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GLOSARIO

ACIDO LACTICO: el é&cido lactico es un compuesto quimico que forma parte
del grupo de los acidos carboxilicos, conocido por su homenclatura oficial acido 2-
hidroxi-propanoico o acido a-hidroxi-propanoico, es un compuesto quimico que
desempeiia importantes roles en varios procesos bioquimicos, como la fermentacion
lactica..

ACIDO POLILACTICO: es un polimero constituido por moléculas de acido lactico,
con propiedades semejantes a las del tereftalato de polietileno (PET) que se utiliza
para hacer envases, pero que ademas es biodegradable. Se degrada facilmente en
agua y oxido de carbono.

BIOPOLIMERO: son sustancias poliméricas naturales de alto peso molecular y
forma predominantemente alargada, sustituye a los materiales tradicionales
plasticos, ademas es un polimero obtenido de fuentes renovables.

DESPROTEINIZAR: proceso mediante el cual se elimina las proteinas de una
mezcla, se puede realizar por medio de disolventes organicos.

DISOLVENTE: es una sustancia en la que se diluye un soluto (un sélido, liquido o
gas quimicamente diferente), resultando en una solucidn; normalmente es el
componente de una solucién presente en mayor cantidad.

EXTRACCION: es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede
disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto grado
de solubilidad y que estan en contacto a través de una interface.

FERMENTACION: es un proceso que degrada moléculas para transformarlas en
otras moléculas més simples, es un proceso catabdlico de oxidacién que tiene lugar
de forma incompleta, siendo ademas un proceso totalmente anaerobico.

INOCULO: sustancia que se introduce en el organismo para producir o0 aumentar su
inmunidad frente a determinada enfermedad o proceso.

LIOFILIZADO: es un proceso que tiene como objetivo separar el agua (u otro
solvente) de una disolucién mediante congelacion y posterior sublimacién del hielo
a presion reducida.

MICROORGANISMOS: es un ser vivo que sOlo puede visualizarse con
el Microscopio. La ciencia que estudia a los microorganismos es la Microbiologia.
«Micro» del griego (diminuto, pequefo) y «bio» del griego (vida) seres vivos
diminutos. Son organismos dotados de individualidad que presentan, a diferencia de
las plantas y los animales, una organizacion biolégica elemental. En su mayoria son
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unicelulares, aunque en algunos casos se trate de organismos cenagticos
compuestos por células multinucleadas, o incluso multicelulares.

POLIMERIZAR: es una reaccion quimica en la que los mondémeros, que son
pequefias moléculas con unidades estructurales repetitivas, se unen para formar
una larga molécula en forma de cadena, un polimero.

POLIMERO: se definen como macromoléculas compuestas por una o varias
unidades quimicas (mondmeros) que se repiten a lo largo de toda una cadena.

PROTEINAS: se trata de un biopolimero compuesto por aminoacidos que aparecen
encadenados. Estos aminoéacidos, a su vez, se forman por enlaces peptidicos.

SIMBIOSIS: es la asociacion por parte de dos o mas individuos de especies
diferentes con el fin de recibir provecho mutuo para todos ellos.

SINTESIS: es el proceso por el cual se producen compuestos quimicos a partir de

simples o precursores quimicos. La sintesis quimica hace lo opuesto al analisis, es
decir, construye compuestos quimicos a partir de los precursores que lo constituyen.
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RESUMEN

El presente trabajo determina la polimerizacion de &cido lactico producido de la
fermentacion del suero de queseria, el cual es realizado con los microorganismo
Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus. Con el reporte realizado en
el trabajo de grado titulado “Evaluacion de la separacion de acido lactico obtenido a
partir de residuos de pifia y bacterias acido lacticas” se determina la separacion del
acido lactico por una extraccion liquido-liquido y el solvente que reporto la mejor
separacion en dicho trabajo fue éter dietilico, por lo cual es usado en este trabajo de
grado.

La primera etapa consisti0 en la activacidon de la cepa microbiana, la cual fue
comprada a modo de liofilizado y en el cual estaban presentes Lactobacillus
delbrueckii, Streptococcus thermophilus y Bifidobacterium por lo que se realizaron
purificaciones de las cepas, en donde se utilizé el Lactobacillus delbrueckii y el
Streptococcus thermophilus para la sintesis de &cido lactico a partir del suero, puesto
que estos microorganismos son utilizados comunmente en la elaboracion del yogurt
y del queso, estos microorganismos son homofermentativos. La fermentacion se
realiz6 con dos tipos de sustratos: suero desproteinizado y suero sin desproteinizar
con el fin de observar el efecto que tiene en la produccion de &cido lactico, arrojando
valores de 9.81¢g/L y 11.0475¢g/L respectivamente. La separacion se realizd por el
método de extraccion liquido-liquido con el uso de éter dietilico donde los
porcentajes de recuperacion fueron: 78.9% para suero desproteinizado y 79.1% para
el suero sin desproteinizar, para demostrar la presencia de acido lactico se realizo
una prueba de espectroscopia infrarroja la cual demostré en el espectro los grupos
funcionales correspondientes

La polimerizacién es realizada por el método ROP (apertura abierta del anillo) con
la sintesis de un diéster de &cido lactico denominado lactida, en presencia de
metanol y cloruro de estafio Il como catalizador, a una temperatura de 60°C. Ademas
se determind y caracterizo dicho polimero por el método de espectroscopia infrarroja
y difraccién de rayos x, dando lugar en el espectro a los grupos funcionales del PLA,
y en el difractograma el pico caracteristico a la cristalinidad del PLA.

Este trabajo se lleva a cabo en el Nodo Bogota Tecnoparque del Sena, con la
colaboracion de la empresa Quesos del Vecchio quien proporcionaba el suero como
sustrato.

Palabras clave: Acido polilactico, &cido lactico, polimerizacion, fermentacion,
extraccion liquido-liquido y bacterias acido lacticas.
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INTRODUCCION

En la industria quesera el queso es elaborado por la acidificacion de la leche, lo que
produce la precipitacion de proteinas conocidas como caseina, lo que se denomina
cuajada. En este proceso se obtiene un subproducto denominado suero, el cual
contiene otras proteinas como lactoalbumina, lactoferrina y lactoglobulina,
adicionalmente tiene lactosa, grasa y minerales como calcio y hierro que se
encuentran presente en la leche.

El suero es contaminante debido a su alta demanda biolégica de oxigeno (DBO) y
demanda quimica de oxigeno (DQO)!, en la actualidad se han hecho estudios e
investigaciones debido a sus multiples compuestos y a su facilidad de
transformacién en otro producto util, esto con el fin de obtener un mayor provecho a
los beneficios que este puede brindar. La elaboracion de &cido lactico actualmente
se ha incrementado por sus mdultiples usos en la industria cosmética, quimica,
alimenticia como sales y ésteres. En la industria alimenticia se usa como acidulante
y conservante. Las industrias quimicas lo utilizan como solubilizante y como agente
controlador de pH. En la produccién de pinturas y resinas, puede ser utilizado como
solvente biodegradable. En la industria de plasticos es utilizado como precursor del
acido polilactico (PLA), un polimero biodegradable con interesantes usos en la
industria y la medicina; debido a la escases, a las regulaciones ambientales ha
hecho esto que se desarrollen alternativas para materiales mas compatibles con el
medio ambiente e independientes de los de los combustibles fésiles, es por esto que
los bioplasticos como el PLA se ajusten a satisfacer estas necesidades en la
industria, es por eso que la demanda de elaborar mas de estos biopolimeros ha
aumentado con el paso del tiempo fomentando una nueva industria a nivel mundial.
El PLA en Colombia se ha venido trabajando por el grupo Phoenix el cual en el afio
2009 facturo $175.318 millones mensuales en la produccion de plasticos
biodegradables, de los cuales el mas importante es el PLA el cual es elaborado a
partir de maiz2.

En el presente trabajo de grado se propone y se desarrolla una alternativa de
reutilizacion del suero para la sintesis de acido polilactico (PLA), con el uso de
bacterias acido lacticas como son Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus
thermophilus, por lo que se realiza una fermentacion, este es separado mediante
una extraccion liquido-liquido y se determinan la cantidad de acido lactico como

!FLORES P. Abad. BAUTISTA C. Mario. EGUIZQUISA Ch. Rosa. De la TORRE. Mayra. Desarrollo
de bioprocesos para la reduccion de los niveles de DBO y DQO de efluentes de la industria
alimentaria. En: Revista Per. Quim. Universidad de San Marcos e Instituto Politécnico Nacional de
México. [en linea]. N.° 1. Vol. 11. 2008. p. 3-10.

2GREEN. En la era Biodegradable. En: DINERO. [en linea]. (24 de noviembre de 2009). Disponible
en: <http://www.dinero.com/green/seccion-patrocinios/articulo/en-biodegradable/85081>. [Citado el
8 de marzo de 2016]
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monomero precursor en la sintesis del acido polilactico para su posterior
polimerizacion.

El suero utilizado es proporcionado por la empresa Quesos del Vecchio la cual tiene
una alta produccién de quesos, el suero generado en su produccion esta entre 15000
a 16000 litros diarios de suero?, se producen 10 toneladas de queso ricota, el resto
es un subproducto que tiene un alto impacto ambiental, por lo tanto la empresa esta
en la tarea de eliminar estos problemas que genera vendiendo este subproducto a
una empresa que lo tratara para posteriormente poderlo eliminar. Al no realizarse
estos procedimientos a este subproducto, este no puede ser eliminado en los
vertederos y por ende acarrea multas y sanciones a la empresa.

Este suero, en el trabajo, se somete a un tratamiento de desproteinizacion y se deja
sin desproteinizar con el fin de observar el efecto que tiene en la produccion de &cido
lactico y en conjunto con la fermentacién microbiana demostrar la unién de los
microorganismos en su crecimiento microbiano y en la sintesis.

3 EMPRESA Quesos del Vecchio [En linea]. Revisado el 11 de agosto de 2016. Disponible en:
<http://www.quesosdelvecchio.com/>
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la obtencion de &cido polilactico a partir del suero de queseria a nivel
laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir los parametros para la obtencion del acido lactico a partir del suero de
queseria.

2. Obtener el &cido lactico por medio de una fermentacion en la experimentacion.
3. Determinar el proceso de separacién del &cido polilactico de la fermentacion.

4. Realizar la polimerizacion del acido polilactico a partir del &cido lactico purificado.
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1. GENERALIDADES

Se presenta a continuacién los conceptos y caracteristicas de los componentes
lacteos hasta la obtencion del suero lacteo después de la elaboracion del queso
demostrando la importancia de los microorganismos lacticos para la realizacion del
trabajo de grado

1.1 LECHE

Se conoce como leche al resultado de la secrecidon de la glandula mamaria de las
hembras de los mamiferos tras el nacimiento de la cria y es muy nutritivo. Es un
liquido de composicion compleja, es de color blanco y opaco, sabor dulce tiene
caracter iénico debido a su pH cercano a la neutralidad®.

La leche es considerada emulsion ya que tiene gotas de grasa en agua y también
un coloide porque tiene particulas llamadas proteinas que estan en suspension en
el agua. Su composicién varia con respecto al origen de esta, ya que depende no
solo del tipo de animal sino de la raza de este, pero en promedio los rangos de la
composicién de la leche se especifican en la Tabla 1.

Tabla 1 Composicion de la leche.

Constituyente Limites de variacion Valor medio
principal

Agua 85,5-89,5 87,5

Solidos totales 10,5-14,5 13,0

Grasa 2,5-6,0 3,9
Proteinas 2,9-5,0 3,4

Lactosa 3,6-5,5 4.8
Minerales 0,6-0,9 0,8

Fuente: Manual de industria lactica de Tetrapak

*Grasa: la grasa en la leche esta presente como glébulos que estan compuestos por
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos, esteroles, carotenoides y
vitaminas. Tiene una membrana que esta conformada por fosfolipidos, lipoproteinas,
agua ligada y entre otros componentes y en su interior triglicéridos, diglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos, esteroles, carotenoides y vitaminas.

*Proteinas: las proteinas de la leche son caseina y seroproteinas, de las cuales la
caseina se caracteriza porque son 3 que son las alfa, beta y kappa; ellas se

4 ALAIS, Charles. GODINA. L. Antonio. CIENCIA DE LA LECHE. Barcelona ESPANA. Editorial
REVERTE. 2003. p. 419 ISBN 84-291-1815-2.
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encuentran en forma de micelas en presencia de calcio, las seroproteinas estan
compuestas de lactoalbumina, lactoglobulina e inmunoglobulinas.

sLactosa: denominada el azucar de la leche, esta compuesta por galactosa y
glucosa, esta presente como una solucién molecular.

*Minerales: los minerales estan presentes como sales minerales disueltas los mas
importantes son el calcio, magnesio, potasio y sodio, se encuentran como fosfatos,
cloruros, caseinatos y citratos.

