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Revision de la lileratura

1. REVISION DE LA LITERATURA
1.1. Aspectos biolégicos

Los animales herbivoros dependen de los microorganismos presentes en su
tracto digestivo, para realizar la digestion de las plantas que contienen
polisacaridos complejos, ya que tales compuestos no son atacados por los
enzimas de sus secreciones gastricas. Tales animales pueden se divididos en
monogastricos y poligastricos (rumiantes), la diferencia bésica es que el
estomago de los rumiantes esta dividido en cuatro compartimentos con
funciones especializadas y el de los monogastricos, como su nombre lo indica,
no lo estd. Los compartimentos del estémago de los rumiantes son: rumen,
reticulo, abomaso y omaso (Hobson, 1966), distribuidos como lo muestra la
Figura 1.1.1. Dado que es en el rumen donde se lleva a cabo principalmente la
degradacién de los alimentos, es el objeto de interés para el presente trabajo.

RUMEN

INTESTINO DELGADO

ESOFAGO

Fig. 1.1.1. Esquema de los 6rganos que forman el estomago del rumiante: rumen,
reticulo, omaso y abomaso.

En la Figura 1.1.1. puede apreciarse que el rumen es la porcion mas grande del
estomago de los rumiantes. El esquema muestra, de mancera simplificada, cl
flujo de los materiales a través del estomago.
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1.1.1. Microorganismos y ecologia del rumen

El rumen constituye aproximadamente el 65 a 70% del estémago de los
rumiantes adultos, teniendo un volumen de 10 - 15 litros en la vaca y de
aproximadamente 6 litros en una oveja (Brock et al., 1987). Por otra parte, como
ya se dijo, es principalmente en él donde se lleva a cabo la fermentacién de los
alimentos; que tiene por objeto transformar los sustratos no accesibles de las
plantas (principalmente celulosa y otros polisacaridos complejos) en
compuestos accesibles para la nutricién del rumiante (Hungate, 1966). En el
rumen, los microorganismos son mezclados con el alimento por medio de
contracciones y expansiones de la pared y por la rumia, asi como por la gran
secrecion de saliva que posee el rumiante; todo ello ocasiona que el cultivo que
se da en el rumen sea de tipo continuo, con un tiempo de residencia, en ovejas,
de aproximadamente 1 dia (Hobson, 1966). El rumen es esencialmente
anaerobio aunque alguna cantidad de oxigeno puede llegar durante la ingestion
y por medio de la sangre, a través de las paredes del mismo (Hobson, 1966).

Los microorganismos del rumen (como biomasa) proporcionan una proteina
microbiana de alta calidad (Satter y Roffler, 1981), de gran importancia
nutricional para el rumiante (Russell y Dombrowsky, 1980). La degradacion de
proteinas de la dieta por los microorganismos rumiantes produce péptidos y
aminoécidos (Armstead y Ling, 1993). Aproximadamente el 60% de la proteina
verdadera que se ingiere, es degradada por los microorganismos del rumen
hasta amoniaco, una parte de éste va a la saliva y regresa por esta via al rumen.
El resto de la proteina que se ingiere pasa de largo por el rumen hasta el
intestino delgado, donde se digiere y absorbe o es excretada por las heces,
gracias a ello, los rumiantes utilizan el nitrogeno eficientemente (Satter y
Roffler, 1981). En las secciones 1.1.2, 1.1.3. y 1.14, que se presentan a
continuacion, se discute sobre los microorganismos mas importantes que se
encuentran en el rumen, las interacciones entre ellos y con el medio ambiente.
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1.1.2. Condiciones fisicoquimicas del rumen

El contenido del rumen incluye una fase gaseosa y una fase liquida, ambas
practicamente libres de oxigeno. Un andlisis tipico del gas del rumen es
{Hobson, 1966):

Componente {mg/L)
H>S 0.13

Ho 0.16

O2 7.56

N2 77.51

CH, 168.64
CO 1130.82

Por su parte, el liquido es un caldo de cultivo pobre en aminoacidos, en el que
la principal fuente de nitrégeno es el amoniaco. La fermentacion produce
acidos que son en parte consumidos por el metabolismo bacteriano y en parte
neutralizados por la saliva, resultando que, en condiciones normales, el pH del
rumen es de 6 a 7 (Hobson, 1966). Investigaciones mas recientes indican que el
pH del rumen varia entre 5 y 7, siendo amortiguado por bicarbonatos, fosfatos,
proteinas y acidos grasos volatiles (Russell y Dombrowsky, 1980). Las dietas
que incluyen gran cantidad de materiales amilaceos, propician que el pH
descienda por debajo de 6, haciendo posible que predominen bacterias
acidéfilas (Hobson, 1966).

Los acidos que se producen son, principalmente: formico, lactico y succinico,
que luego son consumidos para producir acético, propiénico y butirico, estos
altimos comunmente conocidos, como Aacidos grasos voldtiles (AGV's); en
concentraciones totales de aproximadamente 0.1 M (Hobson, 1966; Thomas y
Rook, 1981). Del total de los AGV's, tipicamente 65-74%mol es dcido acético,
15-20%mol es acido propidnico y 8-16%mol es acido butirico (Thomas y Rook,
1981). Ademas de los AGV's, se forma en primera instancia H,, el cual puede ser
consumido para formar metano. Un esquema simple de las reacciones que
ocurren en el rumen es el siguiente:
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l DIGESTION DE LA MATERIA ORGANICA EN EL RUMEN -

POLIMEROS COMPLEJOS
proteinas, almidones, fibras

v

COMPUESTOS SIMPLES
Aminoacidos, aztcares

l 60 - 80% de la

ACIDOS ORGANICOS ener.gia
acético, propiodnico, butirico, »-| Necesara para

lactico, otros de cadena larga la produccién
I de leche y

j carne
'y '

[ H2+cCO2 | [ ACETATO |
| I

'

[ CHa+CO2 |

Fig. 1.1.2. Esquema condensado de la degradacién de materia organica en ¢l rumen.

Debido a que la fermentacién es anaerobia, el poder reductor que se genera en
exceso no puede combinarse con oxigeno para formar agua, de manera que los
productos de la fermentacién tienen que ser reducidos (Buttery, 1981). El
producto de esta reduccién es el metano y por consiguiente, su concentracion
varia con las variaciones de la concentracion de AGV's, principalmente de acido

propidnico (Thomas y Rook, 1981).

Por otra parte, en cuanto al metabolismo del nitrégeno, éste tiene como
principal fuente el amoniaco para las Dbacterias, mientras que algunos
protozoarios (principalmente los ciliados) no pueden utilizarlo. Diversos
estudios in vitro, indican que el nivel 6ptimo de amonio en el rumen cs de
5 x 103 M (Buttery, 1981). En este ambiente, se desarrollan una gran variedad
de microorganismos, entre protozoarios, hongos y bacterias, que interactuan
activamente con el entorno (Hungate, 1966), que se describen brevemente a

continuacioén.
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1.1.3. Protozoarios y hongos

Los protozoarios del rumen estdn altamente adaptados a ese habitat, son
anaerobios, pueden fermentar materiales vegetales para obtener energia y
almacenar polisacaridos (hasta un 82% de los azicares asimilados pueden ser
almacenados como almidon (Hungate, 1966). La mayoria de los protozoarios
son ciliados, aunque se llegan a encontrar también flagelados y las cuentas
tipicas de ellos son del orden de 10% a 10¢células/mL (Hungate, 1966)
Investigaciones posteriores reportan cuentas de protozoarios ciliados de
4.3 x 105 células/ g de contenido ruminal (Nagaraja et al, 1992). La acidez es
altamente dafiina para los protozoarios, que se desarrollan en un rango de pH
de 5.5 a 8.0, aunque lo hacen mejor a pH 6.5 (Hungate, 1966).

Los azucares solubles son rapidamente asimilados por los protozoarios, por
ejemplo, la sacarosa la utilizan mds rapidamente que las bacterias, aunque no
pueden utilizar la galactosa (Hungate, 1966). De la fermentacién de los azucares
producen CO,, H; y 4cidos voldtiles. Son activamente proteoliticos y obtienen
el nitrégeno principalmente de la ingestion de bacterias, aunque no existe
especificidad por ingerir bacterias ruminales y también pueden, ingerir a otros
protozoarios (Hungate, 1966). El ciliado Dasytricha ruminantivm  fermenta
glucosa y otros aztcares solubles presentes en el fluido ruminal y produce
acido lactico (siendo este el mas abundante de los productos, aunque en
presencia de oxigeno lo consume), 4cido acético, acido butirico y CO,, ademas
de trazas de acido propidnico y é4cido férmico, almacenando amilopectina (Ellis
etal.,1991).

Los protozoarios contribuyen activamente a conservar el equilibrio del
ecosistema ruminal, ya que por una parte consumen el escaso oxigeno que llega
a encontrarse disuelto en el liquido ruminal (D. riminantivm y Tritrichomonas
foetus 1o consumen rapidamente), el cual es muy daiiino para algunas bacterias,
especialmente las metanégenas y las celuloliticas (Fonty et al, 1987
Ellisetal,1991). A manera de ejemplo, puede citarse que la bacteria
Methanosarcina barkery, que es un metanégeno, no se inhibio al incubarlo con los

cili «dos Isotricha spp y D. ruminantium aan en presencia de suficiente oxigeno en
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la fase gas que mantendria una concentracién en el liquido de 15.7 pmol/L
(Hilman et al., 1988). Por otra parte, los protozoarios actian como predadores
de la poblacién bacteriana (Nagaraja et al., 1992). Se estima que los protozoarios
en el rumen, consumen 90 g de bacterias diariamente, lo cual es comparable a
un flujo de materia seca, a través del rumen, de 500 g/dia (Fonty et al., 1987). En
presencia de protozoarios ciliados, la cuenta total de bacterias es de
28x1010células/mL, mientras que en ausencia de ellos es de
1.3 x 101! células/mL, con el efecto neto de un aumento en la concentracion de
AGV's y por lo tanto de disminucién del pH (Nagaraja et al., 1992).

Los hongos del rumen son anaerobios y se encuentran presentes en la flora
ruminal después de 8 dias del nacimiento, para el dia 20 la cuenta llega ya a 102
a 103 esporas/ mL. Los mas frecuentes son Neocallimastix frontales y Sphaeromonas
comnmunis aunque con ciertas dietas los hongos tienden a desaparecer
(Fonty et al., 1987).

1.1.4. Bacterias

Las bacterias del rumen estan adaptadas a vivir a valores de pH de 5.5 a 7.0, en
ausencia de oxigeno y temperatura de 30 a 40°C (Hungate, 1966). La poblacion
bacteriana del rumen es muy variada e incluye bacterias celuloliticas,
lactoliticas, metandgenas, entre otras (Fonty et nal, 1987). Algunas de las
bacterias representativas que se encuentran comunmente en el rumen son:
Oscilospirn  guillermondi,  Bacillus merismopedioides, ~ Selenomonas — ruminantium,
Megasphaera elsdenii, Streptococcus bovis, Bacteroides siuccinogenes (Hungate, 1966;
Nagaraja et al., 1992).

El tracto digestivo de los rumiantes, es rapidamente colonizado después del
nacimiento por una amplia poblacién bacteriana; después de dos dias la cuenta
de anaerobios estrictos llega a 1()9 bacterias/mL, a los cuatro dias se presentan
ya bacterias celuloliticas, las cuales son muy sensibles al oxigeno y cuvo
principal exponente es Rumniinococcus spp., cuyas cuentas pueden variar de 107 a
107 bacterias/ mL (Fonty et al., 1987).
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El fluido ruminal contiene aproximadamente de 1010 a 1011 bacterias/mL, la
gran mayoria de las cuales estan en relacién simbiética unas con otras (Buttery,
1981). Unas proveen azucares solubles a partir de los polisacaridos y otras,
factores de crecimiento, como vitaminas (Buttery, 1981). El 40% de las bacterias
ruminales utilizan el nitrégeno del amonio mientras que el 60% restante
depende de otros suministros (Armstead y Ling, 1993). Las bacterias son
metabdlicamente mas importantes que los protozoarios (Buttery, 1981). Las
bacterias metanégenas, de las cuales el principal exponente es Methanobacterium
ruminantium , crecen sélo cuando el potencial redox es bajo (-0.35 V) a pH 7
(Hungate, 1966). M. ruminantium es un coco Gram positivo que consume AGV's
e hidrégeno (Hungate, 1966). Sin embargo, la metanogénesis se inhibe
rapidamente en presencia de oxigeno en cantidades apenas detectables (<0.25
mol/L) (Hillman et al., 1992). El tiempo de duplicacion promedio de la mezcla
de bacterias ruminales es de aproximadamente 6 horas (Armstead y Ling, 1993).

En el rumen habitan también bacterias proteoliticas, siendo las principales las
de los géneros Proteus, Corynebacterium y Micrococcus (Hungate, 1966). Por otra
parte, el principal microorganismo que degrada grasa es Veillonella alcalensces,
obteniéndose como productos dcidos grasos (Hungate, 1966). Butyrivibrio spp.
produce é4cido butirico y puede usar hidrégeno para reducir acido acético
(Hungate, 1966).

La Figura 1.1.3. que se encuentra a continuaciéon, muestra un esquema

simplificado de las interacciones microbianas que se dan en el rumen.
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Fig. 1.1.3. Esquema simplificado de las interacciones microbianas que se dan en el
ecosistema ruminal.

En el esquema anterior, se puede observar que en el ecosistema rumen sc da
una compleja relacién microbiana; los productos de unos microorganismos son
utilizados como sustratos o como factores de crecimiento por otros, los
protozoarios ademdas de participar en la degradacion de los materiales
preéentes, actaan como predadores de la poblacion bacteriana, las bacterias que
utilizan los acidos intermedios evitan su acumulacién (sobre todo del lactico)
con lo que evitan que el pH baje, lo cual es muy danino para los protozoarios,
etc.
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De la gran poblacién microbiana que se encuentra presente en el rumen, existen
algunos microorganismos que sobresalen, ya sea por que representan una
elevada proporcién de la poblacién total, o bien por el papel que desempenan
en el equilibrio del ecosistema rumen. De los protozoarios, el ciliado Dasytricha
ruminantium es el mas notable, por la elevada proporcion en que se le
encuentra, su capacidad para consumir oxigeno (conservando asf las condiciones
de anaerobiosis) y como predador de la poblacién bacteriana
(Nagaraja et al., 1992; Ellis et al., 1991). Por otra parte, dentro de la poblacion
bacteriana se destaca sobre todo Selenomonas ruminantium, ya que representa
una elevada proporcion de la cuenta total de bacterias, 16% segan Latham
(1971) o incluso del 22 - 51% segiin Caldwel y Bryant (1966). Ademas de S.
ruminantium existe otra bacteria que por sus caracteristicas también podria

considerarse para su estudio, esta es Megasplnera elsdenii.

Megasphnera elsdenii es una bacteria ruminal Gram negativa encontrada en gran
numero de animales con dietas basadas en granos (Stewart y Bryant, 1988). Es la
especie predominante que consume lactato en el rumen, siendo tal su capacidad
de fermentarlo que llega a consumir hasta el 97% del lactato ruminal, para
producir una mezcla de 4cido acético, acido propidnico y acido butirico
(Counotte et al., 1981), e incluso se ha propuesto usarla para prevenir la
acumulacién de lactato en el rumen, ya que in vitro se pudo comprobar tal
efecto (Kung y Hession, 1995).

Uno de los problemas mas graves y frecuentes, encontrados en el rumen, cs la
acidosis lactica (Hungate, 1966; Nagaraja et al., 1992; Kung y Hession, 1995).
Kung y Hession (1995), definen la acidosis lactica como pH ruminal menor a 5.2
y concentracion de acido lactico mayor a 20 mM (aproximadamente 1.8 g/L).
Este problema provoca serios trastornos en el sistema rumen, que van desde los
leves, como diarrea, reduccién de la salivacion, reduccion de la motilidad
intestinal, redistribucion del agua en el cuerpo, reduccion en la climinacion de
compuestos toxicos, hasta la muerte del rumiante, ya que la gran mayoria de
los microorganismos del rumen mueren (Slyter, 1976).

10
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Hino y Kuroda (1993), basados en un estudio de los enzimas, sustratos,
productos e intermediarios presentes, en cultivos de Megasphaera elsdenii, en
glucosa y DL-lactato, proponen el siguiente esquema, como la posible via
metabélica para la conversién de lactato en acido acético, acido propiodnico y

acido butirico.

L-lactato C [ actilCoA w
D-lactato AcrihlCoA
ETF %
- ETFH, D
Piruvato
FdH, SC:ETFHZ
ATP
. . v
AcetilCoA Butirato PropionilCoA
2 NADH+H*
AcetilCoA A )
TP
Acetato Propionato

Fig.1.2. Esquema de la posible via metab6lica de utilizacién de lactato por
Megasphaera elsdenii, para producir 4cidos grasos voldtiles.

Como puede verse en la figura anterior, la produccion de dacidos grasos
volétiles esta ligada al metabolismo energético de Megasplnera elsdenii.

1.1.5. Efecto probidtico y metabolismo ruminal

En el sentido mds amplio del término, los probiéticos, para humanos y
animales, son definidos como productos de fermentacion, que contienen
microorganismos especificos vivos y que proporcionados en la dicta como
suplementos, promueven la estabilizaciéon de la microflora y el pH intestinal

(Smith, 1991).

11
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En nutricién de rumiantes, los probiéticos son aditivos que incorporados en la
dieta en proporciones pequefias (1-3%), mejoran la produccién de carne y leche
(Hoyos, 1997, Saucedo-Castafieda et al., 1997). El papel de los probidticos en la
alimentacién humana, es principalmente el restablecimiento de la microflora,
mientras que en animales, se utilizan como aditivos para incrementar la
digestibilidad de los alimentos y la produccion de &cido acético, &cido
propidnico y &cido butirico, AGV's (Williams, 1991). En rumiantes, sus
beneficios son los siguientes (Tapia, 1988; Hoyos, 1997):

a) Estabilizaciéon del pH ruminal, a través del aumento de la
concentracién de bacterias que utilizan el dcido lactico.

b) Aumento en el consumo de alimento, provocado por una mayor
actividad de bacterias celuloliticas y mejor digestion de la fibra.

¢) Incremento de la produccion de AGV's, utilizados por el rumiante
como fuente de carbono y energia, promoviendo una mayor
produccién de leche.

En el contexto del presente trabajo, se entiende por probiético a un aditive que
posee un efecto benéfico sobre el equilibrio del sistema microbiano del rumen,
desempefiando, ademas de las funciones previamente mencionadas, la de

estimular el crecimiento de ciertos microorganismos ruminales.

El estudio del mecanismo de accion de los probiéticos, directamente sobre el
rumen, puede ser muy complicado, dada la gran cantidad de microorganismos
e interrelaciones que en el se dan; de manera que una simplificacion razonable
del problema, puede ser seleccionar un microorganismo que tenga un papel
relevante, involucrado con el efecto probidtico. En este sentido, un buen
candidato es Megasphaera elsdenii, ya que es el principal consumidor ruminal de
dcido léactico, que al acumularse es responsable de la acidosis lactica. Por otra
parte, los probi6ticos tienen incidencia sobre este problema.

