of the lactic acid obtained, as
well as in its performance, with the highest yield using the deproteinized whey and
inactivated strains. It was determined that the Enterococcus faecalis in batch fermentation
with the inactivated strain and without being encapsulated, in deproteinized whey and

purified at 40°C for 1 hour (lactic acid concentration) obtained the highest yield of 16.92%,
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followed by the encapsulated strain at 5% Cl2Ca, fermented in deproteinized whey and

purified at 45°C for 5 h for the concentration of lactic acid with a purification yield of 8.33%.

Keywords: Whey, lactic acid, Enterococcus faecalis.
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INTRODUCCION

La inadecuada disposicion del lactosuero proveniente de la industria lactea por la
elaboracion de los quesos ocasiona una alta contaminacion de los cuerpos acuiferos
debido principalmente al contenido de lactosa, el cual lo convierte en una materia prima
de alto interés para su aprovechamiento. Por lo que, el sector industrial lacteo es uno de
los mayores factores perjudiciales del agua, donde se estima que el 55% es usado para la
elaboracion de otros productos alimenticios y el 45% son desechados en rios, lagos y
aguas residuales, o en el suelo, lo que ocasiona impactantes problemas de contaminacion
como la afectacion de la estructura del suelo fisica y quimicamente con una disminucion
en el rendimiento de cultivos agricolas (1). Por otro lado, cuando este es desechado en el
agua, produce una reduccion de la vida acudtica, al agotar el oxigeno disuelto (1).
Asimismo, es importante precisar que el 90% de la leche usada en la elaboracion del
queso es desechada como lactosuero, el cual contiene lactosa, proteinas, lipidos y sales
minerales (1). Por lo tanto, gracias al significativo contenido de lactosa en el lactosuero,
este residuo se convierte en una materia prima de alto interés para la produccién de acido
lactico.

El acido lactico es un acido organico que se obtiene de forma natural por
extraccion del azucar de la leche o de forma sintética a partir de azlcar de cafia, de uva o
de almiddn y que presenta una amplia gama de aplicaciones, utilizado especialmente en
productos alimenticios, quimicos, cosméticos y farmacéuticos siendo en Estados Unidos
utilizado en un 85% en la industria alimentaria y el 15% para industrias no alimenticias
(2). Hoy en dia, se puede apreciar un aumento en la demanda de &cido lactico como
materia prima para la produccion del acido polilactico (PLA), el cual es un biopolimero
con propiedades que lo clasifican como amigable para el medio ambiente. Es una
alternativa biodegradable, biocompatible y prometedora en la sustitucién de los plasticos

que derivan de petroquimicos.

Actualmente, en nuestro pais no hay muchas investigaciones en el
aprovechamiento del lactosuero y es por ello, que se ha visto la sintesis de acido lactico a
partir de este residuo, a través de una tecnologia amigable con el medio ambiente. A su
vez, este &cido lactico puede ser utilizado para la obtencion de plésticos. Para la sintesis
de acido lactico a través de la fermentacion se usa a las bacterias acido lactica (BAL) que
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son Lactobacillus, Enterococcus y Streptococcus capaces de consumir el lactosuero para
producir el &cido lactico como resultado de la fermentacion de la lactosa. Entre las cepas
de Lactobacillus se tiene al Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus, Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus, entre otros y entre las del
género Enterococcus se tiene a Enterococcus faecalis, Enterococcus lactis, Enterococcus
camelliae, entre otros. Segun la especie usada de microorganismos se puede generar una

configuracién écido lactico D (-), L (+) o DL.

Para la realizacion de fermentacidn se puede usar cepas en estado libre o cepas
inmovilizadas en perlas de alginato. Las cepas inmovilizadas se ha visto que incrementan
la viabilidad de las cepas, ademas que al estar encapsuladas solo se generaria en el medio
de cultivo los productos de la fermentacion y al momento de purificar ya no se tendria a
las cepas microbianas, por lo que, el uso de cepas inmovilizadas facilitaria la purificacion

del acido lactico.

Por lo tanto, en la presente investigacion, se ha propuesto la obtencién de acido
lactico a través de la fermentacion batch de lactosuero con cepas nativas provenientes del
mismo. Asimismo, no solo se busco obtener &cido lactico sino evaluar la influencia del
uso de las cepas nativas encapsuladas en perlas de alginato y de forma libre en la
obtencion del acido lactico, tanto en sus caracteristicas fisicoquimicas como en el

rendimiento.
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HIPOTESIS

Dado que, las técnicas de inmovilizacién brindan una mayor estabilidad a las funciones
cinéticas de los microorganismos, es probable mejorar la produccion de acido lactico

mediante el encapsulamiento de las cepas nativas.
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VARIABLES INDEPENDIENTES

Variables independientes

Indicadores

Tipo de lactosuero

e Lactosuero desproteinizado

e Lactosuero proteinizado

Disposicion de las cepas

e Cepas libres o sin encapsular

e Cepas encapsuladas

Forma de uso de cepas sin encapsular

e Cepas activadas

e Cepas no activadas

Concentracién de CaCl2 en cepas

inmovilizadas

o 4%
e 5%

Temperatura y tiempo de concentracion en
purificacion de acido lactico

e 60°C por 45 minutos
e 40°C por 1 hora

e 45°C por 5 horas

e 40°C por 5 horas

VARIABLES DEPENDIENTES

Variables dependientes

Indicadores

Concentracion de acido lactico

Acidez g / L (Ac. Lactico)

Rendimiento de &cido lactico % m/v

Color de &cido lactico Amarillento
Transparente
Blanquecino

Densidad de &cido lactico g/L

Caracteristicas quimicas

Caracterizacion funcional por FTIR
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OBJETIVOS

a. Objetivo general
Evaluar la influencia del encapsulamiento de cepas homofermentativas en la

obtencidn del acido lactico a partir de lactosuero.

b. Objetivos especificos

e Caracterizar fisica y quimicamente el lactosuero.

e Aislar e identificar por técnicas microbioldgicas y moleculares cepas
homofermentativas nativas para la produccion de &cido lactico.

e Determinar las condiciones éptimas de crecimiento de las cepas nativas.

e Obtener &cido lactico por fermentacién del lactosuero usando cepas
nativas en forma encapsulada y en suspension.

e Caracterizar mediante espectroscopia infrarroja el &cido lactico producido

por cepas nativas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. LACTOSUERO

El lactosuero es el subproducto de la elaboracion del queso que estd compuesto por
lactosa, proteinas y minerales; el cual posee en mayor cantidad a la lactosa que puede ser
usada como sustrato en la fermentacion (3). Segun Baldasso et al. (4) la produccion
mundial de suero se encuentra alrededor de 180 a 190 x 10° toneladas / afio; de esta
cantidad solo se procesa el 50%. A partir de este porcentaje, el suero se trata y transforma
en varios alimentos y piensos. Mayormente, la mitad de esta cantidad se utiliza
directamente en forma liquida, en un 30% como suero de queso en polvo, 15% como

lactosa y sus subproductos y el resto como concentrados de proteina de suero de queso

(5).
El suero lactico puede ser dulce y acido cuya composicion nutricional se muestra
en la Tabla 1.
Tabla 1. Composicion de lactosuero dulce y acido
Compofitnte Lactosuero La(‘:to.suero
dulce acido

Sélidos totales (%) 6.5 5.2

Lactosa 4.9 4.3

Proteina 0.8 0.6

Nitrégeno no proteinico (% del total) 22 27

Acido lactico 0.15 0.75

Cenizas 0.56 0.46

pH 6.2 4.6

Fuente: Extraido de Dominguez et al. (6).
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El tipo del lactosuero depende de la preparacion del queso, segin Salazar et al. (3)
principalmente de la eliminacion de la caseina que en el caso del lactosuero dulce se
produce la coagulacion por la renina a un pH de 6.5. Mientras que el lactosuero acido es

producido por la acidificacion o uso de acidos organicos o minerales para la coagulacién

().

Debido a su elevada concentracion de proteinas, gran cantidad de minerales y
vitaminas posee mdltiples usos comerciales como en la elaboracion de “[...] etanol,
acidos organicos, bebidas no alcohodlicas, bebidas fermentadas, biomasa, concentrados,
aislados e hidrolizados de proteina, peliculas comestibles, medio de soporte para
encapsular sustancias, produccion de xantana, enzimas, separacion de la lactosa para fines
endulzantes en alimentos” (8). Entre otras aplicaciones como se indica en la Figura 1:

D -
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Figura 1. Posibles usos del lactosuero artesanal segun su tipo
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Fuente: Extraido de Mazorra-Manzano y Moreno-Hernandez (9).

Como se observa en la Figura 1 uno de sus usos es para la obtencion de acido lactico
a través de la biotecnologia, lo cual es llevado en un proceso de fermentacion lactica,
comunmente conducida en modo batch utilizando cepas homofermentativas conocidas
como bacterias &cido lacticas (BAL) que son del género Lactobacillus, Streptococcus y

Enterococcus (10) a su vez suplementando el medio con fuentes de complejos
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nutricionales como licor de maiz, malta o extracto de levadura. Como resultado de este
proceso, podria establecerse la disminucion del contenido de lactosa, produciendo
principalmente acido lactico y otros metabolitos que pueden actuar como componentes
aromaticos (11). Asimismo, este lactosuero puede usarse sin haber recibido un
tratamiento como la desproteinizacion (donde se desnaturalizan las proteinas y precipitan)
y sin desproteinizar, es decir usarlo tal cual es recolectado, esto se usé para la obtencion

de &cido lactico y su posterior conversion a acido polilactico (11).

La desproteinizacion del lactosuero tiene como fin la eliminacion de las proteinas
para lo cual hay diversos métodos, entre ellos, se somete el lactosuero a un proceso de

autoclavado a 121°C y 1.2 psi durante 15 minutos, para luego filtrarlo al vacio (11).

1.2. ACIDO LACTICO

El &cido lactico o acido 2-hidroxipropanoico (CH3-CHOHCOOH) es un &cido
orgénico, el cual se encuentra valorado por su aplicacion en diferentes industrias, tales
como: alimentos, farmacéutica, quimica, cosmética y su potencial en la produccion de
polimeros biodegradables (12). Es en este rubro, que actualmente hay un aumento en la
demanda de &cido lactico como materia prima para la produccion del biopolimero
denominado &cido polilactico (PLA) el cual representa una alternativa muy beneficiosa,
por ser biodegradable, biocompatible, amigable con el ambiente y prometedora en la
sustitucion de los plasticos derivados de petroquimicos (12), (13).

El &cido lactico se puede obtener por dos métodos, por sintesis quimica (por la
hidrolisis del lactonitrilo) y por fermentacién de hidratos de carbono, disponiendo de un
proceso econdémico y facilmente disponible (14). De acuerdo con el primer proceso, se
obtiene una mezcla racémica de los &cidos lacticos, mientras que el segundo conduce a
un estereoisdmero de acido lactico D (-) o L (+). Es de mayor efectividad el segundo
método, puesto que, en la actualidad, el 90,0 % de la produccion mundial de &cido lactico

se consigue por fermentacion (13).

Existen dos isdbmeros dpticos, el D(-) lactico y el L(+) lactico y una forma racémica
constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y D(-) (15). Cabe destacar que
el isomero D(-) es nocivo para el metabolismo humano y puede generar principalmente
acidosis y descalcificacion (16). Sin embargo, el acido L(+) lactico es clasificado por la

FDA como una sustancia GRAS, generalmente reconocido como seguro para uso como
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aditivo alimenticio (16). Se ha reportado que el isomero L(+) lo asimilan los humanos
mediante la produccion de la enzima L-lactato deshidrogenasa (17). Con respecto a su
estado fisico, las dos formas Opticamente activas como la racémica se encuentran en
formas liquidas, incoloras y solubles en agua y alcohol, y no soluble en cloroformo y éter
de petroleo (18). Pero en estado puro, se encuentran en estado sélido, siendo altamente
higroscopicos y de punto de fusion bajo. Las formas isoméricas del acido lactico se

muestran en la Figura 2 y sus propiedades en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del acido lactico

Formula C3H603

Peso molecular 90,08

indice de refraccion 1,4414

Punto de fusion 52.8 (D), 53 (L) y 16.8 (DL)
Punto de ebullicion 125-140°C
Gravedad especifica 1206

Calor de combustion 3616 cal/g
Constante de disociacion (pKa) 3.83(D); 3.79 (L)
Viscosidad 40,33 mNsm-2
Densidad a 20°C 1,249

Constante dieléctrica 22¢

Fuente: Adaptado de Serna-Cock y Rodriguez-de Stouvene (19) y de Komesu et al. (20).

0 0
Ho\)J\ HO
<" “OH OH
CHa CHs

Figura 2. Formas épticas del &cido lactico (a) L-acido lactico y (b) D-4cido lactico

Fuente: Extraido de Medina et al. (18).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-5 . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

Los isémeros puros tienen un mayor valor que los isomeros racemicos debido a que

son usados en industrias especificas como, por ejemplo:

e L (+)4cido lactico es usado en la sintesis de acido polilactico L (+), en la industria
alimentaria y medicina debido a que la conversién de L (+) acido lactico se
metaboliza mas rapido que el D (-) acido lactico (20).

e D (-) acido lactico es usado para la produccion de &cido polilactico D (-) (20).

Los isomeros puros del &cido lactico pueden ser obtenidos por fermentacion
microbiana a partir de una fuente renovable (21) lo que muestra las ventajas sobre la

sintesis quimica, como se muestra en la Figura 3.

FUENTE NO RENQVABLE: FUENTE RENOVABLE:
PETROLEO Biomasa
l PRETRATAMIENTO E
ACETALDEHIDO + HIDROLISIS
CIANURO DE HIDROGENO ‘
l AZUCARES FERMENTABLES
LACTONITRILO FERMENTACION MICROBIANA ’ p/
C ' ¢ i
/ ISOMERO PURO: p
MEZCLA RACEMICA: Acipo L- LACTICO 0 ACIDO
Acipo L- Y D- LAcTico D- LAcTiCO ﬂ

- PRODUCCION PRODUCCION N el
[H 2= QUIMICA BiotecnoLoaica | [N LI

Figura 3. Sintesis quimica y biotecnolégica de acido lactico

Fuente: Extraido de Torre Pascual (21)
1.3. PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ACIDO LACTICO

La produccion biotecnoldgica se lleva a cabo a través de fermentaciones
microbianas que segun Castro Cedefio (14) actualmente llega a un 90% de la produccién
de acido lactico debido a que se realiza a bajas temperaturas y, por ende, bajo
requerimiento energetico y se obtiene un isomero de alta pureza. El isdmero obtenido va
a depender del microorganismo utilizado (16).
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Para la produccion biotecnolégica de &cido lactico no solo he ha visto a partir de
lactosuero sino que puede ocurrir a partir de fuentes que contengan glucosa como fibras
de alfalfa, residuos de manzanas, celobiosa, glucosa, glicerol, hidrolizados
lignocelulosicos, lodo de produccion de papel, cafia de azicar y madera hidrolizada (20)
utilizando microorganismos del género Lactobacillus, Streptococcus, Peiococcus,
Aerococcus, Leuconostoc y Corine que pueden producir acido lactico L, D o DL (14).

1.3.1.  Factores que influyen en la fermentacion microbiana

Como todo proceso de fermentacion las condiciones de operacion y el tipo de

sustrato y microorganismo influyen en el proceso. Entre ellos se tiene a:
1.3.1.1. Temperatura de fermentacion

La temperatura de fermentacion va a depender de la temperatura Optima de

crecimiento microbiano del microorganismo utilizado.
1.3.1.2. pH

El valor del pH también es un factor clave para que ocurra o0 no la fermentacion
microbiana. Debido a que posee una influencia alta para la generacion de acido lactico ya
que durante el proceso de fermentacidn ocurre una caida brusca del pH, lo cual puede
afectar a la viabilidad microbiana y por ende en el rendimiento de obtencion de acido

lactico. Sin embargo, este va a depender del microorganismo.
1.3.1.3. Sustrato

El sustrato influye en el rendimiento de obtencidn de &cido lactico y a su vez en la
etapa de purificacion del acido lactico. Se suele usar azlcares puros o biomasa
proveniente de alimentos o de la preparacion de ellos que tienen el beneficio de tener altos
rendimientos y bajo costo en la purificacion; sin embargo, sus costos suelen ser elevados
(21). Por lo que, es importante la busqueda de otros tipos de sustratos que sean mas
econdémicos. Es importante precisar que las bacterias lacticas en su mayoria no
metabolizan las pentosas. Asimismo, ademas de la fuente de carbono es importante otros
requerimientos nutricionales como altas concentraciones de fuente de nitrogeno, etc. (21).

Por ende, a veces se suele agregar aditivos nutricionales para proveer fuentes de
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nitroégeno. En la Tabla 3 se muestra diferentes sustratos usados para la obtencion de &cido
lactico con diversos microorganismos.

Tabla 3. Diferentes sustratos usados en la produccién de acido lactico

_ _ Acido lactico
Sustrato Microorganismo o
(rendimiento)
Salvado de trigo y arroz Lactobacillus sp.. 129¢g/1
Mazorca de maiz Rhizopus sp. MK-96-1196 90 g/l
Madera pretratada Lactobacillus delbrueckii 48-62 g/l
Lactobacillus coryniformis ssp.
Celulosa 0,89 g/g
torquens
Cebada Lactobacillus caseiNRRLB-441 0,87-0,98 g/g
Bagazo de yuca L. delbrueckii NCIM 2025, L. casei 0,9-0,98 g/g

Lactococcus lactis y Lactobacillus

Trigo integral 0,93-0,95 g/
2 J delbrueckii 99
Fécula de patata Rhizopus oryzae, R. arrhizuso 0,87-0,97 g/g
Maiz, arroz, trigo, Lactobacillus amylovorous ATCC
_ <0,70 g/g
almidones 33620
Almidon de maiz L. amylovorous NRRL B-4542 0,935 g/g
) _ Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC
Almidon de trigo 0,77-1g/g

19435

Fuente: Extraido de Madhavan Nampoothiri et al. (12).

1.3.1.4. Modo de fermentacion

La fermentacién puede ser batch (discontinua), continua y semicontinuos de flujo
no estacionario (flexibles, pero de mas dificil analisis y operacidn), ademas que se puede
usar cepas inmovilizadas o sin inmovilizar. Estas condiciones influyen también en el
rendimiento, asi como en la purificacion del acido lactico.
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a) Reactor Discontinuo o Batch: No hay entrada ni salida de reactante. Ademas,
el reactor presenta agitacion, lo que significa que la composicion es la misma en todos los
puntos para un instante de tiempo dado. Son sencillos de operar e industrialmente son

utilizados cuando se desea tratar pequefias cantidades de sustancias.

Caracteristicas: Estado no estacionario, sistema cerrado, se agregan los reactivos

al inicio y se retira el producto al final.

b) Reactor Continuo: También conocido como reactor de mezcla completa, el cual
consta de un flujo de alimentacion y salida uniformes, como a su vez de una agitacion
perfecta. Entonces, en todos los puntos del reactor la composicion y propiedades fisicas
del fluido son iguales. Son ideales para fines industriales cuando se requiere tratar grandes

cantidades de sustancia, logrando un buen control de la calidad del producto.
Caracteristicas: Estado estacionario, no hay acumulacion dentro del reactor.