Como se menciond anteriormente la composicion cambia con respecto al tipo de
animal. Los animales herbivoros fueron domesticados desde hace 6000 afios por la
humanidad debido a que eran menos peligrosos, se prefiere que sean rumiantes
porque comen rapidamente en grandes cantidades y pueden rumiar, es decir
masticar por segunda vez la comida. En la Tabla 2 se presenta la composicion de la
leche con respecto a varios animales productores de leche:

Tabla 2 Composicion de la leche procedente de diferentes especies animales

Especie | Proteina | Caseina | Seroproteinas | Grasa | Carbohidratos | Cenizas
total % | % % % % %
Humana | 1.2 0.5 0.7 3.8 7.0 0.2
Caballo | 2.2 1.3 0.9 1.7 6.2 0.5
Vaca 3.5 2.8 0.7 3.7 4.8 0.7
Bufalo 4.0 3.5 0.5 7.5 4.8 0.7
Cabra 3.6 2.7 0.9 4.1 4.7 0.8
Oveja 5.8 4.9 0.9 7.9 4.5 0.8

Fuente: Manual de industria lactea de Tetrapak

1.2 QUESO

El queso es un concentrado lacteo, este estd hecho a partir de proteinas y grasa
principalmente caseina, es un producto soélido, duro o semiduro, madurado o fresco
que se obtiene por coagulacién de la leche al ser agregado un agente externo que
puede ser un microorganismo, sustancia quimica u otro agente llamado cuajo, este
tiene una enzima llamada quimosina, la cual permite romper enlaces de la caseina
y esta precipite, formando asi la cuajada que mediante procesos de moldeado y
prensado formaran el queso. Industrialmente se conocen tres tipos de queso.

e Queso curado o madurado: este queso no se puede consumir una vez se ha
terminado su fabricacién debe estar sometido a tratamientos térmicos durante un
determinado tiempo para que este obtenga sus cambios fisicos y quimicos.

e Queso madurado o curado con mohos: este queso se somete a cambios
bioquimicos a partir de mohos que pueden estar en el interior o en el exterior.
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e Queso no madurado, no curado o fresco: este queso se puede consumir una
vez se ha terminado su fabricacion.®

Se muestra a continuacion la clasificacion de los tipos de queso en la Tabla 3:

Tabla 3. Clasificacion de los quesos

SilaHBNG | Término | Sila GMS** | Término |l Termino I
es, % La primera|es, % La segunda | Designacién
fase en la fase en la|acorde con las
designacién designacién | caracteristicas
debe ser debe ser principales de
curado
<41 Extra duro >60 Muy graso Curado o]
49-56 Duro 45-60 Graso madurado
54-63 Semiduro 25-45 Graso medio | Sobre todo en
61-69 Semiblando 20-25 Bajo en grasa | superficie
>67 Blando <10 Sin grasa Sobre todo en
el interior
Curado con
mohos o]
madurado
Sobre todo en
superficie
Sobre todo en
el interior
No curado o no
madurado

Fuente: Manual de industria lactica de Tetrapak.

1.2.1 Caseina. Son un grupo de proteinas denominadas proteinas de la leche y
estan en suspension coloidal en la leche debido a que forma grupos ionizables con
polos hidréfobos e hidréfilos formando polimeros que se organizan en estructuras
llamada micelas que pueden llegar a medir 0,4 micras, estas micelas de caseina
estan formadas por subgrupos de caseina que son a-caseina, B-caseina y K-
caseina; estos estan unidos formando submicelas que tienen de entre 10 a 15 nm
que se organizaran para formar micelas. Que en presencia de calcio o fosforo
permite dar insolubilidad por que se presentan como sales en la a-caseina y B-
caseina en agua y la k-caseina posee sales que si son solubles en agua debido a
gue se ubican en la parte superficial de las micelas.

5 TETRAPAK. Capitulo 14: El queso. Manual de Industria Lactea, Traducido por: LOPEZ G.
Antonio, A. MADREID VICENTE EDICIONES. 1996. Madrid Espafia. p. 287-336.
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Las micelas poseen fosfato calcico que ayudan a las interacciones hidrofobas entre
las submicelas que ayudan a mejorar la estabilidad de las micelas de caseina, el
tamafo de la caseina depende en gran parte de la cantidad de (Ca**), una micela
puede estar conformada por entre 400 a 500 submicelas.

La produccion de queso por presencia del cuajo se ve afectada la k-caseina que se
rompe y la parte hidrofilica se separa perdiendo la solubilidad la micela donde
empezara a formar una densa cuajada®.

1.3 SUERO

El suero es un subproducto residual que esta presente en la transformacion de la
leche en queso, también se le denomina lactosuero, y este surge de la precipitacion
de la caseina la cual es un aglomerado de ese tipo de proteina que son liposolubles
y producen el queso, se estima que para elaborar un 1 kilogramo de queso se
necesita 10 litros de leche que producen 9 litros de suero como subproducto. El lacto
suero tiene una gran cantidad de proteinas hidrosolubles presentes en agua
denominadas seroproteinas las cuales son lactoalbumina, lactoglobulina,
inmonoglobulina, glicomacropeptidos, lactoferrina y lactoperoxidasa; ademas
también estan presentes lactosa, vitaminas y minerales que estan disueltos en
agua’.

Antiguamente el suero era considerado un desecho e incluso se consideraba
contaminante pero debido a la cantidad de componentes que posee en especial a
su contenido proteico, este es muy nutritivo y se utiliza actualmente en nuevos
procesos ya sea para realizar yogur o para la produccion de prebioticos. Se ha
encontrado en la actualidad muchos beneficios con respecto a la salud que ofrece
el suero ya que este puede brindar beneficios en la nutricion infantil y para ancianos,
pero no solo beneficia la nutricion sino que es considerado un alimento dindmico
debido a que ayuda a regular la motilidad intestinal.

El suero es un liqguido amarillo verdoso, es turbio, tiene un sabor fresco, un poco
dulce que presenta acidez, tiene una viscosidad cercana a la del agua es 1,14
centipoise y una densidad de 1,025 g/ml8. El suero representa cerca del 80 a 90%

STETRAPAK. Capitulo 2: Quimica de la leche. Manual de Industria Lactea. Traducido por: LOPEZ
G. Antonio, A. MADREID VICENTE EDICIONES. 1996. Madrid Espafia. p. 13-36.

7 PERLTA BARBARA. Michelle S, PALMA BARRIONUEVO, Kevin C. Estudio preliminar de la
fermentacion de suero lacteo empleando microorganismo Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus. p. 75. Trabajo de grado (Ingeniero de Alimentos). Guayaquil Ecuador. Escuela Superior
del Litoral. Facultad de Ingenieria en Mecénica y ciencia de la produccién. Disponible en un
catélogo en linea Centro de informacion Bibliotecario. <http://www.cib.espol.edu.ec/>

8 PERLTA BARBARA. Michelle S, PALMA BARRIONUEVO, Kevin C. Estudio preliminar de la
fermentacion de suero lacteo empleando microorganismo Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus. p. 75. Trabajo de grado (Ingeniero de Alimentos). Guayaquil Ecuador. Escuela Superior
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volumen total de la leche que esta presente en el proceso, contiene el 50% de
nutrientes de la leche antes de ser procesada®, se muestra en la Tabla 4 la
composicién del suero proveniente del proceso de queso y de la produccion de
caseina que es un tipo de cuajada.

Tabla 4. Composicion aproximada del lactosuero

Constituyente Suero de queso Suero de caseina
% %
Solido totales 6.4 6.5
Agua 93.6 93.5
Grasa 0.05 0.04
Proteina 0.55 0.55
NNP 0.18 0.18
Lactosa 4.8 4.9
0.5 08
Cenizas (Sales minerales) '
Calcio 0.043
Fosforo 0.040 0061625
Sodio 0.050 '
Potasio 0.16 0.050
0.16
) Cloruro 0.11 011
Acido lactico 0.05 0'4

Fuente: Manual de industria lactica de Tetrapack.

Se clasifica en dos tipos que son lactosuero acido y lactosuero dulce y esto se debe

a los métodos de coagulacion de la leche para la produccién de quesos:

» Lactosuero acido: se obtiene por la acidificacion de la leche mediante un agente
ya sea quimico o bacteriano que baja el pH de la leche a 4,5 y este se encuentra
en el punto isoeléctrico donde las cargas se igualan y la presencia del calcio en las
micelas formadas por la caseina es tomado por el &cido lactico formando lactato
calcico, esto da como resultado que el agua que se encuentra en la micela salga
permitiendo que se forme una densa cuajada.

sLactosuero dulce: se obtiene en presencia de una accion enzimética que se le
adiciona a la leche, esta accion enziméatica se le denomina cuajo el cual posee la
enzima llamada renina (también denominada quimosina) la cual es una proteasa
que lo que hace es romper la cadena de la k-caseina que tiene 169 aminoacidos
en el cual los aminoacidos 105 (fenilamina) y 106 (metionina) se rompen y la

del Litoral. Facultad de Ingenieria en Mecénica y ciencia de la produccién. Disponible en un
catélogo en linea Centro de informacion Bibliotecario. <http://www.cib.espol.edu.ec/>
STETRAPAK. Capitulo 15: Procesado del lactosuero. Manual de Industria Lactea. Traducido por:
LOPEZ G. Antonio. A. MADREID VICENTE EDICIONES. 1996. Madrid Espafia. p. 331-354
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cadena queda dividida en una parte hidrofobica desde la cadena de aminoacidos
1 ala 105 a esto le conoce como para-k-caseina y debido a su poca solubilidad se
aglomera con la caseina a y 3 formando la cuajada y de la 106 a la 169 es la parte
hidrofilica que ira hacer parte del suero a esto se le conoce como
glicomacropeptido. A este proceso también se le debe adicionar un corte de la
cuajada para permitir que esta precipite, condiciones de temperatura de entre (15
a 50 °C) y un pH ligeramente acido (5,9 a 6,6) en este tipo de suero queda mas
concentracion de lactosa®®.

Anualmente se producen 190 millones de toneladas de suero por afio proveniente
de la produccién de queso (94%) y caseina (6%) con un crecimiento anual del 2 por
ciento, actualmente, el 70 por ciento se industrializa, especialmente en paises
desarrollados, y un 30 por ciento se emplea en la alimentacién animal, como
fertilizante o como residuo??.

1.4 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL).

Las bacterias acido lacticas son bacterias que realizan fermentacion y acidificacion
en la leche para diferentes productos como el yogurt, el queso, kumis, entre otros.
Las bacterias acido lacticas se caracterizan por ser Gram positivas, no esporuladas,
anaerobias facultativas y producen &cido lactico a partir de azucares. Generalmente
son bacilos y cocos, producen como unico y principal fermento acido lactico cuando
son homofermentativos (en algunos casos son heterofermentativos producen acido
lactico o lactato con etanol y CO2); la energia que obtienen es exclusivamente
mediante fosforilaciéon a nivel de sustrato donde prefieren lactosa'?. Se presenta a
continuacion las principales diferencias entre los principales géneros de bacterias
lacticas ver Cuadro 1.

Cuadro 1 Diferencias entre los principales géneros de bacterias lacticas

Formas y organizacion celulares | Género

Cocos en cadena o tétradas

Homofermentativos Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Pediococcus

Heterofermentativos Leuconostoc

10 TETRAPAK. Capitulo 2: Quimica de la leche. Manual de Industria Lactea. Traducido por: LOPEZ
G. Antonio, A. MADREID VICENTE EDICIONES. 1996. Madrid Espafia. p. 13-36.

11 TETRAPAK. Suero lacteo, clave en la innovacion de alimentos. En: Finanzas. Revista Portafolio
virtual [en linea]. (3 de agosto de 2014). Disponible en:<http://www.portafolio.co/economia/suero-
lacteo-clave-la-innovacion-alimentos>. [Citado el 8 de marzo de 2016]

12 MADIGAN. Michel. T. Capitulo 5: Microbiologia Aplicada. Brock Biologia De Los
Microorganismos. Madrid Espafia. Editorial Person. 122 Edicion. 2009. p. 493-496 ISBN
9788478290970
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Cuadro 1. (Continuacion)

Bacilos tipicamente en cadenas
Homofermentativos Lactobacillus
Heterofermentativos Lactobacillus
Fuente: Biologia de los microorganismo

Como se puede ver en la Figura 1 se encuentra la via metabolica homofermentativa
la cual se diferencia de la de la heterofermentativa porque tiene presencia de la
enzima aldolasa muy importante en el proceso de glucolisis y produce dos moleculas
de lactato y dos moleculas de ATP por cada mol de glucosa fermentada figura 1.
Ademas se presenta a continuacion la ecuacion estequiometria de la reaccion de la
fermentacion.

Ecuacion 1. Reaccidon estequiometria de bacterias homofermentativas
C¢Hy,0¢ + 2ADP — 2CH; — CHOH — COOH + 2ATP
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Figura 1 Via metabdlica fermentacion hemolitica
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Fuente: Articulo Bacterias Acido lacticas: papel
fundamental en los alimentos.

Este proceso es muy similar al proceso de fermentacién alcohdlica la diferencia esta
en que en la fermentacién alcohdlica, la carboxilasa descarboxilasa el &cido piravico
y en la fermentacion lactica la enzima deshidrogenasa actia sobre el &cido
pirvico'®. Se presenta a continuacién la via metabdlica heterofermentativa que se
ve en la Figura 2 en la cual presenta la produccion de lactato y etanol ya que las
bacterias producen por una mol de glucosa una mol de lactato, una mol de etanol y
una mol de CO2 ademas genera una mol de ATP, se evidencia que la via
heterofermentativa contiene una enzima fosfocetolasa la cual metaboliza los
azucares y carece de enzimas aldolasas y hexosa isomerasa. Las bacterias

13JORGENSEN. Alfred, Capitulo 8: Bacterias Acido Lacticas. Microbiologia de las fermentaciones.
Editorial Acribia. Barcelona Espafia. 1959 p. 426
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heterofermentativas realizan la ruta glicolitica Embden-Meyerhoff!4. Se presenta a
continuacion la ecuacién estequiometria que ocurre en la fermentacion.

