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RESUMEN 

TITULO: ESTUDIO DE LA FERMENTACIÓN DEL GLICEROL CRUDO PARA LA OBTENCIÓN DE 

ÁCIDO LÁCTICO EMPLEANDO Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469: PROPUESTA 

PRELIMINAR DE UN MODELO CINÉTICO
1 

 

AUTORES: JIMY ALEXANDER GAMBOA RUEDA
2
 

        VICTOR ALEXIS LIZCANO GONZÁLEZ
2
 

 

PALABRAS CLAVE: Glicerol crudo, procesos biotecnológicos, ácido láctico, Lactobacillus,  

ANOVA, modelo de crecimiento microbiano. 

 

CONTENIDO: 

La sobreproducción de glicerol crudo, debido al aumento en la cantidad de biodiesel fabricado en 
los últimos años, ha generado un interés en el uso de éste como materia prima de procesos 
biotecnológicos. Actualmente, existen trabajos e investigaciones cuya finalidad es obtener 
metabolitos como el 1,3 propanodiol, polihidroxialcanoatos, ácidos orgánicos y solventes, siendo 
muy poco común entre ellos, la obtención de ácido láctico. El presente trabajo comparó el potencial 
de la cepa CYP4, (identificada posteriormente como un consorcio conformado por Lactobacillus 
fermentum y Lactobacillus paracasei) con el de una cepa de referencia (L. rhamnosus) para el 
consumo de glicerol crudo y producción de ácido láctico. Durante el desarrollo experimental no se 
evidenció asimilación de glicerol por parte de ninguna de las dos cepas nativas, trabajadas en 
cultivos axénicos, mientras que con L. rhamnosus se obtuvieron conversiones de glicerol crudo de 
hasta 94,5%. Para la cepa capaz de asimilar glicerol (L. rhamnosus) se evaluó la influencia del pH 
inicial (5,5 y 6,5) y la concentración inicial de glicerol USP (6, 8 y 10 g/L) sobre la productividad 
volumétrica. Los mejores resultados se obtuvieron a un pH de 6,5 y 6 g/L de glicerol con 
productividades de 0,0868885 (g)*(L*h)

-1
. Finalmente, la cinética del proceso fue ajustada a un 

modelo no estructurado no segregado con un error absoluto relativo promedio de 12,24%. 
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ABSTRACT 

TITLE: STUDY OF CRUDE GLYCEROL FERMENTATION FOR OBTAINING LACTIC ACID 

USING Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469: PRELIMINARY PROPOSAL FOR A KINETIC 

MODEL 

 

AUTHORS:  JIMY ALEXANDER GAMBOA RUEDA 
VICTOR ALEXIS LIZCANO GONZÁLEZ 

 

KEYWORDS: Crude glycerol, biotechnological processes, lactic acid, Lactobacillus, ANOVA, 

microbial growth model. 

 

 

In recent years, the rising biodiesel manufacture has result in overproduction of crude glycerol as 
by-product, which has been conventionally treated as industrial waste and generates a severe 
environmental impact. Currently, one of the ways to face this problem up is using glycerol as a raw 
material in biotechnological processes. In this regard, there are some studies that aims to achieve 
metabolites such as 1,3-propanediol, polyhydroxyalkanoates, organic acids and solvents, and also 
lactic acid. In the present work the potential of CYP4 strain (later identified as a consortium between 
Lactobacillus fermentum and Lactobacillus paracasei), for crude glycerol consumption and lactic 
acid production, is compared to that of a reference strain (L. rhamnosus). During experimental 
development in axenic cultures assimilation of glycerol by either native strains was not observed, 
while, using L. rhamnosus, the crude glycerol conversion reached up to 94.5%. The influence of 
initial pH (5.5 and 6.5) and the initial concentration of glycerol USP (6, 8 and 10 g/L) on the 
volumetric productivity were evaluated for the L. rhamnosus strain. The best results were obtained 
for pH 6.5 and 6 g/L of glycerol, with productivities of 0.086885 (g)*(L·h) 

-1
. Finally, the kinetics of 

the process was fitted to a non-segregated unstructured model with relative absolute averaging 
error of12.24%. 
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1. INTRODUCCION 

 

Las proyecciones desfavorables para una economía basada en fuentes de 

combustibles fósiles han impulsado la producción de biocombustibles, 

principalmente bioetanol y biodiesel, como una alternativa de energías renovables 

y sostenibles. Con un estimado de reservas de petróleo suficientes para suplir 

54,2 años de consumo de crudo actual [6], se prevé un aumento considerable en 

el porcentaje de participación de los biocombustibles en el mercado global de la 

energía. Sin embargo, para que los combustibles provenientes de fuentes 

renovables alcancen un nivel de participación importante dentro de la economía 

global, se requiere de un desarrollo tecnológico orientado a la disminución de 

costos y optimización de los ciclos de producción, con el fin de suplir la demanda a 

precios competitivos. 

 

A nivel mundial la producción de biocombustibles (bioetanol y biodiesel) creció un 

0,7% de 2010 a 2011, con un aumento de 7,32% en la cantidad de biodiesel 

producido, mientras que se observó una disminución del 1,4% en el total de 

bioetanol obtenido [6]. La producción de biodiesel en 2011 alcanzó un total de 

15’129.076 toneladas equivalentes de petróleo [6]. A nivel nacional, la producción 

de biodiesel en Colombia alcanzó las 443.037 toneladas métricas, lo cual 

representa un aumento del 31,19% con respecto al año 2010 [15]. 

 

En las diferentes variantes del proceso de producción de biodiesel se obtiene en 

promedio un 10% en peso de glicerina [11, 28], lo cual representa un aproximado 

de 49.226 toneladas de glicerol crudo producidas sólo en Colombia en el 2011. 

Ésta sobreproducción ha convertido al glicerol crudo en un residuo, lo cual le da 

un gran potencial para ser usado como materia prima en otros procesos debido a 

su bajo precio comercial. En este orden de ideas, se han propuesto diferentes 

tipos de procesos que usan este subproducto, por ejemplo: combustión, 

producción de biogás a partir de su digestión anaerobia [34], procesos de 

purificación de glicerina cruda [8, 11], además de procesos biotecnológicos en los 

cuales se da la bioconversión del glicerol crudo, con la obtención de metabolitos 
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como 1,3 propanodiol, ácido cítrico, etanol, butanol [11] y polihidroxialcanoatos [3]. 