Bajo las condiciones previamente mencionadas, desaparece el término de
dependencia con la variable tiempo. En el caso que se presenten perturbaciones que

provoquen modificaciones en las condiciones de trabajo, se habla de estado transitorio.
Tipos: R. Tubular, de Lecho fijo, de Lecho fluidizado y de Tanque agitado.

c) Reactor Tubular Flujo Piston: El flujo de fluido es ordenado, donde ningun
elemento sobrepase o se mezcle con cualquier otro, antes o después. No hay presencia de
mezcla en la direccion de flujo (direccion axial) y, por ende, todos los elementos de fluido
tienen el mismo tiempo de residencia dentro del reactor. Se puede usar con o sin cepas
inmovilizadas (22).

1.4. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Los microorganismos mas usados para la produccion de acido lactico son las
Bacterias Acido Lacticas (BAL); sin embargo, también hay estudios con el uso de hongos
filamentosos del género Rhizopus (20). La seleccién entre ellos depende del tipo de

sustrato a usar en la fermentacion (20).

14.1. Clasificacion de las BAL
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Las bacterias acido lacticas (BAL) se clasifican como se muestra en la Tabla 4,
siendo las cepas méas conocidas las mostradas en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de las BAL

PHYLUM Firmicutes Actinobacteria
CLASE Bacilli -
ORDEN Lactobacillales Bifidobacteriales

FAMILIAS 6 FAMILIAS -

40 géneros: Enterococcus, Bifidobacterium

. Lactobacillus, Lactococcus,
GENEROS .
Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus y Weissella

Fuente: Adaptado de Sanchez (23).
1.4.2. Metabolismo de las BAL

Las bacterias &cido lacticas (BAL) se clasifican en dos grupos segun su

metabolismo: homofermentativo y heterofermentativo (24).
1.4.2.1. BAL homofermentativas u homolacticas

Las cepas homofermentativas producen exclusivamente acido lactico a partir de
glucosa (24) a través de la via Embden-Meyerhof-Parnas (glicdlisis), donde se produce
dos moléculas de acido lactico por una molécula de glucosa (20), (23). Este tipo es el méas
usado ya que genera el mayor rendimiento (0.90 g/g) y su purificacion mas sencilla (20).
Esta via es usada por las familias Enterococcaceae, Lactobacillaceae y Streptococcaceae
(excepto por algunas especies del género Lactobacillus), siendo la enzima responsable de

la via, la fructosa 1,6- difosfato aldolasa (23).
1.4.2.2. BAL heterofermentativas o heterolacticas

Las cepas heterofermentativas producen acido lactico con otros subproductos como
etanol y CO2 a partir de glucosa (24) a través de la via fosfocetolasa (6 — fosfogluconato)
para fermentar una molécula de glucosa y convertirla a una molécula de éacido lactico,

una molécula de CO2 y una molécula de etanol/acetato. La enzima clave de esta via es la
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fosfocetolasa (23). Esta via es usada por la familia Leuconostocaceae y varias especies
del género Lactobacillus. Entre ellos se tiene:

e BAL heterofermentativas obligatorios como Lactobacillus brevis, L. fermentum,
L. parabuchneri, y L. reuteri (23).

e BAL heterofermentativas facultativos son L. alimentarius, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis,

Lactobacillus pentosus, y Lactobacillus xylosus (23).

En la Figura 4 se muestra las rutas metabdlicas de las cepas homofermentativas y

heterofermentativas.

Ruta Homolactica Ruta Heterolactica

GLUCOSA GLUCOSA
;_._FATP MAD® :,--.ﬂ.TP
1 HADH+H" = 1
FrRucTosA 6-P ACIDO GLUCANICO &P
ATP ~ HaD®
lf_ coy ./i —+ HADH+H
FRUCTOSA 1,6-P Xiwoss 5-P
DIHIDROXI=ACETOMA=P #=—== GLICERALDEHIDD 3-P GLICERALDEHIDD 3-P ACETIL=P
-/t_, HAD" 1 g
ATP ¥ = NADHH ATP o & _ NADHsH-
PIRLVATEO PiRLIVATEO " . NAD
— MADH=H" .
1 — WAD* 1 3
. . . L4
ACIDD LACTICD ACIDD LACTICO  ACIDD ACETICD ETANOL

Figura 4. Metabolismo homofermentativo y heterofermentativo

Fuente: Extraido de Sanchez (23).

1.4.3. Fermentacion lactica

En la fermentacion lactica usan como sustrato a la glucosa y otras hexosas para su
transformacion a acido lactico en condiciones anaerobias. Dicho proceso se lleva a cabo
por medio de una reaccion catalizada por una deshidrogenasa lactica ligada a dinucledtido
de nicotinamida adenina (NAD). Para lo cual se reduce el piruvato a lactato y no se forma

gas y se genera 2 moléculas de adenosin trifosfato (ATP) por hexosa, y estos 2 ATP se
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consumen en la formacion de hexosa-difosfato a partir de la glucosa y, por otra parte, se
producen consecuentemente 4 ATP. Este tipo de fermentacion se lleva a cabo en el
citoplasma celular. A través de la glucolisis, se obtienen dos moléculas de piruvato a partir
de una molécula de glucosa. Las vias utilizadas para la asimilacion de hexosas y pentosas
en &cido l4ctico son la de Embden-Meyerhof (EMP) y la de pentosa fosfocetolasa (PK),

en la Figura 5 se detalla las vias metabdlicas.

Lactose 6-P Lactose
Galactose 6-P Glucose Galactose Glucose
o R -
( Galactose 1-P
v et l —
Tagatose 6-P Glucose 6-P  «—— Glucose1l-P  ——>  Glucose 6-P
AT NAD»
1 (-\U’ A? 1( NADH
Tagatose 1,6-bip  Fructose 6-P 6-Phosphogluconate
AT NAD-
l ( o /\£ NADH  ——
kS Ribulose5-P | CO:
) Fructose 1,6-biP v
N J’ Xylose 5-P
_-—-—"‘"‘\
Glyceraldehyde 3-P
»i NaD Acetyl-P
CoAsh |
1o TR
1,3-di Phospoglycerate "
e Acetyl-CoA
l( Aw NADW
3-Phosphoglycerate CoAst ) 1 wen
l Acetaldehyde
2-Phosphoglycerate ( ML
1 [
Phosphoenolpyruvate Ethanol
0P
(o
Pyruvate
| NaDw
v NADs —
Lactate
Tagatose Glycolytic Leloir Phosphoketolase
pathway pathway pathway pathway

Figura 5. Rutas metabolicas en la fermentacién de glucosa por BAL

Fuente: Extraido de Bintsis (25).
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Los BAL también pueden metabolizar disacéridos como la lactosa, maltosa y
sacarosa a través de las hidrolasas endocelulares, para lo cual en un inicio para la
asimilacion de la lactosa por parte de los microorganismos puede seguir una de las 4 vias

mostradas en la Figura 5 (25).
1.4.4. Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

Son Gram positivas, con cocos y/o cocobacilos, catalasa negativos y suelen ser
aerotolerantes, es decir pueden ser anaerobios estrictos 0 microaeroébicas, acido tolerantes
y no formadores de esporas (25), (26). Como producto del metabolismo estan asociadas
a la produccion de é&cidos organicos, polioles, exopolisacaridos y componentes

antimicrobianos (25).

Los géneros Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus son los mas estudiados en
la produccion, de ellos la cepa méas abundante son los del género Lactobacillus y las BAL
en su mayoria tienen alta tolerancia a pH &cidos (menores de 5,0), lo que brinda una
ventaja competitiva sobre otras bacterias; la temperatura 6ptima de crecimiento esta en

un rango de 20°C a 40°C y varia entre géneros.

Los Enterococcus son bacterias gram positivas, cocos y anaerdbicas facultativas
(24) que se agrupa en cadenas cortas, pares o cocos individuales y es considerado uno de
los productores de acido lactico y son homofermentativas, el cual ha sido aislado de
diferentes fuentes humanas, animales y alimentos fermentados (25), (27). Los
Enterococcus inclusive generan bacteriocinas o péptidos amtimicrobianos y se ha visto
gue también poseen propiedades de inmunomodulacién (27). Sin embargo, también esta
asociada a infecciones oportunistas como en el sistema nervioso central, en el tracto
urinario, endocarditis y abdomen, pero no poseen factores fuertes virulentos o toxinas por
lo que su uso a veces es limitado para la industria alimentaria (25), (27). Respecto a la
produccion de acido lactico, el Enterococcus faecalis AG5 se ha demostrado su uso para
la produccién de acido lactico (27). Ademas del Enterococcus lactis, Enterococcus
camelliae y Weissella paramesenteroides (28).

Segin Yuan et al. (29) entre las cepas homofermentativas, Streptococcus,
Lactococcus y Enterococcus pueden producir L- acido lactico épticamente puro y
también puede ser producido por algunos Lactobacillus y Pediococcus, pero varia segun

las especies.
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1.5. INMOVILIZACION DE MICROORGANISMOS

La inmovilizacion de microorganismos es considerada como uno de los
procedimientos para incrementar la retencion y densidad celular en los biorreactores,
ademas se reduce la fase de latencia microbiana, hay una tolerancia a altas
concentraciones de azucar, mejora el control del pH y generaria una mayor productividad,

ya que se facilitaria también los procesos de purificacion (24).

Para la inmovilizacion de BAL, se ha usado alginato de sodio y cloruro de calcio,
amina polietileno y plasticos, que han actuado como un soporte para la produccion de
acido lactico, que puede ser usado en fermentaciones batch por mas de 126 dias para el

caso del Enterococcus faecalis y Enterococcus hirae (24).
1.5.1. Técnicas de inmovilizacion

Para la formacion de perlas conteniendo a las cepas inmovilizadas puede darse por

una transformacion quimica o fisica siendo los métodos méas usados:
1.5.1.1. Extrusion

Se prepara una solucién hidrocoloide donde se afiade al microorganismo y lleva a
una bureta o jeringas para que se formen gotas y sean vertidas a una solucién
endurecedora y es considerado simple y de bajo costo (30). Segun Simental Valle “La
forma y el tamafio de la esfera dependen del diametro de la aguja, de la distancia de la

caida y de las propiedades de la dispersion” (30, p. 8).
1.5.1.2. Emulsificacion

Comprende mezclar dos fases, una conformada por la mezcla de células
microbianas (fase dispersa) y otra solucidn polimérica en un aceite (fase continua) y para
que se llegue a mezclar se usa un surfactante y agitacion (30). Para que la fase dispersa
gelifique se adiciona un agente coacervante (que es un compuesto donde no se disuelve

el polimero o sal).
1.5.1.3. Secado por aspersion

Consiste en que la solucién o emulsion se somete a aspersién usando un atomizador

a temperaturas altas que permitan que el solvente usado se evapore. Este llega a influir en
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la viabilidad y funcionalidad de los probidticos ya que puede afectar a la pared celular o
el mismo ADN o ARN celular (30).

1.5.2. Soportes para la inmovilizacién
Entre los soportes se tiene a:

e Polimeros naturales como polisacaridos (celulosa, almidén, agar-agar,
agarosa, alginato, entre otros); y las proteinas fibrosas como el colégeno,
queratina, entre otros (30).

e Polimeros sintéticos: Amberlita y DEAE celulosa (30).

e Materiales inorganicos: Ceramica, zeolitas, vidrio y silice (30).
Con respecto a los soportes se tiene al alginato, cuyas ventajas son:

e Facil manipulacién
¢ No toxicidad

e Bajo costo
Entre las desventajas del alginato son:

e Es inestable cuando esta en contacto con queladores de calcio (fosfato,
lactato, citrato, iones de sodio y magnesio (30).

e Susceptibles a ambientes acidos (30).

Como agentes endurecedores de las perlas de alginato de sodio que no sean tdxicos

para los microorganismos se usa al cloruro de calcio (30).

1.6. SEPARACION Y CONCENTRACION DEL ACIDO LACTICO

Con respecto a la produccién del acido lactico, este puede presentarse en varios
grados comerciales, y cabe destacar que los de mayor pureza requieren que el medio de
fermentacion tenga sustratos bien purificados para lograr la reduccion de los niveles de

impurezas que puedan encontrarse durante la recuperacion.

La purificacion es un paso muy importante debido a que se debe separar de los

componentes que contenga el caldo de fermentacion (31).

1.6.1.  Formas de recuperacion
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Entre las metodologias para la separacion y purificacion del acido lactico son:
1.6.1.1. Precipitacion

Consiste en agregar en exceso hidroxido o carbonato de calcio en el caldo de
fermentacion para que el pH este entre 5y 6, generandose el lactato de calcio que luego
al agregar H2SO4 precipita como sulfato de calcio para luego ser filtrado y obtener el

acido lactico (31).
1.6.1.2. Destilacion

La destilacion por evaporacion es una alternativa para compuestos termolabiles
como el &cido lactico; sin embargo, se ha visto que la destilacion reactiva parece mas

prometedora para obtener un acido lactico con alto rendimiento y pureza (31).
1.6.1.3. Extraccion con solventes

Llamada extraccion liquido-liquido que consiste en la diferencia de solubilidad al
usar un solvente donde se van a formar dos fases donde la sustancia de interés es soluble
en el solvente seleccionado donde se requiere que el solvente sea selectivo, quimicamente
estable, no toxico, no viscoso y que pueda recuperarse facilmente (31). Entre los solventes
usados para el &cido lactico se tiene el éter dietilico, acetato de etilo, hexanol, alcohol
isoamilico y furfural; sin embargo, si se usa al isobutil cetona, hexano, decano y dodecano

no son idéneos por su viscosidad (31).
1.6.1.4. Adsorcion

Para el proceso de adsorcién, es requerida la regeneracion de resinas de intercambio

i6nico con una vida util de 5 a 10 afios de los adsorbentes y filtracion adicional.
1.6.1.5. Procesos con membranas

Consiste en la transferencia de solutos a través de una barrera fisica permeable que
separa dos fases, se basa en el fendbmeno de difusion y en diferencias de concentracion,
presion y temperatura (31). Se tiene a la microfiltracion, ultrafiltracion, electrodialisis y

6smosis inversa y suele ser costoso (15).

1.6.1.6. Cromatografia de Intercambio I6nico
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La cromatografia es barata, de alta selectividad y fécil de operar y de ellos se tiene
la de intercambio i6nico que posee corto tiempo de operacion y alto rendimiento para ello

es importante seleccionar el tipo de resina (31).
En la Tabla 5 se muestra las ventajas y desventajas de los métodos de recuperacion.

Tabla 5. Se muestra las ventajas y desventajas de métodos de recuperacion

Metodologia de ] )
- Ventajas Desventajas
recuperacion

Facil de aplicacion a nivel | Alto consumo de H2SOa.

Precipitacion industrial. Generacion de yeso.
De facil operacion. Bajo porcentaje de pureza.
Alto porcentaje de pureza. P )
. Dificil llevarlo a nivel
Destilacion No usa solventes. ) :
] o industrial.
molecular No requieren etapas adicionales de i ]
.9 Requiere vacio.
purificacion.
Yy ) Proceso complejo.
Destilacion Se obtiene una alta pureza.
) i ) = Puede haber problemas de
reactiva Tiene bajo consumo energético. - y
corrosion y de separacion.
No genera yeso. Se debe recuperar el

Extraccion  por ; ’
No hay riesgo de descomposicion | solvente.

solvente )
térmica. Pureza no elevada.
o Es costosa
» Selectividad alta. o
Separacion  por ) ] Mantenimiento de
Es flexible para su escalamiento .
membranas ) ) membranas es dificil.
industrial. o
Problemas de polarizacion.
Cromatografia de | Alta resolucion. Muestras  deben  estar
intercambio Se puede usar diferentes valores de | desalinizadas  antes  del
ionico pH y perfiles de elucion. proceso.

Fuente: Extraido de Guaque y Gémez (31).
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES E INSUMOS
2.1.1. Muestras y/o unidades biologicas
— Cepas nativas
—  Lactosuero proveniente de la empresa “LACTEOS VAQUILAC S.A.C”

2.1.2. Material de laboratorio
— Asa de kohle

— Baguetas

— Bureta

— Cémara anaerobica

— Celdas de cuarzo

— Embudo de decantacion
— Léaminas portaobjetos

— Matraz

— Mechero

— Micropipeta

— Pastilla magnética

— Pipetas

— Pinzas de laboratorio

— Placas Petri

— Probeta

— Propipetas

— Soporte universal

— Tubos Falcon

— Vasos precipitados

2.1.3. Insumos y reactivos quimicos
— Agar MRS

— Alginato de sodio
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— Aceite de inmersion

— Alcohol isopropilico

— Bateria de tincion GRAM (Cristal violeta, Lugol, acetona y safranina)
— Caldo MRS

— Carbonato de calcio

— Cloruro de calcio

—  Eter dietilico

— Extracto de levadura

— Fenolftaleina (solucidn)
— Filtro de membrana #42
— Fosfato de amonio

— Papel filtro #18

— Papel filtro lento

— Parafilm

— Solucién de NaOH 0.1 N
— Suero fisiologico

— Tubos de ensayo

2.1.4. Equipos e instrumentacion

— Agitador magnético con calefaccion

— Agitador orbital rotatorio (shaker)

— Autoclave

— Bafio maria

— Brixometro

— Bomba al vacio

— Centrifugadora Gemmy Industrial Corporation modelo PLC-05

— Cocina eléctrica

— Espectrofotémetro marca Thermo Fisher Scientific modelo GENESYS ™ 180
UVVis

— Espectrémetro Infrarrojo

— Estufa marca Bruder

— Incubadora marca WITEG modelo DH.WIG03050
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Figura 6. Equipo de agitador rotatorio con cdmara de incubacion para la fermentacion del lactosuero
(a) y rotavapor para la purificacion de acido lactico (b)

Fuente: Elaboracién propia

2.2. METODOLOGIA
2.2.1. Recoleccion de lactosuero
Las muestras de lactosuero fueron recolectadas de una empresa lactea denominada
“LACTEOS VAQUILAC S.A.C” localizada en la ciudad de Arequipa de donde se

adquirio el lactosuero para todas las actividades desarrolladas en la presente tesis.

2.2.2. Preparacion del lactosuero
Para las pruebas de fermentacion, se propuso usar lactosuero sin tratamiento
(lactosuero proteinizado) y lactosuero con tratamiento (desproteinizado). Por lo tanto,

para la desproteinizacion de las muestras se realiz6 lo siguiente:

2.2.2.1. Método 1 de desproteinizacion

Se sometid al lactosuero a un tratamiento térmico a una temperatura de 90 °C
durante 20 min, para luego ser enfriado a 20 °C para proceder a un pre filtrado,
centrifugado y filtrado al vacio. El lactosuero desproteinizado fue caracterizado (Figura
7).
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Figura 7. Desproteinizacion de lactosuero por método 1
Fuente: Elaboracién propia

2.2.2.2.  Meétodo 2 de desproteinizacion

El suero se llevo al autoclave a 121 °C y 15 PSI de presion, posteriormente se llevo
a un tamiz. Una vez eliminada la mayor cantidad de proteina tamizada, se Ilevo el suero
a una centrifuga a 4500 rpm por 10 minutos para facilitar los procesos de filtracion al
vacio (Figura 8).

