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Resumen-Abstract 

Resumen 

Se ha estudiado el proceso biotecnológico de obtención de ácidos orgánicos (ácido 

succínico y ácido láctico) por Actinobacillus succinogenes.  

Ambos ácidos tienen aplicaciones en alimentación, farmacia e industria química y de 

polímeros. Su obtención mediante un bioproceso presenta múltiples ventajas como 

la reducción de las necesidades energéticas y de emisiones de gases de efecto 

invernadero, así como el aprovechamiento de subproductos/residuos industriales. 

Se han estudio diferentes sustratos, así como la influencia de las variables de 

operación. La fermentación en condiciones anaerobias con flujo de dióxido de 

carbono ha dado lugar a la obtención mayoritaria de ácido succínico, con una 

producción de hasta 28,8 g/L, una productividad de 0,134 g/Lh y un rendimiento de 

0,721 g/g. La fermentación con doble período aerobio-anaerobio ha dado lugar a la 

obtención mayoritaria de ácido láctico, con una producción de hasta 26,2 g/L, una 

productividad de 0,174 g/Lh y un rendimiento de 1,326 g/g.  

Palabras clave: ácido succínico, ácido láctico, Actinobacillus succinogenes, sustrato, 

producto 

 

 

Abstract 

We have studied the biotechnological process of obtaining organic acids (succinic 

acid and lactic acid) by Actinobacillus succinogenes. 

Both acids have applications in food, pharmacy, chemical industry and polymer 

industry. The obtaining by a bioprocess has many advantages like the reduction of 

the energy requirements and greenhouse gas emissions, as well as the use of 

industrial by-products/residues. 

We have studied different substrates and the influence of operating variables. The 

fermentation in anaerobic conditions with flow of carbon dioxide results in the 

majority obtaining of succinic acid, with a production up to 28,8 g/L, a productivity of 

0,134 g/Lh and a yield of 0,721 g/g. The fermentation with aerobic-anaerobic dual 

phase results in the majority obtaining of lactic acid, with a production up to 26,2 

g/L, a productivity of 0,174 g/Lh and a yield of 1,326 g/g.  

Keywords: succinic acid, lactic acid, Actinobacillus succinogenes, substrate, product 
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��	 �����������	 ��	 ���������	 ��	 ����	 ����������	 �������	 ��	 ���	
�������	 B���	 ����	 �����=����	 ��������	 ��	 ��	 ���	 ����	 
	 �	 �����������	
��������	 �����	 %,�	 
	 '%,��	 ��	 =�����	 �������	 ���C����������	 ��	 �D	
�����	��	��E������)��	

��	��������	��	 ��	������	��	 ���=�	�	���	��	 ������������	��	 ��	�����	��	
�����	�������	���	��������	$���	���	��	��������	����	����	��	�����	 �	
E��	��=��	��	�����	��	��	�����	��	��������	�������	��	������	�������	
�	 �������	 ��	 ����)�	 �������	 
	 �	 ��	 ��A��������)�	 ��	 �����)�	 ��	 .	 ��	 ��	
����	��	�������������	 ��	���	��	��	 ���F	 ��������	��	����)���	E��	
���������	 ���	 ���������	 ����������	 4��	 =��	 A���������	 ����	 
	
������������	 ��	 ���������	 ��	 ��������	 ���	 �������	 ��	 ��	 ������	 �	 ��	
���	 7������	 ?�3	 C	 �.0	 ��@	 ��	 �����	 .	 
	 �0	 ��	 ��	 ����	 ��	
�������������	 B���	 ��	 ��	 �������	 ����	 ��������	 �	 ������	 ��	 ��	 ����	 ��	
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������G�	 ����	 ��	 ������������)�	 ��	 ��	 �������������	 ��	 ����	 ��	
�����=�	�	!*0,��	

��	��	;�����	�C���������	��	�����)	���	���=�	����	E��	���	������������	
��	 ��	 ���	 ��	 ����
	 ��	 �������	 �)����	 ��	 ���)	 �������	 ��	 ��	 ���F	
��������	��	����)���	E��	���������	���	���������	����������	
	��	�
���	
��	 ��	 ���	 ��	 �������	 �������������	 ������������	 ����	 ������	 ��	 �����	
�����������	���	��������	E��	��	����	�����	��	������������	��	��������	��	
��������	��	��	���������	 ����<	E��	���G	 �������	��	 ���	���������	*/,�	
	
�00	���	�������	%3	A����	$���	���	��	����	E��	�������	��	�����������	
��	��������
�	��	����	7������	
	��	�����=�	�	!*0,��	