Sin embargo, de acuerdo con las investigaciones revisadas son poco comunes los 

casos en los que se obtiene ácido láctico como metabolito principal. 

 

Dentro de los procesos biotecnológicos que usan glicerol como materia prima, la 

producción de ácido láctico se presenta como una opción innovadora y 

competitiva, dada la gran cantidad de aplicaciones que tiene este ácido orgánico 

dentro de la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y química [37, 20]. 

Además el bajo precio del glicerol comparado con el de la glucosa pura (sustrato 

normalmente empleado en la gran mayoría de procesos fermentativos productores 

de este ácido láctico) hace prever que el diseño de procesos biotecnológicos que 

involucren este tipo de sustrato sea de interés desde el punto de vista económico. 

 

En relación con el proceso de bioconversión, los microorganismos productores por 

excelencia de ácido láctico son las bacterias acidolácticas (BAL), que se 

caracterizan por no formar esporas, ser bacterias gram-positivas, en ausencia de 

porfirinas son catalasa negativa, son tolerantes al oxígeno y a los ácidos, son 

organotróficas y principalmente con morfología cilíndrica o con forma de coco [23]. 

En general, las células son inmóviles y requieren compuestos complejos para el 

crecimiento como vitaminas y amino ácidos. Su producto principal es el ácido 

láctico el cual puede ser reasimilado [22]. 

 

Las BAL pueden ser tanto homofermentativas como heterofermentativas, 

produciendo en este último caso ácido láctico, CO2 y en la mayoría de los casos 

etanol o acetato [22]. Actualmente se conocen diferentes géneros pertenecientes 

al grupo de bacterias acidolácticas, entre ellos los géneros: Lactobacillus, 

Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Oenococcus, 

Pediococcus y Streptococcus. [23]. 

 

Las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus pueden presentar forma de 

coco o forma cilíndrica y permanecer tanto en solitario, como formar cadenas 

cuando son cultivadas en glucosa. Aunque en anaerobiosis pueden ser tanto 
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homofermentativas como heterofermentativas, en aerobiosis son únicamente 

heterofermentativas y en ambos casos pueden producir ya sea el isómero D, el L o 

la mezcla rasémica DL de ácido láctico [22, 23]. 

 

Una gran ventaja de las bacterias del genero Lactobacillus es su carácter 

estrictamente fermentativo, lo cual indica que su crecimiento está ligado 

directamente con la producción de metabolitos [19]. Es así que la fermentación del 

glicerol por parte de Lactobacillus puede darse por tres vías metabólicas 

diferentes: (1) vía de la glicerol quinasa, 2) vía de la glicerol deshidrogenasa y 3) 

vía de la glicerol deshidratasa [17] (Figura 1). Las dos primeras vías se 

caracterizan por converger en el gliceraldehído-3-fosfato, sustancia intermedia en 

la glucólisis. Por otra parte, la tercera vía tiene como productos finales: el 1,3-

propanodiol, el ácido-3-hidroxipropanoico y/o la acroleína. Aunque las tres vías 

pueden darse simultáneamente durante una fermentación, existen diferentes 

condiciones que pueden inhibir la presencia de una u otra. 

 

La primera ruta requiere el uso de un aceptor externo de electrones que 

normalmente es el oxígeno, por esta razón en condiciones anaeróbicas se inhibe 

esta vía, mientras que la segunda ruta es la que ocurre principalmente. Por otra 

parte la tercera vía se ve favorecida en detrimento de las otras dos cuando dentro 

del medio de fermentación hay una mezcla de glucosa y glicerol como fuentes de 

carbono y preferiblemente una condición aeróbica [17, 30]. 

 

Entre las diferentes especies de Lactobacillus puede presentarse una variación en 

la forma en que el piruvato es metabolizado para producir distintos productos, 

pues de manera general este metabolito clave es el que permite una regulación 

del potencial de óxido-reducción, a partir de la oxidación del NADH para regenerar 

el NAD+, que es un componente indispensable en el crecimiento y el metabolismo 

del microorganismo [19]. 

Así pues los Lactobacillus tienen un amplio abanico de posibilidades en lo que a 

metabolitos finales producidos a partir de piruvato se refiere, esto se puede 

observar en la Figura 2. 
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Figura 1. Metabolismo del glicerol por parte de bacterias ácido-lácticas

Fuente: (Palomo, Díaz, 2012) 
[10] 

 

Figura 2. Posibles vías de metabolización del piruvato por Lactobacillus 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Fonseca et al.[16]. Modificado por los autores 

La comprensión de cómo funciona un sistema fermentativo desde el punto de vista 

global de un bioproceso, requiere del planteamiento de modelos cinéticos 

microbianos que tengan la capacidad de describir y predecir las concentraciones 

de productos, biomasa y sustrato a lo largo del proceso. 
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Estos modelos pueden clasificarse en diferentes categorías, dependiendo de si se 

consideran el segregamiento de las células y el funcionamiento estructural de las 

mismas. El segregamiento de las células se refiere a un comportamiento individual 

y diferenciado, mientras que el funcionamiento estructural contempla dentro del 

modelo los mecanismos metabólicos, enzimáticos y genómicos internos de la 

célula. Según esto, se pueden encontrar tres tipos de modelos: 1. modelos 

segregados y estructurados, 2. modelos no segregados y estructurados y 

3. modelos no estructurados y no segregados [32].  

 

Aunque los modelos estructurados y segregados pueden generar un buen ajuste, 

en realidad tienen un costo computacional y experimental considerablemente alto. 

Por otro lado, los modelos del tipo no estructurado y no segregado son una opción 

de amplio uso para describir diferentes tipos de sistemas fermentativos con un alto 

grado de ajuste a partir de poca información [1, 2, 26, 32, 36]. 