Lactosuero desproteinizado Filtracion al vacio Centrifugacion

Figura 8. Desproteinizacion del lactosuero por método 2

Fuente: Elaboracién propia

2.2.3. Caracterizacion del lactosuero
El lactosuero recolectado fue caracterizado fisico-quimicamente antes de ser tratado
por el METODO 1 (lactosuero proteinizado), para lo cual se llevé 1.1 L de muestra al
laboratorio BHIOS S.R.L., donde se realizo el analisis de acidez (Norma Técnica Peruana
202.116:2008. Leche y productos lacteos. Leche cruda. Determinacion de acidez de la
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leche. Método volumétrico), cenizas (AOAC Official Method 945.46. método
gravimétrico), grasas (Norma Técnica Peruana 202.126:1998. Método de Roese),
proteinas (BHIOS-FQ-016. Determinacion de proteina en leche y productos lacteos) y

lactosa (Medidor ultrasonico).

Posteriormente, después de que la muestra de lactosuero fue desproteinizada por el
METODO 2 donde se buscé reducir o eliminar a las proteinas, se llevd 50 ml de
lactosuero desproteinizado segun el proceso indicado en el inciso 2.2.2. al Laboratorio de
Calidad de la UCSM donde se determind las proteinas por el Método Kjeldahl, A.O.A.C.
Official Methods of Analysis 13th Edition, 1984.

2.2.4. SELECCION, ACTIVACION Y ADAPTACION DE CEPAS PARA LA
DETERMINACION DE VARIABLES DE FERMENTACION DEL
LACTOSUERO

2.2.4.1. Aislamiento e identificacion de cepas nativas

Se aisléd cepas homofermentativas a partir del lactosuero recolectado. Se uso el
medio MRS agar, bajo condiciones de microaerobiosis, en un pH de 6.4 + 0.2 a 29°C por
48 horas en la estufa marca Witeg modelo WIG-50, serie: 1001349193A001. Se preparo
el medio, autoclavo, plaqued en placas y se sembro por agotamiento usando como inéculo
la muestra de lactosuero. Debido a que las bacterias son anaerébicas facultativas, se usé
la camara anaerdbica de incubacion donde se coloco las placas sembradas y el blanco,
luego se colocd una vela encendida y se cerrd con la tapa hermética, se esper6 a que la
vela se apague, lo que indica que ya se consumi6 el oxigeno dentro de la camara

anaerodbica. Posteriormente, se llevo a la incubadora a 29 °C durante 48 horas.

De las placas petri con las siembras respectivas se observo presencia de colonias
grandes y blancas y posteriormente se encontraron colonias pequefias y blancas. Por lo
que, se realizaron mas réplicas de cada una de las colonias para aislarlas, ademas se
realizo la tincion de Gram para confirmar la presencia de una sola cepa. En la Figura 9 se
observa el procedimiento seguido para el aislamiento de cepas bacterianas.

Para su identificacion se realiz6 las pruebas microscopicas (tincion Gram),

macroscopicas (colonias en medio), bioquimicas (catalasa) y molecular.
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Figura 9. Aislamiento de cepas

Fuente: Elaboracion propia

2.2.4.2.  Caracterizacion de cepas aisladas

Se realizd las pruebas correspondientes para su identificacion, tanto microscépicas

(tincion Gram), macroscopicas (colonias en medio), bioquimicas (catalasa) y molecular.
2.2.4.2.1. Caracterizacion microscopica
Para la tincion GRAM, se realiz6 lo siguiente:

Se fijo la muestra en un portaobjetos donde se agregd una gota de agua destilada y
luego se retir6 una muestra de las colonias aisladas, se esparcid y se colocd
cuidadosamente encima de la Ilama para que se fije y esper6 a que la muestra esté seca

en el portaobjetos.

Luego se vertio cristal violeta sobre el portaobjetos con la cepa fijada y se dejo
actuar por 1 minuto, luego se vertié agua corriente para quitar el colorante de la placa
residual, se agreg6 lugol y se dejo actuar por 1 minuto. Se enjuagd con agua corriente y
se decolor6 con el alcohol-acetona por 30 segundos y enjuagé con agua corriente,
finalmente se agregd gotas de safranina y dejé actuar por 1 minuto (Figura 10). Se esperd

aque la placa seque al aire y se observo en el microscopio a 100X con aceite de inmersion.
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Figura 10. Coloracion GRAM
Fuente: Elaboracion propia

2.2.4.2.2. Caracterizacion macroscopica

Después del crecimiento bacteriano en el medio MRS se observo las caracteristicas

morfoldgicas a las 48 horas de incubacion (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas

ITEM Caracteristica
Pigmentacién Blanca, amarilla, naranja y otros.
Tamafio Diametro (mm)

Puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, con

Forma forma de huso.

Elevacion Plana, elevada, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada.
Margen Entero, lobulado, ondulado, lacerado, filamentoso, enrulado.
Textura Viscosa, membranosa, quebradiza y otras.

Fuente: Elaboracion propia

2.2.4.2.3. Caracterizacion bioquimica

Después de tener las colonias aisladas, se procedié a realizar las pruebas
bioquimicas de catalasa, se uso el perdxido de hidrogeno al 3%. En un portaobjetos limpio
se colocd una colonia pura de la cepa con ayuda del asa de siembra y luego se agreg6 con
gotero o pipeta pasteur una gota de H202 al 3% sobre el microorganismo y se observo si

se genero burbujas o no.
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2.2.4.2.4. ldentificacion molecular de las cepas

La muestra aislada sembrada en una placa petri fue llevada al laboratorio ADN
Uchumayo, en la ciudad de Arequipa para su identificacion molecular por PCR, donde se
extrajo el ADN Genomico de las muestras, y se amplifico los genes marcadores de
taxonomia mediante la tecnologia de la PCR siendo el RNArl6S para bacteria, los
amplicones fueron secuenciados mediante el método de Sanger y las secuencias revisadas

se compararon con la base de datos de NCBI usando el software BLAST ® » blastn suite.

2.2.4.3. Determinacion de las condiciones 6ptimas de crecimiento de las cepas

nativas

Se evaluaron las condiciones de temperatura, pH e inhibicion de crecimiento por

aumento de la concentracion salina (NaCl).

e Temperatura: Se trabajo con las siguientes temperaturas: 4, 8, 20, 25, 29,32, 34,
35, 36, 37 y 45 °C. Se observo el crecimiento a las 24 y 48 horas de incubacion
(Figura 11).

e pH: Se evalud tres valores de pH (4, 7, y 9) que permitieron determinar si las
bacterias son acidofilas, neutrofilas o alcalofilas (Figura 12). Se utilizé el medio
MRSy con el uso de buffers se adecu6 los valores de pH del medio (acido citrico
0.1 M e hidroxido de sodio 0.2 M).

e Tolerancia a la salinidad: Se trabajo con NaCl para determinar la tolerancia a la

salinidad a una concentracion inicial de 1, 2, 4, 6, 8 y 10 % hasta que se observé

la inhibicion del crecimiento.

Figura 11. Crecimiento a 15°C (a), 4°C (b) y (c) en la incubadora (29,32, 34, 35, 36, 37 y 45 °C)
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12. Crecimiento a pH 4 (a), pH 7 (b) y pH 9 (c)
Fuente: Elaboracion propia

2.2.4.4. Curvade crecimiento

Para la realizacion de la curva de crecimiento se prepard 80 ml de caldo MRS, el
cual fue autoclavado. Previamente se esterilizo en la estufa a 180°C por 30 minutos las
pipetas de 10 ml que fueron usados para retirar 2 ml de muestra en una celda y medir la
absorbancia en un espectrofotometro a 660 nm. Después de esterilizado los matraces
conteniendo el caldo MRS y haberse esperado a que se enfrie se sembrd las cepas aisladas
y no se sembro nada en el blanco. Se llevd al agitador orbital a 120 rpm a temperatura
ambiente y a las temperaturas Optimas de crecimiento y se midi6 la absorbancia cada

hora.

2.2.5. FERMENTACION DEL LACTOSUERO PARA LA OBTENCION DE
ACIDO LACTICO
2.2.5.1.  Activacion de las cepas nativas

Las cepas nativas se activaron en caldo MRS por 24 horas a la temperatura 6ptima.

Este cultivo se utilizé como indculo para las posteriores fermentaciones.
2.2.5.2. Fermentacion batch con cepas libres

El lactosuero (desproteinizado o proteinizado) fue suplementado con extracto de
levadura 0.5% p/v, fosfato de amonio 0.9676 % p/v, neutralizante (carbonato de calcio 5
g/l) para un volumen final de 120 ml de lactosuero y se llevé a bafio maria a 65°C por 10
minutos. Se considerd un blanco. Del caldo realizado para la activacion de las cepas
nativas, se extrajo un 10% del volumen de fermentacion para su inoculacion cuando el
medio se encuentre a temperatura ambiente. Asimismo, se realizo la fermentacion con

cepas no activadas, para lo cual, en el medio de cultivo preparado y cuando se encuentre
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a temperatura ambiente, se adiciond 3 azadas de las colonias. Se realiz6 por triplicado
los ensayos (Figura 13).

Parametros de fermentacion:

e Temperatura: 32°C
e Tiempo: 7 dias
e Concentracién de inoculacion: 10%

e Agitacion: 120 rpm

Figura 13. Medios de cultivo inoculadas con cepas activas y sin activar
Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 7 se muestra las condiciones propuestas de fermentacion.

Tabla 7. Pruebas de fermentacion de las cepas sin encapsular en batch (cepas libres)

Medio

PRUEBA N° | CEPA S_m Actlv_adas €N | Lactosuero desproteinizado + Lactosuero proteinizado +
activar medio MRS Extracto levadura + fosfato Extracto levadura + fosfato
amonio + carbonato calcio amonio + carbonato calcio

1 Bl X - - X

2 Bl X - X -

3 Bl - X - X

4 Bl - X X -

Fuente: Elaboracion propia

2.2.5.3. Fermentacion batch con cepas inmovilizadas en perlas de alginato

Para la realizacién de la fermentacion con cepas inmovilizadas, se preparo
previamente las perlas de alginato donde se encapsularon o inmovilizaron las cepas BAL.
Para el medio de cultivo a utilizar, se emple6 solamente lactosuero desproteinizado y sin
desproteinizar, ya que, al agregar los suplementos, se observo que la estabilidad de las
perlas disminuia fuertemente. Los ensayos se realizaron por triplicado y en la Tabla 8 se

muestra las condiciones propuestas de fermentacion.
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Tabla 8. Pruebas de fermentacion de las cepas inmovilizadas

; MEDIO
PRUEBA | oo, | Clorurode | TMPO%e | Alginato de
N° Calcio (%) sodio (%) Lactos_ugro Lactgs_uero
(h) desproteinizado | proteinizado
1 BI 5 1 3 X -
2 BI 5 1 3 - X
3 BI 4 1 3 X ;
4 BI 4 1 3 ] X

Fuente: Elaboracion propia

En los siguientes pasos se detalla la preparacion de las perlas de alginato y la
inmovilizacion de las cepas en ellas:

a. Activacion de las cepas:

Las cepas se cultivaron en caldo MRS a 32°C por 24 horas y a 120 rpm. De la
suspension de bacterias en el caldo MRS, se tomd un volumen para ser llevada a la
centrifuga, con la finalidad de concentrar las bacterias a 4500 rpm durante 20 minutos. El
pellet obtenido se lavo por triplicado con solucion salina y luego se agregé 1 ml de
solucidn salina para formar un concentrado de biomasa.

b. Preparacion de la solucién de alginato de sodio:
Se disolvio el alginato de sodio en agua destilada a la concentracion indicada en la

Tabla 8 y con ayuda de una bagueta. Con la finalidad de que la solucién sea homogénea,

luego se filtré al vacio colocando una gasa (Figura 14).

Pesaje de alginato Disolucion en agua Filtracion al vacio del ~ Solucién de alginato
destilada alginato listo para su uso

Figura 14. Preparacion de la solucion de alginato de sodio
Fuente: Elaboracion propia

c. Mezcla de la solucion de alginato con las cepas:
En 30 ml de la solucion de alginato de sodio y en agitacion constante a 120 rpm

se coloca 1 ml del concentrado hasta que la solucién se vea homogénea (Figura 15).
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Solucioén con cepas antes de  Cepas concentradas en el
centrifugar precipitado

Formacién de perlas Mezcla de alginato con cepas Cepas disueltas en 1 ml de
solucion salina

Perlas en contacto por 1 h en el CaCl, Lactosuero con cepas inmovilizadas

Figura 15. Inmovilizacion de cepas en perlas de alginato de sodio

Fuente: Elaboracion propia
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d. Formacién de las perlas de alginato:

Se prepar6 la solucién de cloruro de calcio a la concentracion indicada en la Tabla
8y se coloca 100 ml en un vaso precipitado en un agitador magnético a 120 rpm. En una
bureta se vertio la mezcla preparada previamente y se dej6 caer gota a gota en el beaker
con la solucién de cloruro de calcio. Terminada de pasar toda la mezcla a través de la
jeringa se dejo en contacto durante 1 h para su estabilizacion. Finalmente, las perlas se
lavaron con agua destilada estéril para eliminar el exceso de iones de calcio antes de su
uso, para lo cual se recupera el cloruro de calcio, vaciandolo a un recipiente y usando un

embudo, se retiene a las perlas de alginato (Figura 15).

2.25.4. Monitoreo de parametros de la fermentacion

El monitoreo se realizé diariamente y se midieron los pardmetros a continuacion.

2.2.5.4.1. Caracterizacion del &cido lactico por analisis de Acidez (presencia de

Acido l4ctico)

Se prepar6 la solucién 0.1 N de hidréxido de sodio. Se tom6 un volumen conocido
de la muestra en fermentacién y se colocd en tubos eppendorf conicos de 15 ml.
Posteriormente se pesé un vaso de precipitado completamente seco y limpio en una
balanza analitica y se registro el valor. Se coloco en el beaker la cantidad de muestra y se
pesO nuevamente; luego se afiadid 2 a 3 gotas de solucion indicadora de fenolftaleina y
se homogenizo. La muestra fue titulada con una solucion 0,1 N de hidréxido de sodio
hasta observar el cambio de color a rosado persistente durante al menos 30 segundos
(Figura 16). Se anot6 en la bureta el volumen de solucion empleada, registré el valor y se

utilizo la siguiente ecuacion:

V solucién NaOH (ml) x [NaOH]*1000
Volumen muestra (ml)

1)

Acidez (% acido lactico) = 0.090 x

Figura 16. Muestra antes de ser titulada (a) y después de ser titulada (b)
Fuente: Elaboracion propia
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2.2.5.4.2. Consumo de lactosa por medicion de concentracion de lactosa

Se uso el método de refractometria que consiste en la medicion de grados Brix
que es equivalente a 1 g de soluto en 100 g de solucion. Para lo cual se tom6 1 ml del
medio de fermentacion y se centrifugd a 4500 rpm por 10 minutos con la finalidad de
eliminar los sélidos y hacer precipitar a las cepas. Se recuperd la solucion suspendida y

tomo unas gotas de la solucion y colocd en el refractometro para ser medida.
2.2.5.4.3. Medicién de pH

Se midid el pH para lo cual se tom6 10 ml de la muestra y se midio el pH de la

solucion en un pH metro (Figura 17).

Figura 17. Medicion de pH de las muestras

Fuente: Elaboracion propia

2.2.5.4.4. Monitoreo de crecimiento microbiano (UFC/ml): Técnica de

aislamiento y recuento usando un banco de diluciones

Para el monitoreo del crecimiento microbiano se uso la técnica de aislamiento y
recuento usando un banco de diluciones. Es una técnica que consiste en obtener una
suspension de la mezcla de microorganismos y hacer diluciones seriadas que se vierten
en una placa petri hasta conseguir colonias aisladas. Para ello se tom6 una muestra del
cultivo mixto, y deposité 1 ml en el primer tubo con 9 ml de suero fisiologico (dilucién
10') para luego agitar el tubo. En un segundo tubo se transfirié de la primera dilucién 0,1
ml al siguiente tubo con 9 ml de suero fisioldgico (1072), y asi sucesivamente. Esto se

realiz6 en frente del mechero en condiciones de asepsia.

Del tubo con dilucién 10 0 10, con una pipeta estéril se inoculé 0,1 ml en una
placa con agar MRS y se extendio la muestra sobre la superficie con el asa de vidrio. Se
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llevé a la incubadora a 32 °C por 48 horas para luego realizar el conteo. Para el recuento
de las colonias se usé la ecuacion (2).

UFC _ UFC . 1 1
—0— = N° colonias contadas x ( —) X (
mL g Factor dilucién

) 2

Volumen de inéculo

2.2.6. PURIFICACION DEL ACIDO LACTICO

Terminada la fermentacion se procedid a realizar la centrifugacion en tubos falcon
de 15 ml durante 20 min a 4500 rpm. Una vez terminada la centrifugacion, el
sobrenadante obtenido fue filtrado dos veces, la primera por medio de un papel filtro
Whatman 42 con la ayuda de un embudo de porcelana y un Erlenmeyer de 500 ml con
desprendimiento lateral para poder generar un vacio conectandolo a la bomba de vacio.

La segunda por microfiltracion al vacio usando un filtro de membrana de 47 mm.

Luego de terminar la microfiltracion, la solucion fue llevada al rotavapor a las
condiciones indicadas en la Tabla 9 a una velocidad de rotacion de 95 rpm. Para
determinar las horas, se realiz6 una bateria de experimentos variando la temperatura y
tiempo de concentracion de acido lactico con las muestras que obtuvieron un mayor
desempefio:

Tabla 9. Distintas condiciones de temperatura y tiempo de concentracion

Temperatura de concentracion (°C) Tiempo
40 1 hora
40 5 horas
45 5 horas
60 45 minutos

Fuente: Elaboracién propia

Después de realizar la concentracion del acido lactico se procedio a realizar la
extraccion del acido lactico utilizando un embudo de decantacion de 500 ml, donde se
adicion0 el volumen de muestra y de solvente (éter dietilico) en una relacion 1:1, y se
agito vigorosamente y se dejo en reposo hasta que se diferencien las dos fases. Se separan
las dos fases obtenidas siendo la superior llevada al rotavapor a presion atmosférica y a
una temperatura de 40°C para evaporar el éter dietilico y de esta manera concentrar y
purificar el acido lactico (Figura 18). Este proceso se realiz0 para los sistemas de
fermentacion previamente desarrollados con los que se obtuvo los mejores rendimientos

de obtencion de acido lactico.
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Concentracion de acido lactico Muestra filtrada Microfiltracion de muestra

Eter dietilico recuperado Acido lactico recuperado

Figura 18. Purificacién de acido lactico

Fuente: Elaboracion propia
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2.2.7. CARACTERIZACION POR ENSAYO DE FTIR DEL ACIDO LACTICO
PURIFICADO

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de quimica de la Universidad Nacional
de San Agustin de Arequipa donde se realizo el anélisis de espectroscopia infrarroja
(FTIR) de aquellas muestras con el mayor rendimiento segin norma ASTM E1252-98
(2021) “Standard Practice for General Techniques for Obtaining Infrared Spectra for
Qualitative Analysis”, con un rango de niimero de onda desde 650 cm™ hasta 4000 cm™

y accesorio de reflectancia total atenuada universal. Las muestras llevadas se muestran en
la Tabla 10.