Ecuacion 2. Reaccidn estequiométrica de la fermentacion heterofermentativa
C¢Hy,0¢ + 2ADP + 2Pi —» 2CH; — CHOH — COOH + C,HsOH + CO, + 2ATP

Figura 2. Ruta metabdlica heterofermentativa
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Fuente: Articulo Bacterias Acido lacticas: papel
fundamental en los alimentos.

14 PARRA H. Ricardo. Bacterias acido lacticas: papel funcional en los alimentos. En: Revista Scielo.
Facultad de Ciencias Agropecuarias [en linea]. No 1. Vol 8.( Enero-Junio de 2010). Disponible en:
<http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v8nl/v8nlal2.pdf>. [Citado el 10 de marzo de 2016]

31



1.4.1 Lactococos. En el género de cocos se encuentran los Streptococcus es decir
se presentan en tétradas, estos son homofermentativos, son Gram positivos, juegan
un papel importante en la produccién de acido lactico y en la elaboracion de algunos
quesos y en la elaboracion del yogurt, algunas especies del genero Streptococcus
pueden crecer a temperaturas de entre 3°C a 10°C se observa y rige a los
Streptococcus generalmente usados en la leche y en la crema su temperatura
optima es de 30°C15,

1.4.2 Lactobacilos. Los Lactobacillus presentan forma bacilar, estos pueden ser
alargados y esbeltos o cortos y curvados, la gran mayoria de las especies pueden
ser homofermentativos, son habitualmente utilizados en los productos derivados de
la leche y en leches fermentadas, son resistentes a pH bajos de alrededor de 46, a
diferencia de los Streptococcus acidifican la leche en menor tiempo pero al finalizar
producen una mayor acidificacibn ya que poseen una mayor resistencia a
concentraciones altas del acido, pueden ser termofilos con un crecimiento a una
temperatura optima de 45°C y pueden ser mesofilos con temperatura optima de 30°C
estos son muy usados en la maduracién de quesos?’.

1.5 ACIDO LACTICO

1.5.1 Definicion y caracteristicas. El &cido lactico es un compuesto organico
versatil usado comunmente en la industria quimica, también es conocido como el
acido 2-hidroxipropanoico descubierto por Carl Wilhelm Scheele, quien lo aislé e
identificé como principal acido de la leche agria en 17808, es el hidroxiacido mas
sencillo que existe, contiene un atomo de carbono asimétrico. Hay dos isbmeros
opticos que estan presentes en el metabolismos de los organismos vivos, estos
isémeros son el D(-) lactico y L(+) lactico y una modificacién racémica constituida
por fracciones equimolares de las formas L(+) y D(-)véase Figura 3.

15JORGENSEN. Alfred, Capitulo 8: Bacterias Acido Lacticas. Microbiologia de las fermentaciones.
Editorial Acribia. Barcelona Espafia. 1959. P. 431-432

18MADIGAN. Michel. T. Capitulo 16: Dominio Bacteria. Brock Biologia De Los Microorganismos.
Madrid Espafia. Editorial Prentice Hall. 82 Edicion. 1998. P. 495-496

17 FRANCO. NIVIA. Javier. Andrés. Disefio conceptual de una planta de produccién acido lactico.
Capitulo 2. Bogota 2005. 91h. Trabajo de grado (Ingenieria Quimica). Universidad de América. p.
20.

18 PRESCROTT Samuel Cate. Capitulo 8: Produccion De Acido Lactico Por Fermentacion.
Microbiologia Industrial. Madrid Espafa. Editorial Aguilar. 1962. p. 324-325
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Figura 3. Isbmeros de acido lactico
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Fuente: Articulo Produccion biotecnologica acido
lactico.  Biopolimeros. Escuela de Ingenierias
Industriales — Uva. Recuperado de:
<http://www.eis.uva.es/~biopolimeros/monica/acido_la
ctico_archivos/image002.jp>

Los dos isébmeros y la forma racémica se encuentran en estado liquido, son incoloros

y solubles en agua, es dificil obtenerlo en estado anhidrido!®. A continuacion se
muestran propiedades fisico-quimicas del acido lactico véase Tabla 5.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del 4cido lactico

Férmula C3HsgO3

Peso molecular 90,08 g/mol

Punto de fusién L(+) y D(-): 52,8°C a 54°C
DL (segun composicién): 16,8°C a
33°C

Punto de ebullicién 125-140°C

Viscosidad 40,33 mNsm

Densidad 1,249 g/Ml

indice de refraccion 1,4414

Fuente: Articulo Produccién biotecnoldgica acido lactico. Biopolimeros. Escuela
de Ingenierias Industriales — Uva. Recuperado de: < http://goo.gl/QKTYHT>

1.5.2 Usos y obtencidn. El &cido lactico actualmente tiene multiples usos a nivel
industrial desde alimenticia, farmacéutica, cosmética y médica; sus aplicaciones van
desde acidulante en productos alimenticios, como en curtientes, también se utiliza
purgante en forma de lactato de calcio o lactato de magnesio, como removedor de
sales de calcio, ademas se utiliza para la elaboracién de algunos plasticos.

19 SERNA COCK. L. RODRIGUEZ. DE STOUVENEL. A. Produccién biotecnolégica de &cido lactico
estado del arte. En: Revista cientifica ciencia y tecnologia alimentaria [en linea]. No 1. Vol. 5. (28 de
marzo de 2005). p. 54-65. ISSN 1135-8122. Disponible en: < http://goo.gl/EaamVz > [Citado el 10
de marzo de 2016]
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El acido lactico puede ser producido por fermentacién dependiendo de las bacterias
utilizadas y puede producir los diferentes tipos de isdmeros o en su forma racémica
dependiendo de la bacteria, el pH al que esté trabajando y la concentracion del
sustrato que se le suministre.

El &cido lactico se puede obtener de dos formas por via quimica o via biotecnoldgica.
La obtencidon por via quimica esta da por una reaccion de agregacion del
acetaldehido al cianuro de hidrogeno produciendo lactonitrilo, y este es purificado y
obtenido por destilacion, luego se adiciona acido clorhidrico (HCI) para hidrolizar
produciendo sal de amonio y acido lactico. El &cido lactico obtenido se esterifica con
metanol para producir el lactato metilico, luego se recupera y se purifica en una
destilacion, luego es hidrolizado con agua y un catalizador acido para producir del
acido lactico puro y metanol que es recirculado?.

La produccion biotecnoldgica se realiza dependiendo del sustrato y de las bacterias
usadas ya que pueden ser homofermentativas o heterofermentativas siguiendo una
via metabdlica de descomposiciéon de un carbohidrato (CeH1206). Generalmente
utilizan como materia prima almidén y CaOHz con el fin de neutralizar el acido y el
pH alrededor de 5 0 6 esto produce lactato calcico que se filtra y se somete a un
adsorcién con carbon activado, luego se evapora y acidifica con acido sulftrico para
obtener acido lactico y sulfato de calcio, el cual se filtra pues es insoluble y el acido
lactico obtenido se hace pasar por unas sucesivas etapas de hidrolisis,
esterificacion, destilaciéon y una Gltima hidrolisis?..

1.6 ACIDO POLILACTICO

1.6.1 Definicion y caracteristicas. Desde el afio de 1845 el PLA se ha venido
estudiando y realizando investigaciones a lo largo de la produccion de este, Pelouze
condenso 4cido lactico por medio de una destilacién con agua para formar PLA de
poco peso molecular y un dimero ciclico del &cido lactico llamado lactida. En el afio
1894, Bischoff y Walden intentaron sin éxito la produccion de PLA a partir de la
lactida (Diester de &cido lactico).

El descubrimiento del acido polilactico (PLA) empezé en 1932 por el cientifico de
Dupont llamado Wallace Carothers quien realizo un producto de bajo peso molecular
al calentar acido lactico al vacio, en 1954 se patento el proceso.

20 Articulo Produccion Biotecnoldgica Acido Lactico. Biopolimeros. Escuela De Ingenierias
Industriales — Uva. Sintesis quimica [En linea]. Disponible en: < http:/goo.gl/9L201Y> [Citado el 12
de marzo de 2016]

21Articulo Produccion Biotecnoldgica Acido Lactico. Biopolimeros. Escuela De Ingenierias
Industriales — Uva. Fermentacion [En linea]. Disponible en : < http://goo.gl/s5v8rg > [Citado el 12 de
marzo de 2016]
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El &cido polilactico PLA es un poliéster biodegradable, termoresistente,
termoestable, es obtenido mediante recursos renovables como el maiz, la
remolacha, el trigo y otros productos ricos en almidén?2. Sus ventajas sobre platicos
derivados del petréleo se deben a sus propiedades las cuales se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6 Propiedades Fisicas del Acido Polilactico

Formula (C,H,0,),
Peso molecular (Kda) 50 -750
Punto de fusion (°C) 178
Densidad (g/cm3) 1.25
Viscosidad (cps) 0.61-8.2
% Cristalinidad 15 -74
Fuerza de tensién (Mpa) 40 - 60
Moédulo de tension (Gpa) 3-4
Temperatura Max. Usada (°C) 50 - 125
Tg temperatura de transicién vitrea 60 - 65

Fuente: Articulo Acido Polilactico (PLA): Propiedades y Aplicaciones de L. Serna
C y colaboradores Et. Al. Afio 2003

Las aplicaciones tradicionales de polimeros sintéticos se basan principalmente en
su inercia a degradaciones ambientales (hidrélisis, oxidacion, la biodegradacion, y
asi sucesivamente). El rapido aumento en el volumen de uso de polimeros sintéticos
ha contribuido a problemas de gestién de residuos sélidos en los ultimos afios. La
gestién total de residuos de polimeros requiere combinaciones complementarias de
reciclaje, la incineracion para la energia, y la biodegradacion. Los polimeros
preparados a partir de recursos renovables y sostenibles se pueden disefar con
facilidad, sintetizado, y dirigido por rutas compatibles con el medio ambiente y
pueden ser eliminados después de su uso por biodegradacién (compostaje, etc.).
Los polimeros biodegradables son necesarias en el disefio, sintesis y aplicaciones
de implantes biomédicos y sistemas de liberacion de farmacos. Entre aquellos
recibido una atencién creciente desde 1970 son poliésteres alifaticos tales como
polihidroxibutirato microbiano (PHB), y sus copolimeros y acido polilactico (PLA), y
sus copolimeros.

El PHB es el material de almacenamiento de energia para ciertas bacterias y los
esfuerzos para comercializarlo y su copolimeros como materiales estructurales y de

22 Articulo Acido Polilactico PLA. Biopolimeros. Escuela de Ingenierias Industriales- Uva. [En linea].
Disponible en: <http://www.eis.uva.es/~biopolimeros/alberto/pla.htm> [Citado el 12 de Agosto de
20186].
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paquetes no han tenido éxito debido a su alto costo, y la dificultad en el
procesamiento térmico. El PLA de la polimerizacion de acido lactico es un producto
de fermentacion de polisacéaridos de bajo costo, es un producto que se produce a
partir de una combinacion de biotecnologia y tecnologia quimica. El PLA y sus
copolimeros estan sujetos a esta revision. Ha habido muchas revisiones publicadas
recientemente, especialmente relacionados en las areas de aplicacion biomédica.

1.6.2 Usos y obtencién. La polimerizacion térmica de deshidratacion de acido
lactico produce acido polilactico. Esto requiere mucha energia y produce un PLA de
bajo peso molecular. Para la obtencion de un PLA de alto peso molecular ha surgido
un meétodo llamado polimerizacion por apertura del anillo (ROP por sus siglas en
inglés) donde se realiza la polimerizacion del dimero lactida utilizando un adecuado
catalizador donde se produce PLA de alto peso molecular con multiples aplicaciones.

Estos pueden proceder a través de la coordinacién, anidénicos, o0 mecanismos
cationicos. Entre los catalizadores eficaces / iniciadores son acidos de Lewis en
forma de sales de metales de aluminio, estafio, titanio y zinc, y metales de tierras
raras; alcoxidos de metal alcalino y complejos de supermoleculares.

El método ROP es la ruta mas eficaz para la polimerizacién en masa de lactida®3. Es
generalmente aceptado por los investigadores que los iones de metales de transicion
como el estafio catalizan la polimerizacion y proceda a través de un mecanismo de
insercion. A temperaturas superiores de 150 °C la transesterificacion entre lactida
ciclico y PLA procede a través de la escision de acilo y los resultados en alto grado
de retencion de la estereoquimica de los mondémeros de lactida. Catalizadores de
estafio son facilmente disponibles y eficaces. Pueden ser utilizados para los
productores a gran escala de PLA. Los cloruros de estafio (Il) y el 2-etilhexanoato
de estafio estan aprobados para los aditivos alimentarios y por lo tanto se utiliza con
mayor frecuencia que los demas?*.

