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ABSTRACT

Probiotic bacteria have been recognized as an important alternative to antibiotics and other growth
factors used in animals, which have a negative influence on animal and consumer’s health. Preliminar
experiments were performed in shaker to obtain the media formulation and the growth kinetics for
isolated strains of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. Experiments on a 2.7 L batch reactor
allowed the study of operation parameters as agitation and aeration, obtaining the highest growth using
two 6-paddle Rushton turbines and air flow of 1.4 VVM. These results were used to scale-up the batch
process to a 50.0 L bioreactor, obtaining a geometrically similar design that produces a cell density of
6.5 g/L in 24 hours of operation, with optimum media and operating conditions, broadening the field of
application of probiotics to industries not necessarily related to dairy products.
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INTRODUCCION Los componentes activos de los probidticos son
una mezcla de bacterias 4cido lacticas, entre

En las dltimas décadas el mercado de los ali-  las que se encuentran Lactobacili, Bifidobac-

mentos saludables ha crecido notablemente a
nivel global. Tanto en Asia como en Europa, el
crecimiento anual de ésta industria fue del 20%
entre 1992 y 1997. Dentro de esta gama de
alimentos se destacan, con cerca del 65% de
participacién en el mercado mundial, aquellos
con un contenido probidtico, los cuales contie-
nen microorganismos bacterianos de tipo
acidolacticos.

teria y Enterococci entre otras, las cuales com-
ponen la flora intestinal de humanos y anima-
les. Sin embargo, segin estudios, las especies
bifidobacterium y lactobacillus son las que ejer-
cen todo el efecto positivo sobre el organismo

[6].
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Estudios han demostrado la influencia positiva
que tienen los cultivos probiéticos en la salud
humana y del ganado vacuno, actuando
benéficamente en la flora intestinal del indivi-
duo[4], y se ha descubierto que para los vacu-
nos, evita enfermedades tales como: mastitis,
descalcificacién e infecciones en el tracto
reproductivo[16]. Ademas, los probidticos dis-
minuyen las alteraciones digestivas e inducen
el aumento del peso del animal en un 20%, lo
cual reduce los costos por unidad producida
de carne [3].

Europa, Estados Unidos y Japén, han desarro-
llado alimentos de varias clases con cultivos
probiéticos, entre los cuales se encuentran los
derivados de la leche y los cereales. En Latino-
américa el mercado de los probidticos se ha
desarrollado basicamente en los productos lac-
teos.

Actualmente en Colombia la produccién de
alimentos con probiéticos es incipiente, sien-
do la industria de licteos la anica que los usa,
debido a la facilidad para obtener crecimiento
de los microorganismos en un medio lictico.
Los probidticos utilizados actualmente en Co-
lombia son importados de paises como Japén,
lo cual implica costos de adquisicién y trans-
porte elevados.

La biusqueda de medios y condiciones de culti-
vo que permitan la obtencién de altas densida-
des de microorganismos (>107 UFC/g), ha sido
la meta de muchas empresas, que estdn intere-
sadas en las bacterias acidoldcticas, no sélo
como microorganismos iniciadores, sino tam-
bién como un ingrediente o aditivo probiético
para aumentar el valor nutritivo de sus produc-
tos. De esta forma, la biomasa de estos micro-
organismos ha adquirido un mayor valor y una
mayor demanda. Infortunadamente, los méto-
dos de cultivo industrial de probidticos se ca-
racterizan por sufrir de la inhibicién del creci-
miento celular debido a la produccién de 4cido
l4ctico, un producto primario de su metabolis-
mo.
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Existe un amplio interés cientifico e industrial
hacia el desarrollo de bioprocesos novedosos
que puedan mejorar el rendimiento y la pro-
ductividad actuales, asi como simplificar el ci-
clo de produccién. Un gran aporte a la indus-
tria nacional, seria la produccién de los probié-
ticos a partir de un medio no lactico para am-
pliar sus aplicaciones a otros alimentos, ya sea
para consumo humano o animal, con la corres-
pondiente reduccién de costos para los consu-
midores.

Al obtenerse la tecnologia para la produccion
de probidticos, se genera la posibilidad de en-
contrar mecanismos que promuevan su imple-
mentacién en el pais. Esto produciria efectos
positivos en el mercado doméstico de este pro-
ducto, especialmente en aplicaciones pecuarias.