12
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1.2. Aspectos de ingenieria

El rumen es un sistema en el cual el alimento fresco se mezcla con la saliva y la
masa fermentante, mientras el fluido y residuos de alimentacién salen en
cantidades equivalentes a las que se alimentan, es decir que, con algunas
desviaciones, el rumen es un sistema que se comporta como un sistema de
fermentacion continuo (Hungate, 1966). De este modo, es posible formular
balances de materia y energia, teniendo en cuenta que de 70 - 80% de la materia
ingerida por el animal se utiliza en el rumen (Annison y Lewis, 1981).

1.2.1. El rumen como un reactor

Los flujos que pasan a través del rumen dependen de la especie de rumiante de
que se trate y por supuesto de la edad, de este modo, en vacas adultas, el tlujo
de materia seca a través del rumen es de aproximadamente 10.5 Kg/dia, los
cuales van acompariiados por un flujo de saliva de aproximadamente 80 L/dia
(Wilson y Brigstocke, 1987; Taniguchi et al., 1995); mientras que en la cria que ha
comenzado a ingerir alimentos sélidos el flujo de materia seca es de 2.8 Kg/dia
con un flujo de saliva de aproximadamente 39 L/dia (Taniguchi et al., 1995). De
manera similar, en el rumen de las ovejas el flujo de materia seca es de
5.8 Kg/dia (Hungate, 1966), acompanados de aproximadamente 10L/dia de
saliva (Taniguchi et al., 1995); de este modo, ya que la cantidad de materia seca
que se encuentra regularmente en el rumen es de 4.4 Kg, se puede estimar la
tasa de dilucion en ovejas como (5.8 Kg/dia)/ (4.4 Kg) = 1.309 dia-! {(Hungate,

1966). Es decir, aproximadamente 18 horas de tiempo de residencia promedio.

En cuanto al flujo de energia, ¢l flujo total debido a los dcidos grasos volatiles
(absorbidos por el rumiante) es de 3530 Kcal/dia, mientras que la energia total
(lo cual incluye AGV's, glucosa, lactato, etc.) absorbida es de 9209 Kcal/dia
(Taniguchi et al., 1995).
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De toda la energia que se "libera" durante la fermentacion, 75-88% la absorbe el
rumiante como AGV's, 9-18% se pierde por eructacién en forma de metano y
3-7% se pierde como calor (Thomas y Rook, 1981).

Las desviaciones mds importantes, con respecto al comportamiento de un
fermentador continuo, son las siguientes (Hungate, 1966):

1) El rumiante no consume alimento de manera continua

2) El volumen del rumen no es constante

3) La tasa de salivacién no es constante

4) La tasa a la cual los materiales fermentados salen del rumen
tampoco es constante y

5) La rumia altera el sentido del flujo de materiales

Sin embargo, si el tiempo de observacién es de aproximadamente 1 dia, se
pueden despreciar tales desviaciones, como de hecho se ha realizado, y
tomando valores promedio, se puede estudiar al rumen como un fermentador
continuo.

1.2.2. Modelado matemaético de sistemas biolégicos

Un modelo se puede definir como una aproximacion fisica o abstracta, que
pretende representar un fenémeno que ocurre en la naturaleza
(Gutiérrez-Rojas, 1995). Es un sistema de ecuaciones, que representan al sistema
bajo estudio. Los modelos simples pueden ser algebraicos, pero son mas
frecuentes las ecuaciones diferenciales, sobre todo cuando son esenciales las
descripciones dindmicas (Perlmutter, 1972).

En fisica se usan dos tipos de aproximaciones para describir fenomenos: la
descripcién corpuscular y la descripcion continua. En la corpuscular, se ve al
sistema como compuesto de un gran numero de unidades elementales,
debiéndose conocer las propiedades basicas de ellas y sus interacciones; cl
sistema se analiza con los métodos de la mecéanica estadistica, para calcular las
propiedades del sistema. Esta descripcién es extremadamente versdtil, pero
ademds de los requerimientos antes mencionados, se debe utilizar una
herramienta matematica muy elaborada (Roels, 1980).

14
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La aproximacién del continuo es mas usual en estudios de ingenieria y es la
base del llamado método macroscépico. Se basa en la definicién de variables
macroscopicas (temperatura, presion, concentracién, entre otras), que se
suponen continuas con respecto al tiempo y a las coordenadas espaciales,
ignorandose la estructura corpuscular subyacente al sistema (Roels, 1980; Roels,
1982).

Entre las razones para llevar a cabo el modelamiento de sistemas biologicos y
bioreactores, Munack (1985} y Belgardt (1991) apuntan que una herramienta
fundamental en el disefio y control de procesos biotecnologicos es el
modelamiento del sistema. Gutiérrez-Rojas (1995) menciona que en la medida
en que se conozca mas sobre los fenémenos detallados, que caracterizan a los
cultivos biolégicos, sera posible el disefio y control de los bioreactores en
cualquier escala de operacién y la posibilidad de aplicacion sera mavor.

La utilizacién de modelos matematicos constituye una util herramienta ¢n
tanto que (Trambouze, 1979):

1) Facilitan el estudio de uno o varios fenémenos, por separado o ¢n
su conjunto.

2) Complementan los conocimientos de un fendmeno situandolo en

un contexto més general.

3) Permiten predecir resultados bajo condiciones de operacion
diferentes a las experimentadas.

4) Permiten establecer estrategias globales para el escalamiento v el
control.

15
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1.2.3, Modelos para sistemas biolégicos de reaccion

Los procesos de fermentacion, son caracterizados por el crecimiento de una
poblacién de microorganismos, que degradan un sustrato, formando algtn(os)
producto(s). El modelo fisico de los procesos es usualmente descrito por un
arreglo de ecuaciones algebraicas y/o diferenciales, derivadas de balances y
que involucran el modelamiento de la tasa de crecimiento (Maher et al., 1995).

Los modelos matematicos en biotecnologia pueden ser desarrollados en
diferentes niveles, a saber (Schtigerl, 1985):

1) Nivel molecular o enzimatico (modelos de sintesis enzimatica).

2)Nivel de componentes intracelulares (modelos celulares
estructurados).

3) Nivel celular (modelos cinéticos).

4) Nivel celular - medioambiente (modelos no estructurados para
reactores).

5) Nivel dindmico-celular - medioambiente (modelos estructurados
para reactores).

La historia de los modelos matematicos de procesos biotecnolégicos, comienza
con las famosas ecuaciones de:

— Honax i si S<2K
2 K Blackman (1905)
H = My si §22K
= HoaS
H= Ko+S Monod (1942)
1=, (1= e7) Teissier (1942)
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las cuales relacionan la concentracién de sustrato limitante con la tasa de
crecimiento de los microorganismos.

La construccién de un modelo matematico que permita predecir el
comportamiento de las variables que definen el estado del sistema, debe partir
de conceptos bien formulados y adecuadamente estructurados; los modelos
matematicos se constituyen de un conjunto de ecuaciones, cada una definida
para cada variable de estado, las ecuaciones se obtienen a partir de
(Gutiérrez-Rojas, 1995).

1) Balances de materia y energia.

2) Relaciones cinéticas.

3) Relaciones fenomenolégicas.

4) Resultados empiricos restringidos a ciertas condiciones.

Las ecuaciones siempre contienen constantes o parametros que dependen de las
condiciones  bajo las que se desarrolla la  experimentacion
(Gutiérrez-Rojas, 1995); de hecho, un paso mds en el modelamiento c¢s la
evaluacion de los parametros desconocidos del sistema, los cuales pueden ser
fisicos, quimicos y biolégicos (Munack, 1985). Un prerrequisito para cl
desarrollo de tales modelos, es un analisis del sistema basado en datos
experimentales de suficiente cantidad y calidad (Schiigerl, 1985). Esto quicre
decir, que en la medida en que se cuente con datos experimentales, se podra
medir algunos de los pardmetros del modelo con suficiente confianza para fijar
su valor, lo cual redituara en un menor numero de parametros a ser ajustados.
Aunado a lo anterior, un andlisis detallado de los datos experimentales, pucde
sugerir adiciones o restricciones en las ecuaciones, lo cual permitira obtener un
modelo que represente una mejor aproximacion, al fenomeno fisico bajo
estudio.

17
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La formulacién de un modelo matemaético debe cubrir de manera sistematica
las siguientes etapas (Luyben, 1973):

1) Descripcion de las bases del modelo. En esta etapa se definen tanto
el sistema como las variables fisicas, quimicas y biologicas que
participan. Entonces es necesario seguir su curso (entradas, salidas,
consumo), mediante balances globales totales y parciales para
cada especie. En la descripcion de la dinamica del sistema dos
tipos de informacion son necesarios: la cinética del transporte de
sustancias al lugar de reaccién vy la cinética de la reaccién en si;
reuniendo estos elementos se obtiene el modelo macrocinético del

comportamiento del sistema (Roels, 1982).

2) Proposicion de hipoétesis de trabajo. Son consideraciones que
pretenden simplificar la complejidad del modelo, con base en
observaciones experimentales. Con frecuencia se introducen
grupos adimensionales que tienen un claro significado fisico, util
en la comprension del problema y que facilitan su solucion. Entre
las hip6tesis mas frecuentes, a que se recurre al modelar sistemas
biolégicos, es la de considerar a la biomasa como compuesta por
células idénticas, todas con el mismo estado fisiolégico
(Crundwell, 1994).

3

~—

Anilisis de consistencia del modelo. Se debe asegurar que se
dispone de al menos el mismo nimero de ccuaciones que de
variables. y que el sistema es consistente desde un punto de vista
dimensional.

4

~—

Solucién de las ecuaciones del modelo. Si es posible resolver de
manera analitica, se obtiene soluciones exactas, pero si la solucion

es numérica se obtienen valores aproximados.

5) Verificacion. Se deben confrontar las predicciones del modelo, con

resultados experimentales propios. En la mayoria de los casos, esta
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es la etapa critica, ya que solo ciertos parametros, y variables de
estado, son medibles directamente, mientras que otras se deben
estimar. Un cuello de botella del desarrollo de modelos, son las
técnicas de medicién inadecuadas, por ejemplo, para el desarrollo
de modelos dinamicos se requiere de andlisis en linea del sistema
(Schiigert, 1985).

En los procesos biologicos, durante el crecimiento nueva masa celular es
formada, autocataliticamente, a partir del sustrato a una cierta tasa especitica de
crecimiento (), la cual constituye el modelo celular, que se discute en la

siguiente seccion.
1.2.4. Modelo celular

Una fase importante en la construccién de modelos matematicos para sistemas
biolégicos, es identificar una expresion adecuada para la tasa de crecimiento de
la biomasa, ya que ello constituye en si un modelo y, de hecho, una buena
préctica es mantener el modelo celular tan simple como sea posible, ya que los
problemas de identificaciéon de parametros y verificacion del modelo, se
incrementan rdpidamente con la complejidad del mismo (Bellgardt, 1991). Una
de las principales premisas, en el desarrollo de muchos modelos de crecimiento
de microorganismos, es identificar un sustrato "limitante del crecimiento”, en
términos del cual se expresa comunmente la tasa de crecimiento micobiano
{Blanch, 1981).

Los modelos de crecimiento celular pueden dividirse en estructurados v no
estructurados (Bellgardt, 1991; Blanch y Clark, 1994). Los modelos no
estructurados son los mas simples y en ellos se toma a la biomasa como un
material uniforme (en solucién), sin dindmica interna cuyas tasas de reaccion
s6lo dependen de las condiciones en la fase liquida del reactor; es decir, solo se
toman promedios sobre la poblacién, de tal manera que los modelos no
estructurados s6lo contienen cinéticas de crecimiento, consumo de sustrato y
formacién de producto, lo cual acota el potencial descriptivo de este tipo de
modelos celulares (Bellgardt, 1991).
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Un modelo no estructurado para el crecimiento de la biomasa es una buena
aproximacion, si los tiempos de respuesta de la célula a los cambios del medio
ambiente son despreciables, comparados con la duracién del proceso de
fermentacion (Bellgardt, 1991).

Si se incluyen en el modelo celular efectos como regulacién metabdlica,
concentraciones internas de metabolitos, enzimas o ARN; es decir si se incluye
el estado interno de las células y sus cambios, se tiene un modelo estructurado
(Bellgardt, 1991; Blanch y Clark, 1994).

En los modelos no estructurados, las reacciones bioldgicas dependen directa, y
solamente, de variables macroscépicas que describen las condiciones en el
fermentador, siendo la concentracién de la masa celular, el unico estado
biolégico variable (Bellgardt, 1991). Esto es particularmente 1til en casos
complejos, donde un modelo no estructurado es mucho mas simple y facil de
aplicar en la practica (Amrane y Prigent, 1994).

Debido a la omisién extensiva del metabolismo celular, este tipo de cinéticas
pueden ser tomadas como cinéticas formales, que solo hacen una descripcion
integral del proceso, sin una descripcién detallada de los mecanismos
subyacentes (degradacién de sustratos, sintesis de componentes celulares,
duplicacién de ADN); este tipo de modelos celulares, solo fallan cuando cs
indispensable que la dindmica intracelular sea considerada (Bellgardt, 1991).

Usualmente, las reacciones microbianas alcanzan su tasa especifica mdxima de
crecimiento ( 4,,,.) a altas concentraciones de sustrato limitante. Por otro lado,
la tasa de reaccién es cero si no hay sustrato limitante disponible. De mancra
que la expresi6n para la tasa especifica de crecimiento, en su forma mas simple,
puede escribirse como el producto de la tasa especifica maxima de crecimiento

por una funcién ( 1), que depende de la concentracion de sustrato limitante (S)
(Bellgardt, 1991):

.“(S) = Hinax T(S) (24'1)
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Las cinéticas dependientes de sustrato simples son las méas comunes y sencillas,
sin embargo en algunos casos son inadecuadas, por lo cual se han desarrollado
otros tipos de cinéticas para modelos no estructurados a nivel de poblacién, a
saber (Bellgardt, 1991):

1) Cinéticas de crecimiento simple y consumo de sustrato.

2) Cinéticas de crecimiento independientes del sustrato.

3) Cinéticas de inhibicién por sustrato y producto.

4) Cinéticas de sustratos esenciales.

5) Cinéticas de mejoramiento de crecimiento y sustratos alternativos.

6) Combinaciones de sustratos esenciales y alternativos.
1.2.5. Identificacién y evaluacion de parametros
El modelado matematico, incluye no sélo la seleccién de la estructura correcta
del modelo, sino también la determinacién cuantitativa de los parametros del
mismo (Bellgardt, 1991).
Los parametros relacionados con la biomasa, poseen particular importancia en
el contexto del modelado de sistemas biolégicos, ya que aportan informacion
valiosa para la comprension del fenémeno bajo estudio. Los parametros que sc

encuentren presentes dependen del tipo de modelo y del tipo de expresion para

el modelo celular, que se esté utilizando, sin embargo, los mas frecuentes son:

a) La tasa especifica méxima de crecimiento ( ,,,,), que representa un
limite al incremento de la tasa especifica de crecimiento debidos a
aumentos de la concentracion de sustrato (Monod, 1949). Este

parametro, depende de las condiciones bajo las cuales se cultive a
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los microorganismos, sustrato limitante, pH, temperatura, tasa de
mezclado, presién salinidad, etc. Depende también de algunos
otros factores como el tipo de fuente de nitrégeno que se utilice
(Bader, 1982).

b) La constante de saturacién o constante de afinidad ( K;), la cual es
una medida de la afinidad del microorganismo por el sustrato
limitante (a menor valor numérico de Ky, mayor afinidad del
microorganismo por el sustrato). Es la concentracion de sustrato
limitante, a la cual se obtiene una tasa especifica de crecimiento
igual a un medio de la méaxima (Monod, 1949)

c) El coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a sustrato
limitante (Yy/), que es una medida de la fraccion de sustrato

limitante transformado a biomasa y su inverso (1/Yy,y), representa

la masa de sustrato limitante utilizado en la formacién de una
unidad de biomasa (Monod, 1949).

Como una ilustraciéon, para el caso de Megasphaera elsdenii, se presenta la
siguiente tabla que muestra la constante de afinidad ( Ky) y tasa especifica de
crecimiento maxima { j1,,,,) para diversos sustratos:

Tabla 2.1. Pardmetros de la ecuacién de Monod para Megasphaera clsdenii, cultivada en
diferentes sustratos.

Sustrato mh' Iy Ky (mM)b
Glucosa , 0.45 0.11
Maltosa 0.55 1.34
Acido lactico 0.21 0.37

a) Russell y Baldwin (1978). b) Russell y Baldwin (1979).

En la Tabla 2.1, se puede ver que M. elsdenii presenta un crecimiento mejor con
glucosa y maltosa que con acido lactico, ya que la tasa especifica maxima de
crecimiento es mayor con estos sustratos. Por otra parte, la afinidad de

M. elsdenii es mayor por la glucosa (recuerdese que a menor valor numérico de
K, mayor afinidad del microorganismo por el sustrato), despucs por el dcido
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lactico y es mucho menor por la maltosa , debido probablemente a la necesidad
de romper el dimero en sus dos momoémeros de glucosa.

Por otra parte, la determinacién de los valores numéricos de los parametros del
modelo, puede seguir dos rutas. La méas conveniente es estimar los parametros
del modelo, a partir de varios experimentos independientes (Bellgardt, 1991;
Crundwel, 1994). Si lo anterior no es posible, entonces deben ser determinados
por ajuste del modelo a los datos experimentales, de hecho esta es la manera
mas usual, se adopta una estructura analitica particular y se ajustan los
parametros, mediante el uso de técnicas numeéricas (Bellgardt, 1991; Maher ¢t al.,
1995). Los algoritmos maés utilizados, en el ajuste de parametros, son los
métodos de Newton y de Marquardt (Howell, 1983). .
Para el ajuste de parametros, se selecciona una funcion objetivo de manera que
pequefios valores de ella, representen una buena aproximacion de las
predicciones del modelo, a los datos experimentales. Los pardmetros del
modelo, son entonces ajustados, alcanzando un minimo en la funcién objetivo,
obteniéndose los pardmetros del mejor ajuste. Es importante senalar, que los datos
experimentales estdn sujetos a errores de medicién, de manera que el modelo

casi nunca ajusta exactamente, aunque este sea correcto (Press ef al., 1990).
Entre las funciones objetivo se encuentran las siguientes:

a) El indice de desempefio ( /), definido como (Starzak et al., 1994):

J= g Yi,olvs - Yi,cal i (25-])
i=1 Y

LInax

la cual suma los cuadrados resultantes de comparar las mediciones
experimentales, Y, ., con las predicciones proporcionadas por el modelo,

Y; - NOrmalizando la diferencia, al referirlas al valor maximo experimental
Y max cOrrespondiente.

b) La funcién "chi-cuadrada” ( x*), definida como (Press ¢t al., 1990):
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2 -
2 g Yi,obs - Yi,ca] (2.3.-1)

la cual suma los cuadrados resultantes de comparar las mediciones
experimentales, Y, ., con las predicciones proporcionadas por el modelo,
Yi,ca

(X..Y;) correspondiente.

,» referidas al valor de la varianza experimental, o;, para el par de datos

1.2.6. Métodos de resolucion de los modelos

Una vez que el modelo ha sido adecuadamente formulado, se debe proceder a
resolverlo para obtener predicciones, que pueden ser comparadas con los datos
experimentales de que se disponga. Dependiendo de la complejidad del
modelo, se proponen soluciones analiticas o soluciones numéricas. El encontrar
solucién analitica a un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO) o
parciales (EDP), depende de varios factores (Lapidus,1962). Por ejemplo,
cuando se trata de EDO, para una variable independiente x y una variable
dependiente y=y(x) la forma implicita de una EDO de n-esimo orden puede

ser escrita como:
Flx,y, ML) =0 (2.6.-1)

Donde y[’l =d"y/dx". En forma explicita esta ecuacion toma la forma:

[n]

y 4+ g,y['"” + gzy["‘2'+...+g”y = p(x,y) (2.6.-2)

Donde los coeficientes g; son constantes y/o funciones de v y v La posibilidad

de encontrar solucién analitica es muy dependiente de la naturaleza de los
coeficientes g, g,,...,¢, y del término, no homogénco, p; cuando los
coeficientes g; son constantes, una solucién analitica siempre puede obtenerse.