��	����	��	������������	?����	'�.@	���G	�����	��	.*32	9����	7����	
9��A	 ?�����	 &��<��	 ������������	 �����!(�����A@�	 ����	 ����	 ��	 ������)	
����=����	 */	 �	 ���	 �������	 ��	 �	 ����	 ��	 ����	 ����������	 5���	 ��	
���������)�	��	��������	����	7�������	��	�*	��	���	����	����	���	�	��	
E��	 ��	 ���	 �������)	 ���)�����	 ��������	 ��	 �
���	 ��	 ���F��	
A����������	 ��������	 �����F�	 ��	 ����)����	 5�����������	 ��	
������������	 �	 �'�,�	 �������	 �.	 �������	 &����������	 
	 ���	 =��	 E��	
��������	������������	��	�����=���	�	!*0,��	

	

&�����	 �%�	 $��	 7������	 ��	 �����������	 ��	 ��	 ����	 ��	 ������������	
?��E������@�	���	7������	��	����	��	������������	?�����A�@�	

���	 ���������	 ��	 ����=���	 ��	 �����������	 ��	 ���=���	 �	 ���	 ��	
�G����	��	���F	�������	?&1�$�6	H7����6�	�$�6���	9�9��	%3�	
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��	����	�������	��	?*/@�	E��	�������	��	����	�000	��-	

� *0!%0	�	�������	

� .	�	�C�����	��	��=�����	

� �0	�	������	
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� �	�	+���	

� 0�0'	�	���	� 
 ���	
� 0�0'	�	��	� 
 ����	

	

�������	��	���	����A�����	

7��	���	���=��	�	���	����
�	��������	��	�������	�������	�������	
������	��	������	
	�������	
	��������	

�������	��	���	������A�	

7��	 ���	 ���=���	 �	 ���	 ����
�	 ��������	 ��	 �������	 �������	 
	
�������	

�������	��=�������	��	��������	������	���������	

��	 �������	 �������	 ��	 A�	 �������	 ����	 �G���	 ��	 =�F�	 
	 ������	 ��	
��G�����	��	75��	�������	��	�������	��	������	��	�00	�I��	��	�	E��	��	
�����#�	�	��	������)�	��	��	����	��	��	E��	��	����������)�	�������	�����	
����	

�������)�	��	����	������	

��	�F��	��	��������	��	�7	��	��	=���	������	�������	 ��	 ����������)��	
��	 ������	 �C���������	 ��	 ������)	 �������)�	 ��	 ����	 �������	 ��	 A�	
�����F��	��	����	������	��	��������	�)���	?%�@	
	��	�����	?%'@�	

��	 ��������=�	 ��	 ���������	 ��	 ���������	 ����<�	 ��	 �00	���	 �������	 ��	
�������	��	���	E��	��������	��	�����)�		���������)�	��	�������)�	
	�����	
�	���=��	��	F�������	�����	��	�����)	�������	��	���	����A�����		��	���	
������A��	 ��	 ����	 �����	 ��	 =�������	 %.	 ��	 ��	 ����	 ��	 �����������	
��������	E��	�����	��	�����)	����	�G����	��	=�������	''�.	��	��	����	
��	 ����������	 ���	 ��������	 ������G����	 �������	 ''�.	 ��	 ��	 �����	 (�	
�����	 E��	 ��	 ��	 ����	7�������	 ��	 �������	 ��	 ���������	 ���������	 ��	
�������	�	���F��	A����������	��	���	E��	��	�����F��	����)���	�������	����	
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��	 ��	 ����	 ���	 ���	 �����������	 �	 ��	 ��	 ������	 ��	 �������	 ��	 �����	
���F��	��	��������	�������	���)�����	��������	�	��	������������	��	����	
������	 �����������	 ��	 C#���	 �C�������	 ��	 ����)����	 ��	 ����	 �����)�	
?�������	�	0�/	���	����	�=����	�����	��	�����	��	��	������������)�@	��F���	��	
���F�	��	�������	��	�������	����	��	��������	��	��	���F�	��	�������	4��	=��	
������������	��	���������	����<�	��	�����������	��	������=�	?J�5�	�����$(�	
(4$��$�6@	 �	 �'�,�	 �������	 '0	 ����	 (	 ��	 �C���������	 ��	 ���������	
����������	 �����	 ��	 ��	 ��������)�	 ��	 ��	 �����	 ��	 ���	 �����F��	 ��)C��	 ��	
�����	�	���=��	��	�����	��������	��	����	�����������	E��	��	�����)	��	
��	����)����	��	�����	��	���������	�������	�	��	���������	