En Europa y Japon se han desarrollado mez-
clas simbiéticas [11] como alimentos para ani-
males, que presentan elevados costos de pro-
duccién, debido esencialmente a la necesidad
de crecer los probiéticos en medios de cultivo
que arrojen una buena produccién celular. Ac-
tualmente en Estados Unidos existe diversidad
de productos para animales domésticos que tie-
nen un contenido probidtico y se adquieren a
costos elevados. Japén por su parte desarroll6
una mezcla probiética que se importa en algu-
nos paises productores de carne para ser mez-
clada con el concentrado que se suministra al
ganado, lo cual eleva casi en un 50% los costos
de produccién de carne de buena calidad.

EL PROBLEMA Y LA SOLUCION

Actualmente en el mundo existen dos factores
preponderantes que estan marcando la pauta
en la produccién de carne. Estos son el rendi-
miento de la produccién animal y la calidad de
la carne, la cual no debe contener residuos de
antibiéticos que hayan sido suministrados al
animal.

Colombia ocupa el tercer puesto en volumen
de produccién de carne en América Latina, des-
pués de paises como Argentina y Chile, sin em-
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bargo se esta alejando de los indices producti-
vos de carne de los paises industrializados tanto
en volumen como en calidad, debido al manejo
primario que se le ha dado a la parte nutricional
de la ganaderia en Colombia, haciendo que la
produccién de leche y carne sea ineficiente.
Estudios de Fedegan indican que la mala cali-
dad de los pastos de forraje y la contaminacién
de las aguas, hacen que disminuyan las colonias
de bacterias benéficas presentes en el intestino
del animal, que permiten desdoblar los alimen-
tos y mantenerlo saludable.

Para obtener un buen rendimiento en la pro-
duccién animal intensiva habia sido necesario
el uso de antibiéticos para prevenir enferme-
dades y favorecer su crecimiento. El problema
del uso de estos antibidticos radica en que tra-
zas o residuos de los mismos quedan en la car-
ne, que al ser consumida por el hombre crean
resistencia de microorganismos patégenos a al-
gunos antibidticos. Es asi como en Asia y Euro-
pa se ha fomentado el consumo de alimentos
que no involucren antibidticos en su produc-
cién, creando leyes que benefician la importa-
cién de alimentos proteinicos que cumplan con
este requisito.

El mal funcionamiento del sistema digestivo en
ganado vacuno produce deficiencias de mine-
rales en los huesos y en los tejidos desarrollan-
do mastititis, descalcificacion, infertilidad
posparto, retencién de liquidos y tejidos de la
placenta que producen endometritis, lo cual
lleva a un alto indice de mortandad de cabezas
de ganado al afio, disminuyendo la produccién
de carne de buena calidad.

Es asi como se hace necesario el desarrollo de
un producto alimenticio para ganado vacuno
que contenga microorganismos probiéticos, el
cual mejore el funcionamiento intestinal del
animal, mejorando la produccién de carne.

Los microorganismos probidticos necesitan ba-
sicamente de una fuente de carbono junto con
otros micronutrientes para su crecimiento ade-
cuado, por lo que es factible aprovechar cier-
tos productos agricolas de gran produccién en

el pais como dicha fuente de carbono en el
medio de cultivo por su alto contenido de sa-
céridos [7].

Un gran aporte a la industria nacional serfa la
produccién de los probiéticos a partir de un
medio no lictico, con importantes beneficios
como:

* Sustitucién de importaciones de probidticos
para aplicaciones en productos no licteos.

* Mejor aprovechamiento de los recursos
agricolas y la tecnologia disponibles en el pais.

* Mejorar el contenido nutricional de alimen-
tos de consumo masivo en el pais.

* Ampliacién de las aplicaciones de los pro-
bidticos a otros alimentos ya sea para con-
sumo humano o animal.

* Reduccién de costos para los consumido-
res.