Cuando son funciones de x, es usualmente posible obtener una solucion
analitica, por otra parte, cuando algunos de los coeficientes ¢ v p son

funciones de y la ecuacion es no lineal y, una solucion analitica explicita es casi
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imposible de obtener, en tales casos la solucién numeérica es la alternativa
(Lapidus, 1962).

Para el caso de sistemas de EDO, se utilizan varias metodologias. Los métodos
de Runge-Kutta para sistemas de EDO (Press et al, 1990), son de los mads
frecuentemente utilizados. Por otra parte, Flora et al. (1995) usaron, también
para sistemas de EDO de primer orden, el método de Gear. Asi mismo, se ha
utilizado software ya desarrollado como el D02BBF de la libreria de NAG
FORTRAN (Numerical Algorithms Group, Downer Grovo, IL), que integra EDO
de primer orden usando el método de Runge-Kutta (Cachon ¢t al., 1995).

Los métodos que se utilizan para resolver sisternas de ecuaciones diferenciales
parciales {(EDP) son mas complejos que los que se usan para las EDO.
Gutiérrez-Rojas (1995) utilizé el método de diferencias finitas para resolver un
sistema de EDP, mientras que Cachon et al. (1995) informan que es posible
utilizar el software DO3PBF de la libreria de NAG FORTRAN, que integra EDP
usando el método de Gear.
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2. JUSTIFICACION

De acuerdo a lo expuesto, es posible observar que la porcién de estémago de los
rumiantes conocido como rumen, se asemeja en su funcionamiento a un
fermentador. Es decir, se trata de un recipiente en el que se llevan a cabo
reacciones quimicas, catalizadas por una amplia y compleja gama de
microorganismos, que son de capital importancia para la nutricion del rumiante.
De esta manera, el estudio de tal sistema cae dentro del campo de interés de la
ingenieria quimica, pues sus herramientas pueden ser aplicadas a ¢l. Una de tales
herramientas es el modelado matematico del sistema que, como va se
mencionaba anteriormente, proporciona un mejor conocimiento de los

fenémenos que ocurren y posibilita un mejor manejo del sistema en la practica.

Un fenémeno de gran importancia, es el denominado efecto probiético; ya que
uno de los problemas que previene, la acidosis lactica, es frecuente v grave. Se
sabe que los probitticos proporcionan efectos benéficos al sistema microbiano
del rumen, entre los que se encuentra, la estimulacion de la microtlora que
consume 4cido lactico, sin embargo, no se conoce de que manera estimula a los

microorganismos consumidores de acido lactico.

Como se mencioné anteriormente, el estudio del mecanismo de accion de los
probiéticos, directamente sobre el rumen, puede ser muy complicado, dada la
gran cantidad de microorganismos e interrelaciones que en el se dan. Una
simplificacion razonable del problema, puede ser seleccionar un microorganismo
que tenga un papel relevante, involucrado con el efecto probiotico, v utilizarlo
como modelo de estudio. Un buen candidato es Megasphaera elsdenii, va que es ¢l
principal consumidor ruminal de acido lactico, que al acumularse es responsable

de la acidosis lactica, problema en el que los probioticos ticnen incidencia.

De esta forma, se propone el presente trabajo, una vez revisados los aspectos
biol6gicos y de ingenieria relacionados, para contribuir a esclarecer ¢l
mecanismo del efecto probi6tico, en rumiantes.

En concreto, la proposicion es estudiar el efecto de un probiotico comercial, sobre

cultivos axénicos por lotes (sin y con probidtico), de la bacteria ruminal
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Megasphaera elsdenii, utilizando el modelado matematico, como herramienta de
estudio. La intencién es detectar los cambios en los pardmetros de cultivo,
provocados por la presencia del probittico en el medio.

Una cuestiéon importante, que viene a reforzar la justificacion, es el haber

detectado en la literatura, una cierta ausencia en cuanto a modelos matematicos,
para sistemas con este tipo de microorganismos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Contribuir al estudio del efecto probidtico en rumiantes, mediante la
formulacion y resolucién de un modelo matemadtico para cultivo sumergido por
lotes, utilizando la bacteria ruminal Megasphaera elsdenii, como modelo
experimental.

3.2. Objetivos particulares
3.2.1. Evaluar el efecto del probiético comercial Yen Sacc 1026 sobre la
bacteria ruminal Megasplnera elsdenii, mediante cultivos por lote

sin y con probiético.

3.2.2. Formular un modelo matematico para el cultivo sumergido por
lote, de la bacteria ruminal Megasplinera elsdenii. -

3.2.3. Resolver el modelo matemético y evaluar los parametros del
mismo, mediante la comparacién con los datos experimentales.

3.24. Proponer, mediante el analisis global de los resultados, una

explicacién del beneficio que recibe el rumiante con la adicion de
un probiético.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Microorganismo

Se utiliz6 la bacteria ruminal Megasphaera elsdenii cepa 390, donada por la
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT). La cepa se conservo a -20°C, en
frascos serolégicos de 10 mL, conteniendo 5 mL de glicerol al 40%, preparados
en anaerobiosis.

4.2, Preparacion de indculo

a) Indculo fresco para cinética por lote. Las células que se encuentran conservadas,
se reactivaron mediante el proceso que se describe a continuacién. El contenido
total del frasco serol6gico (5 mL), se transfiere a un frasco serolégico de 120 mL
que contiene 45 mL del. medio de cultivo descrito en la secciéon 4.3, en
condiciones anaerobias y asépticas. Se incuba a 37 °C en agitacién a 200 rpm,
durante 24 h. De este frasco se toman 5 mL y se transfieren a un frasco idéntico,
el cual se incuba a las mismas condiciones, durante 12 h. Se repite el
procedimiento anterior, incubandose durante 8 h. Este dltimo cultivo, se utiliza

inmediatamente en los ensayos.

b) Indculo viejo para cinética por lote. Se desarrolla el inéculo siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el parrafo anterior. El indculo asi desarrollado se
mantiene en refrigeracién, a una temperatura de 4 °C durante 15 dias y, después
de esto se utiliza.

) Indculo fresco para cultivo continuo. Para este caso se llevan a cabo los dos
primeros pasos del inciso a, del frasco incubado 12 h se transtieren 25 mL a un
frasco serologico de 500 mL, que contiene 225 mL de medio estéril y anacrobio;
se incuba a 37 °C en agitacién a 200 rpm, durante 8 h, utilizdndose su contenido
integro como indculo para el reactor de dos litros.
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4.3. Medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo

fermentaciones es la siguiente:

Acido lactico

Peptona de caseina

Extracto de carne

Extracto de levadura
Clorhidrato de cisteina
Tween 80

Solucién de resarzurina (0.1%)
Solucién de sales

Agua desionizada c.b.p.

Solucién de sales:
Fosfato dibasico de potasio
Sulfato de amonio
Cloruro de sodio
Sulfato de magnesio
Cloruro de calcio
Fosfato monobasico de potasio
Agua desionizada

con el que se realizaron las

10.00 g
8.00¢g
280¢g
280¢g
050¢g
1.00 mL
1.00 mL

40.00 mL
1000 mL

15¢
30¢g
30g
03¢
03g
15¢g
1000 mL

Se pesan y mezclan todos los componentes, se adiciona el agua desionizada, se
disuelve y ebulle durante 10 minutos. Posteriormente se burbujea COz

(100 mL/minuto) durante 15 minutos para remover el oxigeno, se adiciona

NaOH 8N para ajustar el pH a 8.0. Una vez ajustado ¢l pH, se cambia a una
corriente de Np, que se mantiene dentro del matraz sin burbujear, para

preservar la anaerobiosis y el pH. Se sella el frasco. Se esteriliza en autoclave a

15 lbf/pulg2 durante 15 minutos. El color del medio debe ser amarillo claro o

incoloro, lo cual indica anaerobiosis, color rosa indica presencia de oxigeno.

w2
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Cuando se prepar6 medio de cultivo con probiético, se procedit de la siguiente
manera. Se pesaron 4 g de probiético (Yen Sacc 1026), se adicionan 50 mL de
agua desionizada y se agita durante una hora. Después de esto, se centrifuga a
5000 rpm durante 15 minutos, la solucién sobrenadante se filtra primero en
papel Whatman #42 y después en membrana de 0.45 pm de tamafo de poro.
Paralelamente se esteriliza una membrana igual y un frasco seroldgico de 10
mL sellado, al que se le ha cambiado el aire por una atméstera de CO-. Se filtra
la solucién, a través de la membrana estéril utilizando una jeringa desechable
de 10 mL, descargando el filtrado dentro del frasco. Del frasco se toma en
condiciones estériles y anaerobias, el volumen necesario para que en el medio
se tenga una concentracién de 2% V/V, y se transfiere al frasco con medio de
cultivo, preparado segtn la técnica previamente descrita.

Para la preparacién del medio de cultivo en el reactor, se pesan y mezclan todos
los componentes (excepto la resarzurina), se adiciona el agua desionizada, se
disuelve y ebulle durante 10 minutos. Se adiciona la solucién al reactor, se
coloca la tapa y se esteriliza en autoclave a 15 lbf/pulg2 durante una hora. Se
deja enfriar y se hace pasar una corriente de nitrégeno, previamente filtrada en
filtro microbiol6gico estéril, hasta alcanzar condiciones de anaerobiosis, que se
determina cuando la lectura de un electrodo de oxigeno disuelto, indica cero.

4.4. Sistema de fermentacién
4.4.1. Cultivo por lote

El sistema de fermentacién, para cultivo por lotes, son tubos de vidrio de 1.5 ¢cm
de didmetro por 15 cm de longitud, provistos con tapén roscado de baquelita.
El tap6n es horadado y antes de enroscarlo, se coloca un tapén de neopreno
para un sellado perfecto, que permite introducir o extraer fluidos de su interior,

por medio de jeringa estéril, sin que se pierdan las condiciones de anaerobiosis.
Antes de sellarlos se les cambi6 el aire por una atmosfera de COs y se

esterilizaron a 15 Ibg/ pulgz.
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Para cada cinética se prepararon dos frascos serologicos de 500 mL, provistos de
tapon de neopreno y tapa roscada, con 360 mL de medio de cultivo, preparado
segun técnica ya descrita; a uno de ellos se le adicion6 probiético. Se inocularon
los frascos con 40 mL de inéculo cada uno. De los frascos se transfirieron 10 mL
de medio, ya inoculado, a los tubos estériles y anaerobios, utilizando jeringas

estériles desechables. Lo anterior se ilustra en el siguiente esquema:

Tapa roscada de baquelita 1
Tapon de neopreno ==

a
Tubo de vidrio de
15x1.5cm
40 mL 10mL

Inoculo

\ =R R R = =

Tubos de cultivo

Frasco con medio inoculado

Los tubos se incubaron horizontalmente a 37°C y agitacion de 200 rpm. Se
tomaron muestras, a intervalos regulares de tiempo, durante todo el tiempo de
incubacién. Las muestras se guardaron en refrigeracion a 4°C, hasta realizar las
determinaciones de concentracion de biomasa, concentracion de dcido lactico v

concentracion total de dcidos grasos volatiles.
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4.4.2. Cultivo continuo

El sistema para cultivo continuo, es un fermentador marca B-Braun modelo
Biostat-B, consiste en un recipiente de vidrio de borosilicato provisto de
chaqueta y bafles, con un volumen total de 6.6 litros, 5 litros de volumen util y
relacién Altura/Didametro (L/D) de 2, en el interior tiene un dispersor de gases
y un impulsor con triple juego de propelas, conectado a un motor electrénico
de 180 W de corriente directa, mismo que se ubica directamente sobre la tapa
del recipiente, que es de acero inoxidable. El motor puede operar en un rango
de velocidad de 50 a 1200 rpm. La tapa cuenta con cuatro entradas por donde es
posible suministrar antiespumante, &cidos o bases para control de pH, entre
otros liquidos. Cuenta también con un electrodo para medir pH y potencial de
oxido reduccién, termopar para medir temperatura y entradas para toma de
muestras. Todo ello est4 conectado a una unidad de soporte con unidad de
medicién y control digital integrada, que procesa los datos de temperatura, pH,
potencial redox, para realizar acciones de correccién, como activar una o mas
bombas peristalticas, aumentar o disminuir el flujo de agua de enfriamiento
hacia la chaqueta, entre otras. El control global y almacenamiento de datos se
lleva a cabo por medio de una computadora que gobierna todo el sistema
(Biostat B, Operating Manual).

Se prepararon 2250 mL de medio de cultivo en el reactor, segin la técnica
descrita en la seccion 4.3. Una vez que se alcanzaron condiciones de
anaerobiosis en el medio estéril, se inocul6 el reactor, que operé a 37 °C v 100
rpm de velocidad de agitaciéon. Se tomaron muestras cada 3 horas y cuando se
alcanzé la fase exponencial se inicié el cultivo continuo a una tasa de dilucion
de 0.1 h'l. Se continu6 el muestreo con la misma frecuencia. Las muestras sc
guardaron en refrigeracion a 4°C hasta realizar las determinaciones de
concentracién de biomasa, concentraciéon de 4cido lactico y concentracion total
de acidos grasos volatiles.
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4.5, Tratamiento de muestras

Cada una de las muestras (10 mL), se centrifuga a 5000 rpm durante 25 minutos.
Se separa el sobrenadante y se resuspende la biomasa, en un volumen
equivalente de agua destilada. La biomasa resuspendida en agua, se utiliza para
medir concentraciéon de biomasa. El sobrenadante se filtra en membrana de
0.45 um, del filtrado se toman 50 pL que se utilizan para medir acido lactico.
Del resto del filtrado se toman 0.5 mL y se mezclan con 0.1 mL de solucion de
HCl1 3N, lo que constituye la muestra para medir acidos grasos voldtiles. Lo
anterior se esquemnatiza en el siguiente diagrama.

l Tratamiento de muestras

Muestra
(10 mL)
1
Centrifugar
5000 rpm
durante ZB minutos

[ 1
| Sedimento | | Sobrenadante |
!
Filtrar en membrana
de 0.45 ym
I
|
Resuspender en 5
agua destilada [ OuL ] {

|
500 pL ]

l

Mezclar con 100 pL
de acido clorhidrico

3N
Determinar Determinar Determinar
conceptraCIon concentracion concentracion de acidos
de biomasa de acido lactico grasos volatiles

Fig. 4.5.1. Esquema del proceso de tratamiento de muestras.
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4.6. Técnicas analiticas
4.6.1. Concentraciéon de biomasa

Se determiné por turbidimetria, leyendo D.O. de la suspensién de células, en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-160A, a 660 nm. Si la lectura es mayor a
1 unidad de absorbancia, se hace una dilucién adecuada para que la lectura sea
menor a 1 unidad de absorbancia. Con la lectura de D.O. se interpola en la
curva patrén y se obtiene la concentracion de biomasa en g/L (Goodhue et al.,
1986).

Para preparar la curva patrén de densidad 6ptica contra biomasa, se partio de
un cultivo de M. elsdenii de 20 h de incubacién con un volumen aproximado de
500 mL, se tomaron (por cuadruplicado) muestras de 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 y 8 mL; en
tubos para centrifuga, que previamente se llevaron a peso constante. Las
muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 25 minutos. Se separé el
sobrenadante y, en todos los casos, se resuspendieron las células en 5 mL de
agua destilada, de manera que, del cultivo original unas muestras sc
concentraron y otras se diluyeron, excepto las de 5 mL que quedaron con su
concentracién original. Una vez resuspendidas las muestras, se midio D.O. a 660
nm.

Se centrifugaron las muestras nuevamente, a las mismas condiciones. Se separo
el sobrenadante y los tubos con las células se llevaron nuevamente a peso
constante. El peso seco de células en cada muestra se determiné por diferencia
de peso de los tubos al final del experimento y el peso original. Se construyé
una curva patrén de peso seco de biomasa por mililitro contra D.O,, que se
presenta en la Figura 4.7.1, en la que se puede observar que, en el rango de
0.075 - 0.38 g de biomasa/L y 0.2 - 1 unidades de absorbancia, la relacién cs
lineal entre ambas.
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D.O. (Unidades de Ab)

X(g/L)

Fig. 4.5.1. Curva patrén de densidad 6ptica (D.0.) contra concentracion de biomasa
{X). La ecuacién de la regresi6n lineal es D.0.=2.52X+0.09 con
R*=0.991.

4.6.2. Concentracion de sustrato (acido lactico)

Se determiné utilizando el método enzimatico D-Lactic acid/L-Lactic acid
Enzimatic BioAnalysis de Boehringer Mannheim, con el cual se determinan, en un
mismo andlisis, los dos isémeros Opticos del acido lactico (Boehringer
Mannheim, 1997).

El principio de la determinacién es el siguiente: el L-lactato es transformado
estereoespecificamente por la L-lactato deshidrogenasa (L-LDH) en presencia de
NAD*, a piruvato y NADH+H* Este ultimo es cuantificado por
espectrofotometria a 340 nm y presenta una relacion equimolar con el L-lactato.
Esta reaccion presenta desplazamiento del equilibrio hacia el lado del L-lactato;
sin embargo, esto es corregido por la presencia en el medio de reaccion de

L-glutamato, el cual reacciona con el piruvato generado, en presencia del
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enzima glutamato piruvato transaminasa (GPT), para dar L-alanina y o-

cetoglutarato. El equilibrio de ésta reaccién esta casi totalmente desplazado
hacia el lado de la L-alanina. A continuacién se presenta un esquema de las

reacciones involucradas.

L - Lactato + NAD* « =22, Piryvato + NADH +H’ (4.6.-1)
Piruvato +L - Glutamato—-— L - Alanina + & - Cetoglutarato (4.6.-2)

La determinacién del D-lactato es idéntica pero utilizando D-lactato
deshidrogenasa, que también es estereoespecifica, en lugar de L-lactato
deshidrogenasa (Boehringer Mannheim, 1997).

4.6.3. Concentracion de &cidos grasos volatiles

Se determina por cromatografia de gases (Jouany, 1982). Se inyectan 3 pL de la
mezcla a un cromatdgrafo de gases que utiliza nitrégeno como fase movil
(30mL/min) y Porapac (80 - 100 mallas) como fase estacionaria, empacado en
una columna de acero inoxidable de 1 mm de didmetro. Las condiciones
utilizadas son: 270°C en el inyector, en la columna 180°C inicial, 240°C final con
una rampa de 30°C/minuto y 260°C en el detector. El detector utilizado es de
ionizacién de flama. Se inyectaron muestras de concentracién conocida (0.5, 1, 3
y 6 g/L) para comparar las areas de los picos y obtener la concentracion de las
muestras problema. Los tiempos de retencién tipicos son:

Compuesto Tiempo de retencién (Minutos)
Acido acético 038
Acido propiénico 1.5
Acido butirico 22

4.7. Estrategia experimental
Se realizaron tres grupos de experimentos para hacer un total de siete cinéticas,

en cultivo por lotes. En el primer experimento se Hevaron a cabo tres cinéticas,
con una concentracion inicial de sustrato de 11.7 0.1 g/L; una sin probidtico,
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una con probiético y en una cinética mas, se adicioné extracto de levadura en
lugar de probiético, en la misma concentracién (0.675 g/L). El extracto de
levadura se preparé e incorpor6 al medio, siguiendo el mismo procedimiento

empleado para el probiotico.