La polimerizacion de acido lactico con sales de estafio como catalizadores puede
llevarse a cabo en varios pasos. El acido lactico se calienta a 150 ° C con catalizador
de estafio para obtener unos oligomeros de PLA. Los oligdbmeros se calientan a 180
°C bajo vacio (1333 Pa) durante 5 horas para dar PLA de alto peso molecular
(100.000). Por ultimo, la tercera etapa se realiza en estado sélido por encima de la

23 BAEZ GARCIA. José Eduardo. Una Ruta Para Sintetizar Macromoléculas: Polimerizacién Por
Apertura De Anillo (ROP). México, 2016. Articulo Cientifico. Universidad del Papaloapan (UNPA)
En: Aleph-Zero Revista de Educacion y Divulgacion de la Ciencia, Tecnologia e Innovacion. [En
linea]. Disponible en:
<http://www.comprendamos.org/alephzero/52/una_ruta_para_sintetizar_macromoleculas_polimeriz.
html> [Citado el 12 de agosto de 2016]

24 Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura. Codex Alimentarius.
Aditivos Alimentarios [En linea]. Disponible en: <http://www.fao.org/fao-who-
codexalimentarius/standards/gsfa/es/>. [Citado el 13 de agosto de 2016]

36



temperatura de cristalizacion, Tc, (105 ° C, 66 Pa, 0,5-2 horas) a 150 °C durante 10-
30 horas. Obteniendo un PLA de alto peso molecular. EI PLA también puede ser
obtenido por medio de condensacion directa de &cido lactico con alto punto de
ebullicion de disolvente y el anillo de apertura de la polimerizacion de lactida se
estudiaron y ambos se encuentra para ser eficaz y PLA de MW de 300.000 se
obtuvo. PLA de obtenerse mediante el uso de diferentes métodos fueron
comparados y se encontrd que tienen diferentes propiedades. Ambos tenian la
temperatura de transicion vitrea (Tg) de alrededor de 58-59 ° C, pero el proceso
directo EPL ha temperatura de fusion, Tm, 163 ° C y se mantuvo relativamente
estable, mientras que el PLA preparado por la apertura del anillo tenia un mayor Tm
de 178 ° C, pero era menos estable. Esto se atribuy6 a la presencia de catalizador y
las impurezas®. Se muestra en la Figura 4 las reacciones de polimerizacién por
policondensacién directa y por apertura del anillo

Figura 4. Reaccion de polimerizacion del &cido lactico por
lo métodos policondensacion directa y apertura abierta del

anillo (ROP)
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Fuente: Articulo Polimerizacion acido lactico Biopolimeros

extraido de:
<http://www.eis.uva.es/~biopolimeros/monica/Polimerizaci
on.htm>

25 LENDLEIN Andreas y Sisson Adam. Hadbook of biodegradable polymers: Isolation, synthesis,
characterization and applications. WILEY-VCH, 2011 .p.287 — 294.
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Sus principales aplicaciones son como hidrogeles estos han sido objeto de creciente
interés para los productos biomédicos y de consumo aplicacion. Copolimeros de
bloque hidrofilo / hidréfobo PLA y PEG son especialmente prometedor para sistema
soluble hidrofilo / hidréfobo que se convierte en un insoluble microesfera cuando se
inyecta en el cuerpo como sistemas de liberacion de farmacos. La hidrélisis y
biodegradacion de estos copolimeros son sujetos de la investigacion en curso.

Como es generalmente cierto para los nuevos polimeros, los costos de PLA y
copolimeros son relativamente alta para aplicaciones de gran volumen. Sin
embargo, son a partir de recursos renovables y ambientalmente compatibles. Todos
los factores que se consideran que son polimeros para el futuro. Mezcla con
biopolimeros de bajo costo como almidén para reducir el costo y aumentar la
biodegradacion tarifas, se realizd con éxito para PCL y ésteres de celulosa, ha tenido
resultados mixtos solamente como PLA y copolimeros no son lo suficientemente
hidroliticamente estables a altas temperaturas cuando la mezcla tiene que ser
llevado a cabo. Acoplamiento reactivo de PLA con almidén de desgracia aumenta el
costo.26

En el presente capitulo se realiza un barrido de conceptos partiendo desde la leche,
donde se presenta las composiciones y lo mas relevante para obtener el suero a
partir de la elaboracion del queso, presentado los dos tipos de suero que surgen en
la elaboracién del queso como son el lactosuero dulce y el lactosuero acido.

Ademas se presenta las vias metabdlicas con respecto a los microorganismo
utilizados en la industria lactea, permitiendo dar un enfoque al trabajo de grado en
la obtencion de acido lactico; se presenta las caracteristicas, usos y aplicaciones en
la industria sobre el acido lactico representado la elaboracién de polimeros
biodegradables como son el acido polilactico; a este también se presenta sus
caracteristicas, obtencién, usos y aplicaciones a nivel industrial.

26 |bid, p. 287 - 294
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2. MATERIALES Y METODOS

En el siguiente capitulo se muestra los reactivos, materiales y métodos que se
realizaron en el trabajo de grado se explica teniendo en cuenta los objetivos
propuestos con respecto al objetivo general y demostrando el cumplimiento de estos.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Suero. El suero utilizado fue proporcionado por la empresa quesos del
Vecchio ubicada en la carrera 27#6-32 de Bogota, tiene gran produccién de quesos,
en los cuales tienen como subproducto suero lacteo donde se estima que
diariamente se producen 15000 a 16000 litros de suero de los cuales producen 10
toneladas de suero ricota y el resto que sobra contratan una empresa para que se
pueda desechar. El suero proporcionado fueron 8 litros para la experimentacion y es
del tipo lactosuero dulce.

2.1.2 Bacterias &cido - lacticas. Los microorganismos utilizados se compraron en
forma de liofilizado en el centro Agrolechero de Bogota, se compraron como cultivo
para yogurt con los microorganismos Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii y Bifidobacterium estos venian en proporcién de un sobre para la
elaboracién de 50 litros de Yogurt. Véase Imagen 1.

Imagen 1. Liofilizado cultivo para yogurt
con Streptococcus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii y bifidobacterium
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2.2 EQUIPOS

En el Cuadro 2 se muestra a continuacion los equipos utilizados durante toda la
experimentacion.

Cuadro 2. Descripcion de equipos utilizados.

EQUIPO DESCRIPCION IMAGEN
Shacker Es una cabina

incubadora que permite

mantener la

temperatura y agitacion
constante en el
transcurso de la
fermentacion, tiene
espacio para 5 frascos
fermentadores de 250
ml expandibles a 500 ml
y 4 compartimientos de
50 ml expandibles a
100 ml, la marca es
Wisd

Incubadora Es una cabina que
permite  mantener la
temperatura constante,
en incubaciones de
caldos fermentativos,
cajas de Petri y tubos
de ensayo con cultivos
microbianos, la marca
es Binder
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Cuadro 2. (Continuacion).

Rotaevaporador

Es un dispositivo que
consta que consta de
un bafio termostatado
con un serpentin,
puede controlar la
presién reducida con
una bomba de vacio
marca Vacuumbrand;
se utiliza para
concentrar sustancias
como el &cido lactico
obtenido después de
la fermentacion
retirando agua que
condensa por el
serpentin, la marca es
Heidolph

Centrifuga

Es un dispositivo que
se encarga de retirar
por medio de fuerza
centrifuga graduando
el giro a diferentes
revoluciones por
minuto, se utiliza para
retirar proteinas del
suero y para retirar
microorganismos que
estén después de la
fermentacion, la
marca es Sigma.

pH-metro

Dispositivo que
permite medir el pH a
lo largo de la
caracterizacion  del
suero, fermentacion y
separacion del acido
lactico la marca es
SCHOTT.
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Cuadro 2. (Continuacion).

Bomba de vacio

Elemento utilizado en el
control de la presién, es
utilizado en la filtracién
del suero para eliminar
proteinas y en la
filtracion del caldo
fermentativo para
eliminar
microorganismos
presentes con el fin de
gue sean mas rapidas
estas filtraciones, la
marque es Rocker 600.

Cabina de
bioseguridad

Es una cabina donde se
realizan los procesos
de manipulacion de
microorganismos y no
haya contaminacién en
los procesos, se utiliza
para realizar la siembra
en cajas de Petriy toma
de muestras en la
fermentacion, la marca
es Esco.

Filtro de
membrana

Es un equipo en
material de  vidrio,
consta de un vaso de
250 ml y un embudo
donde se pone el filtro
de membrana, se utiliza
para eliminar particulas
mas pequefias como
proteinas presentes en
el suero y
microorganismo o]
proteinas después de la
filtracion, la marca es
SCHOTT DURAN.
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Cuadro 2. (Continuacion)

Plancha de termo
agitacion

Dispositivo que permite
calentar, agitar vy
controlar la
temperatura  durante
las  reacciones de
polimerizacion en el
PLA, como son la
elaboracion de lactida 'y
en la reaccién por
apertura abierta del
anillo ROP, la marca es
Dathan Scientific

Fermentador

Es wun frasco de
capacidad de 500ml
con tapa azul resistente
al calor la marca es
SCHOTT DURAN,
soporta el choque
térmico lo que permite
ser utilizado para la
fermentacion del suero.

Espectrofotometro

Es un instrumento que
permite medir en
funciéon de la longitud
de onda la absorbancia
de un haz de luz en una
muestra, permitiendo
comparar con un patron
0 un estandar, esto
dando a conocer la
naturaleza de la
muestra e indicar
concentraciones de la
muestra, es utilizado en
la caracterizacion del
suero para determinar
la cantidad de
proteinas presentes en
este. La marca es
Jenway 6329D.
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Cuadro 2. (Continuacion)

Bafio Es un instrumento
termostatado utiizado para hacer
intercambios de calor
con agua generalmente
sumergiendo un
recipiente con la
muestra, este equipo es
utilizado para la

pasteurizacion del
suero sin desproteinizar
y para la
caracterizacion del
suero, la marca es
RayPA.

Vortex Es un instrumento que

se encarga de agitar
tubos de ensayo a mas
de 5000 RPM con el fin
de homogenizar
muestras en tubos de
ensayo, la marca es
Velp.

2.3 REACTIVOS

En el Cuadro 3 se muestran los reactivos utilizados alrededor de toda la
experimentacion y los usos a lo largo de este.

Cuadro 3 Reactivos utilizados y usos

REACTIVOS USOS
Caldo de soya triptico | Es un polvo de soya que es diluido en agua, tiene
Bacto fuentes de carbono, nitrégeno, oxigeno e hidrégeno que

le permiten a los microorganismos crecer, es utilizado
para activar los microorganimos del liofilizado comprado.
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Cuadro 3. (Continuacion).

Agar de soya Difco Es un polvo de soya que es diluido en agua, tiene fuentes
de carbono, nitrégeno, oxigeno e hidrégeno que le
permiten a los microorganismos crecer, se adicionan a
cajas de Petri para sembrar los microorganismos
activados en el caldo de agar.

Agar peptona Es un polvo de polipéptidos utilizado como medio de
cultivo, se diluye en agua, es utilizado para la elaboracién
de diluciones de microorganismos durante la
fermentacion.

Eter dietilico Es un solvente no polar, forma azeotropos con el agua
permitiendo ser usado en la extraccion de acido lactico
después de la fermentacion.

Agua destilada Es usada como diluyente en las soluciones preparadas.

Acido sulfarico 60% Reactivo utilizado para la elaboracion de lactida y

vIv posteriormente la polimerizacion de PLA.

Metanol Es utilizado para recristalizar el polimero es usado en
exceso.

Cloruro de estafio Catalizador empleado para la ruptura del anillo de la

lactida y asi producir PLA

2.4 METODOS
El proceso general realizado se muestra a continuacion en el Diagrama de flujo 1.

Diagrama de flujo 1 Sintesis de acido polilactico

Activacion, cultivo
e inoculacion de la p Fermentacion p Separacidn A  Polimerizacion
cepa
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2.4.1 Activacion, cultivo e inoculo microbiano. Se presenta en el Diagrama de
flujo 2 donde se presenta la activacién de la cepa microbiana.

Diagrama de flujo 2 Activacion de cepas microbianas

Incubar

Preparar caldo Adicionar
parar e :{) Autoclavar :{) Adicionar

|

Sembrar con

23 Preparar SLN
asa caldo Adicionar a
nocuadoen K acacpen K] Autectavar 7 e agarce

cajas de petri

Incubar

En el Diagrama de flujo 3 se presenta el diagrama de blogues del aislamiento de
las cepas.

Diagrama de flujo 3 Aislamiento de cepas microbianas

( )
Analizar
morfologia en Tc?:caglgrs;naaia Adicionar en Incubar
cajas de petri :/,\ mas puras :/,\ cajas de petri :/f\

incubadas

Analizar
morfologia

Adicionar a
Cepaaisiada [(———] Adcionars,
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En el Diagrama de flujo 4 se presenta el diagrama de bloques de la elaboracion
del inoculo.

Diagrama de flujo 4. Preparacion del inoculo

Preparar SLN de Peparar Adicionar
suero preinoculo de microorganismos
desproteinizado y :> SLN agua :> aislados relacion ﬁ Incubar
sin desproteinizar peptona en tubos 1.1 en tubos de
11 de ensayo ensayo
Adicionar SLN
Adicionar
Incubar en 2 de suero
S [ Shcfoarg st ] pes
incu s fermentador

2.4.2 Fermentacioén. En el Diagrama de flujo 5 se presenta la elaboracion y el
proceso llevado en la fermtacion.

Diagrama de flujo 5 Fermentacion microbiana

Esterilizar suero
desproteinizado

1 Adicionar a Adicionar 10%
ZD fermentador :> de inoculo ::> Medir pH C:j

Pasteurizar suero
sin desproteinizar

Adicionar
carbonato de
calcio

Tomar
muestras cada C: Insc':xgca':eern
24 horas
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2.4.3 Separacion. Se presenta en el Diagrama de flujo 6 se presenta el diagrama
de blogues del proceso de separacion del acido lactico del caldo fermentativo.