MaTeriaLES Y METopos UTiLizabos

Identificacion y Aislamiento de Microorganis-
mos

Utilizando el método de cultivo por aislamien-
to se realizaron siembras a partir de kumis y
yogurt comerciales utilizando un medio sélido
(agar) especifico para cada cepa. Para
lactobacillus se utiliz6 el medio MRS (Merck)
y el medio Rogosa (Merck), obteniendo mejo-
res resultados en el primero, en un pH ajusta-
do de 5,5, incubando a 44°C en un medio
microaerofilico en cajas de petri por 48 horas.
A pesar de que la temperatura 6ptima de cre-
cimiento de los microorganismos es de 37°C,
las siembras se incubaron a 44°C para evitar el
crecimiento de levaduras presentes en los pro-
ductos lacteos.

Para el aislamiento de la especie bifidobacte-
rium se preparé agar TPY(Triptone Peptone
Casein), al cual se le agregd L-cysteina (Merck).

La incubacion se realizé en un medio anaerobio
utilizando sobres de anaerobiosis {Anaerogen),
en una jarra de anaerobiosis de 2,5 L durante

48 horas a 44°C.
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La identificacién de las cepas se realiz6 me-
diante una tincién de Gram para después ser
observadas al microscopio. En la Tabla 1 se
muestra la caracterizacion de cada cepa.

Para mantener las cepas en un medio enrique-
cido, se utilizé caldo de cultivo MRS (Difco),
para la especie lactobacillus, que fue incubado
en tubos de ensayo a las mismas condiciones
que para el aislamiento, y mantenido a 5°C
durante periodos de 8 dias para evitar la conta-
minacién y el envejecimiento del cultivo. Para
la especie bifidobacterium se utilizé caldo de
cultivo TPY preparado en el laboratorio.

Para la identificacion de las especies también
se utilizé el Kit API 50 ChL (Biomerieux), y
API 50 ChB, que de acuerdo con el pH de las
muestras, permitié identificar las siguientes
especies: L. acidophilus, L. casei, L. delbruecki,
L. plantarum, L. reuteri y Bifidobacterium
bifidum, esenciales para efectos benéficos en
el gastro intestinal animal.

Tabla 1. Caracterizacién de las cepas bacterianas

to concentrado para ganado vacuno, y puesto
que las bacterias 4cidolicticas basan su meca-
nismo de crecimiento en la fermentacién de
azdcares reductores, se ve la necesidad de en-
contrar un sustrato que sustituya a los con-
vencionales (licticos), y permita obtener igua-
les o mejores rendimientos en la reaccién a
bajo costo. Por lo anterior se buscé un medio
de cultivo éptimo para el crecimiento de las
bacterias probioticas, cuya fuente de carbono
provenga de un recurso agricola del pais. La
opcién seleccionada fue la melaza de cafia, con
una composicién de 60% glucosa y 40% saca-
rosa y de bajo costo. Debido a esto, se com-
paré su rendimiento con un medio de cultivo
que contenia agua residual del proceso de
pasteurizacion UHT (Ultra High Temperatu-
re), con una poblacién de coliformes totales
menor a 10 NMP/g que esta por debajo del
valor maximo estimado en la norma NTC 611

del ICONTEC para alimentos.

Se formularon tres medios de cultivo para ex-
perimentacién en el shaker (bafio agitado de
temperatura controlada), con el fin de selec-
cionar en medio con mayor productividad ce-

Caracteristica | Lactobacillus | Bifidobacterium lular. La formulacién de cada medio de culti-
Cilindros, Cilind, liz6 calculando 1 idad d
Forma varitas largas, tindros vo se realizd calculando la cantidad de sustrato
cocoides pequenos que provee el carbono segtin la composicién y
Estructura Cadenas Cadenas adicionalmente con un medio minimo de sales
Coloracién Gram positivas | Gram positivas obtenido de la bibliografia [12], y adicionado
Esporulaciéon NO NO la levad 1 .
Condici a levadura que aporta la proteina.
ondiciones . ) .
X Microaerofilos Anaerobiosis
Aerdébicas
Sin Sin bi - A continuacién se muestra la composicién de
. . . 1n pigmentacion, K .
Colonias pigmentacion, ovaladas los medios de cultivo formulados:
redondas
Tem.perat_ura 44°C 42°C
de aislamiento )
pH optimo de 55 2 Tabla 2. Composicién del Medio de Cultivo 1
crecimiento ) )
Medio de C(:mponente Cantidad
cultivo de Agar MRS Agar TPY Melaza de Cafia 32¢g/L
aislamiento Extracto de Levadura 5,0 g/l
Caldo de Medio Minimo de Sales
cultivo para Caldo MRS Caldo TPY Fosfato de Potasio (KH,PO,) 0.5 g/L
conservacion Cloruro de Amonio (NH4CI) 1.0 g/L
Sulfato de Sodio (Na,SOy) 2,0 g/L
Medio de Cultivo Cloruro de Calcio Hexahidratado 0.001 g/L
(Caclz*6H20)
Debido a la necesidad de encontrar un medio Sulfato de Hierro (FeSO.) 0.0003 g/L
Cloruro de Magnesio (MgCl,) 5 ppm