(	 ��	 �������)�	 ��	 ����	 �G���	 �����	 ��	 ��������	 ��	 ��	 ��������	
�������	���)�����	���������	
	��	������	�	��	������������)�	��	��������	
�	�'�,�	
	�������	�0	����	������������	��	=������	''�.	��	��	����	��	 ��	
���������	����<�	���������	�	�������	��������	���������	��#	��	����	��	%.	
��	��	�����	��	����	��	�D���	��	����	���������	������	���������	?���������	
�(6$16�4��	0�'0	K�	�������	&������@�	
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��	 ��	 &�����	 �.	 ��	�������	 ��	 ����	 ��	 ������������)�	 ���	 ����	 �G���	 ��	
������	��	���������������)�	��	���	����#���	
	��	�����������)��	��	��G�����	
75��	 ���	 �����������	 �������	 E��	 ��	 �������	 ��	 ������	 �	 ��	 =�#�	
��������	��	����	�����������=�	��	����		

��	����	��	��	 ��	���������	 ����<�	��	 ��������	.	��	��	�����	��	������	
E��	��	�������F�	��	��)���	�����	�0L	?=I=@	��	�F��	��	�������	��	������)�	
��	��	����	��	���������	(�����	��������=�	��	���������	��	��)���	����	��	
����������	������������	��	������	��	�����=	�������	�!'	�#���	�	*/,�	
	���	
�������)��	 1���	 ��������=�	 ��	 �����=����	 ��	 ��������	 ������	 �������	
=����	�#��	���=���	�	���	��	����������	���	�����	��	����������)�	E��	
��	����	���#�	������	
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$���	 ��	 ���#�	 ��	 ��������)�	 ��	 ������)	 �	 ��	 ��������)�	 ��	 ��	 ���������	
����<��	������	��	=�����	����	��	.0	��	?�0L	=I=@�	��	
�	��	A�	���A�	
��	���=�������	������������	��	������=��	��	�����	��	����������)�	��=	
�����	 ��	 ��������	 ������	 ������	 ?�1���$(@�	 ��=���	 ��	 �����	 ��	
�����������	 
	 �������)�	 ����G���	 ?&�����	 �/@�	 ���	 ���������	 ��	 �����=	
�����	 ��	 */,�	 
	 '00	 ����	 ��	 ����	 ����	 ��	 �7	 �	 ���	 �������	 ��	 ��	
�����)�	 ��	 �������	 �������)�	 G����	 	 �G�����	 ���	 �#	 ��	 �����=	
���C����������	 ��������	 ��	 �E�����	 �C���������	 ��	 ��	 E��	 ��	 ������)	
����	 �������	 �����	 ��	 ��E�����	 ���F	 ��	 ��)C��	 ��	 ������	 ����	 ��	
�����������	��	����	��	��	���F��	A�����������	���	�	��	��	�������	

	��	������	��	��	�����	
	���	�	��	��	������	
	��	������	��	��	����	
���	���	��������	��	��	&�����	�/	��	��������	����	���������	����<�	��	���F	��	
��)C��	��	�����	
	���	����	���	���	��	�C���������	�����	���������	��	
���������	

����	�#�	��	��)	��.	��	��	�������	���	�����	��	���������	���������	��	
��	�G����	��	���F	��������	���	��������	�����	�����=����	��	���������	�	
!*0,�	A����	��	��G������		



�

����������	
	�����	

�
�

�

				 	

&�����	�3�	&���������)�	��	���������	����<�	��	��	��������	������	�������	��	���F	
��	��)C��	��	������	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



�

����������	
	�����	

���

�

*� �C���������	��	���������	
	

��	�C���������	 �����	 ���������	��	�����������	9����	9����	��	'	�	��	
=�����	;����	��	������������	��	��	����	��������	�(6$16�4��	

��	 �E���	 ������	 ��	 ���	 �����	 ��	 ������	 E��	 ��������	 ��	 �������)�	 ��	
�����	��	��=���	��	�7	?7(���$1+�	���
����	����	<3	'00@�	��	������������	
��	C#���	?7(���$1+�	1MN&�6�	&�(	''.@�	���	���	��	���������	��	����	
	 ����������	 ���	 ��
����)�	 ��	 �����	 
	 ��	 ���)�	 ��	 �������	 ����	 ��	
�����)�	��	G����	����	
	��������������	(	��	����	=�	������	��	�������	��	
�������	��	����	
	��	������	����	��	��������)�	��	������	��	�����������	��	
��������	�������	�	��	����������	��	�����	��	���G������	��	���������)�	
	