 

Sin embargo, la aplicación de un modelo no estructurado y no segregado puede 

darse sólo si dentro de las células se da un crecimiento balanceado [31], esto 

quiere decir que todos los componentes internos de la célula (proteínas, ADN, 

lípidos, etc.) crecen a una velocidad constante (i.e. fase de crecimiento 

exponencial). 

 

En un cultivo discontinuo las velocidades de producción de los metabolitos y la 

biomasa, así como el consumo del sustrato para un modelo no estructurado y no 

segregado, pueden ser representados mediante las siguientes ecuaciones 

diferenciales. 
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Ecuación 1 a 3. Velocidades de producción de producto (P) y biomasa (x) y  

Velocidad de consumo de sustrato (S) 

 

( ) 
  

  
                                         ( )

  

  
                                     ( ) 

  

  
      

 

   (
 

    
 
  

    
   )                         

 

Donde       y      son los rendimientos teóricos producto-biomasa y biomasa-

sustrato respectivamente, ambos en unidades de (masa/masa). Los parámetros 

mP y mS son las constantes de mantenimiento celular y la constante específica de 

formación de producto debido a la actividad celular, respectivamente. Finalmente, 

  es la velocidad específica de crecimiento (tiempo-1), que puede ajustarse a 

diferentes funciones, dependiendo del comportamiento del microorganismo. 

Dentro de las formas más comunes de   se encuentran las descritas por Monod, 

Tessier y Haldane [12, 31]. 

 

De los párrafos anteriores se infiere que una propuesta de diseño de un 

bioproceso para la producción de ácido láctico a partir de glicerol requiere al 

menos la selección del microorganismo, determinación de condiciones favorables 

para que la fermentación tenga lugar y ajuste de la cinética del proceso.  

 

Partiendo de datos obtenidos previamente [10], en este proyecto se plantea 

evaluar la capacidad de una cepa nativa (Lactobacillus CYP4) y una cepa de 

referencia (Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469) para metabolizar glicerol y 

producir ácido láctico. Seguidamente, se evalúa la influencia del pH y la 

concentración inicial de sustrato sobre la capacidad del microorganismo a 

metabolizar el glicerol y producir ácido láctico. Finalmente, se propondrá y ajustará 

un modelo cinético que explique el comportamiento dinámico de la fermentación. 
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1. DESCRIPCIÓN METODOLÓGICA 

 

1.1 REACTIVOS 

Para el desarrollo de la presente investigación, se requiere del uso de ácido 

láctico, ácido acético, ácido butírico, acetona, butanol, etanol y glucosa, todos ellos 

en grado reactivo, además de ácido ortofosfórico, hidróxido de sodio, glicerol USP 

y glicerol crudo. Este último se tomó de una empresa colombiana, productora de 

biocombustibles. 

 

MEDIO DE CULTIVO 

 

Con el fin de garantizar el suministro de macronutrientes, micronutrientes y 

factores de crecimiento a los distintos tipos de BAL cultivadas en laboratorio, se 

han propuesto diferentes medios de cultivos [4, 5, 9, 13, 14, 29, 33]. La 

escogencia entre uno y otro, depende del microorganismo a cultivar y de si se va a 

realizar un aislamiento o un mantenimiento. 

 

Se escoge el medio MRS [9] debido a su amplio uso y ya que fue desarrollado con 

el propósito de cultivar Lactobacillus en productos derivados de la leche [25]. Su 

fórmula se presenta en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Formulación medio de cultivo MRS
 

Sustancia Sólido [g/L] Líquido [g/L] 

di-amonio hidrógeno citrato 2 2 

Extracto de carne 8 8 

Extracto de levadura 4 4 

Glucosa 20 20 

Magnesio Sulfato (7) 0,2 0,2 

Manganeso II Sulfato (1) 0,05 0,05 

Peptona bacteriológica 10 10 

di-Potasio Hidrógeno fosfato (3) 2 2 

Acetato de sodio (3) 5 5 

Tween 80 1 1 

Agar 10 0 

 
Fuente: Cultimed 2012 [25] 
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En condiciones de anaerobiosis estricta, se utiliza L-cisteína (0,5 g/L) y NaHCO3 

(2 g/L) como reductores de O2, además de resazurina (0,001 g/L) la cual actúa 

como indicador de anaerobiosis, tornándose de color rojo en presencia de 

oxígeno. 

 

Cuantificación de biomasa, sustrato y metabolitos 

 

La determinación de la concentración de metabolitos y sustrato se realiza 

mediante análisis de HPLC empleando una columna Coregel 107H acoplada a un 

equipo UFLC LC 20AD (Shimadzu), seguida de un detector de índice de refracción 

RID-10A. El equipo opera en modo isocrático, a una temperatura de 80 °C, con 

flujo de 0,6 mL/min. La fase móvil empleada fue ácido sulfúrico 8 mM. El tiempo de 

cada análisis es de 25 minutos. 

 

La cuantificación de la biomasa se realiza empleando la relación lineal existente 

entre el peso seco y la densidad óptica (D.O.) medida a 540 nm en un 

espectrofotómetro GENESYS 20 (ThermoSpectronic) (Ver anexo A). Para la 

determinación del peso seco se procede como sigue: la muestra se centrifuga a 

6000 rpm por 15 minutos en una centrifuga MLW T23 (Janetski); finalmente el 

precipitado se seca a 60 °C hasta peso constante.  

 

1.2 MÉTODOS  

 

1.2.1 SELECCIÓN DE LA CEPA DE TRABAJO 

 

El criterio de selección escogido es la capacidad de los microorganismos sujetos 

de estudio a asimilar glicerol. No obstante, para la cepa nativa se inicia con una 

identificación taxonómica de la misma. 

 

El perfil fermentativo o bioquímico de la cepa nativa [10] se determina empleando 

el kit de identificación API 50 CHL V5.1 (Biomerieux). Para garantizar el carácter 

axénico de los cultivos, una vez identificada la bacteria, se realizan tinciones de 

Gram periódicas y control catalasa empleando peróxido de hidrógeno. 
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Para evaluar la asimilación de glicerol por parte de las cepas a trabajar 

(Lactobacillus CYP4 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469), se realizan cultivos 

microbianos en medio MRS líquido modificado, en donde se sustituye la glucosa 

por glicerol crudo y USP a una concentración de 20 g/L. Posteriormente, se realiza 

la fermentación en un volumen de 25 ml. Se garantiza anaerobiosis estricta para la 

cepa nativa empleando una atmósfera de nitrógeno. Todas las fermentaciones se 

realizan con una agitación orbital de 200rpm, a una temperatura de 37°C en un 

equipo Excella E24.Incubator Shaker Series (New Brunswick Scientific). 