de cultivo que sea compatible con un alimen-
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Tabla 3. Composicién del Medio de Cultivo 2

Componente Cantidad
Agua Residual UHT 45 g/L
Extracto de Levadura 5,0 g/L
Medio Minimo de Sales 33g/L

Segian Luedeking [8], las fermentaciones 4ci-
do lcticos aumentan su eficiencia utilizando
peptona caseina, como tuente de proteina ade-
mds de la levadura, la cual no es utilizada fre-
cuentemente por su costo. Sin embargo el cos-
to que se evita utilizando glucosa como sustrato
podria compensar la utilizacién de peptona
caseina, por lo cual se procedi6 a formular un
tercer medio de cultivo que presenta la siguien-
te composicién:

Tabla 4. Composicién del Medio de Cultivo 3

Componente Cantidad
Melaza de Cafia 32 g/L
Extracto de Levadura 5,0 g/L
Peptona Caseina 10,0 g/L
Medio Minimo de Sales 33g/L

Medicién de Crecimiento Celular

El crecimiento celular fue determinado me-
diante mediciones de peso seco de las mues-
tras (g células/ml), las cuales fueron inicialmen-
te centrifugadas a 10000 rpm durante 20 min.
El sobrenadante se guarda para anilisis, mien-
tras que el precipitado es lavado con agua des-
tilada para una segunda centrifugacién de 10
min a la misma velocidad. Luego las muestras
son secadas, primero a 110 °C durante 3 horas
y posteriormente a temperatura ambiente en
un desecador durante 12 horas.

Adicionalmente, se verificé la viabilidad ce-
lular mediante conteo de wunidades
formadoras de colonia (UFC), utilizando di-
versas diluciones del medio de cultivo, que
fueron sembradas en agar MRS (Merck) o
TPY segin la bacteria, e incubadas durante

48-72 horas a 37°C.
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Consumo de sustrato

El consumo de sustrato fue medido a partir de
la concentracién de azdcar en el medio de cul-
tivo, por medio de un anilisis DNS (Acido
dinitrosalicilico) [2].

Produccién de Acido Lactico

La concentracion final de acido lactico en cada
una de las corridas se determiné por medio de
la cuantificacién del volumen de solucién de
Carbonato de Sodio 2.5 M adicionada para con-
trolar el pH del medio de cultivo, conociendo
que cada mililitro de solucién equivale a 0.2252
g de 4cido lactico [8].

DEeTERMINACION DE LA CINETICA

Se realizaron 5 fermentaciones en el shaker para
cada una de las especies en cada uno de los
medios de cultivos formulados.

Para cada una de las fermentaciones se prepa-
r6 un indculo de 4 ml en un tubo de ensayo
que contenia la misma composicion del medio
de cultivo de la respectiva fermentacién. El
inoculo se incubd por 8 horas antes de la fer-
mentacién a 37°C.

Cada medio de cultivo se preparé en un medio
estéril, en erlenmeyers de 250 ml y un volu-
men 125 ml, para el caso de Lactobacillus la
columna de aire garantizar4 una concentracién
de 5-10% de oxigeno, creando un ambiente
microaerofilico; para las Bifidobacterias, la co-
lumna de aire se utilizé para que el Anaerogen
absorba el volumen de aire encima del medio
de cultivo y crea un ambiente anaerobio. Des-
pués de 8 horas de incubacién del indculo, se
agregé al medio de cultivo en ambiente estéril,
y se colocé el erlenmeyer en un shaker a (100

rpm) a 37°C por 48 h [2].

En la Tabla 5 se muestran un resumen de datos
de cada una de las fermentaciones menciona-
das anteriormente y los pardmetros mas rele-
vantes de crecimiento celular.