En el segundo experimento, se llevaron a cabo dos cinéticas mas, pero con
concentraciones iniciales de sustrato de 7.85 + 0.05 g/L (con probidtico.

En el experimento tres se evalué el efecto de la edad del inoculo, llevandose a
cabo dos cinéticas, a una concentracién inicial de sustrato de 9.4 + 0.05 g/L (con
probidtico).

En todos los casos se tomaron muestras, por duplicado, a intervalos regulares
de tiempo, realizandose el tratamiento y andlisis previamente descritos.

4.8. Expresion de resultados

Los resultados se presentan en forma de graficas elaboradas en KaleidaGrat 3.0.
En primer lugar se presentan comparaciones de cinéticas de crecimiento,
consumo de sustrato y formaciéon de producto. A continuacién las mismas
cinéticas se comparan nuevamente, pero utilizando tasas especificas en lugar de
concentraciones. Para comparar los datos experimentales, con las predicciones
del modelo, se utilizan datos normalizados. Los procedimientos, para obtencer

los datos normalizados y las tasas especificas, se detallan a continuacion.

Los resultados se normalizaron, dividiendo cada concentracion entre la
concentracion maxima local observada para cada especie. Por e¢jemplo, al
normalizar los datos de la cinética realizada sin probidtico y con una
concentracién inicial de sustrato de 11.81 g/L, las concentraciones maximas
fueron: para biomasa 0.95 g/L, para sustrato 11.81 g/L y para producto 10.75
g/L; de manera que para normalizar los datos al maximo local, las
concentraciones de biomasa se dividieron entre 0.95, las concentraciones de
sustrato se dividieron entre 11.81 y las concentraciones de producto s

dividieron entre 10.75. De esta manera, se obtienen cindticas de crecimionto,
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consumo de sustrato y formacién de producto cuyos valores estan en el
intervalo de 0 - 1. No6tese que los datos normalizados son adimensionales.

Las tasas especificas de crecimiento (), consumo de sustrato (¢;) vy formacion
de producto (gp), se calcularon, punto a punto, utilizando las siguientes

relaciones (Wang et al., 1979):

p=i¥ (4.8-1)
X dt
l [IS )
L4 (4.8.-2)
s X dt
1 dP
_1ap (4.8.-3)
ar X dt

Como se puede apreciar en las ecuaciones anteriores, se requieren estimados de
las derivadas. Los estimados de las derivadas se obtuvieron utilizando el
paquete Microcal Origin 3.5, que lleva a cabo la estimacién en cada punto, a
través del siguiente procedimiento: calcula la pendiente de la recta que pasa por
el punto en que va a estimar la derivada y el punto anterior de la curva, repite
el mismo procedimiento pero utilizando el siguiente punto y toma cl
promedio de las pendientes; el promedio es la estimacion de la derivada. Una
vez estimado el valor de la derivada, éste se divide entre la concentracion de
biomasa correspondiente.

4.9. Simulacién numérica del modelo y evaluacién de parametros

Las simulaciones numéricas del modelo, se realizaron mediante un programa
escrito en lenguaje FORTRAN 77, que utiliza el algoritmo de Runge-Kutta de
cuarto orden, de paso constante. Para la evaluacion de pardmetros se procedio
de la siguiente manera:

a) Pardmetros determinndos directamente de datos experimentales. Los parametros

que se determinaron directamente de los datos experimentales, fucron cl
coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a sustrato (Yys) el
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coeficiente de rendimiento de producto con respecto a biomasa (Yy) y la
constante de muerte del modelo celular (K,). Se determinaron con los puntos

correspondientes a la fase de crecimiento, utilizando las siguientes relaciones:

Vs = ’;f_‘ in (4.7.-1)
i f
donde:
X; concentracién inicial de biomasa
X, concentracion final de biomasa
S; concentracién inicial de sustrato
S, concentracion final de sustrato
Yy = )’: = i (4.7.-2)
S i
donde:
X; concentracion inicial de biomasa
X, concentracion final de biomasa
P, concentracion inicial de producto
P, concentracién final de producto

Para el caso de la fase de muerte, se supuso que ésta sigue el modelo que se

presenta a continuacién:

% - KX (4.7.-3)
donde:
X concentraciéon de biomasa
t tiempo
K, constante de muerte

de manera que tomando el logaritmo natural de la concentracion de biomasa
contra el tiempo, y ajustando una linea recta, se obticne ¢l valor de la
pendiente, que corresponde al valor de la constante de muerte, en la fase de

decaimiento celular.
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b) Pardmetros ajustados. Los parametros que se ajustaron fueron: la tasa especifica
maxima de crecimiento (i, )y la constante de afinidad (K;) del modelo de
Monod. Para lograr el ajuste, se llevaron a cabo simulaciones numéricas
utilizando el modelo matematico que se presenta en la seccion 6.3.1. Se llevaron
a cabo simulaciones, proporcionando un par de valores de los parametros cada
vez, de acuerdo a un disefio experimental tipo simplex-centroide (Scheff¢, 1963),
variando p,,, en el rango de 0.1 a1 hly K en el rango de 0.1 a 1.5 g/L. Los
datos de concentracién de biomasa, sustrato y producto que proporcion¢ la
simulacién numeérica, se compararon con los datos experimentales, para cada
una de las cinéticas realizadas, mediante la funcién indice de desempeno (/),

que en el caso especifico del presente trabajo esta definida como sigue:

_x'Y (s-sY (p_-pY 474
J = g XI Xl + Sl SI + Pl PI ( )
Sl x S 3

max max max

donde las variables sin asterisco son los datos calculados por simulacion, los
datos con asterisco son los datos experimentales correspondientes, y las

variables con subindice max son los valores maximos experimentales.

Se repiti6 el mismo procedimiento utilizando, en lugar del indice de
~ . . 2 . . . -
desempefio, la funcién "chi cuadrada® (x°), que esta definida como sigue:

, W (x,. - X )2 (s,. -5 f [p. _p Jz (4.7.-5)
X =X + +| L
=l o o; o;

‘

donde o0, es la desviacion estandar que corresponde a cada par de datos

comparados.

El par de valores de u,,, y Ky que corresponden al mejor ajuste, son aquellos
2 z : . .
para los cuales los valores de J y y* son minimos. Los minimos de ambas

funciones se determinaron mediante la construccion de superficies de respuesta
(Myers et al., 1989), graficando J y x* en funcién de u,,, y K.
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5. Desarrollo del modelo matematico

Como se menciona en el capitulo 1 del presente documento, los procesos de
fermentacién se caracterizan por la capacidad de una poblacién microbiana,
para la formaciéon de mas biomasa y algin(os) producto(s), a expensas de la
degradacion de un sustrato. El modelo fisico de los procesos es descrito por un
arreglo de ecuaciones, algebraicas y diferenciales, derivadas de balances que
involucran el modelado del crecimiento microbiano (Maher et al., 1995).

El desarrollo del modelo en este trabajo se llevara a cabo mediante balances de
masa que concluiran con un modelo a nivel celular-medioambiente, es decir, se
propone el desarrollo de un modelo no estructurado (ya que no se tomard en
cuenta la dindmica interna de la célula), no segregado (pues se considerarin
células de un mismo estado fisiolégico), en el cual el sistema de fermentacion
serd descrito por un arreglo de ecuaciones diferenciales ordinarias, una para
cada variable de estado. Siguiendo las recomendaciones de Luyben (1973), a
continuacion, se desarrollan las ecuaciones del modelo partiendo de un balance

general, primero para cultivo por lotes y después para cultivo continuo.

La propuesta inicial, es un modelo simple que no incorpora la presencia del
probiético. La razén de esto, es que se intentara primero ajustar los parametros,
con la finalidad de detectar cambios en ellos, que pueden ser atribuidos a la
presencia del probiético; lo cual puede marcar directrices para modificar el
modelo, e incorporar la presencia del probiético en los términos en que tenga
impacto.

5.1. Descripcioén de las bases del modelo
El sistema de fermentacién se describe en detalle en la seccion 4.4. del presente
documento. Consiste en recipientes cilindricos que contienen caldo de cultivo, y

poseen temperatura y agitacion controladas. Las variables que definen el estado
del sistema son:
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X Concentracion de biomasa, en g/L
N Concentracién de sustrato, en g/ L.
P Concentracién de producto, en g/L

En el sistema de fermentacion se introduce un inéculo que, una vez
homogeneizado, proporcionara una concentracion inicial de biomasa (X,),
consumiré el sustrato (acido lactico), presente en el medio en una concentracion
inicial (S,), formando mas biomasa y una mezcla de los acidos grasos volatiles

(AGV's) acético, propidnico y butirico, que en su conjunto se denominan
producto, el cual al comienzo de la fermentacion se encuentra en una
concentracién inicial (P,), debido a que el inéculo contiene una pequefa

cantidad.

Se parte de una ecuacién de balance general de masa (Characklis, 1983):

del componente { componente / al sistema

Tasa de variacién
componente i del sistema

[Tasa de adicion del J {Tasa de remocién del }

[Tasa de producci6n del } [Tasa de consumo del }
+ —_—

componente i en el sistema componente { en el sistema

que en forma matematica se escribe:

L(VC)=0C,, - 0C +VR,, - R, 5:1:2)

donde:
volumen de reacciéon
concentracién del componente i en el sistema

concentracién del componente i en la alimentacion

1%

G

G

Q flujo volumeétrico
R, tasa de produccion del componente i en el sistema
R,

tasa de consumo del componente i en el sistema

A continuacion se deberan incorporar las hipétesis de trabajo de la siguiente

seccion.
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5.2. Proposicién de hipétesis de trabajo

Para el desarrollo de las ecuaciones del modelo, se propusieron las siguientes
hipétesis:

1) El volumen de reaccién y la densidad son constantes.

2) El mezclado es ideal, no existen gradientes de temperatura ni de
concentracion.

3) No hay consumo de biomasa, ni producto, en el sistema.
4) No hay produccién de sustrato en el sistema.

5) El consumo de sustrato es debido a la formacion de biomasa v a
mantenimiento celular.

6) La formacién de biomasa es proporcional a la concentracion de
biomasa presente, es decir, se asume cinética de primer orden con
respecto a la concentracién de biomasa {Blanch, 1981).

7) La formacién de producto es parcialmente ligada a crecimiento.

8)La biomasa estd formada por células en el mismo estado
fisio]égico y sin dindmica interna, en todo momento de la
fermentacion. Por lo tanto se considerara un sélo modelo celular

no estructurado, que se aplicara a lo largo de la fermentacion.

9) Se considera que la alimentacién, cuando la hay, es estéril y esta
libre de producto.

Se considerardn ahora las hip6tesis planteadas para el desarrollo de un modelo

para cultivo por lotes y posteriormente para cultivo continuo.

48




Desarrollo del modelo matenuitico

5.3. Modelo para cultivo por lotes.
a) Para la biomasa:

Como se trata de cultivo en lotes, no existen entradas ni salidas al sistema, por
lo tanto, la ecuacion (5.1.-2), utilizando la hipétesis 3, se reduce a:

d(VX) _ VR, (5.3.-1)

Utilizando la hipétesis 1, segtin la cual el volumen de reaccion es constante:

4X _ g, (53-2)
dt

Por la hipétesis 6, la tasa de formacion de biomasa se puede expresar como
Ry = uX por lo tanto, la ecuacion (5.3.-1) queda:

X _ux (5.3-3)
dt

Tomando en cuenta la hipétesis 8 y considerando el modelo de Monod
(Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, u:

Xty Sk (53.-4)
di (M Kws

La condicién inicial para estd ecuaciones: a =0 X =X, o bien X(0)=X,.
b) Para el sustrato:

Como se trata de cultivo en lotes, no existen entradas ni salidas al sistema, por
lo tanto, la ecuacion (5.1.-2), utilizando la hip6tesis 4, se reduce a:

4V _ _yg, (5.3.-5)

dt
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Utilizando la hipé6tesis 1, segun la cual el volumen de reaccion es constante:

S _ R (5.3.-6)

Por la hipétesis 5, la tasa de consumo de sustrato se puede expresa como
(Pirt, 1975):

Ry = il——+mX
X/S

por lo tanto, la ecuacién (5.3.-6) queda:

a __HX oy (5.3.-7)

Tomando en cuenta la hipétesis 8 y considerando el modelo de Monod
(Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, p:

EI_S_ =1 U _S— —L -mX (53-8)
dt Kg+S ) Yys

La condici6n inicial para estd ecuaciénes: a r=0 $=S5, o bien $(0})=S,,.
d) Para el producto:

Como se trata de cultivo en fotes, no existen entradas ni salidas al sistema, por
lo tanto, la ecuacién (5.1.-2), utilizando la hip6tesis 3, se reduce a:

d(VP)

= VR, (5.3-9)
dt

Utilizando la hipotesis 1, segtin la cual el volumen de reaccion es constante:
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4P _ g, (5.3.-10)
dt

Por la hipotesis 7, la tasa de formacion de producto se puede expresar como
{Luedeking y Piret, 1959):

Rp = auX + BX

por lo tanto, la ecuacién (5.3.-10) queda:

? = X + X (53-11)
!

Tomando en cuenta la hipétesis 8 y considerando el modelo de Monod
{Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, u:

dP S (5.3-12)
— = My = |oX + X
dt (“ " Ky +s) A

La condicio6n inicial para est4 ecuaciénes: a t=0 P =P, o bien P(0)=P,.

El modelo matemadtico inicial para cultivo por lotes, constituide por las
ecuaciones (5.3.-4), (5.3.-8) y (5.3.-12), de las cuales forman parte sus
correspondientes condiciones iniciales, fue derivado para cultivo por lotes,
utilizando las hip6tesis de la seccion 5.2. y debe ser ahora modificado v/o
soportado por las observaciones experimentales; de manera que se retomard en
la seccion 7.1., del presente documento.

5.4. Modelo para cultivo continuo
a) Para la biomasa:

La ecuacion (5.1.-2) para biomasa, utilizando la hipotesis 3, se escribe:
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d(vx) _

y X, - OX + VRy (54-1)
t

Por la hip6tesis 9, no hay biomasa en la corriente de entrada y:

d([‘I’IX) — QX +VR, (54.2)

Utilizando la hipétesis 1, segtn la cual el volumen de reaccion es constante y
definiendo la tasa de dilucién como D= Q/V:

X _ _px+ R, (5.4.-3)
dt

Por la hipétesis 6, la tasa de formacién de biomasa se puede expresar como
Ry = uX por lo tanto, la ecuacion (5.4.-3) queda:

f’% =—DX +pX (5:4-4)
(

Tomando en cuenta la hipétesis 8 y considerando el modelo de Monod
(Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, u:

d~X = _DX + num'“ S X (54-5)
dt T Ko+ S

La condici6n inicial para estd ecuaciénes: a t=0 X=X, o bien X(0)=X,,.
b) Para el sustrato:

La ecuacién (5.1.-2) para el sustrato, utilizando la hipotesis 4, se escribe:

d(VS)
dt

=08, - 08 - VR, (54.-6)
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Utilizando la hipétesis 1, segtn la cual el volumen de reaccion es constante y
definiendo la tasa de dilucién como D= Q/V:

a =DS, - DS~ Ry (5.4.-8)
dt ;

Por la hipétesis 5, la tasa de consumo de sustrato se expresar como (Pirt, 1975):

Rg = B +mX
X5

por lo tanto, la ecuacion (5.4.-8) queda:

X p(s, -5)- X

—-mX (5.4.-9)
dt Yys

Tomando en cuenta la hipoétesis 8 y considerando el modelo de Monod
(Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, u:

X (s, - 8)-| e | x (54.-10)
dt Ke+S )Yy

La condicion inicial para estd ecuacién es: a r=0 §= 5 o bien §(0)=,.
d) Para el producto:

La ecuacion (5.1.-2) para producto, utilizando la hipotesis 3, se escribe:

_‘,[(_‘l/,fl =QP, - QP+ VR, (5.4.-11)
«

Por la hip6tesis 9, no hay producto en la corriente de entrada y:

ﬂ%)l =-QP+VR, (5.4-12)
[£
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Utilizando la hipétesis 1, segiin la cual el volumen de reaccién es constante y
definiendo la tasa de dilucién como D= Q/V:
dp

“—_=_-DP+R, (5.4.-13)
dt

Por la hipotesis 7, la tasa de formacién de producto se puede expresar como
{Luedeking y Piret, 1959):

Ry = auX + X

por lo tanto, la ecuacién (5.4.-13) queda:

[CIT}: =—DP+oauX +pX (54.-14)

Tomando en cuenta la hipétesis 8 y considerando el modelo de Monod
(Monod, 1942), para la tasa especifica de crecimiento, u:

4P ppilp S lax+px (5.4.-15)
dt T K+ S

La condicién inicial para estad ecuaciones: a t=0 P= P o bien P(0)=P,.

El modelo matematico inicial para cultivo continuo, constituido por las

ecuaciones (5.4.-5), (54.-10) y (5.4.-15), de las cuales forman parte sus

correspondientes condiciones iniciales, se retomara en la seccién 7.4.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo se presentan los resultados experimentales de modificacién del
medio de cultivo, en cuanto a concentracién de fuentes de carbono y nitrogeno.
En seguida, los resultados de las cinéticas para determinacion del efecto del
probidtico comercial Yea Sacc 1026, sobre el cultivo por lotes de la bacteria
ruminal Megasphaera elsdenii. A continuacién se presentan y discuten los
resultados sobre el efecto de la edad del indculo. En todos los casos se presentan
los resultados de estimacién de parametros, que puede ser determinados
directamente de los datos experimentales.

6.1. Modificacion del medio de cultivo

Se parti6 del medio de cultivo que recomienda la Coleccion Espaiiola de
Cultivos Tipo (ver seccion 4.3.), del cual se modificaron la concentracién de la
fuente de carbono (4cido lactico), que es el sustrato limitante y la concentracion
de la fuente de nitrégeno. La finalidad de modificar el medio de cultivo
obedece a dos razones. En primer lugar, el medio de cultivo recomendado
presenta una concentracion de acido lactico de 1.6 g/L, siendo que la acidosis
lctica, se define como pH ruminal menor a 5.2 y concentracién de acido lictico
de 1.8 g/L, llegdndose a encontrar concentraciones hasta de 3.8 g/L in vivo
(Kung y Hession, 1995); se desea evaluar el modelo experimental en términos
de la concentracion de acido lactico.

Una vez fijada la concentracion inicial de 4cido lactico en el medio de cultivo, el
siguiente paso fue modificar la concentracién de la fuente de nitrégeno,
constituida por peptona de caseina, extracto de carne y extracto de levadura. Las
fuentes antes mencionadas, son de naturaleza compleja, por lo cual hacen que ¢l
medio de cultivo sea indeterminado y muy rico, lo que podria enmascarar o

hacer muy dificil de observar el efecto del probiético.
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6.1.1. Concentracion de la fuente de carbono y energia
Se realizaron fermentaciones de 36 h de duracién, utilizando concentraciones
crecientes de 4cido lactico (0, 5, 10, 15 y 20 g/L). Los resultados se muestran en

la Figura 6.1.1., donde se grafica la concentracién inicial de dcido lactico, contra
la concentracién de biomasa al final del tiempo de incubacién.