 

Cada una de las fermentaciones inicia con la preparación del inóculo a partir de 

cultivo en caja de Petri con glucosa como fuente de carbono. Se inoculan en 

22,5 ml de MRS líquido modificado, 2,5 ml de resuspensión de colonias en 

solución peptonada (0,1% p/v) con una densidad óptica de 0,2 (medida a 540 nm). 

Bajo estas condiciones la concentración inicial fue del orden de 106 UFC/ml. El 

tiempo de fermentación es de 24 horas. Para la cuantificación de metabolitos, las 

muestras son filtradas usando membranas PVDF de 0,45 µm. Cada ensayo se 

realiza por duplicado. En esta etapa es escogida la cepa que presente mayor 

capacidad de asimilación al glicerol (i.e. mejor crecimiento y mayor conversión). 

 

1.2.2 ADAPTACIÓN DE LA CEPA DE TRABAJO 

 

En procura de mejorar la asimilación del glicerol por parte de la cepa escogida, se 

propone una serie de repiques consecutivos, con un aumento gradual de la 

concentración de sustrato, ver Tabla 2. 

 

Tabla 2. Esquema propuesto para la adaptación de la cepa de trabajo. 

 Concentración 4 g/L Concentración 8 g/L Concentración 16 g/L 

Repique 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Glicerol 

USP 
S L S L S L S L S L S L S L S 

Glicerol 

crudo 
S L S L S L S L S L S L S L S 

S: sólido; L: Líquido   Fuente: Autores 
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De los cultivos en líquido se toman muestras y se cuantifica el consumo de 

sustrato a las 24 horas de fermentación. 

 

1.2.3 CORRIDAS DE FERMENTACIÓN DE GLICEROL USP 

 

Partiendo de colonias de la cepa de trabajo adaptadas, se llevan a cabo 

fermentaciones a 25 ml con un porcentaje de inóculo de 10% v/v, siguiendo el 

diseño experimental que se muestra en la Tabla 3.  

 

Tabla 3.  Diseño experimental para la fermentación de glicerol USP. 

  Concentración de Glicerol USP g/L 

  6 (1) 8 (2) 10 (3) 

p
H

 5,5 (A) R1A R2A R3A 

6,5 (B) R1B R2B R3B 

Fuente: Autores 

 

Los códigos mostrados en la tabla corresponden a. R (cepa de trabajo); A 

(pH0=5,5); B (pH0=6,5); 1 (S0=6 g/L); 2 (S0=8 g/L); 3 (S0=10 g/L). 

En todos los casos los ensayos se realizan por triplicado y son destructivos. Los 

muestreos se realizan a 0, 5, 9, 11, 13 y 15 horas de fermentación. Para cada una 

de las corridas de fermentación se cuantifican metabolitos, biomasa y se realiza un 

seguimiento del pH.  

 

Finalmente, la influencia de los factores pH0 y S0 sobre la productividad 

volumétrica, se estudian mediante la aplicación de un análisis ANOVA empleando 

el software STATGRAPHICS Centurion XV (versión de prueba). 

 

1.2.4 DESARROLLO DEL MODELO CINÉTICO 
 

En esta etapa se analizan los perfiles de biomasa, sustrato y producto con miras a 

proponer un modelo que describa el proceso fermentativo. Inicialmente, se 

analizan 12 modelos de crecimiento celular. Seguidamente se ajustan los 

parámetros Yx/s, ms, Yx/p y mp mediante linealización de las ecuaciones 2 y 3.  

Luego, el modelo ajustado se integra empleando la herramienta ODE45 del 

software MATLAB (MathWorks) versión 7.12.0. Además, los parámetros Yx/s, ks y 

  , se optimizan empleando la función fmincon, operando un algoritmo de punto 
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interior, acoplado a un integrador. Finalmente, se evalúa la validez de cada 

modelo empleando la desviación absoluta relativa promedio. 

2. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
 

2.1 SELECCIÓN DE LA CEPA DE TRABAJO 

 

En el momento de usar la cepa nativa se evidenció la presencia de dos tipos de 

morfología (grande y pequeña). 

Con la aplicación del kit enzimático API 50 CHL V5.1, se identificó que las cepas 

correspondientes a los diferentes tipos de colonia (grande y pequeña) pertenecen 

a la especies: Lactobacillus fermentum y Lactobacillus paracasei, 

respectivamente. Estos resultados, con un intervalo de confianza superior o igual 

al 99%, fueron obtenidos usando la plataforma virtual APIweb (ver anexo B). 

 

Posteriormente, se realizó un cultivo durante 24 horas en glucosa para las tres 

cepas. En el caso de L. fermentum y L. paracasei se garantizó una atmósfera 

anaeróbica; mientras que para L. rhamnosus ATCC 7469 se empleó una 

atmósfera aeróbica (mejores condiciones para estas cepas, según el trabajo de 

Diaz y Prada, 2012 [10]). En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos. 

Figura 3. Producción de metabolitos por parte de las tres cepas a evaluar 
Concentración g/L de los metabolitos después de 24 horas de fermentación, empleando glucosa 
como fuente de carbono. 

 
Fuente: Autores 
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Se corroboró de esta manera el carácter homofermentativo reportado por la 

literatura para L. paracasei [24] y para L. rhamnosus [2, 18] así como la 

característica  heterofermentativa para L. fermentum [21, 35]. 

 

La siguiente etapa fue evaluar el crecimiento microbiano en glicerol crudo como 

fuente de carbono. Los resultados de estás corridas se resumen en la Tabla 4. El 

crecimiento del microorganismo fue seguido de forma indirecta (D.O.), mientras 

que las mediciones de sustrato inicial (S0) y final (Sf) se realizaron por HPLC. 