Tabla 10. Muestras analizadas por FTIR

FTIR MUESTRA -
CODIGO MUESTRAS Condiciones
MUESTRA 1 P3_60°C por 45 Minutos
Desproteinizado Sin activar BAL
MUESTRA 2 P3 40°C por 1 hora
MUESTRAM, Desproteinizado_BAL_encapsulado _ PT345°C por 5 horas
MUESTRA 8 S%cloruro calcio P7_40°C por 5horas

Fuente: Elaboracién propia
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION DEL LACTOSUERO
En la Tabla 11 se muestra las caracteristicas del lactosuero recolectado.

Tabla 11. Caracteristicas fisicoquimicas del lactosuero

METODO 1 METODO 2
Parametros
LP LD LP LD
Acidez (%) 0.45 0.38 - -
Cenizas (%) 0.50 0.52 - -
Lactosa (%) 3.41 3.57 - -
Proteinas (%) 0.81 0.89 0.31 0.04
Grasas (%) 0.85 0.38 - -
pH 5.00 4.60 4.97 4.84

Nota: LD: lactosuero desproteinizado, LP: lactosuero proteinizado.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 19. Lactosuero proteinizado o sin desproteinizar (a) y lactosuero desproteinizado (b)

Fuente: Elaboracion propia

Como se observa en la Tabla 11 la desproteinizacion ocasiona un cambio en las
caracteristicas fisicoquimicas del lactosuero, principalmente en la concentracion de
proteinas y grasas. Asimismo, se observa que con el método 2 de desproteinizacion se
obtiene una mayor reduccion de las proteinas. Estas caracteristicas fisicoquimicas van a

depender de las condiciones de sintesis del queso.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==x . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ¢ DE SANTA MARIA

Asimismo, el lactosuero sin desproteinizar o proteinizado (inicial) puede ser
clasificado como suero dulce o &cido segun sus valores de acidez y de lactosa, siendo
suero dulce si su acidez es <0.16 y con valores de lactosa entre 4.40 - 5.00, mientras que
es suero &cido cuando su acidez es > 0.35 y con un valor de lactosa <4.30 (2), por lo que,
segun esta informacion, el lactosuero usado en el presente proyecto es acido y segln
Mazorra-Manzano et al. (9) el lactosuero acido posee una mayor cantidad de acido lactico.
Por lo que, esta fuente es propicia para obtener un mayor rendimiento de acido lactico.
Ademas, se observa que el suero desproteinizado incrementa su valor de lactosa lo cual
también fue obtenido en el trabajo de investigacion de Rojas et al. (13) que usaron como

método de desproteinizacion el autoclavado del lactosuero.

3.2. SELECCION, ACTIVACION Y ADAPTACION DE CEPAS PARA LA
DETERMINACION DE VARIABLES DE FERMENTACION DEL
LACTOSUERO

3.2.1. Aislamiento e identificacion de cepas

En la Figura 20 se muestra las colonias iniciales y las colonias aisladas a partir del

lactosuero. De los dos microorganismos se aislé la cepa correspondiente a cocos como se

muestra en la Figura 21.

Figura 20. Colonias iniciales (a) y colonias aisladas (b)

Fuente: Elaboracion propia

3.2.2. Caracterizacion de cepas aisladas

En la Tabla 12 se muestra las caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas de la
cepa aislada. Se observa que es catalasa negativa y cocos lo cual coincide con el género
de los Enterococcus (27), (28).
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Tabla 12. Caracteristicas de las cepas aisladas

Caracteristicas Bl
Pigmentacion Blanca
Tamario 0.1-1mm
Forma Circular
Elevacion Plana
Margen Entero
Textura Viscosa
GRAM +
Catalasa -
Microorganismo Cocos

Fuente: Elaboracion propia

Figura 21. Tincion GRAM de la cepa Bl y observacion en microscopio 0ptico a 100X (a) y prueba de
catalasa negativa (b)
Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.3. Identificacién molecular de las cepas

La muestra de la bacteria analizada presenta un 100% de similitud con el gen
rRNAL16S de Enterococcus faecalis y el analisis filogenético indica que es Enterococcus

faecalis. Los analisis realizados se encuentran en ANEXOS 1.
3.24. Condiciones 6ptimas de crecimiento

En la Tabla 13 se muestra las condiciones de crecimiento de la cepa Enterococcus
faecalis a distintas temperaturas, a concentraciones de salinidad y a pH. Se determind las
temperaturas 6ptimas de crecimiento siendo para la cepa de Enterococcus faecalis a 32°C,

asimismo, es neutrdfila'y alcaléfila (Figura 22), y la tolerancia a la salinidad es hasta 4%.

Tabla 13. Crecimiento a distintas temperaturas, a concentraciones de salinidad y a

pH
Crecimiento a temperatura Resistencia a la salinidad Crecimiento a pH
Tem(eeé:r;l g Cepa | Blanco Sal(lg}(: ;j i Cepa |Blanco| pH Cepa | Blanco
4 - - 1 +++ 3 4 - -
8 - - 2 +++ 1 7 +++ -
T. ?ZTE’(';“IB ++ - 4 +++ - 9 +++ -
25 ++ - 6 - -
28 ++ - 8 - -
29 ++ - 10 - -
32 +++ = 11 3 £
34 ++ - 12 - -
35 ++ - 13 . -
36 -+ -
37 - -
45 - -
Fuente: Elaboracién propia
Leyenda:
Codigo Crecimiento
- No hay crecimiento
-+ Poco crecimiento
+- Ligero crecimiento
+ Crecimiento
++ Crecimiento regular
+++ Buen crecimiento
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Figura 22. Fotos de las placas con la cepa sometida a distintas temperaturas

Fuente: Elaboracion propia
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En la Figura 23 se muestra claramente como la cepa Enterococcus faecalis varia
su crecimiento a distintas temperaturas y en la Figura 24 se observa su crecimiento a
distintas concentraciones de salinidad (NaCl), siendo tolerante hasta un 4%; esto varia
con otras especies de Enterococcus donde se ha observado un crecimiento hasta 6.5%
NaCl (27), (26).

Figura 23. Fotos de las placas de la cepa sometida a distintas concentraciones de NaCl (%)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 24. Fotos de las placas de la cepa sometida a distintos pH
Fuente: Elaboracion propia
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3.2.5. Curvas de crecimiento de las cepas

En la Figura 25 se observa la curva de crecimiento de la cepa Enterococcus
faecalis y en ANEXOS 2 se adjuntan los datos correspondientes. Segun la curva de
crecimiento obtenidas la cepa Enterococcus faecalis entra a fase de latencia hasta las 4
horas para luego entrar a fase exponencial de alrededor de 21 horas (de 4 a 25 horas).
Posteriormente, ingreso a fase estacionaria hasta las 50 horas y finalmente llegar a la fase
de decaimiento. En la curva de crecimiento logaritmica se observa mejor las etapas de la

curva de crecimiento (Figura 25, b).
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Figura 25. Curvas de crecimiento de la cepa Enterococcus faecalis a una temperatura de 32°C con
medicion de Densidad Optica (a) y densidad dptica normalizada (b)
Fuente: Elaboracion propia
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3.3. FERMENTACION DEL LACTOSUERO PARA LA OBTENCION DE

ACIDO LACTICO

3.3.1. Fermentacion batch con cepas libres

Como parte de la fermentacién batch usando cepas libres se realiz6 el monitoreo
del pH, el cual es mostrado en la Figura 26 tanto para las cepas activadas en caldo MRS
previamente durante 24 h en caldo MRS (a) y cepas sin activar (b) para su fermentacion
en caldo proteinizado y desproteinizado. Los datos correspondientes se muestran en
ANEXOS 3 (en caldo desproteinizado sin activar), ANEXOS 4 (en caldo proteinizado
sin activar), ANEXOS 5 (en caldo desproteinizado cepas activadas), ANEXOS 4 (en
caldo proteinizado cepas activadas).

(a) 8 6.91
6.22 6.42
— 5.65
6.30 6.51 6.05
Z 4

2

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (h)
—i—pH_Caldo desproteinizado =@ pH_Caldo sin desproteinizar

8
(b) 6.67

6 a7 " 6.09 @ 6.29
4.92 489 # 4.90

T4

2

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (h)
—— Caldo desproteinizado ==@==Caldo sin desproteinizar

Figura 26. Monitoreo de pH en la fermentacion batch usando cepas libres previamente activadas (a) y
sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar
Fuente: Elaboracion propia
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Como se observa en las Figuras 26 (a y b) se observan como en ambos casos el
pH varia y se ha visto que tanto para el pH y como en el caso de las cepas activadas en
un inicio tienen una tendencia similar al usar lactosuero desproteinizado y proteinizado;
sin embargo, a partir de las 48 horas ocurre una variacion. En el caso del caldo con
lactosuero proteinizado, el pH tiende a neutralizarse mientras que con el lactosuero
desproteinizado, el valor tiende a acidificarse llegando a 5.65 + 1.34, esto probablemente
a que el proceso de desproteinizacion genera una ligera disminucién del pH.

Con respecto al usar cepas sin activar, si se ve una diferencia notoria en el valor
de pH al usar un lactosuero desproteinizado y proteinizado en el caldo. En el caldo
proteinizado se observa un decaimiento en el valor de pH hasta 5 y luego sigue subiendo
ligeramente. Mientras que con el caldo con suero desproteinizado el pH sigue bajando,
pero llegando a un valor minimo de 6.30 + 0.03.

En ambas graficas este valor de pH llega a un valor alrededor de 6 debido a que

se le ha agregado otros aditivos para dar un mayor soporte nutricional a la cepa bacteriana.

En la Figura 27 (a 'y b) se muestra la medicion de la acidez que viene a ser una
medicién indirecta del &cido lactico, que equivale a obtener g de acido lactico por litro de
caldo de fermentacion. Tanto para las cepas activadas (a) y sin activar (b), cuando ocurre
una disminucion del pH ocurre una mayor generacion de acido lactico mientras que
cuando el pH empieza a ascender se genera una disminucion en la produccion de acido
lactico. Este comportamiento se observa claramente ya que el valor méximo de acido
lactico obtenido es de 13.09 + 1.54 g/L, que ocurre a partir de las 48 horas de fermentacion
usando cepas sin activar con el valor de pH mas bajo (4.90 + 0.16) en el caldo con el
lactosuero desproteinizado.

Si se observa la acidez usando cepas activadas en caldo con lactosuero
proteinizado, quien tendia a ser ligeramente mas alcalino, es el que tiene la menor
generacion de acido lactico lo que es similar al usar cepas no activadas, por lo que, el pH
se ve que es un factor importante para permitir o no la generacién de acido lactico.

Este comportamiento del Enterococcus faecalis varia respecto a otros trabajos ya
que se ha visto que a pH de 4 ocurre la menor generacion de acido lactico; mientras que
a pH de 5 se incrementa y sube a su maximo a un pH de 6 y 7, y a pH de 8 disminuye
(28). Este comportamiento diferente se observa también en cuanto a las horas de
fermentacion, siendo la maxima generacion a 24 h con 44.34 g/L, pero a un pH de 6 (28).
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Figura 27. Monitoreo de 4cido l4ctico en la fermentacion batch usando cepas libres activadas (a) y sin

activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 28 (a 'y b) se muestra el consumo de lactosa versus la produccion de
acido lactico observandose en ambos casos que al haber una disminucién de la

concentracion de lactosa ocurre un incremento en la generacion de acidez.
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Figura 28. Monitoreo de consumo de lactosa versus produccion de &cido lactico en la fermentacion

batch usando cepas libres activadas (a) y sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 28 (b) que es cepa sin activar, se observa como hay una mayor
reduccion de la concentracién de lactosa llegando hasta 2.80 + 0.0 °Brix con una acidez
de 13.09 £ 1.54 g/L de acido lactico partiendo de 8.10 + 0.0 °Brix en el caldo con
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lactosuero desproteinizado; mientras que con el lactosuero proteinizado a pesar de que
hay una disminucion del lactosa, no hay una generacion de acido lactico, esto debido al
pH del medio que se encuentra en el rango neutréfilo lo que se ha visto que desfavorece

la produccion de &cido lactico.
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Figura 29. Monitoreo de crecimiento microbiano en la fermentacién batch usando cepas libres

activadas (a) y sin activar (b) en caldo desproteinizado y sin desproteinizar

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 29 se muestra el crecimiento de la cepa activada y sin activar y como

era de esperarse en (a) que corresponde a la cepa activada previamente a las 24 horas para
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el caso del caldo con lactosuero proteinizado llega méas rapido a la cumbre de la fase
exponencial, asi como también en el caso del caldo con lactosuero desproteinizado.

Respecto al usar cepas sin activar, en ambos casos se observa la tendencia propia
de la curva de crecimiento que va ingresando poco a poco a la etapa exponencial; sin
embargo, es importante precisar que a pesar de haber usado cepas activadas no se obtiene
un mayor rendimiento en la produccién de acido lactico, lo que si es obtenido al usarlas
sin activar. Este comportamiento de obtener una mayor generacion de acido lactico con
cepas sin activar también fue observado por Rojas et al. (13) quienes usaron cepas
liofilizadas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophillus
con 72 horas de fermentacion.

Por lo tanto, se observa que hay una diferencia en la fermentacion usando el
lactosuero fresco y desproteinizado, asi como el uso de indculos sin activar o activadas
24 horas antes, siendo mas favorable el uso de lactosuero desproteinizado y con las

bacterias sin activar, pero en un mayor tiempo de residencia.

3.3.2. Fermentacion batch con cepas inmovilizadas

Se realizé el encapsulamiento de la cepa de Enterococcus faecalis para determinar
si hay alguna diferencia al usarlas de forma libre. Al igual que el caso previo se realizé el
monitoreo de pH, acidez y grados Brix. Los datos correspondientes se muestran en
ANEXQOS 7 (en caldo proteinizado) y ANEXOS 8 (en caldo desproteinizado).

En la Figura 30 se muestra el monitoreo del pH al usar perlas al 4% y 5% de
concentracion de cloruro de calcio ya que una determinada concentracion de cloruro de
calcio y de alginato de sodio generan una mayor o menor estabilidad de las perlas de
alginato que contienen a las cepas. Se realiz0 a esa concentracion y en lactosuero sin
desproteinizar y desproteinizado debido a que al usar el caldo previamente preparado
(lactosuero, carbonato de calcio, extracto de levadura y fosfato de amonio), la estabilidad
de las perlas era casi nula, es decir, se deshacian las perlas durante la etapa de
fermentacion. Por lo que, se determind no usar aditivos complementarios y se obtuvo
buenos resultados en cuanto a la estabilidad de las perlas elaboradas.

Con respecto a los valores de pH se observa diferencia con las pruebas usando
cepas libres, ya que al adicionar los aditivos complementarios generaron un incremento
del pH. En estos casos se observa como la concentracion de cloruro de calcio genera una
variacion en la tendencia del pH, asi como el utilizar el lactosuero desproteinizado o sin
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desproteinizar, lo que indica que la presencia de las grasas, proteinas y demas
componentes del lactosuero influyen en el comportamiento de las cepas y por ende en la

produccion del acido lactico.
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Figura 30. Monitoreo de pH en la fermentacion batch usando cepas encapsuladas al 4% y 5% de
CaCl: en caldo sin desproteinizar (proteinizado) en (a) y desproteinizado (b)

Fuente: Elaboracion propia

Como se observa en la Figura 30 en el lactosuero desproteinizado y proteinizado

al usar perlas de alginato elaboradas al 4% CaClz ocurre una tendencia a disminuir el pH,
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mientras que con el lactosuero proteinizado y desproteinizado al 5% hay una tendencia a
subir el pH. Como se observo en el caso de las cepas libres, al usar las cepas encapsuladas
y éstas estar expuestas a un pH que tiende a la neutralidad, no ocurre la generacion de
acido lactico, como es el caso del lactosuero proteinizado al 5% de CaClz hay una
generacion de acido lactico de 6.00 g/L a 4.63 de pH y una caida dréastica de &cido lactico
(2.01 g/L) a un pH de 6.26. Siendo para el caso del lactosuero proteinizado donde no se

ha generado una alta acidez, es decir, no ha habido una generacién de acido lactico (Figura

31).
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Figura 31. Monitoreo de acido lactico en la fermentacién batch usando cepas encapsuladas al 4% y
5% de CaClzen caldo sin desproteinizar (proteinizado) (a) y desproteinizado (b)

Fuente: Elaboracion propia
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Mientras que con el lactosuero desproteinizado, se ha generado una elevada
produccion de acido lactico llegando hasta 50.61 + 34.94 g/L en un pH que va de 4.84 a
3.61. Por lo tanto, el pH déptimo de crecimiento seria entre 3.5 a 5 para la cepa
Enterococcus faecalis, ya que a ese rango de pH se ha obtenido un mayor rendimiento de
acido lactico a diferencia de haberse usado el caldo con lactosuero proteinizado y los
demas suplementos donde el pH llego casi a la neutralidad (de 6.22 a 6.53) y la generacién
de &cido lactico fue limitada. Esto debido a que la influencia del pH en la generacion de
acido lactico es muy importante, ya que afecta en dos aspectos del metabolismo
microbiano que es el metabolismo de las enzimas y el transporte de los nutrientes dentro

de las células (32).

En la Figura 32 se observa el consumo de lactosa por parte del Enterococcus
faecalis encapsulado en las perlas de alginato en lactosuero proteinizado y
desproteinizado. Respecto al lactosuero proteinizado, se observa que donde ha ocurrido
una disminucion de lactosa ha ocurrido mayor generacion de acido lactico (5% de CacCl:
usado para elaborar las perlas). Mientras que al usar el 4% de CaCl. para el
encapsulamiento, se genera el menor consumo de lactosa y menor cantidad de &cido
lactico.

Cabe indicar que respecto al consumo de lactosa, si se toma los datos de lactosa
comsumida en ambos casos, usando el lactosuero proteinizado hay un ligero mayor
consumo que con el lactosuero desproteinizado, 1.73 °Bx (1.73 g de lactosa por 100 g de
lactosuero) usando el lactosuero proteinizado frente a 1.53 °Bx con el lactosuero
desproteinizado al 4% CaClz y al 5% de CaCl2 se consumi¢ 3.33 °Bx usando lactosuero
proteinizado frente a un 2.60 °Bx en el lactosuero desproteinizado. Esto probablemente
debido al pH del medio que no es favorable para un ambiente 6ptimo para que ocurra un
mayor metabolismo de la lactosa, lo que si se observo en el lactosuero desproteinizado,
donde a pesar de que hay una diferencia en el consumo de la lactosa, se obtuvo la mayor
generacion de acido lactico.