0.6 —r

0.5 1

02—+

0.1-1

\

Concentracion final de biomasa (g/L)
o
w
—
o 4

10 15 20
Concentracién inicial de acido lactico {g/L)

Fig. 6.1.1. Efecto de diferentes concentraciones iniciales de acido ldctico, sobre el
crecimiento de M. elsdenii, después de 36 h de incubacion.

Se encontr6 que, hasta 20 g/L, es posible que no se presentan efectos de
inhibicién por sustrato. No existe diferencia apreciable con las concentraciones
de 10 y 15 g/L. Por otra parte, se aprecia que existe un crecimiento considerable
a la concentracion de sustrato de 0 g/L, donde no debia presentarse; esto sc
explica por la presencia de las fuentes de nitrégeno, que son de naturaleza
compleja, y proporcionan alguna cantidad de carbono y energia, que permiten
el crecimiento. A partir de la concentraciéon de 10 g/L, no se observa que los
aumentos sucesivos en la concentracién inicial de acido lactico, produzcan

aumento en la concentracion final de la biomasa. Con los resultados anteriores,

v
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se decidi6 fijar la concentracién de 4cido lactico en 10 g/L, para los
experimentos posteriores, debido a que es superior a la concentracion que
define el estado de acidosis lactica y produce concentraciones de biomasa que
no presentaran problemas para medirse. En adelante se utilizard la palabra
sustrato, para referirse a la fuente de carbono, que es el acido lactico.

6.1.2. Concentracién de la fuente de nitrogeno

Se modifico la concentracion de la fuente de nitrégeno, manteniendo siempre la
proporcién original entre los componentes de la misma (peptona de caseina,
extracto de carne y extracto de levadura, para concentracion final ver seccion
4.3.). Para ello se realizaron fermentaciones de 36 h, con diferentes fracciones de
la concentracién original de la fuente de nitrégeno; se utilizé 0, 0.1, 0.25, 0.5,
0.75, y 1, siendo 1 la concentracién original recomendada. Los resultados se
presentan a continuacién en la Figura 6.1.2,, donde se grafica la concentracion
inicial de la fuente de nitr6geno, como fraccion de la concentracion en el medio
original, contra la concentracién final de biomasa.

0.5 T
1

04 L

Concentracion final de biomasa (g/L)

0 0.1 0.25 0.5 Q.75 1

Fraccion de la fuente de nitrégeno

Fig. 6.1.2. Efecto de diferentes fracciones de la concentracion inicial de fuente de
nitrégeno, sobre el crecimiento de M. elsdenii, después de 36 h de incubacion.
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Es evidente que la concentracién de la fuente de nitrogeno no se puede
disminuir a menos de 0.75 de la concentracién original sin que se obtenga una
caida muy brusca en el crecimiento de Megasphaera elsdenii, a pesar de que la
concentracién inicial de sustrato es de 10 g/L. Por lo tanto, se decidi¢ fijar la
concentraciéon de la fuente de nitrégeno en 0.8 veces la concentracion en el
medio recomendado, con lo cual se logra una reduccién de 20% de la
concentracién original de la fuente de nitrégeno. En lo subsecuente, la

composicién del medio de cultivo es la indicada en la seccion 4.3.

6.2. Efecto del probiético Yea Sacc 1026 sobre el cultivo sumergido por lotes de
Megasphaera elsdenii

Los resultados presentados a continuacién, tiene por objeto observar el efecto
del probiético comercial Yen Sacc 1026, sobre el cultivo por lotes de M. elsdeiii,
bajo diferentes condiciones. En todos los casos, se trabajé con muestras por
duplicado.

En esta seccion (6.2.) se presentan los resultados del cultivo por lote, con
inéculo fresco, con una concentracién inicial de sustrato de aproximadamente
12 g/L, mientras que en la seccién 6.3. los resultados presentados se obtuvieron
con una concentracion inicial de sustrato de aproximadamente 8 g/L; es decir, 2
g/L por arriba y por debajo de la concentracion fijada en los experimentos
anteriores, con la finalidad de establecer si el efecto del probidtico, se ve

modificado por la concentracién de sustrato.

Para los resuitados presentados en la seccién 6.4., se utilizé indculo vicjo v una
concentracion inicial de sustrato de aproximadamente 10 g/L, para evaluar ¢l
efecto de la edad del inéculo.

En el caso de los resultados de la presente seccién, se llevaron a cabo tres
cinéticas, una con probio6tico, una sin probiético y una tercera cinética, en la que
se adicion6 extracto de levadura en una concentracion igual al probiotico
(0.675 g/L, en el medio de fermentacion), para descartar la posibilidad de que el

efecto del probidtico, sea resultado de la adicion de mas sustrato al medio. El
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probiético comercial utilizado (Yea Sacc 1026), es el producto seco de una
fermentacién con Saccharomices cereviciene, de manera que el extracto de
levadura puede considerarse un aditivo similar. El extracto de levadura
adicionado se prepar6 e incorpor6 al medio, siguiendo un procedimiento
idéntico al que se sigue para el probittico.

6.2.1. Cinética de crecimiento

A continuacién, en la grafica de la Figura 6.2.1,, se presentan las concentraciones
de biomasa contra el tiempo.

Concentracién de biomasa (g/L)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)
Fig. 6.2.1. Comparacién de las cinéticas de crecimiento de M. elsdeni, sin probidtico (m),
con probi6tico (@) y con extracto de levadura (A), en cultivo por lote, con
concentracion inicial de sustrato de 12 g/L.

En la figura anterior se aprecia que M. elsdenii, en presencia del probidtico
Yea Sacc 1026, presenta un crecimiento mds rapido, ademds de que la
concentracion maxima de biomasa, es mayor que cuando no se tiene probiotico
en el medio. Es evidente, que el probiético produce un efecto potenciador del
crecimiento, que no es producto de una relacién estequiométrica debida a la

adicion de mas sustrato, ya que en el caso de la cinética con extracto de
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levadura, se presentaron resultados iguales a la cinética sin probiético. Es
probable que las diferencias, entre la cinética con probiético v las dos que no lo
tienen, sean significativas, pues las barras de error (obtenidas de las
desviaciones estandar) no se traslapan; mientras que, entre la cinética sin
probidtico y aquella en que se adicion6 extracto de levadura, no existe
diferencia significativa.

Es importante notar que se observan dos fases en las curvas de cada cinética;
una fase de crecimiento, la cual culmina, como se vera mas adelante, al agotarse
el sustrato y una vez alcanzada la concentracién maxima de biomasa, se inicia
una fase de muerte, que en todos los casos presenta una tendencia muy similar,
por lo cual es probable que se deba contemplar un término de muerte celular,
en las ecuaciones del modelo.

Una forma adicional de comparar las cinéticas, y observar el efecto del
probiético, es comparando la tasa especifica de crecimiento (u) durante la fase
exponencial. St se integra la ecuacién (5.3.-3), se obtiene:

LnX=uX+C (6.2.-1)

La tasa especifica de crecimiento en la fase exponencial, se corresponde a la

pendiente de la regresion lineal de los datos correspondientes.

En seguida se presenta, en la Figura 6.2.2,, la determinacion de latasa especifica

de crecimiento, durante la fase de exponencial, para las tres cinéticas anteriores.
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Ln X
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' I
-2.5-+—— } —
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] ] T T —
3 4 5
Tiempo (h)
Fig. 6.2.2. Determinacion de la tasa especifica de crecimiento en la fase exponencial,
para las cinéticas sin probi6tico (W), con probidtico (®) y con extracto de
levadura (A}, en cultivo por lote, con concentraciéon inicial de sustrato de

12 g/L.

Las ecuaciones de las rectas de ajuste son:

Cinética Ecuacion

Sin probié6tico LnX =0.33X-~2.25 0.993
Con extracto de levadura InX =0.33X-2.25 0.991
Con probiético LnX =0.39X~-2.34 0.988

La Figura 6.2.2. y las pendientes de las rectas de regresién anteriores, muestran
que el probiético, efectivamente estd potenciando el crecimiento ya que u,
durante la fase exponencial, es aproximadamente un 18% mas alta con
probiético que en los casos en que no esta presente. Nuevamente se aprecia que
la adicién de extracto de levadura, en concentracién y condiciones iguales al
probi6tico, no tiene un efecto similar al de éste.

6.2.2. Cinética de consumo de sustrato
En cuanto a las cinéticas de consumo de sustrato en el experimento uno, la

Figura6.23., que aparece a continuacién, presenta los resultados
correspondientes.

62




Resultados y discusiones

Concentracion de sustrato (g/L)

0 3 6 e} 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Fig. 6.2.3. Comparacién de las cinéticas de consumo de sustrato sin probiotico (®), con
probibtico (®) y con extracto de levadura {A), en cultivo por lote con
concentracién inicial de sustrato de 12 g/L.

La gréfica de la Figura 6.2.3., muestra que el sustrato se consume ligeramente
mas rapido, en presencia de probidtico y que las diferencias probablemente son
significativas, ya que las barras de error no se traslapan. Cabe destacar que ¢l
agotamiento total del sustrato, coincide con el tiempo (9 Horas), al que se
alcanza la maxima concentracion de biomasa. Es posible que la fase de muerte,

se presente por la total carencia de sustrato en el medio.

En términos cualitativos, podria decirse que no existe diferencia y que la
presencia del probi6tico, no mejora apreciablemente la capacidad de M. efsdenii
para consumir el sustrato, ya que los perfiles de las curvas son muy similares,
aunque también es notorio que las curvas correspondientes a las cincticas sin

probi6tico y con extracto de levadura estdn practicamente sobrepuestas.

De manera similar que en el caso del crecimiento, es posible comparar la tasa
especifica de consumo de sustrato (¢,), la cual se obtiene utilizando la siguiente

ecuaciéon:
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1ds

=2 6.2.-2)
X dt

qs

como se detalla en la seccién 4.8. del presente documento. ¢ es una medida de

la eficiencia de las células para utilizar el sustrato (Wang et al., 1979); se presenta
a continuacién, en la Figura 6.2.4., una comparacién de la respectiva tasa
especifica de consumo de sustrato.

q (g sustrato/g biomasa*h)

Tiempo (h)

Fig. 6.2.4. Comparacién de las tasas especificas de consumo de sustrato sin probiético
(m), con probi6tico (®) y con extracto de levadura (4), en cultivo por lote, con
concentracién inicial de sustrato de 12 g/L.

En la figura 6.2.4. se aprecia de manera maés clara que la adicion de probidtico
promueve un consumo de sustrato mds eficiente por parte de M. elsdenii, lo cual
es mas notorio al inicio de la fermentacién, cuando la concentracion de sustrato
es més alta. Nuevamente se demuestra que la cinética con extracto de levadura
no presenta diferencia con respecto al cultivo sin probiotico.
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6.2.3. Cinética de formacién de producto

Por otra parte, en lo que concierne a la formacién producto, cabe aclarar lo
siguiente: se denomina producto a la mezcla de los 4cidos grasos volatiles
(AGV's) acético, propiénico y butirico y por lo tanto, la concentracion de
producto es la suma de las concentraciones de estos tres acidos; la razén de no
tratarlos de manera individual, es que experimentalmente se determiné que
siempre conservan una misma proporcién {por cada mo! de acético hay un mol
de propiénico y 0.25 mol de butirico), sin importar la presencia o no de
probiotico, por lo que para los fines de éste trabajo s6lo es relevante la
concentracién total de AGV's. A continuacion, en la Figura 6.2.5. se grafican las
cinéticas de formacién de producto a lo largo de la fermentacion.

.—
b

T

Concentraciéon de producto (g/L)

N VN S ST SN NN ST W
t

0 -+—+—+——+—
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Fig. 6.2.5. Comparaci6n de las cinéticas de formacién de producto sin probidtico (m),
con probi6tico (®) y con extracto de levadura (a), en cultive por fote, con
concentracién inicial de sustrato de 12 g/L.

Puede notarse que en presencia de probittico, se inicia mas rapidamente la
formacién de producto, lo cual indica que el probidtico también estimula la
capacidad de M. elsdenii para formar producto, aunque al final se obtiene una
menor concentracién, lo que concuerda con el hecho de que se observe una
mayor concentracion de biomasa al final de la fase de crecimiento. Otra

observacién importante, es que el incremento en la concentracion de producto
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inicia y concluye al mismo tiempo que la fase de crecimiento, lo cual sugiere
que la formacién de producto estd ligada al crecimiento. Una vez mas, es
evidente que la adicién de extracto de levadura, no produce un efecto
comparable al del probioético.

De manera similar a los dos casos anteriores, crecimiento y consumo de
sustrato, las cinéticas de formacién de producto pueden compararse utilizando
la tasa especifica de formacion de producto (g,), calculada utilizando la
siguiente ecuacion:

I dP

= (6.2.-3)
ar X dt

como se detalla en la seccion 4.9 del presente documento. ¢, es una medida de
la eficiencia de las células para formar producto (Wangetal., 1979). A
continuacién se presenta la Figura 6.2.6., en la cual se comparan las tasas
especificas de formacion de producto.
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Fig. 6.2.6. Comparacién de las tasas especificas de formacion de producto sin
probiético (W), con probiotico () y con extracto de levadura (a), en cultivo
por lote, con concentracién inicial de sustrato de 12 g/L.
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La figura anterior muestra que efectivamente el probidtico estimula la
capacidad de M. elsdenii para formar producto, ya que al inicio de la
fermentacién existe un incremento en ¢p, de aproximadamente 45%, con
respecto a las cinéticas donde no hay probidtico. La diferencia se reduce
rapidamente, conforme avanza la fermentacién. Lo anterior no debe causar
confusioén por el hecho de que la concentracién final de producto sea menor en
el caso con probidtico, ya que apesar de que se tiene mayor capacidad de
formarlo, la diferencia s6lo es muy importante al inicio de la fermentacion y

disminuye rapidamente.

Para finalizar con los resultados del experimento uno, se presentan a
continuacién los resultados de la estimacion de pardmetros del modelo, que
puede hacerse directamente de los resultados experimentales.

De acuerdo al inciso a de la seccién 4.9, del presente documento, se obtuvieron

los valores para el coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a
sustrato (Yy,) y para el coeficiente de rendimiento de producto con respecto a

biomasa (Y},x), aclarando que éste ultimo se es & que aparece en las ecuaciones

(5.3.-12) y (5.4.-15), obteniéndose los resultados siguientes:

Yys sin probittico 0.072 g biomasa/ g sustrato
Yy/s con probiético 0.081 g biomasa/ g sustrato
Yys con extracto de levadura 0.071 g biomasa/ g sustrato
Ypx sin probidtico 11.96 g producto/ g biomasa
Ypx con probiético 10.37 g producto/ g biomasa
Ypx con extracto de levadura 11.87 g producto/g biomasa

Los resultados anteriores, muestran que la adicion de extracto de levadura no
afecta los coeficientes de rendimiento del cultivo. La adicion de probiotico en
cambio, incrementa la formacién de biomasa, ya que el coceficiente de
rendimiento de biomasa con respecto a sustrato, se incrementa en un 12.5%; to
cual es un reflejo de la mayor capacidad de crecimiento, provocada por cl

probiético. El coeficiente de rendimiento de producto con respecto a biomasa,
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diminuye un 13.3%, es decir una cantidad equivalente, lo cual concuerda con el
hecho de que una mayor cantidad de sustrato, se incorpore a la formacion de
biomasa, en el caso de adicién de probiético.

Para la fase de decaimiento celular, se supone que la tasa de muerte es
proporcional a la concentracién de biomasa, por lo tanto:

dX
i K,X (6.2.-3)
donde (K) es la constante de muerte. Dado que K, es una constante durante
toda la fase de muerte, se calcula para el conjunto de puntos de la fase de
muerte, graficando la regresion lineal de tiempo contra logaritmo natural de la
concentraciéon de biomasa.

Se presenta, como muestra, la Figura 6.2.7., donde se obtiene la constante de
muerte de la cinética sin probistico. En lo- subsecuente, se proporcionaran
directamente los valores de las constantes de muerte y las figuras
correspondientes se pueden consultar en el apéndice dos, al final del presente
documento.

9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (h)

Fig. 6.2.7. Linearizacién de la fase de muerte de M. elsdenii para la cindtica sin
probidtico en cultivo por lote, con concentracién inicial de sustrato de
12¢/L. La recta de regresion es LnX =-0.0146: con coeficiente de
correlacién R? = 0.998.

68




Resultados y discusiones

K, sin probidtico 0.0146 h!
K, con extracto de levadura 0.0159 h-1
K, con probiético 0.0134 h-!

Los resultados anteriores no muestran gran diferencia en las tasas de muerte, es

decir, que la fase de muerte no se ve afectada por el probiotico.

6.3. Influencia de la concentracién inicial de sustrato en el efecto del probiotico

Yea Sacc 1026 sobre el cultivo sumergido por lotes de Megasphaera elsdenii

En este experimento se llevaron a cabo dos cinéticas, una sin probiético y una
con probiético a una concentracién inicial de sustrato en este experimento de
aproximadamente 8 g/L, con lo cual se pretende conocer si el efecto del
probiético, depende de la concentracién inicial de sustrato, al comparar los

resultados con los del experimento presentado anteriormente.

6.3.1. Cinética de crecimiento

A continuacién la Figura 6.3.1., presenta los resultados de las cinéticas de
crecimiento, sin y con probiético.
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Fig. 6.3.1. Comparacién de las cinéticas de crecimiento de M. eldenil, sin probiético (®) y
con probi6tico (8) en cultivo por lote, con concentracién inicial de sustrato de

8 g/L.

La concentracién de biomasa en la figura anterior, muestra un comportamiento
similar al que se presenta en el experimento uno, ya que en la cinética con
probiético se obtiene un crecimiento mas rapido, pues la pendiente en la fase
exponencial es claramente mayor, ademas de que la concentracién al final del
crecimiento es mayor. Es importante notar que las barras de error no se
traslapan. Un detalle aparentemente diferente es que en la Figura 6.2.1., ¢l
crecimiento termina al mismo tiempo en todas las cinéticas, mientras que en la
Figura 6.3.1, el crecimiento termina antes en el caso con probidtico; esto cs
debido posiblemente a que no se tomaron muestras con la frecuencia necesaria,
pero es evidente, por las caracteristicas de las dos figuras, que en ambos casos el
crecimiento termina en menor tiempo, cuando existe probidtico en el medio.

Lo mismo sucede con las cinéticas de consumo de sustrato y formacion de
producto.

En seguida se presenta la Figura 6.3.2., donde se determinan las tasas especificas
de crecimiento, para las cinéticas sin y con probiético.
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Fig. 6.3.2. Determinacion de las tasas especificas de crecimiento de M. eldenii, sin
probidtico (M) y con probidtico (@) en cultivo por lote, con concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L.

Las ecuaciones de las rectas de ajuste son:

Cinética Ecuaci6n R’
Sin probidtico LnX =0.28X —2.27 0.993
Con probiottico LnX =0.34X-2.25 0.988

Al igual que en la Figura 6.2.2,, en este caso se observa que la tasa especifica de
crecimiento con probiético, es aproximadamente un 21.4% mds alta que sin
probidtico.

6.3.2. Cinética de consumo de sustrato

A continuacién se presenta la Figura 6.3.3., que proporciona los resultados

correspondientes a las cinéticas de consumo de sustrato.
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Fig. 6.3.3. Comparacién de las cinéticas de consumo de sustrato sin probidtico () y
con probi6tico (@) en cultivo por lote, con concentracién inicial de sustrato de

8g/L.