 

Tabla 4. Densidad óptica y concentraciones de sustrato inicial (S0) y final (Sf) de las tres 
cepas en glicerol crudo  

 Medio MRS sin fuente 
de carbono 

Medio MRS con glicerol crudo como 
fuente de carbono 

Cepa D.O D.O S0 (g/L) Sf (g/L) 

L. paracasei 0,546 0,473 20 20 

L. fermentum 0,505 0,074 4 3,74 

L. rhamnosus 0,631 1,398 4 1,82 
Fuente: Autores 

 

En la Tabla 4 se evidencia que en ausencia de la fuente de carbono mayoritaria 

(glicerol), las cepas de Lactobacillus analizadas utilizan los demás compuestos del 

medio de cultivo para su mantenimiento. Por otra parte, los datos consignados en 

esta tabla muestran que el crecimiento de los microorganismos Lactobacillus 

fermentum y Lactobacillus paracasei son inhibidos cuando se emplea glicerol 

como fuente de carbono en un medio MRS. La cepa de referencia (L rhamnosus) 

asimiló satisfactoriamente la nueva fuente de carbono (glicerol).  

 

2.2 ADAPTACIÓN DE LA CEPA DE TRABAJO 

 

De los resultados anteriores se infiere que Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

es la cepa con mayor potencial para continuar con el trabajo en glicerol crudo. Por 

tanto, se sigue el modelo de adaptación propuesta en la Tabla 2, que permita una 

mayor asimilación del glicerol, así como un mayor crecimiento. 

 

En la Figura 4, se puede observar un aumento en el tamaño y número de las 

colonias, lo cual indica una adaptación favorable a la nueva fuente de carbono por 

parte de la cepa. 
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Figura 4. Crecimiento de L. rhamnosus antes y después de la adaptación en glicerol crudo (a.) 

y glicerol USP (b.) 

 

 

 

 

 

 

Además, en la Tabla 5 se muestran los valores de conversión de glicerol 

(Ecuación 4) alcanzados en la fase de adaptación por la cepa. 

 

            
     

  
                 Ecuación 4 

 

Tabla 5. Porcentajes de conversión en la fase de adaptación de la cepa L. rhamnosus en el 
medio MRS modificado 

 

Concentración 4 g/L Concentración 8 g/L Concentración16 g/L 

No. de 
Repiques 

2 3 2 

G USP % 
conversión 

69,85 ± (6,58) 63,94 ± (6,97) 21,99 ± (0,37) 

G. Crudo % 
conversión 

55,13 ± (0,78) 90,51 ± (6,57) 17 ± (0,47) 

Los valores entre paréntesis representan los valores de las desviaciones estándar promedio 

Fuente: autores 
 

A partir de los resultados consignados en la Tabla 5 se aprecia que sólo existe un 

aumento significativo de la conversión cuando se modifica la concentración de 

glicerol crudo de 4 a 8 g/L. Igualmente, es importante subrayar que para el caso 

de glicerol crudo, el microorganismo L. rhamnosus alcanzó porcentajes de 

conversión cercanos al ciento por ciento (90,51 ± 6,57). Finalmente, para ambos 

tipos de glicerol se evidencia una inhibición por sustrato cuando se aumenta su 

concentración de 8 a 16 g/L. En principio, de los resultados obtenidos se podría 

inferir que sin importar el tipo de glicerol, la cepa L. rhamnosus posee un gran 

potencial de emplear este último para la producción de ácido láctico. Con el fin de 

evaluar este resultado, se presenta a continuación una comparación económica 

preliminar entre un proceso que utiliza glucosa y uno que pudiera ser 

Fuente: Autores 

 

a. b. 
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implementado usando glicerol crudo como único sustrato. El factor de 

comparación escogido fue la relación precio de venta de ácido láctico/costo de 

materia prima (ver ecuación 5). Para realizar este análisis, se planteó un escenario 

hipotético en el cual ambas plantas de producción de ácido láctico cuentan con la 

misma capacidad de producción instalada y además los costos totales de 

producción son iguales (fijos y variables). 
 

  
 ⁄
 
                           

                      
          Ecuación 5 

 

Los valores (RP/S) correspondientes a las dos plantas se reportan en la Tabla 6, 

junto con los precios y rendimientos usados para calcularlos. Para los dos casos 

se tomó el precio de venta del ácido láctico como 2847 (COP/kg), reportado por 

Posada, 2011 [27]. 

 

Tabla 6. Precios por kilogramo y rendimientos relativos (producto sustrato) 

Sustancia Precio (COP/kg) Rendimiento yp/s (kg P/kg S)   
 ⁄
 

Glicerol crudo 80,95 
(a) 

0,27
(b) 

9,49 

Glucosa pura 880,80
(c) 

0,86
(d) 

2,77 
(a) y (c) Tomado de Posada, 2011[28] (b) Fuente: autores;(d) Tomado de GonÇalves et al. 1997 [18] 

Fuente: Autores 

Para ambos sustratos, la relación RP/S fue superior a 1 y en consecuencia tienen 

potencial de ser implementadas. No obstante la relación RP/S para el caso de 

glicerol crudo supera, por un factor mayor a 3, a la obtenida utilizando glucosa 

como fuente de carbono. Además, el valor obtenido de RP/S para el caso del 

glicerol permite prever un mayor margen de utilidad cuando se utiliza glicerol crudo 

como fuente de carbono. No obstante, este resultado deberá ser confirmado 

mediante el diseño y análisis del proceso completo para lo cual se deberá tener 

presente, entre otros: la cinética de reacción, las necesidades energéticas, los 

tiempos asociados a labor, las unidades de separación y purificación de producto, 

etc. 
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2.3 ANÁLISIS DE LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES INICIALES EN LA 

FERMENTACIÓN DE GLICEROL USP (pH0 Y S0) 
 

En las figuras 5 a 8, se muestran los perfiles de concentración de sustrato (S), pH, 

el crecimiento de biomasa (x) y la concentración de producto para las diferentes 

condiciones iniciales (Tabla 3). 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 5 muestra un comportamiento típico del crecimiento de una cepa 

microbiana. En dicha figura se pueden diferenciar dos modelos de crecimiento. El 

primero a un pH0 de 5,5 (R1A, R2A, R3A), se caracteriza por tener una fase de 

crecimiento exponencial de aproximadamente 4 horas. El segundo a pH0 de 

6,5(R1B, R2B, R3B), presenta una fase exponencial de hasta 10 horas. 