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
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Tabla 5. Pardmetros cinéticos experimentales.

Especie Lactobacillus | Bifidobacterium
Medio 1 2 3 ) 3
‘(*h'l‘f‘)‘ 0,06 | 0,05 | 01 | 0,07 | 035
z(g,"‘L) 45 | 38 | 55 | 28 34
wecr | 1o [ e | e | 2
(1;73 45 | - 195 | - | 73

En las figuras 1, 2, 3 y 4, y de la tabla 5, se
observa que el mayor crecimiento celular, para
las dos especies se da en el medio de cultivo 3
y al comparar este medio, con el medio 1 se
encuentra un aumento de hasta un 25%.
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Figura 1. Curva de crecimiento para fermentacion
de lactobacillus en medios 1, 2 y 3
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Figura 2. Concentracién celular para fermentacion
de Lactobacillus en medio 1, 2 y 3.

- Facuitad de Ingenieria

12

10 o LV

A4
8 i

A

LOG (UFCigr)
2]

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56
tiempo (h)

—&— Medio 2: Agua Residual
—e— Medio 3: Melaza con Peptona

0 4 8

Figura 3. Curva de crecimiento para fermentacion
de bifidobacterium en medios 2 y 3
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Figura 4. Grdfico de concentracion celular para
Bifidobacterium en medios 2 y 3

Los crecimientos que se obtuvieron de las fer-
mentaciones en agua residual UHT para las dos
especies son muy bajos comparados con los
otros medios, y la viabilidad de células es del
orden de 10° UFC/g. Por lo anterior este me-
dio no es el adecuado para el propésito de este
proyecto.

Para las fermentaciones que se realizaron en
lactobacillus con los medios 1 y 3 (Tablas 2 y
3), la viabilidad de células es del orden de 10/
UFC/g. En algunas fermentaciones se alcanzé
a obtener un crecimiento de 10° UFC/g en el
medio 3, lo que asegura un mejor desempefio
de este ultimo. La velocidad de crecimiento
global y maxima para el cultivo 3 es mayor a la
obtenida en el cultivo 1 lo que resulta en un
menor tiempo de fermentacion.
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Modelo Matematico de la Cinética de Creci-
miento

Segan Luedeking [8], en fermentaciones &ci-
do lacticas la concentracién de acido lictico
minima que inhibe la reaccién es de 35 g/L. En
las fermentaciones de Lactobacillus con el
sustrato 3 la concentracién maxima obtenida
fue de 9,5 g/L, por lo que se sospecha que no
hay una inhibicién. Los datos experimentales
se compararon con los datos obtenidos por los
modelos de la ecuacién de crecimiento[14],
Monod y Monod con inhibicién no competiti-
va por producto (Figura 5), que dependen de
la concentracion de células (g/ml); también se
compar6 con el modelo de Gompertz (Figura
6) para bacterias, basado en el niimero de cé-
lulas viables por gramo.

- d D
DN &

fog {UFCigr)

DON SO
e

0 4 8 12 18 20 24 28 32
Tiempo (h)

+ - Experimental s Modelo de Gompertz

Figura 5. Velocidad especifica calculada por los di-
ferentes modelos para lactobacillus.

Para el modelo de de monod simple, los datos
presentan una desviacién promedio de + 0.004
h'!, respecto a los datos experimentales, mien-
tras que la desviacién promedio del modelo de
Monod con inhibicién es de + 0.09 h''.

La desviacién promedio de los datos del mo-
delo de Gompertz, respecto a los datos expe-
rimentales es de = 0.1 log (UFC/g).

Del anélisis de las desviaciones estindar y de
las curvas de los modelos, se predice que la fer-
mentacién de lactobacillus en el medio de
cultivo 3, sigue el Modelo de Monod Simple.
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log (UFClgr)
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Figura 6. Viabilidad de células contra tiempo obte-
nidas por el modelo de Gompertz para lactobacillus.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos calculados del mode-
lo de crecimiento.