En las cinéticas de consumo de sustrato, al igual que en la Figura 6.2.3,,
correspondiente al experimento anterior, se aprecia un consumo ligeramente
mas rdpido en presencia de probibtico, en cuanto al perfil de las curvas,
argumentando ademds que las barras de error no se traslapan y que, al igual
que en el caso del crecimiento, si en Figura 6.2.3. no se observa, como cn la
Figura 6.3.3, que el consumo concluye en un tiempo menor es por falta de un
muestreo mas frecuente.

A continuacion se presenta, en la Figura 6.3.4., la comparacion de las tasas

especificas de consumo de sustrato para las cinéticas sin y con prabictico del
experimento dos.
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Fig. 6.3.4. Comparacién de las tasas especificas de consumo de sustrato sin probiotico
(®) y con probidtico (@) en cultivo por lote, con concentracién inicial de
sustrato de 8 g/L.

Los resultados presentados en la Figura 6.3.4., confirman que la adicion de
probidtico proporciona a M. elsdenii una mayor ecficiencia para consumir
sustrato, ya que son muy similares a los presentados en la Figura 6.2.3,, a pesar
de la diferencia en la concentracién inicial de sustrato.

6.3.3. Cinética de formacion de producto

Para la formacién de producto, sin probiotico y con probiotico, en el presente

experimento, se presentan los resultados a continuacion, en la Figura 6.3.5.
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Concentracion de producto (g/L)
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Fig. 6.3.5. Comparacion de las cinéticas de formacién de producto sin probiético (W) y
con probittico (@) en cultivo por lote, con concentracion inicial de sustrato de

8g/L.

En este caso las diferencias en los resultados, son mas claras que en la
Figura 6.2.5., sin dejar de ser perfiles muy similares, pues se nota
inmediatamente que el probi6tico estimula la formacion de producto por parte
de M. elsdenii, aunque finalmente la concentracién al término de la fase de
crecimiento, es menor que en el caso sin probiético, lo cual confirma los
resultados obtenidos anteriormente. Al igual que en el caso anterior, se aprecia
que la formacién de producto inicia y termina con la fase de crecimiento.

La siguiente figura, presenta la comparacién de las tasas especificas de
formacién de producto, sin y con probiético.
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Fig. 6.3.6. Comparacién de las tasas especificas de formacion de producto sin
probibtico (®) y con probidtico () en cultivo por lote, con concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L.

La Figura 6.3.6. confirma que el probiético estimula la capacidad de M. ¢lsdenii
para formar producto, sobre todo al inicio de la fase de crecimiento, cuando la
tasa especifica de crecimiento es alta.

Al igual que en el experimento anterior, se concluye el andlisis de resultados
presentando la estimacién de pardmetros del modelo, que puede hacerse
directamente de los resultados experimentales.

Yys sin probictico 0.073 ¢ biomasa/ g sustrato

Yys con probiotico 0.084 g biomasa/ g sustrato

Ypx sin probiético 11.87 g producto/ g biomasa

Ypx con probiético 10.72 g producto/g biomasa
K, sin probittico 0.0127 hl

K, con probiotico 0.0145 h-!
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Los resultados de la estimacién de parametros, que puede hacerse directamente
de datos experimentales muestra que, de manera similar que en el experimento
anterior, el probiético incrementa en un 15% el valor del coeficiente de
rendimiento de biomasa con respecto a sustrato, lo cual indica un uso mas
eficiente de la fuente de carbono, por parte del microorganismo. Una
consecuencia de lo anterior, es que el coeficiente de rendimiento de producto
con respecto a biomasa se ve disminuido en un 9.7%, ya que se puede formar
una menor cantidad de producto, pues se utiliza mds fuente de carbono para
tormar biomasa. La constante de muerte, no presenta, una vez mads, cambios
importantes. Al comparar los correspondientes valores de Yy, Yex v Ky
obtenidos en ambos experimentos, se puede afirmar que, a pesar de la
diferencia en la concentracion inicial de sustrato, en el experimento uno se
inicié con una concentracién de sustrato 50% mads alta, los resultados son muy
similares.

6.4. Efecto de la edad del in6culo

En seguida se presentan los resultados obtenidos, al llevar a cabo las cinéticas
sin probidtico y con probi6tico con una concentracién inicial de sustrato de
aproximadamente 10 g/L, en las mismas condiciones, pero con un indéculo que
ha sufrido un periodo de estrés; el estrés, que fue mantenerlo en refrigeracion, a
+4°C durante 15 dias, dejandolo envejecer. Las cinéticas son comparadas con las
correspondientes al experimento anterior, ya que en ambos casos solo se tienen
cinéticas sin y con probiético.

6.4.1. Cinética de crecimiento
La Figura 6.4.1., muestra las cinéticas de biomasa sin y con probictico, para los
experimentos con inéculo fresco y con inéculo viejo. Nuevamente se presentan

los resultados normalizados, es decir, cada concentracién ha sido dividida entre

la concentracion méaxima de biomasa observada en cada experimento.
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Fig. 6.4.1. Comparacion de las cinéticas de crecimiento de M. eldenii, sin probidtico (m)
y con probidtico (®) con in6culo fresco y concentracion inicial de sustrato de
8 g/ L contra las cinéticas sin probiético (O) y con probidtico (O) con indculo
viejo y concentracion inicial de sustrato de 10 g/ L, en cultivo por lote.

En la figura 6.4.1., es notorio que el efecto de la presencia del probiotico es mas
marcado, cuando se ha utilizado un inéculo viejo, cuyas células probablemente
presenten algun tipo de dafio. Las cinéticas con inéculo fresco ya has sido
descritas, para las cinéticas con inéculo viejo se observa que, en presencia del
probiético, el crecimiento inicia en un tiempo mas corto, ademas de observarse
una mayor pendiente durante la fase exponencial, lo que indica mavor
velocidad de crecimiento. Un detalle importante mas, es que la diferencia en las

concentraciones maximas de biomasa es mayor que con ¢l indculo fresco.
6.4.2. Cinética de consumo de sustrato
El comportamiento observado para la formacion de biomasa, concuerda con ¢l

consumo de sustrato, como se puede observar en la Figura 6.4.2,, que presenta

la comparacién de las cinéticas de consumo de sustrato.
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Fig. 6.4.2.. Comparacién de las cinéticas de consumo de sustrato, sin probiético (®) y
con probidtico (@) con indculo fresco y concentracion inicial de sustrato de
8 g/L, contra las cinéticas sin probiético (O) y con probiotico (Q) con
indculo viejo y concentracion inicial de sustrato de 10 g/L, en cultivo por
lote.

La Figura 6.4.2., muestra resultados para las cinéticas con inéculo viejo que,
como ya se mencion6, concuerdan con los resultados de las cinéticas de
crecimiento, pues el consumo efectivo del sustrato comienza al iniciarse el
crecimiento, y concluye al mismo tiempo en que se alcanza la concentracion
maxima de biomasa, en ambos casos. En este caso también se observa que el
probittico estimula la capacidad de M. elsdenii, para asimilar el sustrato, ya que
la concentracion de este comienza a disminuir en el medio, de manera notoria,
entre tres y seis horas antes en presencia de probiotico. Al comparar con las
cinéticas con in6culo fresco, se observa que, en el caso de las cinéticas con
inoculo viejo, el efecto del probidtico es mas notorio.
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6.4.3. Cinética de formacién de producto

Para concluir la presentacion y discusion de los resultados experimentales del
presente documento, se presenta a continuacién la Figura 6.1.3., en la que se
compara las cinéticas de formacién de producto sin y con probiotico, con

inoculo viejo, con las correspondientes cinéticas con inoculo fresco.

Concentraciéon de producto (g/l)
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Fig. 6.2.18. Comparacién de las cinéticas de formacién de producto, sin probiotico (®)
y con probidtico (@) con inbculo fresco y concentracién inicial de sustrato de
8 g/ L, contra las cinéticas sin probiético (O) y con probiotico (Q) con inoculo
viejo y concentracién inicial de sustrato de 10 g/ L, en cultivo por lote.

En la Figura 6.2.18., puede observarse que, para el caso del experimento con
inoculo viejo, en presencia de probi6tico la formacion de producto es iniciada
en menor tiempo, debido a que también el crecimiento inicia en un tiempo
menor. Sin embargo, se aprecia el mismo comportamiento que en el caso de
cinéticas que se inocularon con células jévenes, de obtener una concentracion
final de producto mayor, en la cinética sin probiotico. En general, el efecto de la

edad del in6culo es agudizar las diferencias entre cinéticas sin y con probictico.
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De manera similar a la empleada en los experimentos pasados, se concluye el
analisis de resultados del presente experimento, con los resultados de la
estimacién de parametros del modelo, que puede hacerse directamente de los
resultados experimentales.

Yys sin probiético 0.04 g biomasa/ g sustrato
Yy,s con probittico 0.081 g biomasa/ g sustrato
Ypx sin probiético 15.84 g producto/ g biomasa
Yp/x con probiético 7.22 g producto/ g biomasa
K, sin probiotico 0.0125 hl

K, con probiético 0.0131 h-1

La estimacién de parametros, para el experimento tres, muestra que el
coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a sustrato, presenta un
incremento de 102.5%, mucho mayor al obtenido en los experimento
anteriores, es decir, que al utilizar inéculo viejo, el efecto del probidtico es
mucho mas notorio. Para el caso del coeficiente de rendimiento de producto
con respecto a biomasa, se observa una caida de un 544% al adicionar
probidtico, ya que una cantidad mayor de sustrato se utilizd en formar
biomasa. Finalmente, se puede observar que el probiético no influye en la fase
de muerte, ain cuando se trabaja con inéculo viejo, pues las constantes de

muerte no difieren de las obtenidas en los experimentos con inéculo fresco.
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7. Modelado matematico

En este capitulo, se parte del modelo matematico desarrollado en el capitulo 5, y
se discute cémo los resultados experimentales permiten darle soporte vy
modificarlo donde se requiere. A continuacién, se presentan los resultados del
ajuste de los pardmetros, que no pueden ser estimados directamente de los datos
experimentales, y cémo esto da lugar a sugerir modificaciones, que resultaran en
una propuesta final para el modelo. En seguida, se adimensiona el modelo y se
presentan las simulaciones numéricas, comparadas con los datos experimentales
normalizados.

Bl capitulo concluye retomando los resultados experimentales y de
mode]amiento, para elaborar una discusion del conjunto de ellos, y proponer una
explicacion, hasta donde los mismos resultados permiten llegar, del beneticio
que recibe el rumiante, al estimular su microflora consumidora de acido lactico,
con la adicion de un probidtico.

7.1. El Modelo

En la seccion 5.3. de presente documento, se desarrollé un modelo matematico
para el cultivo por lotes de Megasplern elsdenii, siguiendo las hipotesis

propuestas en la seccién 5.2.; las ecuaciones del modelo son las siguientes:

Para concentracion de biomasa (X) ((IT)I( =uX X(0)=X, (5.3.-4)

Para concentracion de sustrato (.5) % = /’l:i +mX  S(0)=S, (5.3.-8)
X/

Para concentracién de producto (P) %Il? =auX+pX PO)=P, (5.3.-12)

Donde el modelo celular es: U= 00 ) (7.1.-1)

K¢+S
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Sin embargo, a ellas se deben incorporar las observaciones de los experimentos
previamente presentados o, en su caso, mediante las evidencias experimentales,
justificar el que un termino, una ecuacién o el modelo completo, permanezcan en
su forma original. La primera modificacion que evidentemente proponen los
datos experimentales, es la de incluir un término de muerte, en la ecuacién del

modelo celular, del cual incluso se ha estimado su valor para cada cinética.

Por otra parte, si se considera la ecuacién (5.3.-8) y se divide entre la

concentracion de biomasa, se obtiene:

gs = K oom (7.1.-2)

Si se grafica la tasa especifica de crecimiento (i), contra la tasa especifica de
consumo de sustrato (¢), para los datos experimentales, se obtiene una regresion
lineal de los puntos, el inverso de la pendiente es el coeficiente de rendimiento
de biomasa con respecto a sustrato y la ordenada al origen, proporciona el valor
del coeficiente de mantenimiento. A continuacion en la Figura 7.1.1., se presenta
una gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato.
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Fig. 7.1.1. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética con concentracion inicial de sustrato de
12 g/L, sin probidtico. Se presenta la recta de regresion cuya ecuacion es

gy =15.2601 = 0.07 con R* =0.994.
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En la Figura 7.1.1. se observa, que los puntos experimentales se ajustan muy bien
a una linea recta, ya que el coeficiente de correlaciéon es muy cercano a la unidad,
sin embargo, la observacién mas importante que se puede extraer de la grafica, es
que el valor de la ordenada al origen es muy pequefia, comparada con el valor de
la pendiente, lo que significa que no existe mantenimiento, pudiéndose
despreciar el término correspondiente, en la ecuacién (5.3.-8). Un
comportamiento similar se obtiene, al aplicar el mismo andlisis a las demds
cinéticas de los experimentos llevados a cabo en el presente trabajo. Las graficas
se pueden consultar en el apéndice tres, al final del documento.

Por otra parte, la pendiente de la recta, es un estimado del inverso del coeficiente
de rendimiento de biomasa con respecto a sustrato (Yy,,), segun el cual, Yy ¢ tienc
un valor de 0.0655gbiomasa/gsustrato, comparable al determinado
directamente de los datos experimentales, 0.072 g biomasa/g sustrato. Sin
embargo, en este trabajo se prefiere tomar el valor estimado directamente de
datos experimentales, que no es producto de un ajuste.

A continuacién, se considera la ecuacién (5.3.-12), la cual postula que la formacion
de producto es debida a dos contribuciones, el primer término del lado derecho
indica produccién ligada al crecimiento, y formacion de producto no ligada al
crecimiento, que es lo que expresa al segundo término del lado derecho, y se
divide entre la concentracion de biomasa, se obtiene:

gp=ou+p 4 (7.1.-3)

Es decir, que si se grafica la tasa especifica de crecimiento (), contra la tasa
especifica de formacién de producto (¢,), para los datos experimentales v se
obtiene una regresion lineal de los puntos, la pendiente de la recta serd la
contribucién del crecimiento, mientras la ordenada al origen proporcionara la
contribucién no asociada al crecimiento. A continuacién en la Figura 7.1.2, sc¢
presenta una gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especitica
de consumo de sustrato.

84




Modelado matemidtico

5 —
:'_E +
£ i}
S
8 34
o
§ -t
] 2+
e
9] +
(o}
2 T
i 1 } l i l
O ¥ } T } T l ) I
0 0.1 02 03 04

Tasa especifica de crecimiento (h'')

Fig. 7.1.2. Grafica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
formacién de producto para la cinética, con concentracion inicial de sustrato de
12 g/L, sin probidtico. Se presenta la recta de regresion cuya ecuacion es
q, =13.7211 - 0.095 con R* =0.999.

La Figura 7.1.2. muestra que los puntos experimentales de la tasa especitica de
crecimiento, contra la tasa especifica de formacioén de producto, se ajustan muy
bien a una linea recta, ya que el coeficiente de correlaciéon es muy cercano a la
unidad. Al encontrarse un valor muy pequefio de la ordenada al origen,
comparado con el valor de la pendiente, se puede afirmar que la formacion de
producto por Megasphaera elsdenii, a partir de écido lactico, esta totalmente ligada
al crecimiento. La pendiente de la recta de regresion, es un estimado del
coeficiente de rendimiento de producto con respecto a biomasa, sin embargo,
igual que en el caso anterior, se prefiere el valor determinado directamente de
datos experimentales.

El hecho de que la formacion de producto en M. elsdenii, este ligada al
crecimiento, concuerda muy bien con lo encontrado en la literatura, va que el
producto formado por este microorganismo (los acidos acético, propionico v
butirico), forman parte de su metabolismo energético (Hino v Kuroda, 1993), v la
formacién de este tipo de productos, siempre se ha encontrado ligada al
crecimiento (Blanch, 1981). El mismo comportamicento fue encontrado en las
demas cinéticas, las figuras correspondientes, se pucden consultar en ¢l apendice
cuatro, al final del documento.
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Una vez incorporadas las observaciones experimentales, a continuacion se
presentan las ecuaciones del modelo modificado, en las cuales se eliminaron los
términos de mantenimiento (en la ecuacién para el sustrato), el término de
formaciéon de producto no asociado al crecimiento (en la ecuacién para el

producto) y en lo que corresponde al modelo celular, se incorporé el término de

muerte,

Para concentracion de biomasa ( X) f{[{ =uX X(0)=X, (7.1.-4)
dr

Para concentracién de sustrato (.5) a5 _ X $(0)=S, (7.1.-5)
dr Y X/

Para concentracion de producto ( P) fg; =YX P0)=P, (7.1.-6)

Donde el modelo celular es: =i 5 K, (7.1.-7)

Obsérvese que al no considerar formacion de producto no asociada al

crecimiento, la variable &, en la ecuacion para el producto, se ha cambiado por
Ypx, que es mds cominmente utilizada.

7.2. Ajuste de parametros

Se conocen ya los valores de los pardmetros Yy, Yy, y K, que corresponden a
los casos sin y con probidtico, ya que fueron estimados directamente de los datos
experimentales, sin embargo, para determinar los valores de Huax v K¢, los
cuales no pueden ser estimados directamente de los datos experimentales; se
debe realizar por ajuste a los datos experimentales. El ajuste se Hevo a cabo
siguiendo la metodologia presentada en la seccion 4.7., del presente documento
que consisti6 en proponer valores de ... y K, siguiendo un disefio
experimental tipo simplex-centréide, para realizar simulaciones numéricas y
posteriormente comparar las predicciones con los datos experimentales. Los
valores de p,, y Ky que corresponden al mejor ajuste, son aquellos para los
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cuales se minimizan las funciones indice de desempefio (4.7.-4) y chi cuadrada
(4.7.-5). Como muestra, se presenta a continuacién, en la Fig. 7.2.1,, la gréfica de
las curvas de nivel, correspondientes a la superficie de respuesta generada para la
funcion indice de desempefio, en la cinética sin probiético y concentracion inicial
de sustrato de 12 g/L. Las graficas de curvas de nivel correspondientes a las
demds cinéticas llevadas a cabo, se pueden consultar en el apéndice cinco, al final
del documento.
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Fig. 7.2.1. Curvas de nivel para el ajuste de parametros, correspondiente a la cinética sin
probiético y concentracién inicial de sustrato de 12 g/L. El minimo
corresponde a los valores de . = 0421 h'ly K¢ = 0.69 g/L, con valor de
J=0.043.

En la figura anteror se puede apreciar el minimo de la funcion indice de
desempenio, que corresponde al par de valores .. v Ky, que corresponden al

mejos ajuste, para los datos experimentales.
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Para el caso de las cinéticas en que se utilizé inéculo fresco, se obtuvieron los

resultados que a continuacién se presentan en la Tabla 7.2.1.

Tabla 7.2.1. Resultados del ajuste de pardmetros del modelo, para las cinéticas llevadas
a cabo con inéculo fresco. j,,, tiene unidades de h'l, y K tiene unidades de g/L.