Asimismo, se observa que la cantidad de &cido lactico obtenido con las cepas
encapsuladas en perlas de alginato y como sustrato unicamente al lactosuero
desproteinizado es la méas alta con respecto al usar las cepas libres tanto en caldo
proteinizado y desproteinizado. Este comportamiento, donde al usar las cepas de forma
encapsulada se gener6é un mayor rendimiento de acido lactico con cepas de Enterococcus
aisladas de lactosuero, fue observado por Dosuky et al. (24) donde se obtuvo 41 + 0.4 g/L
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a las 96 horas de incubacién, usando al Enterococcus encapsulado frente al usarlo sin
encapsular donde obtuvieron 16.27 £ 0.09 g/L.
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Figura 32. Monitoreo de consumo de lactosa versus produccion de acido lactico usando cepas
encapsuladas al 4% y 5% de CaCl2 en caldo sin desproteinizar (proteinizado) (a) y desproteinizado (b)

Fuente: Elaboracidn propia

Cabe mencionar que en el presente trabajo se ha generado un valor mucho mayor
con un méximo de 50.61 + 34.94 g/L frente a cepas sin ser encapsuladas con un 13.09 +
1.54 g/L de &cido lactico. Asimismo, es importante hacer notar que la mayor produccion
de acido lactico ha sido usando el lactosuero desproteinizado tanto para las cepas libres

como cepas inmovilizadas.
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Por lo que, se puede diferir que la cepa aislada de Enterococcus faecalis genera
una mayor produccion en lactosuero desproteinizado y ain mas cuando no se le adiciona
nutrientes. Esto varia en funcién a otras bacterias como algunos del género Lactobacillus
donde se ha determinado que unicamente el uso del lactosuero limita la produccion de
acido lactico, es por ello, que se ha visto la importancia de la suplementacion de nutrientes
al lactosuero (2), (13); contrario a lo que se observa en el presente trabajo ya que este

requerimiento va a depender del microorganismo y sustrato.

3.4. PURIFICACION DEL ACIDO LACTICO
3.4.1. Rendimiento obtenido en la purificacion del acido lactico

En la Tabla 14 se muestran los rendimientos después de la purificacién del acido
lactico segun las condiciones de concentracion de &cido lactico indicado en el

procedimiento.

Tabla 14. Rendimientos en la purificacion de acido lactico segun las diferentes
condiciones de concentracion

%) g = |9 o =
o (&) +— =
3 & sE€lg _|E_|= x
5 B 5 B 3
O L E © |8 - |T —| B O
O 2 3 ¢ |G g z 8
o \ [3]
g - a
P3_60°C_45 o ] 39 2.4 6.15 0.72 | Amarillento
Desproteinizado_ Sin .
P3 45°C 5h ) 40 1.1 2.75 0.98 | Amarillento
activar_ Enterococcus
P3_40°C_1h . 13 2.2 16.92 0.77 | Amarillento
faecalis
P3_40°C_5h 11 0.7 6.36 1.22 | Transparente
P7_45°C 5h . 42 3.5 8.33 0.69 | Amarillento
Desproteinizado_ -
P7 60°C 45° ] 41 1.2 2.93 1.09 | Blanquecino
Enterococcus faecalis _
P7_40°C_1h . 40 1.2 3.00 0.74 | Blanquecino
_Perla 5% cloruro calcio
P7 40°C 5h 39 2 5.13 0.81 | Transparente

Fuente: Elaboracion propia

Se realizd un andlisis de las condiciones de purificacion, ya que el uso de
temperaturas en el proceso de purificacion a condiciones normales y sin presion es
ineficiente para recuperar el acido lactico de un caldo de fermentacion (como se realizd
en la presente tesis), por lo que, se realizd un juego de temperaturas y tiempos y
claramente se observa como el uso de estas temperaturas influye en el rendimiento de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




N5 ‘ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~¢ DE SANTA MARIA

obtencidn del &cido lactico separado del medio de cultivo, asi como las caracteristicas del
acido lactico obtenido (color y densidad). Ademas, es importante indicar que con respecto
a la muestra P3 (caldo con lactosuero desproteinizado con Enterococcus faecalis sin
activar) obtuvo un mayor rendimiento de 16.92% a 40°C por 1 hora de concentracion en
el rotavapor, con un color amarillento y respecto a la muestra P7 se obtuvo el mayor

rendimiento de 8.33% a 45°C por 5 horas (como se observa en la Figura 33).

P3_60°C_45°

P3_45"C_5h

P3_40°C_1h 16.92

P3_40°C_5h

lactico (%)

P7_45"C_5h

PT_60°C_45'

Rendimiento de purificaciéon acido

P7T_40°C_1h

P7_40"C_5h

Figura 33. Rendimiento obtenido en la purificacion del acido lactico usando las dos condiciones de
sintesis con mayor rendimiento (P3: desproteinizado sin activar y P7: desproteinizado al 5% CaCl>)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 34. Muestras de &cido lactico purificadas
Nota: Muestra 1: P3_60°C_45Min; Muestra 2: P3_40°C_1h; Muestra 7: P7_45°C_5h y Muestra 8:
P7_40°C_5h

Fuente: Elaboracion propia
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Asimismo, se observa diferencia en el color, obteniéndose colores blanquecinos,
amarillentos (Figura 34) y esto también se presentd en acido lactico obtenido por cepas
homofermentativas y purificada por un proceso de microfiltracion (17). Sin embargo, se
menciona que usando a la nanofiltracion se obtiene un color més claro y por dsmosis
inversa se obtiene un color transparente, ademas de que esto genera una mayor

concentracion de acido lactico (17).

Esta variacion en el color se presentd también al usar la cepa del Lactobacillus
casei encapsuladas en un lecho empacado y a una temperatura de fermentacién de 45°C
usando un lactosuero dulce (pH 6.8) donde obtuvieron un acido lactico amarillo rojizo
con una densidad de 1.1 g/ml (1) cuyas caracteristicas son diferentes no solo desde el
color sino también de la densidad. Asimismo, usando el Lactobacillus casei a 40.2°C sin
suplementar al lactosuero dulce y durante 3 dias de fermentacion, produjo acido lactico
amarillento de 1.10 g/ml de densidad (2). Por lo que, se confirma como las condiciones
de fermentacién, cepas usadas en la fermentacién y modo de uso (cepas libres y
encapsuladas), generan variacion en el rendimiento del &cido lactico obtenido, color y

densidad.

Adicionalmente, es importante mencionar que, en el presente trabajo, se ha
observado lo indicado por Orozco Olivarez (17), quien precisd6 que la etapa de
purificacion del &cido lactico en muestras de suero fresco o proteinizado es mas dificil
debido a la falta de desproteinizacion y filtracion previa, lo que se ha observado también
en la etapa de purificacion, ademas de que al no usar cepas encapsuladas la etapa de
filtracion ha sido mas lenta que al usar las cepas encapsuladas. Por lo que, el uso de
lactosuero desproteinizado o sin desproteinizar, asi como, de cepas libres o encapsuladas,
favorece al tiempo en que demora la purificacién del acido lactico.

3.4.2. Caracterizacion por ensayo de FTIR del acido lactico purificado

En la Tabla 15 se muestran las muestras seleccionadas con el mayor rendimiento

y el cadigo respectivo para su analisis FTIR.
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Tabla 15. Rendimientos en la purificacion de &cido lactico segun las diferentes
condiciones de concentracién

. Rendimiento FTIR
MUESTRAS CODIGO (%) COLOR ML{ESTRA
CODIGO
Desproteinizado_Sin | P3_60°C_45Min 6.15 Amarillento Muestra 1
activar_Enterococcus

faecalis P3_40°C_1h 16.92 Amarillento Muestra 2

Desproteinizado_ P7_45°C_5h 8.33 Amarillento Muestra 7
Enterococcus faecalis _

encapsulado _ 5% CaCl,| P7_40°C_5h 5.13 Transparente Muestra 8

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 35. Espectro de FTIR de muestras 1 (P3_60°C_45 Min) y 2 (P3_40°C_1 h)

Fuente: Elaboracion propia
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En la Figura 35 se observa las muestras 1 y 2 que tienen el mismo origen
proveniente del caldo desproteinizado e inoculado con Enterococcus faecalis sin previa
activacion. Al variar las condiciones de purificacion, si se compara ambos espectros,
aparece otro pico; sin embargo, al mirar la region por encima de 1400 cm™* es donde se
permite determinar de una forma mas especifica a los grupos funcionales, mientras que a
valores menores de 1400 puede ocurrir la superposicion de grupos funcionales. Por lo
que, se observa una banda gruesa en la region entre 3000 a 3500 cm™ que corresponde al
OH, mientras que el pico agudo en 1637 cm™ indica la presencia del C=0. Ademas, al
variar la condicion se acentda la sefial y aparece ligeramente un pico correspondiente al
grupo C-H (1456 cm 1), Esta variacion y valor del grupo carboxilo permite presumir que
ambos corresponden al L-acido lactico segun lo indicado por Karande et al. (33) quien
obtuvo una presencia de C=0 alrededor de 1651.07 cm™ pero al variar los picos a
diferencia del &cido lactico puro indica que hay algunas impurezas. Si se compara la
muestra 1y 2 con el espectro de un &cido lactico puro éste presenta una banda a 1458.26
cm (2) mientras que lo mostrado por Devi et al. (34) indica su presencia a 1457.33 cm™
en el espectro de &cido lactico puro, lo que, si se observa en la muestra 2, por lo que se
podria presumir que este tendria mas pureza y a su vez resaltar que a esta condicién se

generd un mayor rendimiento de acido lactico (Tabla 15).

En la Figura 36 se observan los espectros de las muestras 7 y 8, las cuales
corresponden al &cido lactico obtenido a partir del lactosuero desproteinizado y con cepas
de Enterococcus encapsuladas en perlas de alginato. Para ambas muestras se observa el
pico caracteristico de OH a 3351.42 cm™ (muestra 7) y a 3377.92 cm™ (muestra 8), el
grupo C=0 a 1703.10 cm™ y 1641.79 cm™ (muestra 8) y a 1638.27 cm™ (muestra 7), el
grupo C-H en los picos 1392.74 cm™ (muestra 7) y a 1387.84 cm™ (muestra 8). En la
muestra 8 se observa un pico a 1268.93 cm™ que corresponde al grupo C-O-C y este
mismo grupo se presenta en la muestra 7 pero a una menor intensidad (1277.22 cm™).
Entre estas dos muestras se selecciona a la muestra 8 que posee el pico a 1703.10 cm™ ya
que este pico es caracteristico del grupo C=0 del &cido lactico, por lo que, probablemente
pueda tener una mayor pureza de 85% de acido lactico (LD), esto debido a que los picos
caracteristicos a 1723 cm™ (C=0) y 1120 cm del grupo C-O (35). Segun el pico a 1120
cm* que corresponde al acido (DL) lactico al 85% de pureza (35) se podria presumir que
ese es el tipo de &cido lactico obtenido.
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Figura 36. Espectro de FTIR de muestras 7 (P7_45°C_5h) y 8 (P7_40°C_5h)

Fuente: Elaboracion propia

Es importante mencionar que a la condicidn de 40°C por 5 horas usando cepas
encapsuladas aparece un pico de intensidad baja a 2620.26cm™ y a 2624.72 cm™ que
corresponde al grupo OH lo que no esta presente en el resto de los espectros, esto permite
confirmar que el uso de cepas encapsuladas o de forma libre varia en la pureza y
caracteristicas del &cido lactico obtenido. En todas las muestras se confirma la obtencion

de &cido lactico.
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Estos resultados permiten diferir que el lactosuero si puede ser utilizado para
generar acido lactico, cabe mencionar, que este lactosuero es propio de la region de
Arequipa, proveniente de la elaboracion del queso. Lo que a su vez genera que se le pueda
brindar un valor agregado a un residuo lacteo que muchas veces es eliminado,
ocasionando una alta contaminacion del suelo y agua debido a su elevada cantidad de
proteinas y grasas.

Asimismo, se ha determinado la obtencion de acido lactico usando a la
biotecnologia a través de un proceso de fermentacion con cepas bacterianas aisladas del
mismo lactosuero, lo que abarataria los costos de produccion.

Por lo tanto, esta metodologia propuesta podria ser replicada no solo en nuestro
mercado local sino en otras ciudades como las del norte del Perd, que también son
ganaderas. Esta aplicacion como una propuesta de un modelo de negocio no solo podria
darse para las empresas lacteas locales pequefios, sino también, en las industrias lacteas
grandes cuyo problema principal es no poder tratar sus aguas residuales industriales
provenientes de sus procesos. Lo que conllevaria no solo a un beneficio econdémico sino
a una contribucion a la minimizacion de los impactos ambientales generados por el

lactosuero.
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CONCLUSIONES

e El encapsulamiento o inmovilizacion de las cepas homofermentativas (cepas
nativas), resulté un método adecuado para optimizar la produccién de acido lactico
a partir de lactosuero por fermentacién batch. Ademas de permitir el incremento de
la retencién y densidad celular, reduccion de la fase de latencia microbiana,
tolerancia a altas concentraciones de azucar, control de pH y facilitar la purificacion
del &cido lactico.

e Se recolecto y caracterizd fisica y quimicamente el lactosuero cuya composicion
estd conformada por lactosa (3.41%), proteinas (0.81%) y grasas (0.85%) con un
pH de 5.00. Ademas, se realizd la desproteinizacion del lactosuero a traves del
autoclavado, filtracion, centrifugacion y filtracion al vacio, generando la remocion
de las proteinas (0.04 %) y grasas con una ligera variacién en los valores de acidez,
cenizas y lactosa con un pH de 4.84.

e Se aisld una cepa a partir del lactosuero que corresponde al Enterococcus faecalis
que €s un coco, catalasa negativa y gram positivo.

e Se determind sus condiciones 6ptimas de crecimiento que son crecimiento a 32°C,
es neutrdfila y alcalofila con una tolerancia a la salinidad hasta 4% de NaCl.

e Se realizd la fermentacion batch usando el Enterococcus faecalis no encapsulado
(de forma libre) y encapsulado, en lactosuero desproteinizado y proteinizado. Se
determind que la cepa del Enterococcus faecalis presentd una mayor generacion de
acido lactico en lactosuero desproteinizado tanto de forma libre como encapsulada.
La mayor generacion de acido lactico se consigui6é con cepas inmovilizadas a un
5% de CaCl2y 3% de alginato de sodio durante 1 hora de estabilizacion,

consiguiéndose 50.61 g/L de &cido lactico con un pH de fermentacion que vario
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entre 3.5 a 5 usando como medio de cultivo al lactosuero desproteinizado sin
complementos nutricionales. En forma libre, la cepa del Enterococcus faecalis
presentd una generacion de 13.09 + 1.54 g/L de &cido lactico a un pH de 4.90,
mientras que, al subir el pH se observé un decaimiento en la generacion de acido
lactico, usando la cepa sin activar previamente.

e Se purifico al acido lactico siendo las condiciones Optimas para el caldo con
lactosuero desproteinizado con la cepa sin activar y sin ser encapsulada a 40°C por
1 hora para la concentracion de &cido lactico obteniéndose un rendimiento de
16.92%. Mientras que al usar lactosuero desproteinizado con cepas encapsuladas
(5% CaClz) a 45°C por 5 horas con un rendimiento de purificacion del 8.33%. Se
caracterizo el &cido lactico por espectroscopia infrarroja donde se pudo observar
picos caracteristicos del acido lactico (grupo OH, C=0 y CH) en todos los
espectros, por lo que, en todos los casos se obtuvo &cido lactico. Habiendo
diferencias con la presencia de algunos picos cuando se usa el Enterococcus faecalis
en forma libre y encapsulada en perlas de alginato, asi como en las distintas
condiciones de concentracion para la purificacion. Por lo que, se confirma que la
disposicién de la cepa usada (en forma libre o encapsulada), uso de lactosuero sin
tratar y desproteinizado y las condiciones de purificacion influyen en las
caracteristicas y rendimientos del acido lactico obtenido (color, densidad y
presencia de otros grupos funcionales en el mismo). Se presume que segun los

espectros se ha obtenido acido lactico (L) y acido lactico (DL).
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RECOMENDACIONES

e Realizar la fermentacion batch usando las cepas del Enterococcus faecalis no
encapsuladas (en forma libre) en lactosuero desproteinizado sin adicionar
complementos nutricionales como el carbonato de calcio, fosfato de amonio y
extracto de levadura, ya que se obtuvo una elevada generacion de acido lactico al

usar a la cepa encapsulada.

e Se puede usar enzimas adicionales al usar lactosuero proteinizado para facilitar la

asimilacion de la lactosa por la cepa de Enterococcus faecalis.

e Usar un cultivo mixto de BAL para determinar si se genera un mayor rendimiento

de &cido lactico usando el lactosuero proteinizado o desproteinizado.
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PAGINA 1 DE 2 3
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA 3
"
DIRECCION *NRO. SN URB. SAN JOSE (UMACOLLO) AREQUIPA - AREQUIPA - AREQUIPA §
PRODUCTO DECLARADO : LACTOSUERO 3
DESCRIPCION DEL PRODUCTO : Liquido color amarillento 2
CODIFICACION / MARCA : No especificada g
DATOS DECLARADOS POR EL : Fecha de envio: 04/05/2021 E
CLIENTE
TAMARO DE MUESTRA RECIBIDA  :01 muestra de 1100mL aprox. ﬁ
PRESENTACION, ESTADO Y :En bolsa de pléstico anudada. A una temperatura de 25.0°C
CONDICION
CONDICIONES DE RECEPCION DE : Recibida en el Laboratorio un
LA MUESTRA g
i

CONTRAMUESTRA Y PERIODO DE :MNinguna (por ser muestra Gnica)

CUSTODIA
FECHA PRODUCCION : No especificada
FECHA DE VENCIMIENTO : No especificada
CONTRATO Ne :0777-2021
FECHA DE RECEPCION :04/05/2021

CONDICIONES DE USO DEL PRESENTE INFORME DE ENSAYOS:

‘El presente Informe de Ensayos tan stlo es valido Gnicamente para [a Muestra analizada / el  Lote muestreado , segin sea ef caso.
‘No deben inferirse a la Muestra analizada o al Lote muestreado otros pardmetras que no estén consignados en of presente Informe de
Ensayos.

En caso de que el producto haya sido muestreado por el chente (Muestra recbida en laboratorio), BHIOS LABORATORIOS no se
responsabliza si las condiciones de  muestreo no fueron las adecuadas, kos resuliados se aplican a fa muestra tal como se recibio.
“En caso de que el producto haya sido muestreado por BHIOS LABORATORIOS | s presentacién, estadoy condicién del  lote
comespanden a las encontradas al momento del muestreo,

Los datos declarados por of cliente son consignados a soliciiud expresa del mismo cliente y no son necesariamente vesificados por ef
Laboratorio, por ko que BHIOS LABORATORIOS no asume  responsabilidad por ef uso de los mismos.

E| Periodo de Custodia es dependiente del tipo de ensayo y de la disponibilidad de s Muestra

BHIOS LABORATORIOS no guarda contramuestras de productos perecbles o de productos cuyas risticas  pudieran variar
durante el almacenamiento.