����	������	��	��������	�	���=��	��	��	�����	�G�����	
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��	�D����	>00	��	��	����	��	����������	
	�00	��	��	��)���	?��������=@�	

���	 ���������	 ��	 ���	 ���������	 ��	 ��	 ����������	 ?*/@-	 �������)�	 '00	 ����	
�����������	*/,��	�7	2�/	
	0�.	�I���	��	��)C��	��	������	5���	��	�����	
���	�7	��	�������	��.	+	7'�1%	
	*	+	+�17�	

��	 ������	 ��	 ����������	 ��	 ������=��	 ������	 
	 ��	 ��	����	 ��	 ��	 ��������	
$���	���	
	�����	�;�	���G	���������	��	��	����
�	E��	�����	��	�������	
��	 ������	 �	 �����F���	 ����)���	 ����������	 ��#	 ��	 C#����	 ��	 ������	
����
�	 ��	 �����F��	 �	 ���������)�	 ��)C��	 ��	 ������	 ��	 �����	 ��	
���������	�������	 �����	 �����	��	�����F�	��	����	���������	E��	��	A���	
�����	�	 ���=��	��	 �����	��������	��������	��	�����F��	��	�����	 ��	�������	
��	������	����	E��	��	���)�����	��	����������		

5�	��	 ������	 O���!�������P	��	��������	��.	��	���	����	����	�������	
A����	���	��������	��	����	A����	E��	 ��	������	��	������	�������	�	
������	 	 A����	 E��	 
�	 �	 ��	 ������	 ����	 ?��	 �7	 A�	 ��F��	 ��	 ���������	
��E��	�	��	���G�	���������	G����@�	��	�����=����	��	���������	�				
!*0,�	A����	��	��G������	
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��	 ��������	 ���������	 ��	 ��	 ����	 ��	 ����������)�	 �����	 ���������	
��������	 �������	 75���	 �����	 ���	 ������	 (����C	 9����	 75M3/7	 ?*00	
��	 C	 /�3	 ��@	 �	 20,��	 ����G�	 ��	 ��	 �������	 ��	 Q�����	 ��	 6�������)�	
?�������)����	 �����������	 %�0	 ��	 H�����@�	 ��	 ���
����	 ��������	 ���	 G���	
����;���	0�0�	+	��	���F	0�2	��I����		

��	 ���������)�	 ��	 ���	 ��������	 ��	 ����������)�	 �������)	 ��	 ���	
������������)�	 �������	 ?�55�+�16&�	 ��������@	 �������	 �0	 ������	 �	 .000	
��=�������	��	������	(	���������)�	 ���	��������	��	����
���	�-�0	��	
����	�����R	��	�F��	��	�����F��	��	��	����	��	��G�����	?*!2	�I�@�	5�	;����	
��	������)	��	�������	��	��	�������)�	�	���=��	��	������	��	�
��	?�(6$16�4��	
0�'0	K�@�		

��	 �����	 ����������	 ��	 ������	 ��	 ����������	 ��	 ��	 ��������	
���������	��	��	����������-	

�������	 $����	��	�������)�	?���@	

������	 3�'0	
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Anexo I 

AI-1 

 

1. Ensayos en Penicilin flasks 
 

1.1. Ensayos con glucosa 

 

ENSAYO 1.1.1. 

 

� Sustrato: glucosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� No adición de buffer 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 1,25 23,71 0,00 0,64 0,00 0,32 0,62 0,00 

96 0,41 23,13 0,00 0,68 0,00 0,34 0,66 0,03 

 

Tabla 33. Resultados Ensayo 1.1.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.1.2. 

 

� Sustrato: glucosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 1,34 29,46 0,00 0,62 0,10 0,00 0,22 0,13 

168 0,91 20,20 0,00 6,83 0,11 0,00 0,76 2,25 

 

Tabla 34. Resultados Ensayo 1.1.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.1.3. 

 

� Sustrato: glucosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 1,10 28,70 0,00 0,82 0,13 0,00 0,16 0,10 

168 0,87 20,34 0,00 6,51 0,15 0,00 0,35 2,13 

 

Tabla 35. Resultados Ensayo 1.1.3. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.1.4. 

 

� Sustrato: glucosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 1,29 11,75 6,97 0,37 0,00 0,00 0,43 0,00 

24,50 1,42 11,50 7,61 0,82 0,00 0,00 0,64 0,00 
47,50 1,07 9,44 6,88 5,39 0,00 0,00 0,64 0,00 
75,50 1,01 8,09 6,38 7,81 0,00 0,00 0,61 0,00 
99,75 1,02 7,92 6,41 8,63 0,00 0,00 0,62 0,00 

162,30 1,05 7,85 6,48 9,14 0,00 0,00 0,63 0,00 

 

Tabla 36. Resultados Ensayo 1.1.4. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.1.5. 