Sin probiético Con probidtico Promedios
So=12g/L| Sp=8g/L | Sp=12g/L| S=8g/L | Sin | Con |[Diferencia
Hinax 0.42 0.44 0.53 0.58 0.43 0.56 | +30.2%
Ks 0.69 0.68 0.68 0.70 0.69 | 0.69 -
Como puede apreciarse en la tabla anterior, la presencia del probidtico

unicamente cambia el valor de u,.., pero no el de K. El valor de p,, se ve

incrementado en un 30% con la adicién del probiético.

Para el caso de las cinéticas en que se utilizd indculo viejo, los resultados se

presentan en la Tabla 7.2.2.

Tabla 7.2.2. Resultados del ajuste de pardmetros del modelo, para las cinéticas llevadas
a cabo con indculo viejo. i, tiene unidades de !, y K tiene unidades de g/L.

Sin probiético Con probiético Diferencias
‘Ill)llx 0.19 0.40 +] 12.8(%)
Ky 0.75 0.70 -6.7%

La Tabla 7.2.2. muestra que, al igual que en el caso anterior, al utilizar indculo
viejo y probidtico, el efecto de este ultimo, se da principalmente sobre la tasa
especifica maxima de crecimiento, y en una proporcion mucho mayor, ya que en
este caso, la presencia del probiético incrementa en mas de un 100% el valor de
U - Por otra parte, el efecto del probiotico sobre la constante de afinidad, cs
muy pequefio y se puede considerar despreciable, en comparacion con el efecto
sobre u,..; ademas de que los valores de K practicamente no difieren de los

obtenidos en las cinéticas en que se utilizé indculo fresco.
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Los resultados anteriores, indican que no es necesario proponer un modelo que
contemple cambios en la constante de afinidad; y ya que el cambio importante
que se da en los parametros cinéticos del cultivo, con la presencia del probioético,
es sobre p..., se hace necesario postular un modelo celular que contemple

modificaciones de dicho parametro.

El modelo que proponen Tsao y Hanson (1975), para el caso en que se encuentren
en el medio sustratos esenciales y sustratos mejoradores del crecimiento
(vitaminas, cofactores, etc.), es el siguente:

p=| ey kS o, (72D
KI+S )| K +S,

donde:
S; sustratos esenciales para el crecimiento

S/ sustratos mejoradores de la tasa de crecimiento

Es un modelo en el cual la presencia de sustratos que mejoran el crecimiento,
afecta a la tasa especifica maxima de crecimiento, incrementandola; mejor dicho,
incrementando al producto de las tasas especificas méaximas de crecimiento,
debidas a cada uno de los sustratos esenciales, se modela con una expresion que
suma términos de saturacion, tipo Monod, para cada uno de los sustratos
mejoradores del crecimiento. Para el caso de este trabajo, en que sélo se tiene un
sustrato esencial, que es el acido lactico, y un sustrato mejorador del crecimiento,
que es el probiético, la ecuacién se reduce a:

(o) O o
donde:
H tasa especifica de crecimiento, en h-!
k factor maximo de mejoramiento de y (adimensional)
B concentracion de probiético, en g/L
K

constante de afinidad del probiotico, en g/L

[~
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U, tasa especifica de crecimiento maxima sin probidtico, en h-!

s concentracién de sustrato, en g/L
K constante de afinidad del sustrato, en g/L

Para la ecuacion anterior se pueden considerar siguientes casos limite:

a) si B>> K, entonces la ecuacién (7.2.-2) se reduce a:

H= (l + k)[:umax K—SEJ (72_3)

Donde, dados los resultados de éste trabajo, & =0.302.

b) si B << Ky, entonces la ecuacién (7.2.-2) se reduce a:
S (7.2.-4)
=(1+AB)| pty ——
=020 |

donde:
A= kiK,

con unidades de (g/L)7, que por los resultados ya presentados y, dada la
concentracion de probi6tico utilizada (0.675 g/L), tiene un valor de
A=0447L1/g.

Este caso limite resulta més interesante, ya que la ecuacion (6.3.-12) pucde
responder a las dos situaciones que se pueden presentar; cuando ¢l probiotico
estd presente se utiliza la ecuacion (6.3.-12) como tal, mientras que si no existe
probicdtico en el medio B=0y se recupera el modelo de Monod, que describe el
cultivo sin probi6tico.

Dados los resultados experimentales y de ajuste de parametros, el modelo que se
obtiene en el presente trabajo, incorporando el modelo celular a las ccuaciones,
es el siguiente:
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dx S (7.2.-5)
—=[(1+AB — K, X X(0)=X
t |:( + )lum;u Ks +S zl:l ( ) 0
ds S X (7.2.-6)
L -|(1+1B K, |->—  S0)=S
dt l:( ):umax KS +S (I:t YX/S ( ) {]
dP S 72.-7
dt 2[(1 + )'B):umax Ks +S - Kcl:‘YP/XX P(O) = P() ( )

En un modelo no estructurado, no segregado, ya que ignora la estructura interna
de las células, tomando a la biomasa como formada por células idénticas (sin
segregacién). De hecho, la biomasa se considera como una especie mas, en
solucion.

7.3. Simulacién de cinéticas

En esta seccién se presentarédn, en forma de graficas, comparaciones de los datos
experimentales, contra las simulaciones numéricas de las correspondientes
cinéticas, con el objeto de mostrar como el modelo representa los datos
experimentales. Para ello, se comenzara con un proceso para adimensionalizar el

modelo, ya que los datos experimentales con los que se compara, son los datos
normalizados.

En las ecuaciones (7.2.-5) a (7.2.-7), el término (1+ AB)u,,,. se puede considerar

como una tasa especifica maxima de crecimiento aparente, es decir:
(14 ABY s = Mo (7.3.-1)
y por lo tanto, las ecuaciones (7.2.-5) a (7.2.-7) se pueden reescribir como:

dx

S (7.3.2)
=lu — =K, [X X(0)=X
dr |::l n,upp KS +S 4I:l ( ) 0

91




Modelado matenuitico

ds S X (7.3.-3)
—= aon———-K;|m— S(0)=S§ -
dt |::um, pp K_g +8 {I:l YX/S ( ) 0
dp S (7.3.-4)
—= —— =K, [YpxX P0)=P
dt [num,upp KS+S (I:| PIX ( ) 0
Si se definen las siguientes variables adimensionales:
t T = ,ium,upp
X* - X
X"lﬂ.‘(
S* — S
Smax
P* — P
PIIK)X
donde:
X Concentracion de biomasa maxima observada
S Concentracién de sustrato maxima observada
P Concentracién de producto maxima observada

max

se despejan las correspondientes variables dimensionales, y se sustituyen en las

ecuaciones (7.3.-2) a (7.3.-4), se obtiene el siguiente modelo adimensional:

X\ S ___klx xo=x (7.3.-5)
| K +S

ds’ s R - (7.3.-6)

—=——-K, Y, X S{)=S "

i [K\"'s l/] X/ ( ) 0

dP’ s I . (7.3.-7)

— ==K, [V X P (0)=P e

dt [K.Y+S d:I X/S ( ) ¥

donde:
K;- = SKS constante adimensional de afinidad
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* K(I

K;= constante adimensional de muerte
:unl,upp
Y;/S. = _,Xm¢_ coeficiente adimensional de rendimiento de
maxYX/S

biomasa con respecto a sustrato

Ximax ¥ pyx coeficiente adimensional de rendimiento de

Proa producto con respecto a biomasa

YP/X =

Utilizando el modelo adimensional, constituido por las ecuaciones (7.3.-5) a
(7.3.-7), se llevaron a cabo las simulaciones numeéricas para construir las curvas
presentadas a continuacién. La Figura 7.3.1. que aparece a continuacion, muestra
la comparacién de los datos experimentales contra los datos que predice el
modelo.

Concentracién adimensionatl

0 2 4 6 - 8 10 12
Tiempo adimensional
Fig. 7.3.1. Comparacion de las cinéticas experimentales de concentracion adimensional de
biomasa (W), sustrato (®) y producto (A), contra las simulaciones numdéricas
correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linea a trazos largos) y

producto (linea a trazos cortos), para el experimento sin probidtico v con
concentracién inicial de sustrato de 12 g/L, utilizando indculo fresco. Los

valores de las funciones objetivo, para este ajuste son: J =0.043 v )(: =351
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En la Figura 7.3.1,, se presenta el mejor ajuste global que el modelo proporciona
para los datos experimentales, en el experimento realizado sin probiético, con
in6culo fresco y una concentracién inicial de sustrato de 12 g/L. Los valores de J
y x° corresponden a los minimos de ambas funciones, con lo cual se obtienen los
valores de pu,, =0421h1 y K;=069g/L. Los valores ajustados para los
parametros de la ecuacién de Monod, son comparables a los obtenidos para otros
microorganismos anaerobios (Blanch y Clark, 1994).

A continuacion, la Figura 7.3.2. presenta el mejor ajuste global que el modelo
proporciona, para los datos experimentales de la cinética realizada con

probiético, indculo fresco y concentracién inicial de sustrato de 12 g/L.
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Fig. 7.3.2. Comparacion de las cinéticas experimentales de concentracion adimensional de
biomasa (W), sustrato (®) y producto (A), contra las simulaciones numdéricas
correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linca a trazos largos) y
producto (linea a trazos cortos), para el experimento con probidtico y con
concentracion inicial de sustrato de 12 g/L, utilizando inoculo fresco. Los

valores de las funciones objetivo, para este ajuste son: J =0.017 y )(2 =0.039

2 P - .
Los valores de J y x~ corresponden a los minimos de ambas funciones, con lo
cual se obtienen los valores de u,,, =0.525h"1 y K;=0.68¢/L. Estos valores
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también son comparables, a los obtenidos para otros microorganismos
anaerobios (Blanch y Clark, 1994). Las figuras correspondientes a las demas
cinéticas llevadas a cabo se pueden consultar en el apéndice cinco, al final del
documento.

7.4. Cultivo continuo de Megasphaera elsdenii

Se considero necesario realizar un experimento en cultivo continuo, para intentar
explorar la aplicabilidad del modelo al combiar de régimen de cultivo. A
continuacién se presentan los resultados correspondientes. El experimento duré
185 horas, de las cuales, las primeras 18 horas se operé en cultivo por lote. La
etapa de cultivo continuo se dividi6 en dos partes; en la primera de ellas, se
alimenté medio de cultivo sin probidtico, a una tasa de dilucion de 0.1 hl,
mientras que en la segunda, se alimenté medio de cultivo con probidtico
(Yen Sacc 1026) en concentracion de 0.675 g/L. Los resultados se presentan en las
tres siguientes figuras, en la Figura 7.4.1. se presentan los resultados

correspondientes a la concentraciéon de biomasa, a lo largo de la fermentacion.
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Fig. 7.4.1. Evolucién de la concentracién de biomasa (m) durante el experimento realizado
en cultivo continuo y simulacién numérica (linea continua).

La Figura 7.4.1,, se aprecian tres etapas del cultivo, una ctapa en régimen de lote

que duré 18 horas, después de la cual se obtuvo una concentracion de biomasa,

comparable a la que se observo en los experimentos previamente presentados, v
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se comenz6 a alimentar medio de cultivo fresco. Siguen dos etapas de cultivo
continuo, la primera de las cuales dur6 cien horas. Apartir de las 85 horas
aproximadamente, se alcanz6 una concentracién de biomasa de alrededor de
0.45 g/L, de la cual no se observé un cambié apreciable durante 33 horas, por lo
que se supuso haber alcanzado un estado estacionario.

A las 118 h se inyecté una solucién de probidtico, en cantidad necesaria para
alcanzar la concentracion de probiético en el medio de cultivo (0.675 g/L), que se
comenz6 a alimentar a partir de ese momento. Comienza entonces la segunda
etapa del cultivo continuo, en la cual se observa que la concentracién de biomasa
aumenta, hasta alcanzar un nuevo estado estacionario alrededor de 0.73 g/L.

Si se observan las concentraciones de biomasa de los estados estacionarios
alcanzados, se nota inmediatamente que el efecto del probidtico, es mads
importante en cultivo continuo que en cultivo en lotes, ya que en los
experimentos anteriores la presencia del probiético provocé aumentos de
biomasa de entre un 10 y un 15% con inoculo fresco, hasta un 40% con indculo
viejo; mientras que en cultivo continuo el aumento en la concentracion de
biomasa es de aproximadamente un 60%, utilizandose in6culo fresco. A
continuacion, en la Figura 7.4.2., se presentan los resultados de este experimento
en cuanto a concentracién de sustrato.
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Fig. 7.4.2. Evoluci6n de la concentracion de sustrato () durante el experimento realizado
en cultivo continuo y simulacién numérica (linea continua).
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En la figura anterior, se puede observar que la concentracién de sustrato muestra
un comportamiento similar, en cuanto a la tendencia, al observado por la
concentracién de biomasa, si bien la dispersién de los datos es mavor en el caso
de la concentracién de sustrato. En la primera etapa de cultivo continuo, se
observa una tendencia de la concentracién de sustrato, hacia estabilizarse en
aproximadamente 1.95 g/L, es posible que faltara tiempo para que esto ocurriera,
es decir, que si bien la concentracién de biomasa alcanzé un estado estacionario,
es posible que la concentracién de sustrato no logré hacerlo.

En la segunda etapa del cultivo continuo, se observa también, comparado con la
concentracion de biomasa, mayor dispersion de datos, sin embargo se puede
apreciar una tendencia hacia estabilizarse en aproximadamente en 0.69 g/L, valor
menor que el correspondiente a la etapa anterior, lo cual concuerda con el hecho
de que la concentracién de biomasa, es mayor en la etapa con probiotico. Para
concluir la presentacién de resultados del experimento en cultivo continuo, se

presentan a continuacién, en la Figura 7.4.3., los resultados de la concentracion de

producto.
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Fig. 7.4.3. Evolucién de la concentracién de producto (W) durante el experimento
realizado en cultivo continuo y simulacion numeérica (linea continua).

Se aprecia en la Figura 7.4.3, que al igual que en el caso del sustrato, cl

comportamiento de la concentracion de producto presenta una dispersion de

datos mayor que en el caso de la concentracion de biomasa; sin embargo, se
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puede ver que, hay una tendencia hacia una concentracion de producto de
aproximadamente 3.74 g/L, para el caso de la etapa sin probiético. Para la etapa
con probidtico, se observa igualmente un tendencia hacia 5.27 g/L, presentando
menor dispersién de datos; el que la tendencia con probidtico sea hacia una
concentracién mayor que sin probiotico, es congruente con el hecho de que la
tendencia del sustrato es hacia una concentracién menor, en la etapa con
probidtico.

Es probable, que el cultivo no cont6 con el tiempo suficiente para alcanzar el
estado estacionario, en ninguna de las dos etapas, ya que a pesar de que se
observa que la concentracién de biomasa se estabiliza, con muy poca variacion,
en las dos etapas, las concentraciones de sustrato v producto no lo han
conseguido. Aun asi, se marcan tendencias y es posible retomar el modelo
matemdtico, desarrollado en la seccion 5.4. del presente documento, eliminando
los términos de mantenimiento y formacion de producto no asociada a
crecimiento, para llevar a cabo una simulacién numeérica, utilizando los valores
de los parametros determinados en cultivo por lote, v comparar con los datos
experimentales.

En los tres casos puede verse que las predicciones del modelo no se aproximan a
los datos experimentales. Es decir, el modelo matematico desarrollado, para
cultivo continuo, utilizando los parametros del cultivo por lotes, no es adecuado
para describir los datos experimentales. Algunas de las razones, que se pueden
proponer para justificar lo anterior, son:

a) Es probable que el metabolismo de Megasphaera elsdenii, sea diferente
en cultivo continuo. Experimentalmente se observd que al transcurrir
el cultivo continuo, ya no se conserva la relacién molar entre los
acidos grasos volatiles, que se observa en cultivo por lote (1:1:0.25,
para acético, propiénico y butirico respectivamente). La produccion de
acido propidnico cae rapidamente, mientras que la produccion de
acido butirico se incrementa a la par. Lo anterior significa que va no
basta con modelar la formacién de producto, con una sola ecuacion;
debe utilizarse una ecuacién para cada producto; una posibilidad es
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considerar un modelo estructurado, que contemple la dindmica
interna de la célula.

b) Es posible que el medio ambiente sea suficientemente diferente, como
para cambiar la fisiologia del microorganismo, por lo cual se
comporta diferente. Ya no se agota el sustrato, el estado de

oxido-reduccion es diferente (las condiciones de anaerobiosis se
mantienen con nitrégeno en lugar de COy), el sistema no se presuriza.

¢) Probablemente se de una distribucién de tiempos de residencia en el
flujo, lo cual no toma en cuenta el modelo propuesto, ya que éste

considera mezclado ideal.

El considerar los aspectos anteriores, y formular un nuevo modelo para cultivo
continuo, que describiera bien los datos experimentales, queda fuera del alcance

del presente trabajo y es una propuesta para futuros estudios.
7.5. Discusi6n sobre resultados globales

En esta seccion se recopilan los resultados obtenidos, para obtener una vision
global del trabajo realizado y resumir sus implicaciones, tanto para el culitivo
axénico de la bacteria ruminal Megaspliaera elsdenii, como para el rumiante al que

se le incorpora el probiético comercial Yea Snce 1026, en su dieta.
A continuacion se presenta, en la Tabla 7.5.1.,, un resumen de los resultados

obtenidos de la estimacién y ajuste de parametros, para las cinéticas en que se

utiliz6 in6culo fresco.
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Tabla 7.5.1. Resumen de resultados de la estimacién y ajuste de pardmetros de cinéticas
con inéculo fresco. Las unidades de los pardmetros son: Yy, g biomasa/g sustrato,

Ypx, g producto/g biomasa, K,, b1, p.. . kly K g/L.

Sin probiético Con probiético Promedios
Sp=12g/L| Sp=8 g/L | Sp=12g/L}| Sy=8g/L | Sin | Con | Diferencia
Yys 0.07 0.07 0.08 0.08 0.07 | 0.08 | +13.8%
Ypx 11.87 11.96 10.72 1037 | 11.92 | 1055 | -11.5%
K, 0.013 0.016 0.015 0.015 | 0.014 | 0.015 -
Hinax 0.44 0.42 0.58 0.53 043 | 055 | +30.2%
K 0.68 0.69 0.70 0.68 0.69 | 0.69 -

En primer lugar, al comparar las columnas que presentan los resultados sin
probidtico, para ambos experimentos, se nota que practicamente no existen
diferencias en los valores de los pardmetros. Otro tanto se puede decir, de las
columnas que presentan los resultados con probiético; lo cual permite afirmar
que el efecto del probiético, no depende de la concentracion inicial de sustrato, en
el intervalo de 8 a 12 g/L. Este intervalo, puede marcar un rango de validez, tanto
del efecto del probiético, como del modelo.

Bajo el encabezado "promedios”, se encuentran los resultados promediados sin
probi6tico en la columna de la izquierda y, los resultados promediados con
probiético en la de la derecha; en la ultima columna, se muestran los cambios en
los parametros, debidos a la adicién de probiotico. La comparaciéon de tales
columnas, permite apreciar que los coeficientes de rendimiento, se ven
modificados en proporciones muy similares, pero de signo contrario, o yue
indica que el probidtico promueve un uso mds eficiente del sustrato, por
M. elsdenii, pues produce mas biomasa y desecha menor cantidad de acidos grasos
volatiles, que los productos finales de su metabolismo energético
(Hino y Kuroda, 1993).