‘El presente Informe de Ensayos no ee un cerdificado de conformidad, ni certificado del sistema de calidad ded productor,
‘Esté terminantemente prohibida la reproduccitn parcial de este Informe de Ensayos sin el conocimiento y ia autorizacion escrita  de
BHIOS LABORATORIOS.

‘Cuslquier modificacidn, borrén o enmienda, anula el presente Informe de Ensayos.

PROLSFLSE Vorstn: 01 Fecha de Emisitn: 270018 Elaterada per. GT ) Revisads per: CAL | Aprobads per ; GG Pagna 1de2

Av. Quifiones B-6 (2do. Piso) - Urb. Magisterial Il Etapa - Yanahuara - Arequipa - Per(
Teléfono: ++51 (0)54 273320 / 274515 RPC 983768883 RPM #954068110
e-mail: bhios@bhioslabs.com y operaciones@bhioslabs.com

BIHIOS LAAORATORIOS ...calidad a su servicio BHIOS LABORATORIOS ...calidad & su servicio
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§
RESULTADOS H
b= Wk - [  LACTOSUERO v & T | ~
- ‘us DETERMINACION No espacificada ‘umnms }
T
05 g =y N e e ] i I Y
Fo Centzas e | — 050 Eoa——s s

['Fra === Lactosa’ T [ e == = I RS 8

(FQy Proeina(Fe625) @00 B = - 3 08 E=as

[EHa|= = __Grses e i = 085 S B i §

ABREVIATURAS:

% Expresado an porcariaje g

METODOS UTILZADOS )

Acidez * Norma Tdcsica Peruse 202,110 2008, Lashe g Producios Licteos. Lechs cruda Deterrrinaciin de acidex do ka bashe. Moo voken g

Centzas + ADAC Oficial Method 845,46 Chopier 33 Subchapie 233 2 10 Ash of Mik Grivkesatric Mathed 20th E4. Rev. Osine 201

Lactosa i 340 dol contenida de loctosa por Moy s 8

Proleina (F=6.25) * BHIOG-FQ-016. Detorminacids do Froteiss en Lech y Productos Lictoos. Versidn 01-2006 ¥

Grasa + Nerrres Técrica Peruana 202126 1958 Lictw ¥ Producios Lackoos. Lecke Crugn Gesss on bs leche. Mitodo de Reeso G i

OBSERVACIONES ;

! Ensayo subosetrataco 3
FECHAS DE EJECUCION DE LOS ENSAYOS : L — 3
FECHA DE EMISION DEL PRESENTE INFORME DE ENSAYOS : 11052021 3
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PROOS.FOOE Voesion 01 Fodha de Emidén: 2700018 Elatorado per: GT ) Revisado per: CAC 1 Aprobads per : GG Figine 2de 2 a
Av. Quifiones B-6 (2do. Piso) - Urb. Magisterial Il Etapa - Yanahuara - Arequipa - Pert 5
Teléfono: ++51 (0)54 273320 / 274515 RPC 983768883 RPM #954068110 T
e-mail: bhios@bhioslabs.com y operaciones@bhioslabs.com [
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SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

DIRECCION NRO. SIN URB, SAN JOSE (UMACOLLO) AREQUIPA - AREQUIPA - AREGUIPA
PRODUCTO DECLARADO :LACTOSUERC DESPROTEINIZADO

DESCRIPCION DEL PRODUCTO  :Liquido color amarilento

CODIFICACION / MARCA : No especificada

DATOS DECLARADOS POR EL :Fecha: 1210572021

CLIENTE

TAMARNO DE MUESTRA RECIBIDA  :01 muestra de 900mL aprox

PRESENTACION, ESTADO Y :En botella de plastico cemrado. A una temperatura de 23 0°C
CONDICION

CONDICIONES DE RECEPCION DE  : Recibida en el Laboratorio

LA MUESTRA

CONTRAMUESTRA Y PERIODO DE :Ninguna (por ser muestra Gnica)

CUSTODIA

FECHA PRODUCCION :No especificada

FECHA DE VENCIMIENTO : No especificada

CONTRATO N° :0777-2021

FECHA DE RECEPCION :12/05/2021

CONDICIONES DE USO DEL PRESENTE INFORME DE ENSAYOS:

‘El presente Informe de Ensayos tan 50k s vtlido nicamente para la Mosstra anakzada / o Lote muestreado | segin ses of caso.
‘No deben inferirse a la Muestra analzada o o Lote muestreado olras pardmetros que no estin consignadas on «f presente forme de
Ensaycs.

En caso de que & producto haya sido muestreado por el diente (Muestra recibida en laboratono), BHIOS LABORATORIOS no se
responssbiiza & lss condiciones de  muestreo no fueron las adecusdas, los resultados se aplican a la muestra tal como se recibld,
En caso de que & producto haya side muestreado pof BHIOS LABORATORIOS | s presentacitn, estadoy condicion del  lote
comresponden A las encontradas al momento del mueskeo

‘Los datos declarados por e diente son consignades a soficitud expresa del mismo ciente y N0 Son necesanaments verificadas por el
Laberatono, por lo que BHIOS LABORATORIOS no asume  resporsabildad por el uso de ks mismos

‘El Perlodo de Custodis es dependiente del Spo de ensayo y de la disponibiidad de la Muestra.

‘BHIOS LABORATORIOS no guarda contramuestras de productos perecities o de productos cuyas caracteristcas pudieran variar
duranie ol smacensmiento.

‘El presants informe de Ensayos no es un owtificado de conformidad, o cenificado del sistema de  calidad el producios.
“Esti terminantemente prohibida ia reproduccon parcial de este Informe de Ensayos sin ol conocimiento y 18 autorizaciin escrita  de
BHIOS LABORATORIOS.

‘Cunlquer modificacidn, borrén o enmienda, anula el presente Informe de Ensayos,

PRPJGFOSE Vwsen 0F Facha de Entsdn 2700M0 Elborads por: GT/ Revisads par CAC | Apmbads por : GG Pigraide2

Av. Quifiones B-6 (2do. Piso) - Urb. Magisterial Il Etapa - Yanahuara - Arequipa - Per(
Teléfono: ++51 (0)54 273320 / 274515 RPC 983768883 RPM #954068110
e-mail: bhios@bhloslabs.com y operaciones@bhioslabs.com

BIN0S LAaS0RATORIOS .. calidad a se servicio  BI4I0S LABABORBTORION .. calldad a su servick  SIH10S LE30RETORIOS ..calidad 4 su servicio
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RESULTADOS
I i’ T Y = 7_._‘m’ '““'m_"m 2PF a’.w" 3 1
LAB DETERMINACION No especificada | UNIDADES|
[7a | [ E— =i e LE ] %
Q| Cenizas - =] 082 = , SR
| FQ | LS Lo = e e AL %
[ %9 | Protina (F+6.2%) | 028 b
FQ | = Gy 1 LR - PSS BT
ABREVIATURAS
- Expresado en porcentaje
METODOS UTILIZADOS :
Ackiez * Noewa Téenics Persans 202 198 2008 Lache y Procucton Licteos. Lache crada. Detwrreaacin g scder e bs leche. Wiods vom
Cenlzas T AGAC Oficel Nisthod 545 43 Chapter 33 Setchapier 2332 10 Ash of Mk Geavimel: Method 20 ¢ Rew Onire 201
Lackas i Dy o o de bactom par meddar
Protaing (Fe8.25) T HOSFO01E Determracan de Protera a1 Leche y Producios Liscioos. Versdn 012008
Grasa T Noerw Téomea Persana 202.720 : 1666, Lecde y Prodestos Liwtoos. Leche Cruge. Grse an 1o ledh. Nétod) te Rowse- G
OBSERVACIONES :
! Ersayo subcontratado

FECHAS DE EJECUCION DE LOS ENSAYOS :  FQ 1210502021 al 1
FECHA DE EMISION DEL PRESENTE INFORME DE ENSAYOS : \

»
e - Q2HI0S ‘z
\‘I‘» i I Y
B\ mows w4 Miguel Vaidivia Martinez
NV Gerente Técnico
ST
— — TS —  Findel informe — L
PRPOAF.OGJE Vesbon 01 Fecha g0 Ervisin: 2700 Y por GT/( por CAL ) Ape por -GG Pigha2cel

Av. Quifiones B-6 (2do. Piso) - Urb. Magisterial Il Etapa - Yanahuara - Arequlipa - Per(
Teléfono: ++51 (0)54 273320/ 274515 RPC 983768883 RPM #954068110
e-mall: bhios@bhloslabs.com y operaciones@bhioslabs,com

SHIOS LAS30RAETORIOS ..calidad a su servicio  SI410S LASORATORIOS . calldad a su serviclko  SIHI0S LBSORATORIOS . calidad a su servicio
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Ny e ‘ UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Jﬂ-"\-'rl ?-.\r FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS ¥ BIOTECHNOLOGICAS
-;.i - LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
hﬂ'.___-l'r Urts San Jond S Ursacoi GAMPUS LNIVESSITARKS H-040208 5 + 51 54 36030 AKEXD 1186

B anoranoods ervarpol uosm e pe 1 hilpohweea iomoedi pe gl Apida. 1350
KAECHIPA . FERL

INFORME DE ENSAYO N* ANAOZK21.0045T3A

INFORMACIOM PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Hombre del cliente : Universidad Catdlica de Santa Maria
Direccion del cliente : Lrb San José sin Umacollo

RUC : 20141637341

Identificacion del contacto : Maria Vargas

Descripcion de la muestra : Lacio suero Inicial

INFORMACIOM DEL ENSAYO

Condicidon del muestreo : Por el cliente
Tamaro de muestra : 50 mL
Fecha de recepcidn s 021172021

Fecha de ejecucidon de ensayo - 03/11/2021 al 04/ 172021
Fecha de emision de informe : 04172021
Pagina t1dei

L AMALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS UNIDADES | RESULTADO
DETERMIMACION DE PROTEIMAS (Factor 6.38)
Método Kieldahl, AO.A.C. Official Methods of Analysis 13 th Edition, % 0,31
18E4.
OBSERVACIONES:

- La informacion proporcionada por el chente es de resporsabdidad exclusiva ded mismo.

- Bl muestreo, las condiciones de muestres, ratamsento previo y ransporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabibdad del solicitante y los resullados emitdos en el presente informe se refleren &
la muestra tal como se recibid.

- Los resultados emitdos en & presents informe se relaconan Orcaments a las mueslias ensayadas y no
deben ser ullzados come una certificactn de conformidad con nommas de produclo o comd certificads
del sistema de cabdad de ka entidad que lo produce. Este documenta no debe ser reproducids, sin
aulnfizaciin escrita del Laboratonio de Ensayo y Control de Caldad

ESPECIALIRTA BN CORTROL DL b Pt
LeBe DD LG
|
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INFORME DE ENSAYO N° ANAD2K21.0045738

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Universidad Catdlica de Santa Maria
Direccion del cliente : Urb San José s/n Umacollo

RUC 1 20141637941

Identificacién del contacto : Maria Vargas

Descripcion de la muestra : Lacto suero final

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra 150 mL

Fecha de recepcion 10211112021

Fecha de ejecucion de ensayo  :03/11/2021 al 04/11/2021
Fecha de emision de informe  : 04/11/2021
Egina i1det

I ANALISIS FiSICO - QUiMICO:
ANALISIS UNIDADES | RESULTADO

DETERMINACION DE PROTEINAS (Factor 6,38)
Método Kjeldahl, A.Q.AC. Official Methods of Analysis 13 th Edition, % 0,04
1584,

OBSERVACIONES:

- Lainformacién proporcionada por @l cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

- El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamliento previo y ransporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibid.

- Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Gnicament2 a las muestras ensayadas y no
deben ser ulilizados como una cerificacién de conformidad con nomas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
aulorizacidn escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

ESPEC|ALIETA SN CONTROL DE K-mﬂfo{{

| caLBAD wee
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ANEXOS N° 2. ANALISIS SECUENCIAL POR PCR
BLAST ¥ » blasin suile » RID-JKMZZGEYO1E

BLAST Results
Questionsicommen|s

Job tithe: 103lacto-maria_27TF TRIM GUALITY: 20

RID JEMZZGEYOLG (Expires on 09-21 22:53 pm)

Query ID |cl|Query 95445 Database Mame it
Description  103lacto-maria_27F TRIM QUALITY: 20 Descriptiom  Mucdleotide collection {nt)
Molecule type dna Program BLASTM 2.13.0+
Query Length 255

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequeances
Calor key for alignment scores

=10 W 40-50 50-80 WED-200 [ ==200
o guesy
1 150 300 450 &0 750
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Descriptions
Saquences producing sigrificant alignments:

Description Max Total Query E Par. Arcession
Score Score Cover value Ident
EnBrooous
faecalls sirain 2675 165 . 1521 100% oo 100U MTE11694.1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Enmsrocooous
faecals sirain 23568 165 1521 1581 100% oo 10000 MTEE11.4
nbosomal RANG gene, parial Sequenos
Enieroocooous fescals sirain 539 165
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe e 1= ! e b
Eniemmoooous keecals sirain 533 165
. - pariad nan 1581 1581 100%: oo 100.00% MISTH16.1
Enlerccocous testals sirain 521 165
1= 15 A00%: (1] 100.00% MTSTi14.1
ribosomal RMNA gene, parial sequenos
Enieroonoous kescals sirain 368 165
r . narial seq 121 1= A0 (£ 4] 10000 MTS7088.1
EnBrooous
fxscalls sirain 4360 165 15 1581 100% oo 10000 MTE4805.1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Enmerocooous fsoals strain 4258 165
nbosomal RANG gene, parial Sequenos 1= 1= ! e -
Enlercococous festals strain 3511 1685 D% o MT51E750.1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe e 1= ! e b
Eniemmoooous keecals sirain TE34 165 D0 o MIS1§1T2.1
nbosomal RANG gene, parial Sequenos 1== 1= ! e -
Enlerccocous teestals sirain TE1T7 165
1= 15 A00%: (1] 100.00% MTSIEIET.1
ribosomal RMNA gene, parial sequenos
Eniemonoous
fascalls sirain KB-3 165 1581 15E1 100%: oo 1000 MTITEIZEA
nbosomal ANG, gene, parial Sequenos
EnBrooous
feecals SiEin 5145185 .., 1531 100% oo 10000 MT503943.1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Enmerocoous isoals strain M1-7-6 185
. _ parial nan 1581 1581 100% oo 100.00% MTS09034.9
Enlemonoous fscals strain G1-6-15 165
. - el 1581 1551 100%: oo 100.00% MTE0Ea58.1
Eniemmoooous keecals sirain BEFL-2 165 D0 o MIZIz429.1
nbosomal RANG gene, parial Sequenos 1== 1= ! e -
EnBrooous
fascalls strain EMISE 165 152 15 1D0% oo 1 0L MTisT2E2.1
ribosomal RA gene, parial sequenos
Eniemonoous
facalls sirain IGWM-2 165 1581 1581 100%: oo 10000 MT157243.1
nbosomal ANG, gene, parial Sequenos
Eniemonoous fescals strain DEIHIT 185
15 1= AD0%: (E1 1] 100.00% MT15E3684 1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Eniemmoooous ieecals sirain NBRC
100480 165 ribcsomal RMA gere, paitial 121 1= A0 (£ 4] 10000 MAN294281.1
SEQUENCE
Eniemonoous
faecals sirain 13 165 1581 15E1 100%: oo 100.00% MHZ35312.2
nbosomal ANG, gene, parial Sequenos
Enierococous testals strain EF2-T 185
15 1= AD0%: (E1 1] 100.00% MHN3ETIST 1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Eniemmoooous feecals sirain MGISTS 165
1= 1= A0 (B 1] 10000 MHNEII0NT.1
nbosomal RANG gene, parial Sequenos
Eniemonious fescals strain MGHSET 165
1= 1= AD0%: (o1 ] 100.00% MHNEEIZH5 1
ribosomal AMNA gene, parial sequenoe
Eniemmoooous
fascals sirain MGHE0T 165 1581 1581 100%: oo 10000 QP 124801
nbosomal ARG, gene, parial Sequenos
EnBrooous
taecals strain MG4SET 185, ., - 100% oo 100 0% OF102455.1
ribosomal RA gene, parial sequenos
hitps-Mbilast nos. nimunih.govBlastog Fai-]
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Description Max Total Cluery E Per. Accession
Score Soore Cover value |dent
Enierooconous iescals sirain MGHSSS 165
i . narial saq 1531 1551 100%: oL 100005 Lo e s
Enieroconous iescalis sirain hhedd 165
1531 1= 100%: oL 1000
ribosomal AMA gene, parlal sequenos QLATeRREL
Enierponoous teecalis sirain hhed? 165
1531 1521 100%: O 100.00% DNSTAR261
ribosomal RMA gene, pardal sequenos -
Enierocooous
lwecalls sirain Hheld 165 0 13 100% 0o IO ONSTSEZZA
ribosomal ARG, gene, paral sequenoe -
Enieroconous iescalis sirain hhalT 165
1531 15 100%: oL 1000 %
ribosomal RMA gene, paral sequenos QLRTeERl A
Enierponoous teecalis sirain hhedT 165
1531 1521 100%: O 100.00%
ribosomal RMA gene, pardal sequenos R
Enierooconous iescals sirain hhess 165
1531 1551 100%: oL 100005 DNaTATE]A
ribosomal RMNG gene, partal Sequenos
Enieroconous iescalis sirain hha3d 165
1531 1= 100%: oL 1000
ribosomal RMA gene, parlal sequenos QLATeT A
ENBronoous
Iaecals srain ey 165 yopy 1581 100% oo 100.00% ONETATEA
ribosomal RMA gene, pardal sequenos -
Enierocooous
Rl s - 151 13 100% 0o OO0 ONSTS3STA
ribosomal ARG, gene, paral sequenoe -
Enieroconous iescalis sirain hedd 165
1531 15 100%: oL 1000 %
ribosomal RMA gene, parlal sequenos QhaTeiETA
Emlemoooous iaecalls sirain huangas 165
1531 1521 100%: O 100.00%
ribosomal RMA gene, pardal sequenos QLaTe
Emlencconcus iaecals sirain huang34 165
1531 155 100%: oL 100.00%
ribosomal RMA gene, parlal sequenos LMiT42081
Enierocooous
tecalls sirain uangfd 165 0p 181 100% 0o 10O ONSTS18E1
ribosomal RMA gene, parlal sequenos -
Enieronnous iaecal
S SIain Mangar 165 gny 181 100% 0o I0O%  ONSTEITLA
ribosomal RMA gene, pardal sequenos -
Emleroconous iescals sirain huang34 165
i . narial saq 1531 1551 100%: oL 100005 DNSTA1589
Eniercoonous iaecalis sirain huangh 165
1531 1= 100%: oL 1000
ribosomal RMA gene, parlal sequenos QLATeAZEL
Emenoconous iaecals sirain huang2 165
1531 1521 100%: O 100.00%
ribosomal RMA gene, pardal sequenos QLATeIIR
Enieroconous iescals sirain MGHEE5 155
1531 15 100%: oL 1000 % oPeTRTEA
ribosomal RMA gene, parlal sequenos —
Enierocooous
tecalls sirain MGISAS 185 0y 181 100% 0o IO0O0%  OPOTTISEA
ribosomal RMA gene, parlal sequenos -
Enierooconous iescals sirain MG TS 165
1531 1521 100%: O 100.00%
ribosomal RMA gene, pardal sequenos QEIREa
Enierooconous iescals sirain MG4TI 165
i . narial saq 1531 1551 100%: oL 100005 OPEEEEaT A
Enieroconous iescals sirain |smadlia2007T
1ES ribosomal RNA gene, partial 1531 15 100%: oL 1000 % DHBA5E22Y
SEOUENCE
Enieroconous iescals sirain THMIPFC 108132
165 riboscmal RNA gene, partial 1581 15 100% oo 100.00% OWTEZ1 381
SEOUENCE
Enleroconous iescals sirain TWPC 10441
165 riboscmal RHA gene, partial 1531 1551 100% oo 100.00% ONTA21349
SEOUENCE
Enieroconous iescalis sirain TRIFC 10411
1ES ribosomal RNA gene, partial 1531 15 100%: oL 1000 % QNTE21319
SEOUENCE
Enleroconous iescals sirain TWPC 20854
165 riboscmal RNA gene, partial 1581 158 100% oo 100.00% ONTTETORA
SEOUENCE
hitpes-Ahilrst mohi. nimnih gov/Blst opi a9
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Enierooooous fescalis siain TRIFC 20618
1ES riboxsomal RMNA gene, partial 1= 1551 100%: oD 100.00% DONTTETOE]
SEOUENCE
Enencooous fascalls sirain TRFC 207 1N
1ES ribascmal RMA gene, partial 1531 1= 00 (] 100.00% ONTTETDA
SEOUENCE
Enierooooous fescals strain TRPC 20644
165 ribosomal RNA gene, partial 1= 1551 100% oo 100.00% ONTTREIRY
SEOUEBNCE
Enieroosoous fescals strain TWIPC I085C
1B5 ribosomal RMA gene, partial 121 155 100%: oo 100.00% DHTTEE149
SLOUENCE
Ureulured bacternum done a7 65
1= 1551 100%: oD 100.00%
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe TMTAG400.1
Unoukured batterium done aB %65
1= 1551 100%: oD 100.00% DNTA54589
nbosomal ANA gene, parial Sequents
Uroubored hadenum done a3 465
i ; al saq 121 1531 100%: oo 10000 CNTA5456
Enipmonons tesoals sirain MGISZ 165
1581 1531 A00%: (E1E] 10000 DNE6BR16R.1
nbosomal AMG gene, parial sequenos -
Enierooooous
Eecaliz sirain MGASTE 185 gy 1581 100% no IO OWEI1300
nbosomal RMGA gene, parial sequenos -
Enierooooous tescals sirain MG4S515 1685
121 155 100%: oo 100.00%
nbosomal RMGA gene, parial sequenos HhEatlaa L
Enierooooous festalis strain MGST 165
121 155 100%: oo 100.00%
rbosomal AMNA gene, pardal sequenos CRELIETL
Enierooooous fescals siain MGST 165
121 155 100%: oo 100.00%
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe CRELIEEL
Eniermoooous fescalis strain JC20 165
1= 1551 100%: oD 100.00%
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe TRA09127.1
Enierooooous feecals strain NBRC .47
165 ribosomal RNA gene, partial 1531 1= 100% Do 100.00% OWSER SR
SEOUENCE
Enierooooous fescals sirain NBRC & 1E5
1521 1551 100%: oo 100007
nbosomal RMG gene, parial sequenos EEATAL
Enierooooous feescalis strain 13 165
15221 152 100%: oo 100.007% OW3ITT2ETA
nbosomal RMG gene, parial sequenos —_—
Enieroosoous fescals strain AUHRIZT
165 ribosomal RMA gene, partial 1= 1551 100% oD 100.00% ON1380849
SLOUENCE
Eniermoooous fescals strain TRIFC
208055 155 ribosomal RMA gene, parial 1= 1551 100%: oD 100.00% DHpE55219
SEOUENCE
EnBmonoous sp. sram hasl 6 165
i ] al 580 121 1531 100%: oo 10000 DIRSEESnE |
Enipmonoos tescals strain MWL 165
1581 1531 A00%: (E1E] 10000
nbosomal AMG gene, parial sequenos QYRR L
Enierooooous feescals strain 10302ZT 165
1521 1551 100%: oo 100007 OWSLESTE 1
nbosomal RMG gene, parial sequenos —
Eniesrooooous
Eecaliz sirain 10343M 165 gy 1581 100% no IMOL0%  DWSISITEA
rbosomal AMNA gene, pardal sequenos -
Enierooooous
fescaliz strain A0381T 165 gy 1581 100% no IO OWSIEIT4
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe -
Enierooooous fescalis strain 103E1M 165
121 155 100%: oo 100.00%
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe QMEaEiEd
Enierooooous fescals strain 10301M 165
1= 1551 100%: oD 100.00%
rbosomal AMA gene, pardal sequenoe S
EnlEnocooous fescalls strain 103A1T 65
1= 1551 100%: oD 100.00% QRSLESTE ]
nbosomal ANA gene, parial Sequents
hitpes il noihil i nin gov/ Bkt o 49
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Ememoooous tassals strain Iragya-Ha10
1ES ribosomal RNA gene, partial 1581 1551 100% oD 10000 o) e 0
SEQUENCE