 

� Sustrato: glucosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 1,47 12,33 7,44 0,63 0,00 0,00 0,71 0,00 

24,50 0,94 10,79 6,94 5,37 0,00 0,19 0,72 0,00 
47,50 0,63 8,92 6,28 9,00 0,00 0,19 0,69 0,00 
75,50 0,57 8,51 6,02 9,29 0,00 0,19 0,67 0,00 
99,75 0,58 8,62 6,10 9,42 0,00 0,19 0,68 0,00 

162,30 0,61 8,78 6,26 9,65 0,00 0,20 0,70 0,00 
 

Tabla 37. Resultados Ensayo 1.1.5. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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1.2. Ensayos con lactosa 
 

ENSAYO 1.2.1. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, sin flujo de CO2 
� No adición de Na2CO3 
� No adición de buffer 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

120 18,74 0,38 1,90 0,00 1,24 0,33 0,70 0,00 
 

Tabla 38. Resultados Ensayo 1.2.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.2.2. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� No adición de Na2CO3 
� No adición de buffer 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

120 11,15 5,59 8,53 0,00 2,32 0,96 1,71 0,00 
 

Tabla 39. Resultados Ensayo 1.2.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.2.3. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 1 g/L 
� No adición de buffer 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

120 15,96 5,40 3,36 0,00 4,07 1,31 2,56 0,00 
 

Tabla 40. Resultados Ensayo 1.2.3. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.2.4. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� No adición de buffer 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

72 29,00 0,06 0,46 0,00 2,07 0,13 1,23 0,00 

96 28,85 0,04 0,46 0,00 2,50 0,15 1,23 0,00 
120 28,77 0,00 0,00 0,00 4,08 0,22 1,32 0,00 
144 28,03 0,00 0,00 0,00 4,25 0,23 1,51 0,00 
168 27,37 0,00 0,00 0,00 4,75 0,36 1,38 0,48 
240 24,34 0,00 0,00 0,00 4,85 0,35 1,46 0,45 
264 23,44 0,00 0,00 0,00 4,85 0,36 1,59 0,48 
288 23,02 0,00 0,00 0,00 4,95 0,35 1,58 0,47 
312 22,03 0,00 0,00 0,00 4,98 0,27 1,68 0,60 
336 21,97 0,00 0,00 0,00 5,10 0,34 2,00 0,80 
408 21,24 0,00 0,00 0,00 5,12 0,36 2,04 0,93 
432 20,99 0,00 0,00 0,00 5,13 0,35 2,04 0,95 

 

Tabla 41. Resultados Ensayo 1.2.4. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo I 

 

AI-10 

 

 

 

ENSAYO 1.2.5. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M. 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 11,62 0,30 3,44 0,77 0,00 0,60 0,00 0,00 

24,50 10,45 0,06 3,51 3,03 0,00 0,63 0,18 0,00 
47,50 9,41 0,09 3,32 3,95 0,00 0,65 0,18 0,00 
75,50 9,03 0,09 3,51 3,98 0,00 0,65 0,18 0,00 
99,75 9,08 0,08 3,49 5,64 0,00 0,64 0,18 0,00 

162,30 8,27 0,08 3,44 7,58 0,00 0,65 0,19 0,00 
 

Tabla 42. Resultados Ensayo 1.2.5. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.2.6. 

 

� Sustrato: lactosa (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 11,30 0,05 3,70 0,74 0,00 0,31 0,10 0,00 

24,50 8,52 0,12 3,73 5,07 0,00 0,70 0,16 0,00 
47,50 5,76 0,09 3,32 7,58 0,00 0,73 0,18 0,00 
75,5 5,41 0,10 3,74 7,53 0,00 0,73 0,17 0,00 

99,75 5,12 0,00 3,46 7,88 0,00 0,72 0,16 0,00 
162,30 4,97 0,00 3,39 8,78 0,00 0,72 0,18 0,00 
 

Tabla 43. Resultados Ensayo 1.2.6. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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1.3. Ensayos con mezcla de glucosa y lactosa (co-
fermentación) 

 

ENSAYO 1.3.1. 

 

� Sustrato: glucosa (15 g/L) y lactosa (15 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� No adición de buffer  

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 12,84 13,50 0,00 0,65 0,00 0,10 0,43 0,00 

96 12,40 12,36 0,00 0,66 0,00 0,10 0,43 0,00 

 

Tabla 44. Resultados Ensayo 1.3.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.3.2. 