Lo siguiente que salta a la vista, es el importante aumento (casi un 30%), que
sufre la tasa especifica maxima de crecimiento (u,,,), lo que significa que ¢l

probidtico proporciona al microorganismo, una mayor capacidad de crecimiento,

como se demostré al comparar, con y sin probiotico, la tasa especitica de
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crecimiento a lo largo de la fermentacién; de hecho las diferencias que las
gréficas mostraron, se deben al mayor valor que posee u,,, ., con probiético.

Incluso las diferencias encontradas en los coeficientes de rendimiento, pueden
deberse también al mayor valor de pu,., con probiotico; pues al iniciar la
fermentacion, cuando la concentracion de sustrato es alta, la mayor capacidad de
crecimiento que el probiético promueve, permite que una fraccién mayor del
sustrato se aproveche para formar biomasa, lo que redundard en una mayor
concentraciéon de biomasa y menor concentracion de producto, en el caso con
probidtico y recuérdese que los coeficientes de rendimiento se calculan

utilizando las concentraciones iniciales y finales.

Para finalizar el andlisis de la Tabla 7.5.1., baste notar que el probiético produce
cambios despreciables en las constantes de afinidad (K,) y muerte (K,). Un
comentario adicional, es que los valores de los pardametros obtenidos, son
comparables a los que tipicamente se encuentran, para microorganismos

anaerobios, en la literatura (Blanch y Clark, 1994).

La Tabla 752, que aparece a continuacién, resume los resultados de la
estimacion y ajuste de pardmetros, para el experimento en que se utilizo inoculo
viejo.

Tabla 6.5.2. Resumen de resultados de la estimacion y ajuste de parametros de cinéticas

con indculo viejo. Las unidades de los pardmetros son: Yy, g biomasa/g sustrato,
Ypx. g producto/g biomasa, K, h'!, u,... hly Ky g/L.

Sin probiético Con probiético Diferencias
Yys 0.04 0.11 +175%
Ypx 15.45 8.72 -14.95%
Ky 0.013 0.013 -
Hinax 0.19 0.40 +112.8%
Ky 0.75 0.70 -

De la Tabla 7.5.2,, se puede detallar un analisis que arrojard resultados similares a

los ya comentados para la Tabla 6.5.1. La diferencia cs, basicamente, que los
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cambios en los parametros del modelo, provocados por el probiotico, son de
mayor magnitud. De este modo, el coeficiente de rendimiento de biomasa con
respecto a sustrato se ve incrementado en un 175%, mientras el coeficiente de
rendimiento de producto se ve disminuido en un 45% vy la tasa especifica maxima
de crecimiento, aumenta su valor un 113% aproximadamente. Nuevamente, las
constantes de afinidad y muerte no se ven afectadas.

Lo mas relevante es, sin duda, que el efecto del probittico se ve modificado en
magnitud, mas no en forma, por la edad del inéculo que se esté empleando. Esto
es debido probablemente, a que las células que se encuentran en un inéculo viejo,
presentan dafios en su estructura, lo que provoca que se observen fases de retardo
en el cultivo, como de hecho se observo, ya que se requiere tiempo para que los
darios celulares sean reparados. De esta forma, el efecto de la edad del indculo, es
un aumento en la magnitud de los cambios que sufren los parametros, debidos a
la incorporacién del probiético al medio de cultivo.

Queda por establecer, el significado e implicaciones, del hecho de que aumente la
capacidad de crecimiento de Megasphaeraelsdenii, por efecto del probidtico.
Megasphaera elsdenii es un microorganismo encontrado en rumiantes, con dietas
basadas en granos (Stewart y Bryant, 1988), dietas que, al suministrar gran
cantidad de materiales amilaceos, propician que el pH descienda por debajo de 6,
por la produccién de acidos como el férmico, succinico y, sobre todo, lactico
(Hobson, 1966; Thomas y Rook, 1981). Para el rumiante, al que se le incorpora un
probidtico a su dieta basada en granos, es benéfico que la microtlora que
consume acido lactico, de la que M. elsdenii es el principal exponente
(Counotte et al., 1981), tenga una mayor capacidad de crecimiento y una mayor
capacidad de consumo de acido lactico, recuérdese que la tasa especifica de
consumo de sustrato aumenta al incorporar probidtico. Esto evitara que se
acumule el 4cido lactico y sus consecuencias.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las conclusiones mas relevantes, que se pueden extraer de los resultados del
presente trabajo son:

1. En términos globales, el efecto del probiético comercial Yea Sacc 1026, sobre
el cultivo sumergido por lotes de Megasphaera elsdenii, es la promocion de
una mayor produccion de biomasa, en detrimento de la produccién de acidos
grasos volatiles. Se debe resaltar el hecho de la comprobacién experimental,

de que el efecto no es estequiomeétrico.

2. El probidtico Yen Sacc 1026 estimula el crecimiento de M. elsdenii, el consumo
de sustrato y la formacién de producto independientemente de la edad del
in6culo y de la concentracion inicial de sustrato, en un rango de 8 a 10 g/L. El
efecto es perceptible en las cinéticas y se comprueba al comparar tasas
especificas, donde el efecto es muy claro, en todos los casos. Los efectos
observados sobre la capacidad de consumir 4cido lactico y producir acidos
grasos volatiles, son consecuencia de la mayor capacidad de crecimiento, ya
que no existe mantenimiento y la formacién de producto esta ligada al
crecimiento. De esta forma, el probiético promueve un uso mas eficiente del
sustrato, por M. elsdenii, ya que se produce mas biomasa, generandose menor
cantidad de producto, lo cual se observa, de manera cuantitativa, en los
coeficientes de rendimiento.

3. Los coeficientes de afinidad y de muerte, no se modifican con la presencia del
probiético, independientemente de la edad del inéculo y de la concentracion
inicial de sustrato, en un rango de 8 a 12 g/L. Por otra parte, el cfecto de la
edad del indculo sobre los pardmetros del modelo, es aumentar la magnitud
de los cambios provocados por el probiético.

4. Bl efecto principal del probiético se da sobre la tasa especifica maxima de
crecimiento, pues ésta se incrementa entre un 30 (con indculo fresco) y un
112% (con in6culo viejo). El incremento en la tasa especifica maxima de

crecimiento, se ve reflejado en el incremento del coeficiente de rendimicento
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de biomasa con respecto a sustrato, como se discuti6 en la seccion final del
capitulo de modelado matemaético.

5. El modelo matemético al que se lleg6, teniendo la virtud de la sencillez,
permiti¢ llevar a cabo un analisis del sistema en su conjunto, que de otra
manera hubiese sido muy dificil de realizar. Por ejemplo, sin llevar a cabo el
modelado matemético, quizd se abrian despreciado las diferencias
encontradas, en los datos de las cinéticas. Asi, el modelado matematico,
permitio situar las observaciones experimentales en un contexto mas amplio,
y llevar a cabo un anélisis del sistema en su conjunto, que permitié obtener

valiosas conclusiones.

Como todo trabajo de investigacion, este no agoté el estudio del problema en
cuestion, tiene limitaciones y, por lo tanto, se plantean recomendaciones para
trabajos futuros sobre el tema. La principal limitacién del estudio realizado es,
quiza, el haber hecho una sobresimplificacion del problema, al trabajar con un
solo microorganismo, de la gran variedad que existe en el rumen; sin embargo
es un modelo experimental de estudio, que, en términos de consumo de acido
lactico, produccién de biomasa y AGV's, representa adecuadamente ¢l
comportamiento de la microflora ruminal en condiciones controladas, como se
comprobd conjuntamente con otra investigacion relacionada
(Saucedo-Castaneda et al., 1997). De manera que las perspectivas planteadas son
las siguientes:

1. Se deberian realizar estudios similares, utilizando consorcios microbianos,
que se pudieran considerar mejores modelo experimentales al complejo
sistema, que el rumen representa, tal vez utilizando liquido ruminal.

2. 5i se trabaja nuevamente con Megasphaera elsdenii, se deberia disefar un medio

de cultivo mas simple, y menos rico en nutrientes complejos, que el utilizado

en este trabajo, con la finalidad de potenciar aun mas el efecto del probidtico.
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3. Se deberia llevar a cabo un modelado mas fino de sistema, realizando un
muestreo a intervalos menores, durante la fase de crecimiento y considerar el
formular un modelo estructurado.

4. Una opcién interesante seria continuar con los estudios en cultivo continuo,
desarrollando un nuevo modelo que, ademas de predecir correctamente los

estados estacionarios correspondientes, aportara datos sobre la fisiologia de
M. elsdenii.
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Apéndice 1. Nomenclatura

B
D
J

K

Kp

Ka

PI"(L\’

Q

qs

qr

Concentracién de probidtico
Tasa de dilucién
Indice de desempefio

Constante de afinidad en el modelo de
Blackman

Factor méaximo de mejoramiento de p
Constante de afinidad del probittico
Constante de muerte

Constante de afinidad en el modelo de
Monod

Concentracién de producto
Concentracién de producto al tiempo cero
Concentracién final de producto
Concentracién inicial de producto
maxima  de

Concentracion producto

(observada)
Flujo volumétrico

Tasa especifica de consumo de sustrato

Tasa especifica de formacion de producto

Tasa de formacion de producto
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g/L
h-l
adimensional

g/L

adimensional

g/L
g/L
g/L
g/L

g/L

L/h

g sustrato
g biomasa * h

g producto

g biomasa* h

g producto/L*h
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Rs

Ry

Yp/.\'

Y /s

Tasa de consumo de sustrato

Tasa de crecimiento celular
Concentracién de sustrato
Concentracién de sustrato al tiempo cero

Concentraciéon de  sustrato en la
alimentacion

Concentracion final de sustrato
Concentracion inicial de sustrato

Concentracion maxima de  sustrato
(observada)

Tiempo

Volumen de reaccion

Concentracion de biomasa
Concentracién de biomasa al tiempo cero
Concentracién final de biomasa
Concentracién inicial de biomasa

Concentracion  méxima de  biomasa

(observada)

Coeficiente de rendimiento de producto con
respecto a biomasa

Coeficiente de rendimiento de biomasa con
respecto a sustrato
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g sustrato/L*h
g biomasa/L*h
g/L
g/L
g/L

g/L
g/L

g/L
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L

g/L

g/L

g/L

g/L

g/L

g producto
¢ biomasa

g biomasa
¢ sustrato
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Simbolos griegos

Pm,app

pmax

Coeficiente de formacién de producto
asociado al crecimiento

Coeficiente de formacién de producto no
asociado al crecimiento

Tasa especifica de crecimiento

Tasa especifica maxima de crecimiento,
aparente

Tasa especifica méaxima de crecimiento

chi cuadrada
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g producto
g biomasa

g producto

g biomasa* h

h-1

h-1

h-1

adimensional




Apéndices

Apéndice 2. Graficas de tiempo contra logaritmo natural de la concentraciéon de

biomasa, para la fase de muerte del cultivo

Ln X

9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (h)
Fig. A2-1. Linearizacién de la fase de muerte de M. elsdenii para la cinética con extracto
de levadura en cultivo por lote, con 12 g/L de sustrato inicial. La recta de
regresion es LnX =~0.0159¢ con coeficiente de correlacion R* = 0.999.

9 12 15 18 2
Tiempo (h)

Fig. A2-2. Linearizacién de la fase de muerte de M. elsdenii para la cinética con
probidtico en cultivo por lote, con 12 g/L de sustrato inicial. La recta de
regresion es LnX = —0.0134¢ con coeficiente de correlacion R = 00.926.
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Tiempo (h)
Fig. A2-3. Linearizacién de la fase de muerte de M. elsdenii para la cinética sin
probidtico en cultivo por lote, con 8 g/L de sustrato inicial. La recta de
regresién es LnX =—0.0127¢ con coeficiente de correlacion R* = 0.921.

-0.45

Tiempo (h)

Fig. A2-4. Linearizacién de la fase de muerte de M. elsdenii para la cinética con
probiédtico en cultivo por lote, con 8 g/L de sustrato inicial. La recta de
regresion es LnX = —0.0145¢ con coeficiente de correlacion R* = 0.979.
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Ln X

L L I L l 1 L l L I I
-0.85 ~f———————} —_

18 21 24 27 30
Tiempo (h)
Fig. A2-5.Linearizacién de la fase de muerte de M. eclsdenii para la cinética sin
probiético en cultivo por lote, utilizando inéculo viejo v 10 g/L de sustrato
inicial. La recta de regresion es LnX = —0.0125¢ con un coeficiente de correlacion

R*=0.899.

-t

045 t+——tt—+—+—F |
15 18 21 24 27 30

Tiempo (h)
Fig. A2-6. Linearizacion de la fase de muerte de M. elsdenii para la cinética con
probiodtico en cultivo por lote, utilizando inéculo vicjo y 10 g/L de sustrato
inicial. La recta de regresién es LnX =—0.0131s con un coeficiente de correlacion

R>=0.982.

121




Apéndices

Apéndice 3. Graficas de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa

s

q (g sustrato/g biomasa®h)

especifica de consumo de sustrato

12
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Tasa especifica de crecimiento (h'")

Fig. A3-1. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de

q. (g sustrato/g biomasa*h)

Fig. A3-2.

consumo de sustrato para la cinética en que se utiliz6 una concentracion
inicial de sustrato de 12 g/L, con extracto de levadura. Se presenta la recta
de regresion cuya ecuacién es g =15.31 —0.21 con R* =0.992
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Tasa especifica de crecimiento (h'')

Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética en que se utilizé una concentracion
inicial de sustrato de 12 g/L, con probiético. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacién es gg =13.564 —0.115 con R* =0.999
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12

=

o 10

o

©

§ 8

o

o

k) 6

®

@ 4

7]

2 2

@ n

i | ] | ] | I
O—‘ ' 1 + T } 1 + 1 t 1 t ]

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Tasa especifica de crecimiento (h'')

Fig. A3-3. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética en que se utilizé una concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L, sin probidtico. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacion es ¢ = 19.864 —0.695 con R* =0.993
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Fig. A3-4. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética en que se utilizo una concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L, con probiético. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacién es ¢g = 13.48 —0.349 con R* =0.999
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q (g sustrato/g biomasa*h)
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Fig. A3-5. Grafica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética en que se uhliz6 una concentracion
inicial de sustrato de 10 g/L, sin probidtico. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacion es gg =20.9441 - 0.302 con R* =0.967
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Fig. A3-6. Grafica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
consumo de sustrato para la cinética en que se utilizé6 una concentracion
inicial de sustrato de 10 g/L, con probiético. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacion es gg = 7.384 —0.645 con R* =0.999
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Apéndice 4. Graficas de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa
especifica de formacién de producto

q (g producto/g biomasa*h)

P

i
1

0 0.1 0.2 0.3 0.4
Tasa especifica de crecimiento (h'')

Fig. A4-1. Grafica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
formacién de producto para la cinética en que se utilizé una concentracion
inicial de sustrato de 12 g/L, con probiético. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacién es ¢, =9.891 +0.14 con R?=0.999
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Tasa especifica de crecimiento (h-1)

Fig. A4-2. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
formacién de producto para la cinética en que se utilizé una concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L, sin probidtico. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacién es ¢, = 11151 +0.35 con R*=0.933
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P

q_ {9 producto/g biomasa*h)
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Tasa especifica de crecimiento (h'')

Fig. A4-3. Grafica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de

(g producto/g biomasa*h)

[

formacién de producto para la cinética en que se utiliz6 una concentracion
inicial de sustrato de 8 g/L, con probiético. Se presenta la recta de regresién
cuya ecuacién es ¢, =16.52u —1.33 con R*=0.992

i l L l l L J
0 t - t t T t 1 ¥ ]

0 0.05 0.1 0.15 0.2
Tasa especifica de crecimiento (h''")

Fig. A4-4. Gréfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de

formacién de producto para la cinética en que se utilizé una concentracion

inicial de sustrato de 10 g/ L, sin probiético. Se presenta la recta de regresion
. ol

cuya ecuacion es ¢, =17.33u —0.45 con R~ =0.929
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P

q (g producto/g biomasa*h)

i ] ' | 1 | : | ! |

0.1 0.15 0.2
Tasa especifica de crecimiento (h'")

Fig. A4-5. Grdfica de la tasa especifica de crecimiento contra la tasa especifica de
formacién de producto para la cinética en que se utilizd una concentracion
inicial de sustrato de 10 g/L, con probidtico. Se presenta la recta de regresion
cuya ecuacion es ¢, =10.264 - 0.33 con R*=0.979
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Apéndice 5. Graficas de curvas de nivel para los ajustes de parametros

K5 (g/L)

1.50
1.36 [}
1.23 PN
1.09
0.95
0.81

0.68

b,
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e i
0.40 L i L 1. L
0.47 050 0.52 055 058 061 0.4 067 0.70
M max (1'1'1)

Fig. A5-1. Curvas de nivel para el ajuste de pardmetros, correspondiente a la cinética

conn probidtico y concentracion inicial de sustrato de 12 g/L. El minimo
corresponde a los valores de i, = 0525 h'ly K¢ =0.68 g/L, con valor de

J=0.017.
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Hmax (1)

Fig. A5-2. Curvas de nivel para el ajuste de parametros, correspondiente a la cinética

sin probidtico y concentracién inicial de sustrato de 8 g/L. El minimo
corresponde a los valores de p ., = 0.4375 1 y K¢ =0.68 g/L, con valor

de J=0.042.
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Fig. A5 -3. Curvas de nivel para el ajuste de parametros, correspondiente a la cinética
con probi6tico y concentracién inicial de sustrato de 8 g/L. El minimo

corresponde a los valores de Hmax = 0,58 h-1 y Ks = 0.70 g/L, con valor de
J =0.0053
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Apéndice 6. Comparaciones de los datos experimentales contra las simulaciones

numéricas

Concentracion adimensional

Tiempo adimensional

Fig. A6-1. Comparacién de las cinéticas experimentales de concentracion adimensional
de biomasa (M), sustrato (®) y producto (a), contra las simulaciones
numéricas correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linea a trazos
largos) y producto (linea a trazos cortos), para el experimento sin probiotico
y con concentracion inicial de sustrato de 8 g/ L. Los valores de las funciones
objetivo, para este ajuste son: J =0.042 y )(2 =0.104
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Concentracién adimensional
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Fig. A6-2. Comparacion de las cinéticas experimentales de concentracién adimensional
de biomasa (M), sustrato (®) y producto (a), contra las simulaciones
numéricas correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linea a trazos
largos) y producto (linea a trazos cortos), para el experimento con probiético
y con concentracién inicial de sustrato de 8 g/L. Los valores de las funciones
objetivo, para este ajuste son: J =0.0053 y y” =0.33
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Concentracion adimensional
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Tiempo adimensional

Fig. A6-3. Comparacién de las cinéticas experimentales de concentracion adimensional
de biomasa (M), sustrato (®) y producto (A), contra las simulaciones
numéricas correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linea a trazos
largos) y producto (linea a trazos cortos), para el experimento sin probiotico
y con concentracion inicial de sustrato de 10 g/L, utilizando inoculo viejo.
Los valores de las funciones objetivo, para este ajuste son: J=0.024 v
x*=0.913
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Concentracion adimensional

Tiempo adimensiona!

Fig. A6-4. Comparacién de las cinéticas experimentales de concentracion adimensional
de biomasa (M), sustrato (®) y producto (A), contra las simulaciones
numéricas correpondientes; biomasa (linea continua), sustrato (linea a trazos
largos) y producto (linea a trazos cortos), para el experimento con probiotico
y con concentracion inicial de sustrato de 10 g/L, utilizando inéculo viejo.
Los valores de las funciones objetivo, para este ajuste son: J=0.0086 y
=018
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