Eniernocooous fescals sirain BHI24225

1E5 riboscmal RMA gene, partial 1581 1581 100%: (E1E] 100.00% DLB51589.1
seqUEnce

EnEnconous taecals sirain BESSS150

165 ribosomal RMA gene, partial 1581 1551 100% [els] 100.00% DLBE159T.1
EBQUENCE

Enmiernocooous fescals sirain BHI10134
1ES nbosomal RMA gene, partial 1221 1= 100%: (E1H] 100009 QLB51586.1
SEQUENCE

Enienncooous feecals sirain BHI18113

1E5 ribosomal RMA gene, partial =21 == 100%: 0o 100007 LB51593.1
SEQUEnCE

Eniernocooous feecals sirain LA-11 165

ribosomal RNA gene, parial sequenos

Enienoconous faecals sirain L3110 165

ribosomal ANA gene, parial sequenoe

Enierncooous iascals strain TRMPC 10444

1E5 riboscmal RMA gene, partial 1221 1= 100%: (E1H] 100009 QLTIBDE3.1
SEUENCE

1= 1= 100%: oo 100.00% IO 33059

1= 1==1 A00%: (1] 100 .00 MT740430.1

Emencooous tescals strain TRPC 10411
1B5 ribosomal RMA gene, partial 153 1= 100% oo 100003 QL TREDE0.1
SEOUENCE

Eniernocooous fescals sirain TMPC 105132
1E5 riboscmal RMA gene, partial 1581 15 100%: oo 10000 DL THR050.1
seqUEnce

Eniencooous feecals strain
BAL'MHBag- 2032 165 ribcsomal RRA 1581 1551 100% oo 100.00% OK1BT1851
gene, parial sequenos

Enierocooous iescals strain
BALUMH/Bag- 2029 165 ribcsomal R 1581 1521 100%: (E1E] 100.00% DK 1BT1B4.1
gene, parial sequenoe

Ememosoous tasnals strain
BALIMHBag-2024 165 ribosomal RN 1581 1551 100% [els] 100.00% OH1ETIBA
gene, paral sequence

Enierocooous iescals strain
BALUMH/Eag-J020 165 ribcsomal B 1521 152 00 (ELE) 1000 CEIETIEZY
gene, parial sequenos

Enierocooous iascals strain K-86 165

ribosomal RMNA gene, parial sequenos

Eniernocooous feecals sirain 18570 65

ribosomal RMNA gene, parial sequenos

Eniernncooous teecals strain wil-

fdfi_Ed4.ab1 155 rbosomal AMA gene, 1581 1551 100%: (1] 100.00% MWEISE2E ]
parial sequenos

Enierncooous fescals sirain ood-

fd_Al2.ab1 165 rbosomal RMA gene, 1221 1= 100%: (E1H] 100009 MW534483.1
pamal sequeno:

Enienoooous faecals sirain PV 185

ribosomal AMNG gene, paral sequenos

Enierocooous iescals strain 403 165

ribosomal AMNA gene, parial sequenos

Emerccooous feecals sirain PER_3 155
ribosomal RMNA gene, parial sequenos

1= 1==1 A00%: (1] 100 .00 MWDE1B01.9

1= 1==1 A00%: o 100 00% MYWESBBET.]

=21 == 100%: oo 100.00% MTTS1338.1

1= 1==1 A00%: (1] 100 .00 HMTEEESa2.1

1570 15 A00%: o o E5W MT4E4909.9

Alignments

Enierococcus faecals sirain 2675 165 ribosomal RNA gene, partial s=quence
Saquence ID: MTE116584.1 Length: 1458 Mumber of Malches: 1
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Range 1: 21 i 8T6

Ecarn Expact  Identitios Gaps Serand Frame
1581 bits{B58) 0.0} BSEBSE(100%) WBSE(D%]  Pius/Plus

S i il v
e a O T L
e ver TS T

e

S T
e 21 AT OO AT S
cser wa SLICTITTTTCTTETCGETACCI S
ity it i A .
cotee son AHLLILTHFITTTETITORTHTHIOATT
ey sttty
ey i isryyitiv iy iimi e
coree oo MU OGN TIE e
e o1 OO e
e s mmmmmmmmmmm en

Query B4l OolCTOGLLEAGTACGA

Shjct BBl é&él’%ﬂ BTa

Enlerococcus fecals strain 2358 165 ribosomal RNA gene, partial sequencs
Sagqueance ID: MTE0ME11.1 Length: 1462 Mumber of Malches: 1
Rarge 1: 23 i 8T8

Srore Expact entities Gaps Strand Frams
1581 bits{B5E) iy BEE/BSE(100%: ) WESE(0%) P/ Pus:
Fralures:

Query 1 CARTCRAAC G T TCT T TOLTC OO GG TR T TGL AL TCAAT TEOAAAGREGADTGRIGEAL B8

snjer 23 ChstadbbCHUHAH LU G A o

sajet w3 eereasthbiAbe s A AU A 10

e 2 mﬁﬁlﬁﬂiﬂﬁiﬁ@m&wﬁiﬂimﬂﬁi -

Shjct 283 CTGATGGATGEGACCCECGLTGCATTAGCTAGTTGETGAGGTARLGECTCACCARELICAL 2652

Query 241 GATGCATAGCCGADCTGAGAGHETGATOGE0CACA TRGGAL TEAGACADGEOCCAGACT 388
FEETTEE TR r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

hitps-Mblast ndbinimunigov/Blastog ]
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Shjct 263 GATGCATAGCOGACCTGABAGHETEATOGECCACAC TEEGACTEAGACACGEOCCAGACT 322
Query 381 CCTAC AGGGAATCTTCEGCAA TRLACGAARETC TGACCEAGCARCGE 360

sujer 323 dtPALGLALMASLIEHAL A UM UL UUL UG e

oo ittt ity
e sen CICLLLTHIHI I U CEUITITL N
ooy iyttt it min e
o 2o S TN 2
popeny 111 iyt syt rvibiiin i ioris g

g oos MU O M o
o ves SNCC LU T o
o 200 Mmmmuu&uﬂiﬁﬁmlﬁim&mummﬂi s

shict BHE3 JMI'MILHM BTE

Enleroooccus fecalis strain 939 183 nbasomal RMA gens, parlial sequence
Saquence ID: MTBEE801.1 Length: 1425 Mumber of Matches: 1
Range 1: 2 Io BST

Soore Expact idantitias Gaps Strand Frams:
1581 bits{B5E) B BEBASE[100R%) BSA{0%) Pius/Plus
o > DO T T Ty o

g ittt

Query 121 TAATACOGCATAACAGTTTATECCGCATGECATANGAETGAAMGGCGCTTTCEEETETOR 128
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

shict 122 AAGEETGAARELT D 121
wiee w2 SN CIDH IO TIIY

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 242 GATGCATAGLCGACCTGAEAGEGTEATCGECCACALTEGEGAC TEAGACACGEOCCAGALT 381

ojer o2 NI RO VT IOEID .

Query 361 CECGTGAGTCAREAAEGTTTTOGEATCGTAARAC TCTET TET TAGA 413

sujet 362 AT

e w2 ML T,
o Tt .
torr sz SOOI T T, oo

gy iinnitintimmmontiontimiindige

Query 6Bl TAGATATATEGEGGAACALCALTEEDEALELIELLTCTCTELTCTGTAACTEACECTRAR 72d

hifps-Abilast nohi nirmnih gov/Blast og e
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sojer sez PhakbAHAMMALIH UL LR QUL UH UL 2,

s Zii I S T S e

gy it i e

usce 02 AU o

Enlerococcus fecals sirain 533 183 rbosomal RMA gene, parlial sequence
Saquence [D: MTET3118.1 Length: 1423 Mumber of Malches: 1

Range 1: 3 o 858

Ecorn Expact Kantitias Gaps Strand Frame
15681 bits]B58) oLy BEE/BSE]100%) BSE(0%] Piues/Pius.

Features:

Query 1 AT ARG TTCT T T T CCEAG TR T TGLAL TCAAT TRGARR GREGAETGEOGEAL BB

R ittt g
i o LT A o
e 125 LR TRE D T e,
ot i

cser a3 SNLHCLUH AT TR O R, .o,

O 1)yttt
g ity St
:;: e it i
i v
ey it i
ey iiiyitivtipmo it i
cier so MLHITITTTITNTTATOG G ANIT .
Ny it i )i
iy iyttt i v .

Query B4l OGOCTOGEGAGTADGA BES

sojer maz Sedhlithithill s

EEEEEEEEEE

Enlerococcus ecals strain 531 183 rbosomal RMA gene, parlial ssquence
Saguence ID: MTETI114.1 Length: 1412 Number of Maiches: 1
Rarmge 1: 3 o B58

Ecore Expact Kentitias Gapes Strand Framss
1681 bits| B8 0uaf} A56/BSE(100%:} ESE(0%) Pius!/Plus:
hitps-iblast nob. nimunih.goviBlastogl Ba
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e+ AL

o o WHLIULTIT O Y.

coyee 12 MU T T T, o

iy ittt ivitmdnitis i g

Sy 1 it ot vty e

e iy vyt

e 305 WL TG DT AT o

cogee a2 OUHICRHIO L DO,

:j": i .

pidony iyttt g

Tt

e sos WL CUETT AT O I 2

st

ey it e

Query B41 CGOCTRGEGAGTACGA  BSE

sojet mas CLLebbahEtAAL ase

BLAST i= a registerad trademark af the Natioral Library of Medicines
You
Tube

Support cenber Mailing =t o Tubss

Mabsns Canpfar i winformation, U S Mational Library of Medicinge 8600 Rocinils Pive, Balfesda MWD, 20854 LS4
Boliges and Guidelines | Conlad B
HHS Vidnerabiily Disclosure
hispsciblast nobi nimunin.govBlast ogi ]
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ANEXOS N° 3. DATOS DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Datos de crecimiento microbiano a la temperatura optima de 32 °C

Densidad oOptica Log

Horas | Absorbancia | Horas Ln(abs)

0 0 0 -
2 0.0080 2 -4.8283
4 0.012 4 -4.4228
6 0.0985 6 -2.3177
8 0.1854 8 -1.6852
9 0.3248 9 -1.1247
22 0.9130 22 -0.0910
23 1.0390 23 0.0383
25 1.0940 go 0.0898
27 1.0810 27 0.0779
46 1.0550 46 0.0535
47 1.0500 47 0.0488
48 1.0430 48 0.0421
49 1.0300 49 0.0296
50 1.0420 50 0.0411
51 0.8980 51 -0.1076
70 0.6720 70 -0.3975
71 0.6940 71 -0.3653
72 0.4850 72 -0.7236

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXOS N° 4. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS NO
ENCAPSULADAS SIN ACTIVAR EN CALDO DESPROTEINIZADO

Tiempo (h) R,'\EAF:JEETS'TCF'&N CODIGO MUESTRA | pH PROE"HED'O Grados BRIX PR%'\FQ'IEXD'O 52?3 Vasgi?nu Vol. muestra | Vol. NaOH gA/EIa!l?:IiEd% P'i\%'}"DEEDZ'O
vacio lactico
0 Repeticion 1 ToLb SDRL |627 6.30 8.1 8.10 32.2566 | 42.2852 10 7.8 7.00 7.0917
22 Repeticion 1 TiLlbSDRL |541 5.48 46 6.20 32.2566 | 42.0678 10.5 10.5 9.63 9.3820
46 Repeticion 1 T2 Lb SDRL |523 492 4.2 4.10 52.5624 | 62.4716 10 9.1 8.27 11.1047
70 Repeticion 1 T3 Lb SDR1I |513 4.89 3.8 3.87 50.3455 | 60.0018 10.2 114 10.63 12.9410
94 Repeticion 1 T4 Lb SDRL |508 4.90 2.8 2.80 50.3455 | 59.8602 10 12 11.35 13.0946
0 Repeticion 2 Tolb SDR2 |63 8.1 32.2566 | 42.1577 10 7.8 7.09
22 Repeticion 2 T1Llb SDR2 |554 ) 7 | 32.2566 | 42.3001 10.4 8.6 771 )
46 Repeticion 2 T2 Lb S D R2 |479 DEESSTVAISSIACEQN 4 D.ES?/AQSL%N 50.3455 | 60.1353 10.4 12.9 11.86 DEESSTVAIQSL%N
70 Repeticion 2 T3 Lb SDR2 |476 3.8 52.5624 | 62.3029 10 14.8 13.67
94 Repeticion 2 T4 Lb SDR2 |481 2.8 52.5624 | 62.1775 10 14.6 13.67
0 Repeticion 3 To Lb S D R3 |6.32 0.03 8.1 0.00 32.2566 | 42.2773 10 8 7.19 0.09
22 Repeticion 3 T1Lb S DR3 |549 0.07 7 1.39 50.3464 | 60.3392 10 12 10.81 1.57
46 Repeticion 3 T2 Lb S D R3 |4.74 0.27 4.1 0.10 50.3455 | 60.1031 10.4 14.3 13.19 2.55
70 Repeticion 3 T3 Lb SDR3 |478 021 4 0.12 50.3455 | 59.951 10 15.5 14.52 2.05
94 Repeticion 3 T4Lb SDR3 | 48 0.16 2.8 0.00 50.3455 | 59.808 10.4 15 14.27 1.54
Tiempo (h) MUESTRA [DILUCION] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml
0 To Lb S D R1 0.001 241 0.1 2410000
20 Tl Lb S DRI 0.001 512 0.1 5120000
45 T2 Lb S D R1 0.001 524 0.1 5240000
69 T3 Lb S DRI1 0.0001 87 0.1 8700000
94 T4 Lb S D R1 0.0001 172 0.1 17200000

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXOS N° 5. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS NO
ENCAPSULADAS SIN ACTIVAR EN CALDO PROTEINIZADO