 

� Sustrato: glucosa (15 g/L) y lactosa (15 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 13,80 16,38 0,00 2,89 0,08 0,00 0,27 0,95 

168 11,40 5,73 0,00 10,53 0,14 0,00 0,39 3,98 
 

Tabla 45. Resultados Ensayo 1.3.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.3.3. 

 

� Sustrato: glucosa (15 g/L) y lactosa (15 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 15,37 15,85 0,00 5,7 0,07 0,00 0,19 0,06 

168 13,93 5,31 0,00 9,2 0,08 0,00 0,23 0,21 

 

Tabla 46. Resultados Ensayo 1.3.3. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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1.4. Ensayos con glicerol 
 

ENSAYO 1.4.1. 

 

� Sustrato: glicerol (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 
 

Horas 
Glicerol 

g/L 

Ácido 
láctico 

g/L 

Ácido 
succínico 

g/L 

Ácido 
fórmico 

g/L 

Ácido 
acético 

g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 25,46 2,27 0,00 0,00 0,22 0,00 

24,50 24,82 4,15 0,00 0,00 0,28 0,00 
47,50 24,65 4,53 0,00 0,00 0,28 0,00 
75,50 23,44 4,78 0,00 0,00 0,36 0,00 
99,75 23,41 7,33 0,00 0,00 0,41 0,00 

162,30 22,16 7,60 0,00 0,00 0,43 0,00 
 

Tabla 47. Resultados Ensayo 1.4.1.  
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ENSAYO 1.4.2. 

 

� Sustrato: glicerol (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 

 

 

Horas 
Glicerol 

g/L 

Ácido 
láctico 

g/L 

Ácido 
succínico 

g/L 

Ácido 
fórmico 

g/L 

Ácido 
acético 

g/L 

Etanol 
g/L 

8,00 28,70 2,24 0,00 0,00 0,17 0,00 

24,50 25,38 4,61 0,00 0,00 0,17 0,00 
47,50 23,85 5,13 0,00 0,00 0,19 0,00 
75,50 23,32 6,07 0,00 0,00 0,20 0,00 
99,75 23,23 9,20 0,00 0,00 0,24 0,00 

162,30 22,64 10,67 0,14 0,00 0,22 0,00 
 
Tabla 48. Resultados Ensayo 1.4.2. 
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1.5. Ensayos con manitol 

 
 
ENSAYO 1.5.1. 
 

� Sustrato: manitol (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Manitol 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

24 30,17 1,41 3,57 1,04 1,78 0,42 
96 27,57 1,44 3,58 1,07 1,79 0,50 

 

Tabla 49. Resultados Ensayo 1.5.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.5.2. 
 
 

� Sustrato: manitol (30 g/L) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 

 
 

Horas 
Manitol 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

24 28,86 0,98 7,05 0,84 2,04 0,00 
96 23,96 1,05 7,76 1,02 2,96 0,00 

 

Tabla 50. Resultados Ensayo 1.5.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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1.6. Ensayos con suero lácteo 
 

ENSAYO 1.6.1. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� No adición de buffer 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 28,50 2,73 0,00 0,83 0,00 0,09 0,80 0,08 

96 24,90 3,57 0,00 0,85 0,00 0,10 0,81 0,11 
 

Tabla 51. Resultados Ensayo 1.6.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.6.2. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 14,43 2,48 0,00 10,13 0,33 0,00 0,99 3,92 

168 12,76 2,60 0,00 10,87 0,33 0,00 1,00 4,16 
 

Tabla 52. Resultados Ensayo 1.6.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.6.3. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: aerobias 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 19,24 1,53 0,00 9,15 0,34 0,00 0,86 3,11 

168 18,79 1,82 0,00 9,41 0,35 0,00 0,87 3,18 
 

Tabla 53. Resultados Ensayo 1.6.3. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.6.4. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, sin flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� No adición de buffer. 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 15,5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,33 2,38 

192 8,80 5,07 0,36 0,00 0,14 1,06 3,42 3,86 
 

Tabla 54. Resultados Ensayo 1.6.4. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.6.5. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 2 g/L 
� No adición de buffer. 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 27,4 0,00 0,22 0,00 0,17 0,60 2,95 2,13 

192 23,7 2,98 1,00 0,00 0,37 2,70 3,56 2,60 
 

Tabla 55. Resultados Ensayo 1.6.5. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYOS 1.6.6. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, sin flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 10 g/L 
� No adición de buffer. 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 28,87 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,27 1,09 

192 25,99 1,13 0,55 0,00 0,15 0,00 0,34 1,41 

 

Tabla 56. Resultados Ensayo 1.6.6. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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ENSAYO 1.6.7. 