Diagrama de flujo 6 Separacion de acido lactico del caldo fermentativo

!

Evapora

solvente

r

Centrifugar ) Filtrar ) Microfiltrar > concentrar
Extraer las Adicionar en Ll_evar - o
agitador Adicionar
jases SENUGa S orbital durante solvente
presentes decantacion 45 min

2.4.4 Polimerizacion. Se presenta en el Diagrama de flujo 7 el diagrama de
bloques del proceso de elaboracion de lactida.

Diagrama de flujo 7 Preparacion de diester ciclico de acido lactico lactida

Medir acido
lactico 100 mli

>

Preparar SLN
de acido
sulfurico 60%
Vi

SN

Adicionar a
matraz acido

lactico y 5 mil de

Calentar a
> 80°C y 300

acido sulfurico

Analizar
consistencia
de la mezcla

pasadas 5
horas

|

!

Adicionar 5 ml
de acido
sulfurico

Adicionar5 m
de acido
sulfurico

L

Analizar
consistencia
de la mezcla
despues de 2

Aumentar
temperatura a

120°C durante CZ

2 horas

horas

ZLa mezcla e
viscosa y de
color cafe?

RPM

!

Adicionar 5 ml
de acido
sulfurico

Lactida
obtenida
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En el Diagrama de flujo 8 se presenta el diagrama de bloques de la sintesis de
acido polilactico.

Diagrama de flujo 8 Sintesis de acido polilactico

Pesar lactida

)

Pesar cloruro
de estafo

)

]

Medir 50 mil de
etanol

Adicionar a
matraz

!

Analizar
consistencia
del precipitado

Calentary
agitara50°Cy
300 RPM

¢El solido e
de color
blanco?

—_— ver
precipitado

Acido
polilactico
obtenido

2.5 CARACTERIZACION

2.5.1 Acidez titulable. La prueba segun la norma técnica colombiana NTC 4978
consiste en realizar el método de acidez titulable para leches y productos lacteos
utilizando NaOH al 0.1N, se toman 10 ml de muestra en un erlenmeyer de 100 ml y
se adicionan 3 gotas de fenolftaleina; en una bureta de 25 ml se adicionan 25 ml de
NaOH al 0.1 N y se adicionan gota a gota hasta que aparezca un tono rosado en la
muestra y se registra el volumen gastado en la titulacion.

2.5.2 Densidad. De acuerdo a la norma AOAC 33.2.03 (925.22) que se especifica
en la NTC 506 al cual se realiza para leche pasteurizada, se determina la densidad
con el uso de un picnémetro de 25 ml pesado previamente, se adiciona la muestra
de suero lacteo en el picnometro de 25 ml y se pesa en una balanza analitica.

2.5.3 pH. La medicion del pH se realiza con un pHmetro o un papel indicador que
mide el potencial de hidrogeno en una solucion.
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2.5.4 Método de Biuret para cuantificacion de proteinas. El método de Biuret se
realiza la prueba por medio de la norma AOAC 1999 en la cual se basa en la
formaciéon de un complejo coloreado entre el Cu?* y los grupos NH de los enlaces
peptidicos en medio basico. Cu?* se acompleja con 4 NH. La intensidad de
coloraciéon es directamente proporcional a la cantidad de proteinas (enlaces
peptidicos) y la reaccidén es bastante especifica, de manera que pocas sustancias
interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y s6lo se recomienda para la
cuantificacion de proteinas en preparados muy concentrados (por ejemplo en suero).

El método de Biuret consta en hacer pasar la muestra de proteina con el reactivo del
mismo nombre el cual es sulfato cuprico con tartrato de sodio y potasio y NaOH en
un espectrofotometro realizando una curva de calibracién, en la cual se utiliza
albumina para poder medir la muestra problema que en este caso es suero lacteo y
el método utiliza la ecuacién de Lambert-Beer, que relaciéon la concentracién con
respecto a la absorbancia de la luz y se mide a una longitud de onda de 540 nm.

Para esto se preparan los reactivos en balones aforados de 100 ml y 250 ml y se
prepara una solucion patrén de albumina de 10mg/ml y en 6 tubos de ensayo
adicionar: (0,0ml de SLN Y 1ml de agua); (0,2ml de SLN y 0,8 ml de agua); (0,4ml
de SLN y 0,6 ml de agua); (0,6 ml de SLN y 0,4 ml de agua); (0,8ml de SLN y 0,2
ml de agua) y (Iml de SLN y 0,0 ml de agua) respectivamente. El suero se toma 5ml
de muestra y se hace pasar por una centrifuga a 5000 rpm durante 20 minutos y se
guarda el sobrenadante, se toma en un tubo de ensayo 0,5ml de muestra de
sobrenadante y se adiciona 0,5ml de agua y en cada tubo de ensayo se adiciona 4
ml del reactivo de Biuret.

2.5.5 Prueba de Fehling para azucares reductores. Mediante la NTC 1779 se
realiza el método el cual consta del reactivo del mismo nombre en donde se utilizan
dos diluciones de Fehling A y Fehling B, las cuales producen el ion Cu?* debido al
complejo de iones tartrato en medio basico (-OH) de color azul-verdoso a Cu* que
precipita en forma de Cu20 rojo ladrillo.

Manifestando la presencia de azucares reductores (aldolasas: glucosas, ribosa,
eritrosa, etc.), ya que realiza un reacciéon Redox en el grupo aldehido del azlicar es
oxidado a grupo acido por el Cu?* que se reduce a Cu*.

Este método utiliza dos diluciones, una que es Fehling A en donde se adiciona
CuSO4*5H20 y se disuelve con agua destilada en un balén aforado de 100 ml;
Fehling B donde se preparar al 15% sal de Rochelle (Tartrato de sodio y potasio) en
solucion acuosa al 5% de NaOH. Se toma 10ml de suero y es aforado en un balén
de 100 ml y se realiza una solucién de glucosa el 0,5% como patron en un balon
aforado. Se toman 5 ml de la soluciones de Fehling Ay B en erlenmeyers de 100 ml
y se afiade 20 ml de agua destilada con 2 o 3 gotas de azul de metileno. En una
bureta de 50ml se va adicionando la solucion patron de glucosa mientras la solucion
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de Fehling esta en calentamiento y observar igualmente se realizé para el suero y
se observo la coloracion.

El método es utilizado para caracterizar el suero y encontrar la cantidad de lactosa
presente que se va a fermentar, ademas es utilizado durante la fermentacion para
encontrar la cantidad de sustrato consumido.

2.5.6 Método de diluciones y conteo en placa. El método de diluciones consta
de adicionar a tubos de ensayo con 9 ml de solucién de agua peptona al 0.1%; se
adiciona a un primer tubo de ensayo 1 ml de caldo fermentativo durante las horas
de fermentacion, luego realizando una dilucion en serie tomando 1 ml del tubo
anterior y adicionandolo a uno siguiente se procede a sembrar en cajas de Petri lo
que facilita el conteo en placa encontrando el nUmero de colonias por el factor de
dilucién dando UFC/ml en la Figura 5 se ilustra el procedimiento.

Figura 5 Procedimiento del método de diluciones para el
conteo en placa

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

Indculo 9 mL de caldo |
onginal en cada tubo

Déuciones 1:10 1:100 ({88 1:1 000 1:10 000 1:100 000
l|mL 1|mL llm:L l\n’(. l!mL
e R o ™\ = v"'/'A - \

Sombra “
on placa \

1:10 1:100 1:1 000 l‘ 10 000 1:100 000

Caiculo: nimero de colonias en la placa x inversa de la dilucion de la muestra = nimero de bactenas/ml.
(Por ojomplo, i $0 obsorvan 32 colonias an la Placa correspondionto a la dilucién 1710 000,
ol recuento es 32 x 10 000 = 320 000 bacterias/ml de muestra )

Fuente: Leccion 18. Medidas directas del crecimiento
microbiano, Universidad Nacional a distancia (UNAD),
extraido de: < http://goo.gl/XT6pWh >
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2.5.9 Espectroscopia infrarroja. Este método utiliza el espectro electromagnético
de la parte infrarroja, donde la rotacién y vibracion de las moléculas tienen niveles
energeéticos que al ser sometidas las muestras por haces de luz infrarrojos estos
excitan a los electrones de las moléculas o de los enlaces de las moléculas, si la
frecuencia irradiada es igual a una de las frecuencias incluidas en las ondas
componentes del rayo, hay absorcion de los haces de luz. Lo que permite determinar
la cantidad de energia absorbida en diferentes longitudes de onda. Cuando se
escanea el espectro con un rayo monocromatico, este cual cambia de longitud de
onda a través del tiempo, se utiliza una transformada de Fourier para medir todas
las longitudes de onda a la vez y asi encontrar un espectro de tramitancia o
absorbancia, el cual muestra a cuales longitudes de onda la muestra absorbe el IR,
y permite una interpretacién de qué enlaces estan presentes.

Esta método solo funciona con enlaces covalentes, y como tal es de gran utilidad en
quimica orgénica.

Para determinar el polimero con el método se pasa una muestra del acido polilactico,
la cual debe estar molida en una suspension de nujol en un mortero con unas gotas
de sal de bromuro de potasio (KBr) y se realiza la medicidén en la muestra al irradiarse
con el rayo infrarrojo y demostrar los enlaces presentes y los grupos funcionales que
tiene dicha molécula.

2.5.10 Difraccion de rayos X. Es una técnica experimental para el analisis de
materiales, en donde los rayos X son difractados por los electrones que rodean los
atomos por ser su longitud de onda del mismo orden de magnitud que el radio
atomico. Al incidir el haz de rayos X, este contiene informacién sobre la posicion y
tipo de atomos encontrados en su camino. Los cristales, gracias a su estructura
periddica, dispersan elasticamente los haces de rayos X en ciertas direcciones y los
amplifican por interferencia constructiva, originando un patron de difraccion.
Mediante detectores especiales se puede observar y medir la intensidad y posicion
de los rayos X difractados, y su analisis posterior por medios matematicos permite
obtener una representacion a escala atdbmica de los &tomos y moléculas del material
estudiado.

Esta prueba se realiza en un difractometro donde la muestra es puesta sobre una
celda de vidrio, el cual es amorfo y permite que el haz de rayos X incida sobre la
muestra. Puesto que el PLA se ha venido estudiado su cristalinidad por su
periodicidad en el mondémero, la difraccion de rayos X permite demostrar la
presencia de este.
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2.6 DEFINICION DE PARAMETROS Y DISENO EXPERIMENTAL.

Para la obtencion del acido polilactico se ha mencionado previamente que proviene
del acido lactico fermentado donde la variable experimental es el sustrato que
depende del suero, por todo lo demas las variables permanecen constantes debido
a gue se tiene en cuenta que los microorganismos trabajado, son Lactobacillus
delbrueckii y Streptococcus thermophilus los cuales son termofilos. Ademas
teniendo en cuenta los articulos “Preparacion de cultivos iniciadores. Optimizacion
del sustrato de crecimiento” del autor Rivas, Franco P. - Garro, Oscar?’ y “Produccion
de &cido lactico a partir de lactosuero utilizando Lactobacillus delbrueckii y
Streptococcus thermophilus” de se evidencia que para el Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus su temperatura Optima es de entre 42°C a 45°C y para el
Streptococcus thermophilus esta en el rango de 37°C a 42°C, ademas el articulo
presenta por qué realizan una excelente simbiosis entre los dos microorganismos ya
gue el Streptococcus thermophilus es el que permite iniciar la fermentacion lactica 'y
gue se desarrolla muy intensamente hasta un pH de 5,5. La acidez, el consumo de
oxigeno y la liberacion de sustancias voléatiles, por ejemplo acido férmico, que
produce crea las condiciones ideales para que se desarrolle el Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Normalmente se utilizan en una relacion cuantitativa
de 1:1 a 1:3, aproximadamente segun registra el articulo. La actividad proteolitica de
los lactobacilos estimula a su vez el crecimiento y la actividad acidificante de los
estreptococos. Los lactobacilos desarrollan aparte una actividad lipolitica, por lo que
se liberan acidos grasos y producen ademas acetaldehido, constituyéndose asi en
los principales productores de aroma del yogurt. También el articulo presenta la
produccion de &cido lactico con los microorganismos trabajando separados y en
conjunto por lo que se representa la mejor produccion en el trabajo conjunto de los
dos microorganismos.

El suero trabajado es utilizado de dos formas las cuales son suero desproteinizado
y suero sin desproteinizar, al cual se le adicionara en la fermentacion los
microorganismos comprados como liofilizado se propone un disefio de experimentos
con estos microorganismo los cuales son Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus
thermophilus trabajando en simbiosis se realizan dos replicas, se realizan 4
fermentaciones 2 con cada tipo de suero y asi observara la mejor concentracion de
acido lactico la cual sera la variable respuesta debido al sustrato, y demostrar cual
sustrato produce la mayor concentracion de acido lactico para la produccion de PLA,
el disefio experimental se puede hacer mediante un disefio con un solo factor con el
analisis de varianza utilizando una Anova de un solo factor, se presenta a
continuacion en la Cuadro 4 que existe un solo factor donde se trabaja la simbiosis
de los dos microorganismos y dos niveles que son el lactosuero sin desproteinizar y
el lactosuero desproteinizado.