Fuente: Autores 
Fuente: Autores 

Fuente: Autores 

 
Fuente: Autores 

Figura 5. Perfiles de biomasa vs tiempo 
para las corridas experimentales. 

 

Figura 6. Perfiles de concentración de 
sustrato vs tiempo para las corridas  
experimentales 

Figura 7. Perfiles de Concentración de 

ácido láctico vs tiempo para las corridas 

experimentales. 

Figura 8. Perfiles de pH vs tiempo 
para las corridas experimentales. 
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Consecuencia de un mayor tiempo de la fase de crecimiento exponencial se 

observó un consumo de sustrato pronunciado (ver Figura 6). Además para el 

segundo modelo de crecimiento se observó una mayor producción de ácido 

láctico [19] (Figura 7) y en consecuencia un descenso más marcado en el pH 

(ver Figura 8). 

Otra característica importante a resaltar es que a pesar de que no existe consumo 

de sustrato durante las primeras cinco horas de fermentación, sí hay producción 

de ácido láctico, lo que indica que el microorganismo es capaz de sintetizar este 

metabolito a partir del medio nutritivo (ver figuras 6 y 7) 

 

Cabe anotar que no se detectó formación de ácido acético, pero si se notó el 

aumento considerable de uno de los picos de los cromatógramas, lo que conllevó 

a plantear la hipótesis de la formación de otro metabolito cuya plena identificación 

no se logró (para mayor ilustración ver anexo C). Con el fin de evaluar el 

desempeño del proceso, se analizan tanto las conversiones como las 

productividades volumétricas alcanzadas. La  productividad volumétrica fue 

calculada empleando la ecuación 4. 

 

 

   
                

                                         
    Ecuación 6 

 

 

En las figuras 9 y 10 se presentan las tendencias para la conversión de sustrato, 

así como para la productividad volumétrica.  

 
 
 

 
 

Fuente: Autores Fuente: Autores 

Figura 9. Perfiles de porcentaje de 
conversión vs tiempo para las corridas  
experimentales 

Figura 10. Perfiles de productividad 
volumétrica vs tiempo para las corridas  
experimentales 
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2.3.1. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LA INFLUENCIA DE LOS FACTORES 

INICIALES  

 

La Figura 11 muestra el diagrama de Pareto obtenido para la variable de 

respuesta: productividad volumétrica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

En el diagrama de Pareto se presentan los resultados condensados del análisis 

ANOVA. En el eje x se encuentran los valores del estadístico t para cada uno de 

los factores, lo cual permite visualizar si hay o no hay efecto de los factores o sus 

interacciones, sobre la variable de respuesta. Un valor de t mayor a 2 para un 

regresor, indica que este tiene efecto sobre la variable de respuesta.  

 

En el diagrama de Pareto para la productividad volumétrica (Figura 11) se observa 

que la interacción tiempo-tiempo tiene un mayor efecto que el factor tiempo. Esto 

indica una alta no linealidad, con presencia de un punto de inflexión (ver Figura 

12). De igual forma, de la Figura 11 se puede inferir que el pH inicial tiene un 

efecto proporcional sobre la productividad volumétrica. Por el contrario, la relación 

de la productividad volumétrica con la concentración inicial de sustrato es 

inversamente proporcional. 

 

 

 

Standardized Pareto Chart for Productividad volumetrica Qv

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

AB

BC

AC

CC

B:pH inicial

C:Sustrato inicial

A:TIEMPO

AA +

-

Fuente: Autores 

Figura 11. Diagrama de Pareto para la productividad volumétrica                                            
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Fuente: Autores 

Todo lo anterior indica que la condición más favorable para maximizar la 

productividad volumétrica está dada para valores iniciales de pH alto, 

concentraciones de glicerol bajas y un tiempo intermedio. Está afirmación fue 

confirmada usando la herramienta multiple response optimization de Stathgraphics 

(ver Tabla 7) 

Tabla 7.  Condiciones de operación que maximizan el valor de Qv en el rango probado 

 
Fuente: Autores 

 

2.3.2. AJUSTE DE PARÁMETROS CINÉTICOS A UN MODELO NO 

ESTRUCTURADO, NO SEGREGADO 

Para analizar la cinética, en primera instancia se debe determinar el tipo de 

función que relaciona la velocidad específica de crecimiento (µ) con la 

concentración de sustrato ([GLY]). Este procedimiento se desarrolló para las seis 

condiciones iniciales. La Figura 12 muestra la relación entre µ y [GLY] para la fase 
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Figura 12. Diagrama de efectos principales para la productividad volumétrica 
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exponencial de crecimiento en el ensayo R2B. La velocidad específica de 

crecimiento fue calculada para cada punto según la ecuación 5.  

Ecuación 7. Velocidad específica de crecimiento 

  
 

 

  

  
 

 

 
 

 
Fuente: Autores 

 

Esta tendencia fue común para todos los ensayos y podría ser descrita por 

modelos de crecimiento del tipo Tessier, de inhibición por sustrato y de inhibición 

por producto y sustrato.  

Las ecuaciones 6 (Modelo 1) y 7 (Modelo 2) representan las dos funciones que 

mejor ajustaron los datos experimentales (Ver Figura 13). 
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Figura 13. Velocidad específica de crecimiento vs concentración de 
glicerol para el ensayo R2B 
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Fuente: Autores 

La Tabla 8 resume el valor de los parámetros calculados y el error de ajuste para 

todas las condiciones iniciales. 

El error de ajuste se calculó mediante la ecuación 8. 

Ecuación 8 Expresión para el cálculo del porcentaje de error. 