 

� Sustrato: suero lácteo (30 g/L lactosa) 
� Operación: incubador orbital 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de Na2CO3: 10 g/L 
� No adición de buffer. 

 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

48 30,23 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,68 0,69 

192 28,70 0,30 0,67 0,00 0,45 0,28 1,07 0,86 

 

Tabla 57. Resultados Ensayo 1.6.7. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 
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2. Ensayos en biorreactor 

2.1. Ensayos con lactosa 

ENSAYO 2.1.1. 

� Sustrato: lactosa (40 g/L) 
� Operación: biorreactor 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de NaHCO3: 5 g/L 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 
� Cepa de morfología anaerobia 
� Modificación: 0,5 g/L MgCl2·6H2O (en lugar de 0,2 g/L MaCl2·6H2O) 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

0 32,10 0,00 0,64 0,51 0,32 0,00 0,00 0,00 

2,69 31,94 0,00 0,51 0,51 0,33 0,18 0,23 0,00 
20,07 31,48 0,00 0,51 0,52 0,89 0,31 0,48 0,00 
26,16 31,36 0,00 0,52 0,53 1,10 0,34 0,51 0,00 
44,56 30,58 0,00 0,53 0,55 1,68 0,38 0,58 0,00 
75,38 30,46 0,00 0,55 0,55 2,89 0,45 0,71 0,00 
93,03 30,36 0,00 0,55 0,62 3,61 0,48 0,80 0,00 

139,73 30,16 0,00 0,62 0,65 4,84 0,49 0,97 0,00 
168,14 30,10 0,00 0,68 0,64 5,45 0,52 1,08 0,00 
187,03 30,09 0,00 0,65 0,68 5,46 0,51 1,18 0,00 

Tabla 58. Resultados Ensayo 2.1.1. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 

 

Horas Absorbancia 
Biomasa seca 

(g/L) 
0 0,107 0,405 

2,69 0,323 1,222 
20,07 0,382 1,445 
26,16 0,399 1,510 
44,56 0,421 1,593 
75,38 0,354 1,339 
93,03 0,313 1,184 

139,73 0,311 1,177 
168,14 0,310 1,173 
187,03 0,313 1,184 
 

Tabla 59. Evolución de la biomasa en el Ensayo 2.1.1. 
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ENSAYO 2.1.2. 

 

� Sustrato: lactosa (40 g/L) 
� Operación: biorreactor 
� Condiciones: anaerobias, con flujo de CO2 
� Adición de NaHCO3: 10 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 
� Cepa de morfología anaerobia 
� Modificaciones: 0,5 g/L MgCl2·6H2O (en lugar de 0,02 g/L MaCl2·6H2O) 

y 0,2 g/L CaCl2·H2O (en lugar de 0,02 g/L CaCl2·H2O) 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

0 35,55 0,09 0,38 1,17 0,00 0,00 0,00 0,00 
6,48 34,49 0,00 0,34 1,11 0,00 1,08 0,99 0,00 

22,37 26,90 0,78 2,27 1,48 2,49 2,63 3,16 0,00 
31,84 7,30 0,49 3,86 2,29 12,65 4,74 6,57 0,00 
53,2 0,00 0,13 0,65 4,72 22,15 5,52 9,47 2,75 

80,06 0,00 0,10 0,00 4,77 23,83 5,64 10,19 3,76 
118,58 0,00 0,09 0,00 4,38 23,61 5,18 10,27 4,51 
142,75 0,00 0,10 0,00 4,09 25,78 5,21 11,27 5,33 
214,79 0,00 0,10 0,00 2,01 28,76 5,15 13,89 6,41 
 

Tabla 60. Resultados Ensayo 2.1.2. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 

 

Horas Absorbancia 
Biomasa seca 

(g/L) 
0 0,178 0,673 

6,48 0,729 2,758 
22,37 0,814 3,080 
31,84 0,841 3,182 
53,2 0,824 3,118 

80,06 0,81 3,065 
118,58 0,783 2,962 
142,75 0,773 2,925 
214,79 0,781 2,955 
 

Tabla 61. Evolución de la biomasa en el Ensayo 2.1.2. 
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ENSAYO 2.1.3. 