2T RIVAS, Franco y GARRO Oscar. Preparacion de cultivos iniciadores, Optimizacion del sustrato
de crecimiento. Trabajo de grado .Argentina: Universidad Nacional del Nordeste. Facultad de
Agroindustrias, 2006.
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Cuadro 4. Disefio de experimentos

Lacto suero sin Lactosuero
desproteinizar desproteinizado
[ ] Acido lactico R1 [ JAcido lactico R1
Simbiosis de
microrganismos
[ ] Acido lectivo R2 [ ] Acido lactico R2

Con el uso del trabajo de grado llamado “Evaluacion de la separacion de acido
lactico obtenido a partir de residuos de pifia y bacterias acido lacticas” elaborado por
el estudiante Juan Camilo Cuellar Oviedo del grupo de investigacion BIOTECFUA
de la Fundacion Universidad de América, donde el evalué 3 tipos de disolventes para
la separacion del acido lactico proveniente de la fermentacién de residuos de pifia 'y
determindé mediante cromatografia HPLC que el mejor solvente utilizado fue el éter
dietilico donde arroj6 un porcentaje de pureza del 79,175% se presenta en la Tabla
7 las especificaciones del solvente éter dietilico, por lo que se indica que para el
presente trabajo de grado se utilizaria ese solvente para la separacion del acido
lactico; también con ayuda del trabajo de grado llamado “Evaluacion de la
produccion de acido lactico a partir de pifia (Ananas comosus merr.) y banano (musa
sapientum) como materia prima para la sintesis de acido polilactico.” de los
estudiantes “Laura Giselle Guillén Romero y Jorge Armando Vega Lépez” de la
Fundacion Universidad de América, determinaron la velocidad de agitacion en RPM
para la fermentacion las cuales fueron 150 RPM.

Tabla 7. Especificaciones del solvente

Solvente Formula Punto de | Constante Densidad Solubilidad
guimica ebullicién dieléctrica | (g/ml) en agua a
(°C) 25°C (%wt)
Eter (C2Hs)20 34,6 4,3 0,714 6,04
dietilico

Fuente: J. Cuellar O. Et Al. Afio 2014.

Para la reaccion de la polimerizacién se especificé con ayuda de la practica de
laboratorio denominada “Creacion de bioplasticos a partir de acido lactico” de los
estudiantes Alejandro Villegas Escobar, Irwin Ricardo Rodriguez Castillo, Luis
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Alejandro Gomez Sanchez y José Pablo Dominguez Sanchez realizada en el
Instituto Tecnoldgico de Estudios Superiores de Monterrey?®, permite realizarse
lactida con &cido lactico comercial, la lactida es un diéster de acido lactico ciclado,
en dicha practica también se evidencia la obtencion de acido polilactico con cloruro
de estafio como catalizador.

También se tiene en cuenta el articulo llamado “Como obtener un polimero
degradable en el laboratorio: sintesis de la poli (D,L-lactida) y caracterizacion por
RMN 'H” del autor Jose E. Baez?®, el cual a partir de lactida mediante un catalizador
de 2-etilhexanoato de estafio y una reaccion de reflujo y en bafio termostatado con
aceite de silicon obtiene acido polilactico ademas este caracterizado por resonancia
magnética nuclear.

28 DOMINGUEZ SANCHEZ, José Pablo, GOMEZ SANCHEZ, Luis Alejandro, RODRIGUEZ
CASTILLO, Irwin Ricardo. Creacién de bioplasticos a partir de &cido lacticoGuia de laboratorio.
Trabajo de Grado.Monterrey: Universidad de Monterrey.

29 Baez E, José. Como obtener un polimero degradable en el laboratorio: sintesis de la poli (D, L-
lactida) y caracterizacion por RMN 1H. En: Revista DIALNET. Bogota, Vol. 21, pag. 170-177, N°. 2,
2010,”, extraido de: <https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=3205215> articulo cientifico.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

En el presente capitulo se evidencia el trabajo realizado a nivel laboratorio hasta
sintetizar el acido polilactico, demostrando los hallazgos en cada fase del trabajo y
demostrando también el procedimiento en cada fase.

3.1 ACTIVACION, CULTIVO E INOCULO MICROBIANO

Para la activacion de la cepa microbiana comprada a modo de liofilizado el cual
contiene Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermophilus y Bifidobacterium, se
prepara un caldo de agar de soya pesando 2.1 g y se adicionan a 70 ml de agua
destilada se lleva a una autoclave para esterilizar durante 15 minutos a 121°C y 15
Ib de presion, luego se afiaden 0,5 g de liofilizado y se adicionan a la solucion
esterilizada (se adicionan en una cabina de bioseguridad); se lleva a la incubadora
durante 24 horas a 30°C.

Se realiza una solucion de agar de soya para realizar una siembra en 8 cajas de
Petri por lo que se pesa 5,2 g de agar de soya en y se adicionan a 135 ml de agua
destilada, se adicionan en frascos de tapa azul de 250 ml, se estabilizan en planchas
de termoagitacion, luego se esterilizan en una autoclave a 121°C y 15Ib de presion
durante 15 minutos. Se adiciona la solucion de agar en las cajas de Petri
esterilizadas y se espera a que se gelifique el agar en las cajas y se llevan una
nevera.

Pasadas las 24 horas de activar los microorganismos en el caldo de soya se toma
una muestra con la ayuda de un asa, esta se desliza sobre las cajas de Petri
preparadas, se llevan a una incubadora entre 24 a 48 horas a 30°C, se empieza a
observar el crecimiento microbiano y las morfologias de las colonias.

Se analizan las morfologias presentes y se determina la diferencia entre ellas, con
un segundo liofilizado y realizando el procedimiento ya descrito, se pudo determinar
el comportamiento macroscopico de los microorganismos de interés, con el fin de
realizar la purificacion del primer liofilizado. El segundo liofilizado fue comprado en
Interenzimas S.A.S.

El procedimiento de purificacion se realiza, al tomar muestras con un asa de las
colonias de la misma morfologia mas pura, esta es llevada a una nueva caja de Petri
limpia, se incuba entre 24 a 48 horas a 30°C, analizando la morfologia de las colonias
presentes. Se repite este procedimiento hasta lograr observar una solo morfologia
en toda la caja de Petri. La Imagen 2 muestra el Streptococcus thermophilus y la
Imagen 3 presenta el Lactobacillus delbrueckii, de los dos tipos de liofilizados
aislados.
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Imagen 2. Microorganismos separados
Streptococcus thermophilus liofilizado 1 y
liofilizado 2

Imagen 3. Microorganismos separados Lactobacillus delbrueckii liofilizado
1y liofilizado 2

Al obtenerse las cepas aisladas se toma con una asa el microorganismos se
adicionan a un tubo de ensayo con 10 ml de suero desproteinizado estéril se lleva a
una incubadora durante 24 horas a 30°C se observa que el liofilizado 1 crece muy
bien en el suero al pasar una asa en una caja de Petri con agar y previamente
esterilizada el segundo no crece por lo que se realiza el inoculo con el liofilizado 1
este se prepara el 10% del volumen total de la fermentacién en un frasco de tapa
azul de 250 ml, se adiciona 100 ml de suero desproteinizado y 100 ml de suero sin
desproteinizar se esteriliza en una autoclave a 121°C Y 15 Ib de presion durante 15
minutos, posteriormente en la cabina de bioseguridad se toma un mililitro del tubo
de ensayo incubado con los microorganismos y se adicionan a la solucién de la

57



mezcla de sueros se lleva a un shacker durante 24 horas a 150 rpm y 42°C, el inéculo
es realizado con el fin de adaptar el microorganismos y tener una concentracion
inicial de microorganismos en la fermentacion se realiza antes de iniciar la
fermentacion tomando 1 ml y realizando una dilucion del suero inoculado con
microorganismos con el método de dilucion y conteo en placa para encontrar la
concentracion inicial de microorganismos.

3.2 FERMENTACION

La fermentacion se realiza con el suero desproteinizado y para desproteinizarlo se
parte del punto de que las proteinas en el suero a temperaturas mayores de 70°C
se desnaturalizan, asi que se lleva 1 litro en un erlenmeyer de tapa azul a 121°Cy
15 Ib de presion durante 15 minutos se encuentra que el suero al meterse al
autoclave toma un color anaranjado; luego se realiza una filtracibn con un embudo
de porcelana, papel filtro y una bomba de vacio como se muestra en laImagen 4.

Se debe esterilizar en la autoclave una vez filtrado el suero desproteinizado a 121°C
y 15 Ib de presion durante 15 min, luego se adiciona en 450 ml de suero
desproteinizado en un frasco de tapa azul de 500 ml y se adiciona 50 ml de in6culo
(se realiza una réplica de la experimentacion).

El suero sin desproteinizar se debe pasteurizar ya que no se deben desnaturalizan
las proteinas, se realiza un choque térmico al suero, se toma 1 L de suero y este se
hace pasar por un bafio termostatado a 65°C y luego se pasa a una cubeta con hielo
gue esta 4°C. Al igual que en el suero desproteinizado se adiciona en un frasco de
500 ml de tapa azul 450 ml de suero y 50 ml de inéculo (se realiza una réplica de la
experimentacion).
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Los frascos son llevados a un shecker a 42°C, 150 RPM y a un pH de 5,5 durante
72 horas, cada 24 horas se toman muestras de un mililitro de cada frasco de tapa
azul de 500 ml, véase Imagen 5.

Imagen 5. Fermentacién microbiana en shacker

1

Se prepara en 7 tubos de tubos de ensayo de 10 ml, se realizan el método de
diluciones para conteo en placa de las muestras tomadas para sembrar en cajas de
Petri, Se adiciona en un primer tubo 1 ml de la muestra extraida del frasco de tapa
azul de 500 ml que se encuentra fermentando, se agita en un vortex para
homogenizar la muestra, se toma un mililitro del tubo homogenizado y se afiade a
un nuevo tubo de ensayo con solucion de agua peptona se agita de nuevo en un
vortex y se repite el procedimiento en los 5 tubos de ensayo restantes; se toma del
altimo tubo donde se hizo la ultima dilucién 50 ul con una micropipeta y se afiade a
una caja de Petri con agar de soja gelificado y se esparce por toda la caja se lleva a
una incubadora por 24 horas, pasadas las 24 horas de las cajas estar en incubacién
se procede a hacer el conteo de unidades formadoras de colonia. Se repite el
procedimiento cada 24 horas con los dos tipos de suero, las diluciones realizadas
son de 108, el procedimiento anterior en el trabajo. Este se realiz6 en la cabina de
bioseguridad.

Se puede evidenciar el crecimiento de las colonias en las cajas de Petri como se
muestra en lay en la Imagen 7. La fermentacion se paré a las 96 horas y se puede
ver en la Tabla 8 se puede ver el resultado de los conteos realizados durante la
fermentacion, la muestra inicial del primer conteo se realizé por el método de dilucion
para conteo en placa al inoculo.
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Imagen 6. Conteo en cajas de Petri primera
replica suero sin desproteinizar pasadas las 48
horas de fermentacion.

Imagen 7.Conteo en cajas de Petri primera
replica suero desproteinizado pasadas las
48 horas de fermentacion.

60



Tabla 8. Conteo de colonias durante la fermentacion
Horas UFC R1S UFC R2S UFC R1C UFC R2C

0 5 6 15 17
24 5 7 37 115
48 115 127 276 295
72 311 322 352 387
96 312 324 352 390

Ademas durante la fermentacion se realizaron la prueba de Fehling para azucares
reductores para determinar el consumo de lactosa en los dos tipos de suero y a las
réplicas tomando de cada fermentador en un erlenmeyer de 100 ml, 30 ml de
muestra y realizando las mediciones cada 24 horas en la Tabla 9, se puede ver los
mililitros gastados en cada titulacion para los dos tipos de suero con sus respectivas
réplicas y ver el consumo de sustrato de los microorganismos.

Tabla 9. Mililitros de suero gastados en prueba de Fehling
para azucares reductores

Horas mIR1S mIR2S mIR1C mlR2C
0 11 11 12.8 12.8
24 12.9 12.5 18.6 17
48 18 17.4 23 23.9
72 27.5 27.2 34.6 35.2
96 27.6 27.4 35 35.3

Al finaliza la fermentacién se realiza la prueba de acidez titulable con el fin encontrar
la cantidad de acido lactico producido y poder encontrar el rendimiento, en la Tabla
10 se muestran los mililitros gastados de NaOH en la titulacion.

Tabla 10. Titulacién con NaOH al iniciar y finalizar la
fermentacion

R1S ml R2S ml R1C ml R2C ml
NaOH NaOH NaOH NaOH
2.79 2.79 2.79 2.79
11.07 10.75 11.7 12.85

61



3.3 SEPARACION

Terminada la fermentacién se procede a realizar la separacion donde se tiene en
cuenta el proceso de extraccion liquido-liquidos°.

Primero se realiza la centrifugacion en tubos falcon de 50 ml para centrifuga, se
afade a la misma cantidad adicionar el caldo de fermentacion, y se adicionan en la
centrifuga durante 20 min a 5000 RPM se realiza con los dos tipos de suero
fermentado y con sus respectivas replicas, este procedimiento se vuelve a hacer
para obtener una mejor remocion de los sélidos del caldo fermentativo.