. REPETICION | - Peso | peso ACIDEZ
Tiempo (h) MUESTRA CODIGO MUESTRA pH PROMEDIO | Grados BRIX | PROMEDIO Vaso |\ comu Vol. muestra | Vol. NaOH g/l’_ a_CIdO PROMEDIO
vacio lactico
0 Repeticion 1 To Lb S P R1 6.67 6.67 4.25 4.08 50.3455 | 60.1645 10.4 8.5 7.7910 8.1749
20 Repeticion 1 Tl Lb S PRI 7.3 7.58 4 3.93 52.5624 | 59.9936 10.2 8.1 9.8100 6.1535
45 Repeticion 1 T2 Lb S PR1 5.99 5.97 3.2 3.20 50.3455 | 59.9352 10 1.8 6.7572 6.7048
69 Repeticion 1 T3 Lb S P R1 6.39 6.09 3 2.93 52.5624 | 61.9821 9.8 14 5.3505 6.4166
94 Repeticion 1 T4 Lb S P R1 6.61 6.29 2.4 2.47 50.3455 | 59.833 10.2 4.6 4.3636 5.5206
0 Repeticion 2 To_Lb S P R2 6.65 4 52.5624 | 62.3921 10.2 9.8 8.9728
20 Repeticion 2 Tl Lb S P R2 7.73 . 3.9 | 52.5624 | 62.2112 10 4.8 4.4772 5
DESVIACION DESVIACION DESVIACION
45 Repeticion 2 T2 Lb S P R2 5.92 ESTANDAR 3.2 ESTANDAR | 52.5624 | 62.3335 10.4 1.8 6.6318 ESTANDAR
69 Repeticion 2 T3 Lb S P R2 5.86 8 50.3455 | 59.8893 10.2 1.8 6.7897
94 Repeticion 2 T4 Lb S P R2 6.23 2.4 52.5624 | 62.3105 10.2 5.6 5.1702
0 Repeticion 3 To_Lb S P_R3 6.68 0.02 4 0.14 50.3455 | 60.0867 10 8.4 7.7609 0.69
20 Repeticion 3 T1 Lb S P R3 7.71 0.24 3.9 0.06 52.5624 | 62.0517 10 1.1 41731 3.17
45 Repeticion 3 T2 Lb S P_R3 6 0.04 3.2 0.00 50.3455 | 59.9805 10.4 1.8 6.7255 0.07
69 Repeticion 3 T3 Lb S P R3 6.03 0.27 2.8 0.12 52.5624 | 62.1834 10.1 1.9 7.1094 0.94
94 Repeticion 3 T4 Lb S P R3 6.02 0.30 2.6 0.12 50.3455 | 59.6941 10 7.3 7.0278 1.37
Fuente: Elaboracién propia
Tiempo (h) MUESTRA [DILUCION] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml
0 To Lb S P R1 0.001 241 0.1 2410000
20 Tl Lb S PRI 0.001 1140 0.1 11400000
45 T2 Lb SPR1 0.001 1640 0.1 16400000
69 T3 Lb SPR1 0.0001 264 0.1 26400000
94 T4 Lb S P R1 0.0001 543 0.1 54300000

88



ANEXOS N° 6. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS NO
ENCAPSULADAS ACTIVADAS EN CALDO DESPROTEINIZADO

Tiempo (h) REAF:JEI;FSIE';%N CODIGO MUESTRA pH PRO:\)/I:'EDIO Grados BRIX PR%'SIEXDIO \lj::; vasgicr)r\u Vol. muestra | Vol. NaOH gA/EIzE:Ilzd%) Pi%'\IADEEDZIO
vacio lactico
0 Repeticion 1 To Lb A D R1 6.32 6.30 5.6 5.47 32.5537 | 42.5086 10.4 8.1 7.32 7.2628
23 Repeticion 1 Tl Lb ADR1 6.39 6.51 5.4 5.07 32.5537 | 42.4149 10.4 6.7 6.11 5.4109
47 Repeticion 1 T2 Lb ADRIL 4.56 6.05 4 4.33 32.5537 | 42.4198 10.5 18.8 17.15 8.1111
144 Repeticion 1 T3 Lb A D R1 4.98 5.65 & 3.93 51.1511 | 61.0664 10.4 10.9 9.89 9.0537
0 Repeticion 2 To Lb A D R2 6.27 5.4 51.1515 | 60.9901 10.2 7.7 7.04
23 Repeticion 2 Tl Lb A D R2 6.70 DESV’IACION 5 DESV/IACION 51.1515 | 61.047 10.2 49 4.46 DESVJACION
47 Repeticion 2 T2 Lb A D R2 6.99 ESTANDAR 4.8 ESTANDAR 51.1515 | 61.0247 10.2 3 2.73 ESTANDAR
144 Repeticion 2 T3 Lb_ A D R2 7.2 4.8 32.5535 | 42.4353 10.4 2.3 2.09
0 Repeticion 3 To_Lb_A D _R3 6.32 0.03 5.4 0.12 32.5537 | 42.4975 10.4 8.2 7.42 0.20
23 Repeticion 3 Tl Lb A D R3 6.45 0.16 4.8 0.31 32.5537 42.41 10.5 6.2 5.66 0.86
47 Repeticion 3 T2 Lb A D R3 6.6 1.31 4.2 0.42 32.5537 | 42.2637 10.2 4.8 4.45 7.87
144 Repeticion 3 T3 Lb_ A D R3 4.78 1.34 4 0.90 51.1511 | 61.2351 10.4 17 15.17 6.58
Fuente: Elaboracion propia
Tiempo (h) MUESTRA [DILUCION] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml
0 To Lb AP D R1 0.01 276 0.1 276000
23 T1 Lb AP D R1 0.001 114 0.1 1140000
46 T2 Lb AP D R1 0.0001 76 0.1 7600000
118 T3 Lb AP D R1 0.00001 11 0.1 11000000

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXOS N° 7. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS NO
ENCAPSULADAS ACTIVADAS EN CALDO PROTEINIZADO

. REPETICION | . - Peso | peso o
Tiempo (h) MUESTRA CODIGO MUESTRA pH PROMEDIO | Grados BRIX | PROMEDIO vaso |\ o coemu Vol. muestra | Vol. NaOH g/ll_ af:ldo PROMEDIO
vacio lactico
0 Repeticion 1 To_Lb A P R1 6.18 6.22 6.4 6.27 32.5537 | 42.3935 10.4 8.8 8.0489 7.9143
23 Repeticion 1 Tl Lb APRIL 6.62 6.91 5.8 5.87 32.5537 | 42.4481 10.2 7.1 6.4582 4.5196
47 Repeticion 1 T2 Lb A P R1 4.77 6.42 5.6 5.80 32.5537 | 42.561 10.5 18.6 16.7278 7.5285
144 Repeticion 1 T3 Lb AP RI 4.96 6.53 4.4 5.53 51.1511 | 61.1651 10.2 14.2 12.7621 6.1167
0 Repeticion 1 To Lb A P R2 6.22 6.2 51.1515 | 61.0823 10.5 8.9 8.0658
23 Repeticion 1 Tl Lb A P R2 7.32 DESV’IACION 5.8 DESV/IACION 51.1515 | 61.223 10.5 34 3.0383 DESVJACION
47 Repeticion 1 T2 Lb AP R2 7.43 ESTANDAR 5.8 ESTANDAR 51.1515 | 60.9484 10 2.8 2.5722 ESTANDAR
144 Repeticion 1 T3 Lb A P R2 7.38 6.2 32.5535 | 42.6214 10.4 3 2.6818
0 Repeticion 1 To Lb A P R3 6.25 0.04 6.2 0.12 32.5537 | 42.4645 10.4 8.4 7.6280 0.25
23 Repeticion 1 Tl Lb A PR3 6.78 0.37 6 0.12 32.5537 | 42.5234 10.5 4.5 4.0623 1.76
47 Repeticion 1 T2 Lb A P R3 7.05 1.44 6 0.20 32.5537 | 42.4156 10.2 3.6 3.2854 7.97
144 Repeticion 1 T3 Lb A P R3 7.24 1.36 6 0.99 51.1511 | 61.0615 10.4 3.2 2.9060 5.76
Fuente: Elaboracién propia
Tiempo (h) MUESTRA [DILUCION] N° COLONIAS VOLUMEN SEMBRADO UFC/ml
0 To Lb AP P R1 0.01 153 0.1 153000
23 Tl Lb AP P R1 0.001 1270 0.1 12700000
46 T2 Lb AP P R1 0.0001 20 0.1 2000000
118 T3 Lb AP P R1 0.00001 1 0.1 1000000

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXOS N° 8. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS
ENCAPSULADAS A UN 4% Y 5% DE CaCl, EN CALDO SIN DESPROTEINIZAR O PROTEINIZADO

Perlas al 4% CaCl2-1 h - 3% al

inato / Suero proteinizado

Tiempo (h) RI'\EAFL’JEETS'%%N CODIGO MUESTRA | pH PRO'F\)’ED'O %rs:’;s PR%'\FQE(D'O Vol.mu | Vol. NaOH AC'D'IEé%t?é '5 S PF;%'\I"DEE[;O
0 Repeticion 1 To Lb P R1 4.97 4.97 6 6.00 6 3.3 4.95 4.9500
24 Repeticion 1 Tl Lb P R1 5.25 5.27 5.6 5.60 7 2.4 3.09 3.4286
48 Repeticion 1 T2 Lb P R1 4.64 4.86 5.07 7 2.7 3.47 3.4286
120 Repeticion 1 T3 Lb P R1 4.49 4.76 5.33 7 3.3 4.24 3.8143
144 Repeticion 1 T4 Lb P R1 4.26 4.54 4.2 4.47 7 3.6 4.63 4.2857
192 Repeticion 1 T5 Lb P R1 4.21 4.48 3.8 4.27 6.5 4 5.54 45462
0 Repeticion 2 To Lb P R2 4.97 6 6 3.3 4.95
24 Repeticion 2 T1 Lb P R2 5.26 5.6 7 2.9 3.73
48 Repeticion 2 T2 Lb P R2 5.08 | DESVIACION 5.2 DESVIACION 7 2.6 3.34 DESVIACION
120 Repeticion 2 T3 Lb P R2 Biogl| ESTANDAR 6 ESTANDAR 7 23 2.96 ESTANDAR
144 Repeticion 2 T4 Lb P R2 5.08 5 7 2.8 3.60
192 Repeticion 2 T5 Lb P R2 5 5 7 2.5 3.21
0 Repeticion 3 To Lb P R3 4.97 0.00 6 0.00 6 3.3 4.95 0.00
24 Repeticion 3 T1 Lb P R3 5.3 0.03 5.6 0.00 7 2.7 3.47 0.32
48 Repeticion 3 T2 Lb P R3 4.86 0.22 5 0.12 7 2.7 3.47 0.07
120 Repeticion 3 T3 Lb P R3 451 0.46 5 0.58 7 3.3 4.24 0.74
144 Repeticion 3 T4 Lb P R3 4.28 0.47 4.2 0.46 7 3.6 4.63 0.59
192 Repeticion 3 T5 Lb P R3 4.22 0.45 4 0.64 7 3.8 4.89 1.20

Fuente: Elaboracién propia
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Perlas al 5% CaCl2-1 h - 3% alginato / Suero proteinizado

Tiempo (h) R,'\EAFCJEETS'%CA)N CODIGO MUESTRA| pH PROMEDIO GBrS?QS PROMEDIO | Vol. mu N\;"O'H 'g‘cclé'g'lzazct?é'g PROMEDIO
0 Repeticion 1 To_Lb P R1 4.97 4.97 6 6.00 6 3.3 4.95 4.9500
24 Repeticion 1 T1 Lb P R1 4.61 4.63 3.4 3.47 7 48 6.17 6.0000
48 Repeticion 1 T2 Lb P R1 471 4.81 3.4 3.20 7 3.5 4.50 4.1571
120 Repeticion 1 T3 Lb P R1 6.19 6.26 2.8 2.67 7 1.4 1.80 2.0143
144 Repeticién 1 T4 Lb P R1 5.42 5.36 2.8 2.67 7 2.6 3.34 25286
192 Repeticion 1 T5 Lb P R1 4.38 4.40 2.8 2.67 7 8.3 10.67 6.0857
0 Repeticién 2 To_Lb_P_R2 4.97 6 6 3.3 4.95
24 Repeticién 2 T1 Lb P R2 4.61 3.6 7 45 5.79 .

— ) . DESVIACION

48 Repeticion 2 T2 Lb P R2 48 | DESVIACION 3 DESVIACION| 7 3.3 4.24 e ANAR
120 Repeticion 2 T3 Lb P R2 6.24 ESTANDAR 2.6 ESTANDAR 7 16 2.06
144 Repeticion 2 T4 Lb P R2 5.2 2.6 7 34 4.37
192 Repeticion 2 T5 Lb P R2 4.34 2.6 7 9.3 11.96
0 Repeticion 3 To_Lb P R3 4.97 0.00 6 0.00 6 3.3 4.95 0.00
24 Repeticion 3 T1 Lb P R3 4.66 0.03 3.4 0.12 7 4.7 6.04 0.20
48 Repeticion 3 T2 Lb P R3 4.92 0.11 3.2 0.20 7 2.9 3.73 0.39
120 Repeticién 3 T3 Lb_P R3 6.35 0.08 2.6 0.12 7 17 2.19 0.20
144 Repeticion 3 T4 Lb P R3 5.46 0.14 2.6 0.12 7 2.5 3.21 0.63
192 Repeticion 3 T5 Lb P R3 4.49 0.08 2.6 0.12 7 7.3 9.39 1.29

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXOS N° 9. DATOS DE MONITOREO DE pH, LACTOSA Y ACIDEZ EN LA FERMENTACION BATCH CON CEPAS
ENCAPSULADAS A UN 4% Y 5% DE CaCl. EN CALDO DESPROTEINIZADO

Perlas al 4% CaCl2-1 h - 3% alginato / Suero desproteinizado

ACIDEZ g/L 4cido

Tiempo (h) REATJElzT;TCFLgN CODIGO MUESTRA | pH PRO'F\)"HED'O %rs:’;s PR%'\FQ'IE(D'O Vol.mu | Vol.NaOH | lactico (MASA Pi\%'\IADEEDZIO
ACIDO LACTICO)

0 Repeticion 1 To Lb D1 Rl 4.84 4.84 5.4 5.40 7 3.8 4.89 4.8857
24 Repeticion 1 T1 Lb D1 R1 5.16 5.20 5.2 5.20 7 2.6 3.34 3.2901
48 Repeticion 1 T2 Lb D1 Rl 4.64 4.66 4.8 4.80 7 2.4 3.09 3.1286
120 Repeticion 1 T3 Lb D1 Rl 4.79 4.74 4.6 4.60 6.5000 2.4 3.32 2.9802
144 Repeticion 1 T4 Lb D1 Rl 5.57 5.49 4.4 4.40 7.0000 1.6 2.06 2.3143
192 Repeticion 1 T5 Lb D1 R1 5.1 5.40 4 3.87 7.0000 2 2.57 2.3143

0 Repeticion 2 To Lb D1 R2 4.84 5.4 7 3.8 4.89

24 Repeticion 2 Tl Lb D1 R2 5.23 5.2 7 2.6 3.34

48 Repeticion 2 T2 Lb D1 R2 457 | DESVIACION | 48 | DESVIACION 7 2.3 2.96 DESVIACION
120 Repeticion 2 T3 Lb D1 R2 461 | ESTANDAR 4.6 ESTANDAR 6.5 2.2 3.05 ESTANDAR
144 Repeticion 2 T4 Lb D1 R2 5.86 4.4 7 15 1.93
192 Repeticion 2 T5 Lb D1 R2 5.74 3.8 7 1.7 2.19

0 Repeticion 3 To_Lb_D1 R3 4.84 0.00 5.4 0.00 7 3.8 4.89 0.00

24 Repeticion 3 T1 Lb D1 R3 5.22 0.04 5.2 0.00 6.5 2.3 3.18 0.09

48 Repeticion 3 T2 Lb D1 R3 477 0.10 4.8 0.00 7 26 3.34 0.20
120 Repeticion 3 T3 Lb D1 R3 4.82 0.11 4.6 0.00 7 2 257 0.38
144 Repeticion 3 T4 Lb D1 R3 5.04 0.42 4.4 0.00 7 2.3 2.96 0.56
192 Repeticion 3 T5 Lb_D1 R3 5.35 0.32 3.8 0.12 7 17 219 0.22

Fuente: Elaboracién propia
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Perlas al 5% CaCl2- 21 h - 3% alginato / Suero desproteinizado

REPETICION

Grados

ACIDEZ g/L éacido

Tiempo () | "o oA | CODIGO MUESTRA | pH | PROMEDIO | %81 | PROMEDIO | Vol.mu | Vol.NaOH Acl?lgtgi%ﬁém PROMEDIO
0 Repeticion 1 To Lb DL R1 4.84 4.84 5.4 5.07 7.0 3.8 4.89 4.89
24 Repeticion 1 T1 Lb DL R1 4.21 4.23 34 3.47 6.5 7.1 9.83 8.51
48 Repeticion 1 T2 Lb DL R1 4.03 4.02 38 3.80 7.0 8.2 10.54 17.49
120 Repeticion 1 T3 Lb DL R1 3.82 3.85 3 2.93 7.0 18.6 23.91 20.41
144 Repeticion 1 T4 Lb DL R1 3.64 3.69 2.8 2.73 7.0 21.4 2751 42,61
192 Repeticion 1 T5 Lb D1 R1 3.55 3.61 26 2.47 7.0 27.9 35.87 50.61
0 Repeticion 2 To_Lb_DL R2 4.84 44 7.0 3.8 4.89
24 Repeticion 2 T1 Lb_DL R2 4.27 ' 3.2 ' 7 6.1 7.84 '
48 Repeticion 2 T2 Lb D1 R2 4.01 DéESSTVA'ﬁg'A%N DEESSTVAQS"A%N 8.1 31.37 DéESSTVA,'ﬁgL%N
120 Repeticion 2 T3 Lb_DL R2 3.84 6.5 12.4 45.42
144 Repeticion 2 T4 Lb D1 R2 3.69 2.6 7 15.2 78.17
192 Repeticion 2 T5 Lb_DL R2 3.63 2.4 7 17.6 9051
0 Repeticion 3 To_Lb D1 R3 4.84 0.00 5.4 0.58 7.0 3.8 4.89 0.00
24 Repeticion 3 T1 Lb_DL R3 4.21 0.03 38 0.31 7 6.1 7.84 115
48 Repeticion 3 T2 Lb_DL R3 4.01 0.01 36 0.20 8.2 10.54 12.03
120 Repeticion 3 T3 Lb_DL R3 3.88 0.03 28 0.12 14.7 18.90 14.09
144 Repeticion 3 T4 Lb DL R3 3.74 0.05 2.8 0.12 6.5 16 22.15 30.91
192 Repeticion 3 T5 Lb_DL R3 3.66 0.06 2.4 0.12 7 19.8 25.46 34.94

Fuente: Elaboracion pro
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