 

� Sustrato: lactosa (40 g/L) 
� Operación: biorreactor 
� Condiciones: aerobias 
� No adición de Na2CO3 
� Adición de buffer: cacodilato sódico 0,05 M 
� Cepa de morfología aerobia 

 
 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

0 37,41 0,95 0,61 0,04 0,00 0,89 0,93 0,00 
2,56 36,84 1,15 1,71 0,51 0,00 1,03 1,91 0,06 
5,62 36,76 0,97 0,63 1,08 0,00 1,28 2,46 0,38 

19,36 35,71 1,22 0,87 2,17 0,00 1,23 3,11 0,29 
25,57 35,02 1,28 0,88 3,60 0,00 2,78 3,28 0,31 
42,78 34,81 1,47 1,31 4,06 0,00 2,94 3,39 0,89 
53,57 34,99 1,20 1,65 4,30 0,00 3,15 3,47 1,11 
78,06 28,12 0,88 1,84 4,66 0,00 3,32 3,33 1,45 
93,25 27,37 0,81 2,41 5,36 0,00 3,50 3,63 2,00 
 

Tabla 62. Resultados Ensayo 2.1.3. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 

 

Horas Absorbancia 
Biomasa seca 

(g/L) 
0 0,064 0,242 

2,56 0,190 0,719 
5,62 0,381 1,442 

19,36 0,440 1,665 
25,57 0,470 1,778 
42,78 0,530 2,005 
53,57 0,673 2,546 
78,06 0,710 2,686 
93,25 0,677 2,561 
 

Tabla 63. Evolución de la biomasa en el Ensayo 2.1.3. 
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ENSAYO 2.1.4. 

 

� Sustrato: lactosa (40 g/L) 
� Operación: biorreactor 
� Condiciones: doble período, 20 horas en aerobio y el resto en 

anaerobio con CO2 
� Adición de Na2CO3: 1 g/L 
� Adición de buffer: 3 g de KH2PO4 y 1,5 g de K2HPO4 
� Cepa de morfología aerobia 

 

Horas 
Lactosa 

g/L 
Glucosa 

g/L 
Galactosa 

g/L 
AL 
g/L 

AS 
g/L 

AF 
g/L 

AA 
g/L 

Etanol 
g/L 

0 37,55 0,09 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 

2,62 37,07 0,40 0,00 0,87 0,00 0,00 0,07 0,00 
7,12 37,28 0,08 0,00 1,66 0,00 0,17 0,10 0,00 

27,18 32,91 0,08 0,05 5,05 0,75 0,26 0,14 0,00 
51,31 25,39 0,05 0,49 14,50 0,93 0,74 0,54 0,00 
74,89 21,59 0,06 0,71 21,06 1,07 0,82 0,66 0,00 
99,30 19,66 0,07 0,82 24,11 1,16 0,86 0,75 0,00 

125,33 19,45 0,08 0,77 25,56 1,21 0,88 0,78 0,00 
150,36 19,50 0,06 0,71 26,17 1,22 0,94 0,84 0,00 
 

Tabla 64. Resultados Ensayo 2.1.4. AL, ácido láctico; AS, ácido succínico; AF, ácido 
fórmico; AA, ácido acético. 

 

Horas Absorbancia 
Biomasa seca 

(g/L) 
0 0,213 0,806 

2,62 0,480 1,816 
7,12 0,483 1,827 

27,18 0,718 2,717 
51,31 0,680 2,573 
74,89 0,654 2,474 
99,30 0,435 1,646 

125,33 0,234 0,885 
150,36 0,268 1,014 
262,45 0,253 0,957 
 

Tabla 65. Evolución de la biomasa en el Ensayo 2.1.4. 
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Productividad 

����. =
�

�
 

����.: productividad 	=
 �
� · ℎ�  

�: concentración de producto tras un tiempo t 	=
 � �⁄  

t: tiempo 	=
 h 

 

Rendimiento de producto 

 ��/� =
∆�

∆�
 

��/�: rendimiento producto-sustrato  	=
 � �⁄  

∆� = ������������ó�  ���!��� "���# − �����������ó�  ���!��� ������#% 	=
 � �⁄   

∆� = ������������ó� &!&����� ������# − �����������ó� &!&����� "���#% 	=
 � �⁄   

 

Rendimiento de biomasa 

�'/� =
∆(

∆�
 

�'/�: rendimiento biomasa-sustrato [=] g/g 

∆( = ������������ó� )��*�&� "���# − �����������ó� )��*�&� ������#% 	=
 � �⁄   

∆� = ������������ó� &!&����� ������# − �����������ó� &!&����� "���#% 	=
 � �⁄   

 

Velocidad específica de crecimiento 

+ =
�#�(

��
 

+: velocidad específica de crecimiento 	=
 ℎ,- 

t: tiempo 	=
 h 

 

Los cálculos se encuentran en el archivo Excel “Anexo II”. 
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