Una vez terminada la centrifugacion, el sobrenadante obtenido se pasa por dos
filtraciones, la primera por medio de un papel filtro Watman 42 con la ayuda de un
embudo de porcelana y un Erlenmeyer de 500 ml con desprendimiento lateral para
poder generar un vacio conectandolo a la bomba y hacer méas rapida la filtracion con
el liquido obtenido por la filtracion se realiza una micro filtraciébn en membrana de un
poro de 1.2 micras al vacio

Luego de terminar la filtracion la solucién es llevada al rotaevaporador y se realiza
la concentracion de acido lactico, se adicionan 150 ml de cada suero filtrado y las
réplicas, esta concentracion se debe hacer a presion reducida y no elevar a la
temperatura de ebullicion del agua porque a esta temperatura el acido lactico
presente cambios en su estructura como la produccién de oligomeros esta
concentracion se hace a 40°C y 72 mbar de presion a una velocidad de rotacion de
95 rpm véase

Después de realizar la concentracion del acido lactico se procede a realizar la
extraccion del &cido lactico utilizando un embudo de decantacién de 500 ml, donde
se adicionan 100 ml de muestra y 100 ml de solvente (éter dietilico), observar hasta
gue se diferencien las dos fases véase Imagen 8.

30Juan Camilo Cuellar, Fundacion Universidad de América, afio 2014, Trabajo de grado “Evaluacion
de la separacién del acido lactico obtenido a partir de residuos de pifia y bacterias acido lacticas”.
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Imagen 8. Extraccion liquido-liquido
en embudos de decantacién

En frascos con tapa azul se separan las dos fases obtenidas la mas clara y
transparente es llevada al rotaevaporador a presion atmosférica y a una temperatura
de 40°C para evaporar el éter dietilico y concentrar y purificar el &cido lactico.

3.4 POLIMERIZACION

El &cido polilactico es obtenido mediante una polimerizacién del acido lactico por el
método de apertura abierta del anillo (ROP), donde se realiza una esterificacion para
producir un diester del &cido lactico en el cual el acido lactico obtenido se debe
esterificar a partir de una reaccion con acido sulfarico a 60% v/v de pureza, se toman
en un balén de 250ml se adicionan 100ml de acido lactico y 5 ml de acido sulfurico
y en una plancha de calentamiento con agitacion magnética se lleva a cabo la
reaccion primero a 80°C durante 35 min y se sube a 120°C durante 2 horas y se
adicionan 5 ml mas de &cido sulfurico y se espera alrededor de 7 horas a 8 horas y
se agregan 5 ml mas de &cido sulftrico y pasadas alrededor de 9 horas se obtiene
el diester de acido lactico llamado lactida véase Imagen 9.
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Imagen 9. Obtencién de lactida

Una vez obtenida el diéster de acido lactico llamado lactida se lleva a cabo la
reaccion de polimerizacion por apertura abierta del anillo (ROP) la cual consiste en
una reaccion catalitica donde se adicionan 5,01 g de lactida obtenida, se afiaden
50ml de metanol y 3g de cloruro de estafio Il, esta reaccién ocurre transcurridas 24
horas a 60°C. Ver Imagen 10.
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Imagen 10 Polimero Obtenido

El proceso para secar el polimero consta de evaporar y retirar el metanol a 70°C,
adicionar acetona y filtrar con ayuda de una bomba de vacio y un papel filtro Watman
42. Luego el polvo que esta sobre el filtro es llevado a un desecador para terminar

de secar completamente el polimero, véase Imagen 11.

Imagen 11 Polimero Seco
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 FERMENTACION Y CRECIMIENTO MICROBIANO

En la fermentacion se realizé el método de diluciones para conteo en placa con el
fin de observar el crecimiento microbiano de la simbiosis propuesta entre los
microorganismos Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus. Se realizo
la comparacion del comportamiento del crecimiento en dos sustratos que son suero
desproteinizado y suero sin desproteinizar en la Tabla 11 se muestra los resultados
obtenidos en el conteo en placa por los factores de dilucion cada 24 horas. El numero
inicial de colonias se sembré el inoculo y se realizé hasta una dilucién de 10% e
igualmente se realizé para la siembra de 24 horas, se realizaron diluciones de 10°
en la siembra de 48 horas y posteriormente a las de 72 y 96 horas se realizaron
diluciones de 10° para poder realizar el conteo, la concentraciéon bacteriana
reportada por Peralta Michelle y Palma Kevin afio 2014 es de 7750000 UFC/ml este
valor fue obtenido a las 48 horas y realizado por el microorganismo Lactobacillus
delbrueckii, a comparacién con lo obtenido en el presente proyecto se puede
observar que el valor a ese tiempo es menor realizando un promedio de los dos tipos
de sustrato, véase Tabla 12, esto puede darse puesto que las dos bacterias se
tardan en adaptarse al medio. En la Grafica 1 se puede observar la tendencia en
las dos curvas donde es similar pero una es de mayor crecimiento que la otra, para
este caso la fermentacion realizada del suero sin desproteinizar tiene un mayor
crecimiento en biomasa con respecto al desproteinizado esto puede estar
influenciado a la presencia de proteinas del suero, las cuales brindan una fuente de
nitrégeno necesario como nutriente para el crecimiento microbiano. Grafica 1 Se
puede evidenciar un periodo de latencia en el crecimiento microbiano durante la
fermentacion.

Tabla 11. Tabla de resultados de conteo microbiano

Suero Suero sin

Desproteinizado Desproteinizar
UFC/ml  UFC/ml | UFC/mlI  UFC/ml

Horas R1 R2 R1 R2

0 2500 3000 7500 8500
24 10000 10500 18500 245000
48 575000 635000 | 1380000 1475000
72 15550000 16100000 |17600000 19350000
96 15600000 16200000 |17600000 19500000
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En la Grafica 1 se puede observar la tendencia en las dos curvas donde es similar
pero una es de mayor crecimiento que la otra, para este caso la fermentacion
realizada del suero sin desproteinizar tiene un mayor crecimiento en biomasa con
respecto al desproteinizado esto puede estar influenciado a la presencia de
proteinas del suero, las cuales brindan una fuente de nitrégeno necesario como

Tabla 12. Promedio de conteos microbianos

SUERO
SUERO SIN CON
PROTEINAS | PROTEINAS
horas UFC/mlI UFC/mlI
0 2750 8000
24 10250 131750
48 605000 1427500
72 15825000 18475000
96 15900000 18550000

nutriente para el crecimiento microbiano.

Grafica 1 Promedio del
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La produccion de acido lactico al finalizar la fermentacion fue de 11,0475y 9,81 g/L
como se puede observar en la Tabla 13 para los diferentes tipos de suero, al realizar
la comparaciéon con un proceso similar pero en un suero desproteinizado y
suplementado reportado por Jakymec Miguel, Moran Héctor y colaboradores3!
obtuvieron 36,7 g/L de acido lactico después de la fermentacion, esto quiere decir
que se obtiene una mayor concentracion de producto al realizar la fermentacion con
suero desproteinizado y suplementado, también el hecho de eliminar las proteinas
al comenzar la fermentacion evita que al finalizar el proceso hallan dificultades en
la eliminacion de proteinas no reaccionantes como sucedid en este caso que no se
eliminaron sino hasta la fase de extraccion, la cual es recomendable hacerla con un
medio lo mas clarificado posible para tener menos sustancias involucradas en esta
fase y solo tener a groso modo agua y &cido l4ctico.

Tabla 13 Produccién promedio de acido lactico de
los dos tipos de suero

Horas Prom RS Prom RC
(g/L) (g/L)
0 2.511 2.511
24 4.6125 4.9725
48 6.9975 7.83
72 8.19 9.0225
96 9.81 11.0475

Se realizan calculos para el crecimiento microbiano con un ajuste lineal utilizando
logaritmo natural para encontrar la velocidad especifica de crecimiento estas fueron
para el suero desproteinizado 0.0757 h' y para el suero sin desproteinizar de 0.088
h* donde se puede apreciar que la velocidad especifica segln la ley de velocidad
son similares para ambos tipos de sustrato siendo ligeramente mayor la del suero
sin desproteinizar. Se procede a realizar los célculos de los parametros cinéticos
que permiten predecir el comportamiento de la produccién de acido lactico de los
microorganismos trabajados.

El rendimiento calculado es comparado con el reportado por la autora Adriana M.
Rojas y colaboradores®?, donde realizan una relacién de gramos de producto con

31 JACKYMEC. Miguel, MORA. Hector, PAEZ. Gisela, FERRER. R. José, MARMOL. Zulay, RAMONES. Eduardo.
Cinética de la produccidn de acido lactico por fermentacion sumergida con lactosuero como sustrato. En:
Revista Cientifica Revicylhuz Serbiluz. Maracaibo. Vol. 11, pag. 53-59, N° 1. 2001, extraido de:
<http://produccioncientificaluz.org/index.php/cientifica/article/view/14751> articulo cientifico.

32 ROJAS. M. Adriana, MONTANO. P. Liceth, BASTIDAS. J. Marlon, Produccién de &cido lactico a partir de
lactosuero utilizando Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y Streptococcus thermophilus, En: Revista
cientifica Scielo. [En linea]. N° 3. Vol. 44. (17 De noviembre de 2015). Disponible en:
<http://www.scielo.org.co/pdf/rcq/v44n3/v44n3a01.pdf> .
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respecto a gramos de sustrato consumido fue del 10%, mientras que en el presente
trabajo se reporta un rendimiento para lactosuero desproteinizado del 22.12% y para
el suero sin desproteinizar arroja un rendimiento del 24.78%, también se evidencia
un consumo de azucar del 93% para ambos tipos de sustrato.

Como se mencion0 anteriormente se encontrd un ajuste con la ecuacion de Hanes
donde esta presenta la velocidad en cada tiempo y el sustrato consumido (la
velocidad para cada tiempo se determina multiplicando la cantidad de
microorganismos Y las velocidades especificas encontradas de la ley de velocidad),
se encuentran un valor de R? de 0.9181 para suero desproteinizado y un R? de
0.8961 para suero sin desproteinizar como se pueden apreciar en la Grafica 2 'y en
la Grafica 3, donde se puede determinar que el ajuste de Hanes fue el mas
adecuado para los datos iniciales del crecimiento microbiano y consumo de sustrato.
Los calculos realizados y parametros cinéticos se presentan en el ANEXO B.

Grafica 2 Ajuste lineal método Hanes para suero desproteinizado
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Grafica 3 Ajuste método Hanes para suero sin desproteinizar.
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4.2 SEPARACION Y PURIFICACION DE ACIDO LACTICO

Luego de realizar el proceso descrito de separacion en el embudo de decantacion
para el suero con proteinas se observa una emulsion en medio de las dos fases de
interés, esto puede ser formado por las proteinas no reaccionantes, el agua y el
éter dietilico, como no habia forma de determinar que posee esa fase debido a la
falta de equipos para analizar se procedi6 a retirar al momento de determinar la
cantidad de volumenes, las dos fases obtenidas se puede observar en la Imagen
12. En el recipiente del lado derecho se observa la fase organica con 220 mly al
lado izquierdo la fase de acido lactico y éter dietilico con un volumen de 150 ml
reportdndose como pérdidas de 130 ml donde pueden estar en la emulsién ya
mencionada y debido a que el éter dietilico a condiciones normales de temperatura
y presion se volatiliza.

La concentracion de &cido lactico después de finalizar la extraccion es de 8.74 g/L,
luego se elimina el solvente por medio del rotaevaporador, obteniendo un volumen
de acido lactico de 10 ml, de esta cantidad de volumen se tomé 1 ml para realizar
la prueba de espectroscopia infrarroja.
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Imagen 12. Fases recuperadas de la extraccion

Para el suero sin proteinas no se observa la emulsién formada por el otro medio,
una vez retirada las fases del embudo los voliumenes obtenidos son 220 ml para
éter dietilico con &cido lactico y 250 ml para la fase organica como se puede
observar en la Imagen 13, se determind que la concentracion de acido lactico fue
de 7.749 g/L, luego de retirar el solvente se obtuvo un volumen de acido lactico de
11 ml, donde 1 ml se utiliza para realizar la prueba de espectroscopia infrarroja.
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Imagen 13. Fases recuperadas de la extraccion suero sin
proteinas

o

Una vez obtenidos los valores de concentracién para ambos tipos de suero después
de la extraccién se proceden a realizar los porcentajes de recuperacion los cuales
son: para el suero sin desproteinizar del 79.1% y para el suero desproteinizado del
78.9%, comparados con el porcentaje obtenido por Juan Camilo Cuellar Oviedo3?
es del 79.175% para éter dietilico el cual fue un valor muy cercano y es una
remocion significativa de acido lactico de la fase orgénica.

Se realizan calculos de balance de masa para extraccion liquido-liquido que se
muestran en el ANEXO C, se presenta en la Tabla 14 las caracteristicas de las
soluciones que entran y salen de la extraccién. También se presenta los resultados
de los balances obtenidos con las composiciones y fracciones masicas de cada
corriente en la Tabla 15 para el suero sin proteinas y en la Tabla 16 para el suero
con proteinas.