. Fermentacion
Fermentacion de
Parfimetro deLactolfacllos Bifidobacteria
en medio de .
A en medio de
cultivo 3 .
cultivo 3
Xméx (crecimiento 5’5 g,f'L 3,4 g/L
celular)
Pméx (concentracion 9’5 gfL 7 R 5 g/L
de écido lactico)
Viabilidad de 1,34E+07 2,00E+07
células UFClg UFClg
H méx (velocidad de 0,1 h! 0,35 h!
crecimiento)
Td (tiempo de 7,073 h 1 ,98 h
| peneracion)
v . 0,2596 0,2195
x'/s. de g células/g g células/g
rendimiento) substrato substrato
v _ 0,7391 0,6976
P/lS(.coeﬁclentc de g producto /g g producto/ g
rendimiento) substrato substrato
, 0,09 0,03
m(CWﬁCfm'ede g substrato/g g substrato/g
mantenimiento) células*h células*h
K4 (velocidad de 0,01 h”' 0,01 b
mucnc!

A partir del modelo cinético y de las ecuaciones
cinéticas para cada fase se hallaron los rendi-
mientos de biomasa, sustrato, y el coeficiente
de manteniendo de células, asi como también
la constante de velocidad de la fase de muerte
los cuales se muestran en la tabla 6. La ecua-
cién cinética encontrada, el balance de sustrato
y los tiempos de crecimiento se indican en la

Tabla 7.
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Por medio de los datos cinéticos, se pudo esta-
blecer un tiempo 6ptimo para preparacién del
inéculo de 8 horas, con las cuales se asegura
que los microorganismos se encuentran en su
tase exponencial de crecimiento. El volumen
del indculo se fij6 en 10% del volumen de li-
quido en el reactor, valor recomendado por
multiples autores [9,14] con el {in de reducir
la fase de latencia en el reactor.

Se realizaron cuatro corridas, de 2.7 L cada una,
en el reactor bioldgico Bioflo 3000 (New
Brunswick Scientific), manteniendo la tempe-
ratura a 37 °C, pH

Tabla 7. Eeuaciones cinéricas, balance de susirato v
riempos de la curva de crecimiento en el shaker

yeter U " & ihi deliaciohasiies edin de | Pormentanoi de 3}&%&%&@:&:&&9
mﬁi?ss Sl S dex:aiﬂvc‘ - R
Eouac u=0H5+S u=035" 8/92 +5
Balance de Sustrate dSKE = 3.8 DU+ 1,3 g8 + 0,087 X G*Sfdf =4 5K+ 1,4 4Pt + 0.03°X
Fase de Latencia 0 2h
: ik ih
24 8
Fase Estacionatia Sh 4h
Fasg de Muetke 3h 3t

a 5.5 y agitacién a 150 rpm, v utilizando el di-

sefo e}pe rimental de la tabla 8.

Variables experimeniales evaluadas

A Turbinas Rushton = Turbinas Rushton
0.74 VVM 148 VVM

Ay Lightnin A-315 Lightnin A-315
074 VVM 148 VVM

A: Tipo de agitador
B. Flujo de alimentacién de aire

El primer tipo de agitacién evaluada (A,) con-
siste en 2 tur’oinas Rushton de 6 paletas, dis-
tanciadas 1.5 veces su didmetro entre si. El se-
gundo tipo de agitacién evaluada (A)) corres-
ponde a un agitador tipo A-315, similar al de la
figura 10. Los flujos de aire utilizados corres-
ponden a 2 L/min (B,) y 4 L/min (B,).

Faculitad de Ingenieria

Lightnin A-3183 Turbina Rushton

Agitadores uiilizados

' 0s resultados obtenidos para crecimiento ce-
lular en cada una de las corridas se muestran
en la Figura 8, donde se puede observar que al
final de las 48 horas de muestreo se obtiene un
crecimiento entre 6-10% mayor en las corridas
que utilizaron un mayor flujo de aire, mostran-
do poca relacion con el tipo de agitacién utili-
zado.

Sin embargo, analizando la duracién de la fase
exponencial en cada una de las corridas, se pue-
de observar que esta tiene una menor duracién
utilizando la combinacién A B,, en la cual se
obtiene un valor de masa celu }ar por unidad de
volumen cercano al 83% de su valor final a las
21.5 horas de iniciado el proceso.
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Ademas de los resultados anteriores, se com-
. sahilid, Tosl. + alova
probé una viabilidad celular muy elevada en
todas las corridas, superior a 1x10/ UFC/ml
en todas ellas, siendo la méas elevada la obteni-
da en la corrida A B,, la cual alcanza el orden

de las 6x10' UFC/ml.