      ∑|
                    

            
|

 

   

 
   

 
 

                                                                          

 
Tabla 8. Parámetros estimados para las expresiones de velocidad específica de crecimiento 

 Modelo 1 Modelo 2 

Código          % Error        % Error 

R1A 0,6839 5,0679 0,484 2,8E-6 0,3755 0,1723 1,9188 3,4E-4 

R1B 0,9809 2,35 0,5362 0,7905 0,4696 0,1129 1,0918 9,8932 

R2A 0,9133 5,5129 0,4117 3,9887 0,2171 0,1113 1,5621 18,2032 

R2B 0,9838 17,0504 3,6427 4,0062 0,2246 0,0975 0,9462 2,0721 

R3A 0,6531 5,6328 0,2621 5,91E-4 0,2605 0,1422 4,8695 4,41E-4 

R3B 0,9473 10,8159 0,4663 13,55 0,2094 0,102 1,6862 19,1172 

  Error Promedio 1,69  Error Promedio 8,2141 

Fuente: Autores 

 

 

 

Figura 14. Modelos ajustados para la velocidad de crecimiento 
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De los resultados del ajuste se pueden apreciar las siguientes tendencias. Para el 

modelo 1, en todos los casos la velocidad especifica de crecimiento máximo (  ) 

fue mayor, cuando el pH0=6,5. Esta tendencia concuerda con los resultados 

reportados en la Figura 5.  

Para el modelo 2 desafortunadamente no se puede hacer un análisis desde el 

punto de vista físico de los parámetros que componen el modelo. Además el error 

absoluto promedio fue mayor al del modelo 1 y en consecuencia este modelo se 

descarta. 

Ahora, con el modelo 1, se plantea el sistema de ecuaciones diferenciales que 

describen la variación de la biomasa, el sustrato y el producto (Ecuaciones 9 – 11) 

Ecuaciones 9-11 Sistema de ecuaciones diferenciales para la variación de sustancias 
presentes en la fermentación 

 

   
  

  
                

  

  
  (

 

  
 ⁄
   )           

  

  
 (         )    

 

Se eliminó el término 
  
    ⁄  de la ecuación 10, ya que éste hace referencia al 

sustrato consumido en la producción de metabolitos secundarios, lo cual no es el 

caso del ácido láctico. Los valores ajustados de los parámetros   
 ⁄
              

se resumen en la Tabla 9. 

Tabla 9. Valores de los rendimientos teóricos y de las constantes de mantenimiento celular y 
de formación de producto para las seis condiciones iniciales 

 Parámetro 

Código   
 ⁄
 [g/g]    [g/g]      [g/g]    [g/g] 

R1A 0,6788 0,0062 0,5224 0,0117 

R1B 1,4043 0,0972 0,2323 0,0131 

R2A 0,2571 0,0201 0,3538 0,0098 

R2B 1,4407 0,029 0,2618 0,0018 

R3A 0,1662 0,0316 0,2149 0,0424 

R3B 3,073 0,1422 0,2202 0,0163 

Fuente: Autores 
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Se observa una relación directamente proporcional entre los rendimientos 

biomasa-sustrato y la concentración inicial de glicerol. Dicha relación es 

inversamente proporcional en casi todos los casos para el rendimiento producto-

biomasa. Los valores de los rendimientos teóricos   
 ⁄
 mayores a uno, pueden 

atribuirse a que este análisis no separa la biomasa formada a partir del glicerol, de 

la biomasa que se forma a partir del medio de cultivo. 

Una vez ajustados los parámetros, se procedió a integrar las ecuaciones 

diferenciales (9-11), empleando el modelo 1 de crecimiento microbiano (ver Tabla 

8). Se propuso también una optimización de los valores de   ,    y   
 ⁄
, para 

disminuir el error del modelo propuesto con respecto a los valores experimentales. 

La Figura 14 muestra el modelo 1 antes y después de la optimización para el 

experimento R2B. La Tabla 10 muestra los nuevos valores de   ,   ,   
 ⁄
 y el 

error del modelo antes y después de la optimización. 

Tabla 10. Parámetros cinéticos optimizados del modelo 1 y porcentajes de error  antes y 
después de optimizar 

 Modelo 1 

Código         
 ⁄
 %Error 1 antes de optimizar %Error 2 después de optimizar 

R1A 0,2142 0,1868 1,1847 16,6628 5,8631 

R1B 0,2501 2,5205 1,1999 70,2491 20,3907 

R2A 0,2605 3,9701 0,9712 25,6010 9,1016 

R2B 0,2751 6,4763 1,1822 9,5161 9,3000 

R3A 0,2349 5,1493 0,8409 35,1270 17,1315 

R3B 0,2452 3,9218 1,1940 32,0436 11,6248 

  Error Promedio 31,5333 12,2353 

Fuente: Autores 
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Fuente: Autores 

En el anexo D se resume el sistema de ecuaciones diferenciales y parámetros 

optimizados  que modelan la cinética de la fermentación del glicerol USP utilizando 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 

 

 

Figura 15.  Perfiles de concentración de ácido láctico, glicerol y biomasa para el 
modelo cinético sin optimizar (A) y optimizados (B) 

A 

B 
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CONCLUSIONES 

 

Se logró identificar la cepa nativa Lactobacillus CYP4, con un intervalo de 

confianza superior al 99 %, como un consorcio conformado por cepas del género 

Lactobacillus fermentum y Lactobacillus paracasei. 

 

La cepa de referencia Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 fue la única bacteria 

de las tres probadas, que en un cultivo axénico, logró una asimilación satisfactoria 

del glicerol crudo. Alcanzando conversiones hasta del 94,5 %, después de una 

etapa de adaptación.  

 

La conversión de sustrato y la producción de ácido fueron favorecidas para las 

condiciones de pH alto y concentración baja de glicerol, lo cual se puede 

relacionar de forma directa con la duración de la fase exponencial. 

 

Para las condiciones evaluadas se logró identificar que el óptimo de productividad 

volumétrica se encuentra alrededor de las 9,6 horas de fermentación. 

 

Se logró describir la cinética microbiana con un grado de ajuste promedio de 88% 

para las seis condiciones iniciales, empleando un modelo no estructurado, no 

segregado. 
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RECOMENDACIONES 

 

Evaluar las característica y condiciones de fermentación usando un consorcio 

conformado por las dos cepas nativas (L. fermentum y L. paracasei). 