Los resultados de produccién final de dcido lac-
tico son consistentes con aquellos obtenidos por
Schiraldi et al [12] en experimentos similares,
obteniendo una concentracién final de 8.79 g/
L enla corrida A B,, la cual es 7.2% mayor que
la obtenida en la corrida A,B,, y 8.9% superior
al valor obtenido con las otras dos corridas.

Dados los resultados anteriores, se determina
que las condiciones mds adecuadas para la ob-
tencion de una biomasa elevada con un tiempo
de produccién reducido, con alta viabilidad
celular, son las utilizadas en la corrida A1B2,
es decir, utilizando 2 turbinas Rushton con un
flujo de aire de 1.48 VVM (4 L/min en el
Bioflo).

DimMENSIONAMIENTO PRELIMINAR DEL REAC-
ToRr PiLoTo

Se decidié realizar el disefio de un reactor pi-
loto que permitiera garantizar la mayor simili-
tud con las pruebas experimentales realizadas
en el Bioflo. El volumen total seleccionado fue
de 50.0 L, el cual presenta un aumento de un
orden de magnitud con respecto al reactor de
laboratorio y permite que este dltimo sea usa-
do para la preparacién del inéculo.

Se encontraron las relaciones adimensionales
utilizadas para la descripcién geométrica del
reactor de laboratorio, las cuales se muestran

en la Tabla 9.

Tabla 9. Relaciones adimensionales para el disefio
del reactor

| Relacion adimensional Valor |
Altura liquido/Altura total 0.65
Altura reactor/Diametro reactor 1.45
Diametro agitador/Diametro reactor 0.33

Altura paleta/Diametro agitador 0.2
Longitud paleta/Didmetro agitador 0.25

La relacién entre altura de liquido y altura to-
tal es un poco menor a la que usualmente se
utiliza, debido a la aparicién de abundante es-
puma a partir de las 16 horas de operacién bajo
las condiciones seleccionadas. Por esta razén,

para el disefio se tuvo en cuenta la implemen-
tacién de un rompedor mecinico de espuma,
ya que la adicion de sustancias antiespumantes
afectan el coeficiente de transferencia de oxi-
geno, elemento clave en el posterior escala-
miento del reactor.

Las dimensiones generales del equipo disefia-
do se presentan junto con los pardmetros de
escalamiento del equipo en la tabla 10.

Nivel de Contencién para Seguridad

El nivel de contencion se define de acuerdo con
las caracteristicas del microorganismo utiliza-
do, teniendo en cuenta aspectos como su gra-
do de modificacién genética, patogenicidad y
virulencia entre otros.

Dado que las bacterias utilizadas no presentan
riesgo para la salud humana en ninguno de los
aspectos anteriores, es posible clasificarlas como
microorganismos Grupo 1, y debe cumplir con
los requerimientos de seguridad GILSP (Good
Industrial Large Scale Practice) [9]. Los pro-
cedimientos de seguridad para la operacién a
este nivel son aquellos de seguridad bdsica en
un laboratorio, con autoclavado in situ, y sin
requerimientos de purificacion de gases ni sis-
temas sellados para toma de muestras o adi-
cién de materiales. Puede utilizarse la agitacién
meciénica sin condiciones especiales de seguri-

dad.
Material de Construcciéon

El material seleccionado es acero inoxidable
AISI 316L, apropiado para las condiciones es-
peciales de pH generadas por la produccién de
acido lactico. Los espesores de placa requeri-
dos son de 2 mm para las paredes y 2.86 mm
para el fondo y la tapa, calculados de acuerdo
con el estandar ASME capitulo VIII.

Escalamiento del Reactor
Conocidas las condiciones éptimas para el cre-

cimiento celular, y dado que las variables ana-
lizadas experimentalmente se relacionan estre-
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chamente con la transferencia de oxigeno al
medio y el sostenimiento de las condiciones
microaerofilicas dentro del reactor, se opté por
utilizar el criterio del coeficiente volumétrico
de transferencia de masa K a como constante
para el escalamiento, utilizando como pardme-
tros la potencia por unidad de volumen (P_/
V) y el flujo volumétrico de aire (Q).

El procedimiento seguido es el sugerido por
Hubbard [4], que determina dos pasos para la
obtencién de las condiciones de operacién en
el reactor de mayor escala:

* Determinacién del flujo de aire que man-
tiene el parametro Q/V constante.

* Cilculo de la velocidad de agitaciéon que
mantiene constante el valor de K a.

El valor de K a para el Bioflo fue determinado
de manera experimental utilizando el método
estatico de gassing out [15], obteniendo de esta
manera un valor de 5.16 h' (0.001 s).

Los parametros de escalamiento se pueden
obtener utilizando las siguientes correlaciones

[15].

0.4
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P = NNN'DY|

550g.

Aplicando las correlaciones, se obtienen los
resultados que se muestran en la tabla 10.

Con estos resultados se puede realizar el dise-
fio del reactor piloto, el cual se presenta en la
Figura 9.

Facultad de Ingenieria
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Tabla 10. Resultados Escalamiento

Parimetros de Escalamiento
Qv 1,48 vvm
Q (Flujo volumétrico de gas) 74,0 L/min
Dimensiones generales
D (diametro del reactor) 43,45 cm
H (Alwra del liquido) 40,96 cm
H; (Altura total del reactor) 63,01 cm
hp (Altura de pared) 41,28 cm
V (Volumen liquido del reactor) 50,00 L
V1 (Volumen total del rcactor) 82,7L
Agitacién
d (diametro del agitador) 19,98 cm
w {altura de paleta) 4,00 cm
1 (longitud de paleta) 4,99 cm
N (velocidad del agitador) 100 rpm
N; (Power number) 5,28
N, (Numero de agitadores) 2
Bafles
N, (niimero de bafles) 4
J (ancho de bafles) 4,35 cm
Cilculos
Re 58501
P, (potecia requerida) 10,6351 W
K, a calculado (correlacion) 5,88 n'

L5 01 om

Figura 9. Disesio del reactor piloto (50 L)

CoNcLusIONES GENERALES

Se logré producir probioticos a partir de me-
dios no lacticos, utilizando como medio de cul-
tivo un subproducto de la industria del azicar
de muy bajo costo en el mercado.

Se disené y escalé un reactor a escala piloto
para produccién de probioticos en medios no
lacticos.

El medio de cultivo 3 arrojé resultados sorpren-
dentes de crecimiento celular (5.8 g/L) y via-

bilidad de células (10'* UFC/kg), dando una

posibilidad para Colombia de entrar en el mer-
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cado de produccién de los probiéticos, utili-
zando materias nacionales y aprovechando los
residuos de uno de los procesos productivos
mds importantes en el pais como lo es la pro-
duccién de azicar.

Uno de los logros més relevantes de este pro-
yecto fue la obtencién de las condiciones de
operacion dptimas para el crecimiento de los
microorganismos probidticos en un reactor ba-
tch de laboratorio, usando dos turbinas Rushton
de 6 paletas, aireacion de 1.48 vvm, tiempo de
proceso de 24 horas y un medio de cultivo de
bajo costo.

El crecimiento celular que se obtuvo en el me-
dio de cultivo 3 en los experimentos en el
shaker, es tan solo un 10% menor que los ma-
yores crecimientos encontrados en institutos
de investigacién de Jap6én [13] y es 40% ma-
yor que estudios realizados en otros substratos
en Europa [10].

Para bifidobacterium la fermentacién en el
shaker tarda 40 horas en alcanzar el mayor cre-
cimiento celular, y es un tiempo aproximado a
los encontrados en referencias bibliograficas

[5].

En las fermentaciones realizadas en el shaker
con el medio de cultivo 2, no se obtuvo una
viabilidad de células favorable para el propési-
to de éste experimento (10° UFC/gr), y el cre-
cimiento celular méximo obtenido en el me-
dio de cultivo 3 fue bajo (3,5 g/L) comparado
con los obtenidos en los otros medios.

El escalamiento del reactor fue completado de
manera exitosa, con un alto grado de confianza
en los resultados dado que el valor de K a ex-
perimental es muy similar al calculado por co-
rrelaciones. El cambio de escala permite ade-
miés el uso del reactor de laboratorio para pre-
parar el indculo del reactor piloto.

Sobre la produccién de acido lactico, impor-
tante subproducto del proceso, se encontré una
concentracion final en niveles similares a los
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referenciados por otros investigadores, alrede-

dor de 9¢g/L.
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