Realizar un estudio de la influencia de los componentes del glicerol crudo en las 

variables de respuesta de las fermentaciones, empleando L. rhamnosus ATCC 

7469. 

Reformular el medio de cultivo MRS para L. rhamnosus empleando un medio 

definido y con menor costo comercial.  

En procura de generar un modelo cinético más acertado, se debe identificar el 

metabolito desconocido, así como determinar la influencia de otras posibles 

fuentes de carbono en el medio. 
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ANEXOS 

Anexo A. Curva de calibración de peso seco 

 

Se aprovechó la relación lineal entre el peso seco y la densidad óptica para 

obtener una curva de calibración, que permitiera calcular el valor de la biomasa 

formada en gramos por litro en función del valor de D.O. medido. 

 

Se realizaron mediciones de biomasa para las seis condiciones iniciales, y se 

escogieron los datos obtenidos para R2B para obtener la calibración. La Figura 1 

muestra la variación de biomasa en el tiempo, medida para este experimento. 

Figura 1. Variación de biomasa vs tiempo 

 
Fuente: Autores 

 

La Figura 2 muestra la variación de D.O. vs tiempo, mientras que en la Figura 3 se 

puede observar la relación entre la biomasa y la densidad óptica. 

 

Figura 2. Variación de densidad óptica vs tiempo 
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Figura 3. Relación entre biomasa y D.O 

 
Fuente: Autores 

 

Finalmente, la ecuación 1 se obtuvo con el fin de calcular la concentración de 

biomasa en función de la densidad óptica alcanzada. 

 

                            Ecuación 1. 
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Anexo B. Identificación de las cepas nativas 

 

El kit enzimático API 50 CHL V5.1 consiste en una batería de 49 carbohidratos 

diferentes, empleando como medio de cultivo MRS modificado. Se realizó la 

inoculación según las consideraciones del fabricante y se llevó a incubación a 

37 °C por 48 horas. En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos después 

de dicha fermentación. 

 

Figura 4. Resultado de la fermentación de la batería de carbohidratos 
En la izquierda se muestra el resultado que se identificó como L. fermentum y a la 
derecha el que se identificó como L. paracasei. El color amarillo indica positivo para la 

producción de ácidos, mientras que el color púrpura indica negativo. 

 
Fuente: Autores 

 

Se registró si hubo producción de ácidos (Cambio a tonalidad amarilla) o no (Color 

púrpura al final de la fermentación). Posteriormente los resultados fueron 

procesados mediante el uso de la plataforma APIweb, en dónde se ingresaban 

datos de positivo o negativo. En las figuras 5 y 6 se presentan los reportes 

entregados por el software. 
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Figura 5. Reporte positivo para L. fermentum 

 
Fuente: Autores 
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Figura 6. Reporte positivo para L. paracasei 

 
Fuente: Autores 
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Anexo C. Análisis de la presencia de la sustancia desconocida 

Todos los cromatógramas de fermentación presentaron un aumento considerable 

en el pico correspondiente a los 15.04 minutos de retención. Esto se puede 

observar en las figuras 7 y 8 que muestran un cromatograma del blanco (medio 

MRS modificado con glicerol USP 8 (g/L),  inoculado sin fermentar) R2B0 y un 

cromatograma correspondiente a una fermentación de 15 horas para la condición 

R2B respectivamente. 

Figura 7. Cromatograma del medio MRS modificado con glicerol USP 8 g/L, inoculado sin 
fermentar: R2B0 

 
 

Figura 8. Cromatograma del medio MRS modificado con glicerol USP 8 g/L, inoculado con 
15 horas de fermentación: R2B15 
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Partiendo del hipotético que el nuevo pico podría corresponder a un metabolito de 

la fermentación del glicerol, se realizó una búsqueda dentro de los cromatógramas 

proveídos por los fabricantes de la columna, en procura de una sustancia que 

contara con el mismo tiempo de retención, bajo las mismas condiciones del 

método de análisis. Sin embargo no se logró encontrar ninguna sustancia que 

tuviera esta característica.  

De manera alternativa se decidió aislar la sustancia mediante HPLC y realizar un 

análisis H-RMN preliminar que permitiera en una primera instancia dar alguna 

información adicional acerca de la sustancia desconocida. El espectro de 

respuesta arrojado por el equipo de H-RMN se muestra en la Figura 9. 

Figura 9. Espectro H-RMN de la sustancia desconocida 

 

Este espectro fue analizado y comparado con el espectro simulado de diferentes 

metabolitos formados en fermentaciones similares: ácido propiónico, 1,3-

propionaldehído, diacetil, acroleína, ácido fórmico, ácido 1,3-hidroxipropanoico,  
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dihidroxiacetona y ácido acético. Sin embargo no se logró una concordancia con 

ninguna de estas sustancias. 

Aunque no se logró identificar satisfactoriamente la sustancia, se pudo inferir a 

partir del análisis y la distribución del espectro, que la sustancia debe ser una 

molécula sencilla, pequeña y simétrica. 
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Anexo D. Ecuaciones y parámetros finales del modelo cinético 

A continuación se presentan las ecuaciones condensadas y los respectivos 

parámetros para el modelo cinético propuesto: 
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Tabla 2. Parámetros cinéticos empleados para el modelo 

Código            
 ⁄
    [g/g] 

     
[g/g] 

   [g/g] %Error 

R1A 0,2142 0,1868 0,484 1,1847 0,0062 0,5224 0,0117 5,8631 

R1B 0,2501 2,5205 0,5362 1,1999 0,0972 0,2323 0,0131 20,3907 

R2A 0,2605 3,9701 0,4117 0,9712 0,0201 0,3538 0,0098 9,1016 

R2B 0,2751 6,4763 3,6427 1,1822 0,029 0,2618 0,0018 9,3000 

R3A 0,2349 5,1493 0,2621 0,8409 0,0316 0,2149 0,0424 17,1315 

R3B 0,2452 3,9218 0,4663 1,1940 0,1422 0,2202 0,0163 11,6248 

Fuente: Autores 

 

 

 

 

 

 