3 Juan Camilo Cuellar, Fundacién Universidad de América, afio 2014, Trabajo de grado “Evaluacion
de la separacién del acido lactico obtenido a partir de residuos de pifia y bacterias acido lacticas”.
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Tabla 14 Densidad de los soluciones utilizados en la extraccion

Densidad suero (g/ml)
Densidad éter (g/ml)

Densidad Acido lactico (g/ml)
Densidad prom éter- acido lactico (g/ml)

1.02455
0.714

1.206
0.96

Tabla 15 Balance de masa suero sin

proteinas
Fi1g 256.1375
Xa 0.03829974
Xd 0.96170026
EO g 178.5
Ya 0
Ys 1
E1g 211.2
Ya 0.03669034
Ys 0.96330966
R1g 223.4375
Xa 0.03468084
Xd 0.95927916
Xs 0.00604

Tabla 16 Balance de masa suero con

proteinas
F1g 256.1375
Xa 0.03829974
Xd 0.96170026
EOg 178.5
Ya 0
Ys 1
E1g 144
Ya 0.0538125
Ys 0.9461875
R1g 290.6375
Xa 0.02666208
Xd 0.96729792
Xs 0.00604
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Para determinar la existencia de 4&cido lactico se realiz6 la prueba de
espectroscopia infrarroja (FTIR), donde se determinan los grupos funcionales de la
muestra, pero antes de esto se hizo pasar una muestra de acido lactico comercial
de grado analitico paratener un punto de comparacion.

A una resolucion de 1/cm el espectro obtenido fue comparado con el obtenido por
D del Angel Lopez y colaboradores®*, donde el &cido lactico manejado es de
caracteristicas similares en el espectro infrarrojo, en el cual las caracteristicas en
los grupos funcionales estan presentes y son similares, las dos muestras para
analizar en el espectrofotometro FTIR estan en el ANEXO D. Junto con los grupos
funcionales representados en la Tabla 21. El primer espectrograma esta
relacionado con el resultado de la fermentacién sin proteinas y el segundo se refiere
al resultado de la fermentacion con proteinas.

Donde el espectro de acido lactico producido por el suero con proteinas tiene
similitudes con el acido lactico comercial, aunque se evidencian mas picos esto
puede ser debido a la presencia de trazas de éter en la muestra. La muestra
proveniente del suero desproteinizado evidencia menores bandas asi como estos
dos espectros tienen similitud con el acido lactico comercial, dejando claro la
presencia de &cido lactico después de la etapa de fermentacion y extraccion ya
descritas.

4.3 POLIMERIZACION

Una vez caracterizado el acido lactico purificado se decidié mezclar el obtenido por
el suero con proteinas y con el suero sin proteinas para asi tener una cantidad
mayor de acido lactico y lograr la obtencién del polimero, en el proceso de
obtencion de lactida fue mas acelerada la reaccién a comparacion de la obtenida
con &cido lactico comercial, como también es de un color &mbar més oscuro, asi
como un fluido menos espeso que el anteriormente obtenido pero en caracteristicas
generales se puede afirmar que se produjo lactida.

Luego de obtenida la lactida se realizd la polimerizacion de este compuesto
observando rapidamente el precipitado blanco caracteristico, al terminar la reaccion
se realizan procedimientos para obtener el polimero seco. Una vez obtenido se
realiza el ensayo de espectroscopia infrarroja (FTIR), con el fin de determinar la
presencia de los grupos funcionales del polimero, también se pas6 por el
espectrofotometro un acido polilactico producido por este mismo método pero con un

34 ANGEL LOPEZ D., VELA FLORES A., CANO ZUBIAGA J., GARCIA MURILLO A., LOPEZ
MARUERE A. CARRILLO ROMO F. Estudio Y Sintesis En La Produccion De PLA (Acido
Polilactico). Articulo Cientifico. Congreso Preparacion de la mujer en la ciencia, CIATEC.
Tamaulipas, México, Afio 2007. Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia
Avanzada del Instituto Politécnico Nacional, Universidad del Noreste.
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acido lactico comercial al 85%. El espectro del polimero producido por el acido
comercial y el acido lactico producido y purificado se presentan en el ANEXO E.
Junto con los grupos funcionales representados en la Tabla 21 del ANEXO D.

El espectro obtenido del polimero proveniente del &cido lactico comercial es de
caracteristicas similares en los picos de los grupos funcionales a lo reportado por
D. del Angel Lopez y colaboradores®®, asi como el polimero obtenido por el acido
lactico producido y purificado presenta los mismos picos en las bandas un poco
reducidos pero se pueden considerar la presencia de estos grupos funcionales.

Se realiz6 un ensayo de difraccion de rayos X que permite observar la cristalinidad
del polimero obtenido tanto para el acido lactico comercial como el producido y
purificado, ambos difractogramas se encuentran en el ANEXO F.

El difractograma del PLA producido por el acido lactico comercial presenta un pico
en el angulo de cristalinidad caracteristico, el cual estd entre 15 y 20 grados
reportado por P. Pagésa y colaboradores®®, asi como el estudio realizado por J.
Cortes®’ que se muestra en el ANEXO F.

Del mismo modo se evidencia el pico representativo pero en una menor proporcion
para el polimero de acido lactico producido y purificado, esto puede ser a la pureza
de &cido lactico que se obtuvo. Ademas se observan otros picos en ambos
difractogramas de los polimeros obtenidos, asociados a impurezas como lactida
gue no reacciona y no se logra retirar.

35 ANGEL LOPEZ D., VELA FLORES A., CANO ZUBIAGA J., GARCIA MURILLO A., LOPEZ
MARUERE A. CARRILLO ROMO F. Estudio Y Sintesis En La Produccién De PLA (Acido
Polilactico). Articulo Cientifico. Congreso Preparacién de la mujer en la ciencia, CIATEC.
Tamaulipas, México, Afio 2007. Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia
Avanzada del Instituto Politécnico Nacional, Universidad del Noreste.

36 PAGES. P., CARRASCO. J. GOMEZ-PEREZ., SANTANA. O., MASPOCH. M. Procesado del
acido polilactico (PLA) y de nano compuestos PLA/montmorillonita en planta piloto: Estudio de sus
cambios estructurales y de su estabilidad térmica. En: Revista de quimica tedrica y aplicada
Afinidad. Catalufia. Espafia. Vol. 67. N° 546. Afio 2010. Extraido de:
<http://www.raco.cat/index.php/afinidad/article/view/269088>

37 CORTES. J. Evaluacion de adicién de aditivos para permeado de empaques de PLA. En estudio.
Trabajo de Maestria (Quimica Pura). Bogota. Colombia. Universidad Nacional.
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5 CONCLUSIONES.

e Se reafirman los pardmetros tomados de la vigilancia tecnoldgica que rigen la
fermentacion de lactosuero para la produccion de acido lactico por via fermentativa
utilizando los microorganismos propuestos, los cuales son: T =42°C pH: 5.5y 150
rpm.

¢ El rendimiento obtenido de la fermentacion arrojo un valor del 22% y del 24%
donde el mayor valor hace referencia al suero con proteinas, siendo valores no
significativos con relacion al tipo de sustrato.

¢ El grado de purificacion obtenido después de la extraccion liquido-liquido usando
éter dietilico fue de 78.9% y 79.1% siendo el mayor el suero con proteinas, donde
la diferencia en los porcentajes de recuperacion es despreciable.

¢ De acuerdo a los difractogramas y espectrogramas se determina la presencia del
polimero ya que contiene el pico representativo de la cristalinidad y contiene los
grupos funcionales correspondientes respectivamente, demostrando la obtencion
del acido polilactico.
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6 RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar la fermentacidon con un suero desproteinizado pero
suplementando con extracto de levadura y sulfato de amonio con el fin de saber si
las proteinas propias del suero son lo suficientes para los microorganismos.

e Se recomienda estudiar el uso de métodos tecnolégicos como microfiltracion,
electrodialisis, filtracion de membranas para la separacion y purificacion del acido
lactico.

e Se recomienda realizar la prueba de HPLC para la cuantificacion de &cido lactico
para corroborar la cantidad de acido lactico y su Unica presencia.

e Se recomienda realizar un disefio a futuro de una planta piloto para la produccién
de PLA a partir del suero de queseria.
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ANEXOS



ANEXO A
CARACTERIZACION DEL SUERO

Se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion del suero obtenido de
la empresa Quesos del Vecchio.

e Acideztitulable

V * (N * (90
Acido lactico (%) =( Naor) * (Nyaon) * (90)

(Vmuestra)
3.1ml) = (0,1N) * (90
Acido lactico (%) = ( )(1(0ml)) 0 = 2.79%

0,1% = 1° Dornic

g <1° Dornic

2.79Z * 0.1% > = 27.9 °Dornic

Debido a que se tiene segun la norma NTC 4978 ° Dornic es 0,01% de acidez lo que
equivale a 0,45% de acidez.

e Densidad

Siguiendo la norma NTC 506 y siguiendo la ecuacién de densidad que se muestra a
continuacion y realizando un promedio se encuentra que la densidad del suero fue:

_ masa
p= Volumen
58,89 — 33.2403g g
Py B0
56,1748g — 30,7855¢ g
P2 = 24,774ml = 1024837
1.02427 9 1+ 1.02483 -2
Pprom = mi ml _ 1 024552
p 2 ml

Observando con la literatura en el item 2.3 de suero se encuentra en 1.25g/ml y el
calculado es de 1.02455 g/ml.
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e Método de Biuret para cuantificacion de proteinas
A continuacion siguiendo la norma AOAC 1999 se realizan lecturas en el
espectrofotometro las cuales muestran las concentraciones de albumina de
suero bobino en la tabla 7, se realiza una curva con los datos obtenidos y se
realiza una regresion lineal siguiendo la ley de Lamber-Beer la cual se
muestra en la siguiente grafica:

Grafica 4 Concentracién vs absorbancia de albumina de suero
bobino

0,6
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o
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N w

o
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0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016
Concentracion

Tabla 17 Concentraciones de albumina
de suero bobino con respecto a la
absorbancia

CONCENTRACION | ABSORBANCIA
M
0 0.046
2.98507E-05 0.18
5.97015E-05 0.27
8.95522E-05 0.335
0.000119403 0.456
0.000149254 0.513

La absorbancia obtenida en la lectura de la muestra de suero lacteo es de 1.354
utilizando la ecuacién encontrada en la regresion lineal donde y es absorbancia y x
es concentracion por lo tanto se despeja la concentracion y esta dada en molaridad
(mol/L):
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y = 3089,7x + 0,0694

y—0,0694
X = 730897
1.354 — 0,0694

x = 3089.7 = 0,000415769

La concentracion encontrada fue de 0,000415769 mol/L de albumina en el suero
mucho mayor a las dadas por la albumina del suero bobino el cual esta al 22%p/v y
para la realizacién del patron se requiere en 10 mg/ml el peso molecular de la
albumina es de 67000 g/mol haciendo uso de esto se encuentra que la cantidad de
gramos de albumina en el suero lacteo es de 27,8564 g/L.

e Prueba de Fehling aztucares reductores

Teniendo en cuenta la norma NTC 1779 se determinar el porcentaje de
azucares reductores se muestran los siguientes calculos donde se halla el
factor de Fehling (f):

1
) « (10 ml de SLN Fehling)

f = (ml SLN Glucosa gastados) * (100

f = (6,1ml) * (0.001) = (10) = 0.061

f
%AR = ( > 100
g ml de Suero gastados i
0,061
%AR = (12 8ml) * 100 = 4.76%
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ANEXO B.

CINETICA MICROBIANA

Ln(Nf) = Ln (No) + ut

dx

dt

PORCENTAJE AZUCARES REDUCTORES

ux = UFC/mL

Tabla 18 Porcentaje de azucares reductores

Horas | % ARR1S | % ARR2S | % AR R1C | % AR R2C
0 4,765625 | 4,765625 | 4,765625 | 4,765625
24 2,21818182|2,21014493|2,01986755 | 1,93650794
48 1,00993377(0,99673203|0,87896254 | 0,87018545
72 0,67403315|0,67777778|0,66304348 |0,65240642
96 0,32275132|0,33888889|0,31122449 | 0,30500000
PRODUCCION DE ACIDO LACTICO
Tabla 19 Produccion de acido lactico
R1S R2S R1C R2C
Horas (g/ml) (g/ml) (g/ml) (g/ml)
0 2.511 2.511 2.511 2.511
24 4.68 4.545 4.815 5.13
48 7.065 6.93 7.515 8.145
72 8.235 8.145 8.505 9.54
96 9.945 9.675 10.53 11.565
MONOD
_ Hmax
H= Km+s
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AJUSTE DE HANES

1 _ (Km
.u .umax

Km

S
u Hmax

1 1
* —) +
S Hmax

s)

Tabla 20 Ajuste cinética método de Hanes

Multiplicando por el sustrato (s) se obtiene la ecuacién de Hanes

1
!
/flmax

dx/dt dx/dt promedio | promedio s/m s/m
208,175 704 4,765625 | 4,765625 | 0,0228924 |0,00676935
775,925 11594 |2,21416337|1,97818774|0,00285358|0,00017062
45798,5 | 125620 | 1,0033329 |0,87457399|2,1908E-05 | 6,9621E-06
1197952,5| 1625800 |0,67590546 | 0,65772495|5,6422E-07 | 4,0455E-07
1203630 | 1632400 |0,33082011|0,30811224|2,7485E-07 | 1,8875E-07

Cuadro Parametros calculados
Parametros

cinéticos RS RC
umax h 188.679 625
km 0.8301 0.8125
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Balance Global:

Donde:

SEPARACION Y PURIFICACION DEL ACIDO LACTICO

F1
Xa
Xo
Xs

Eo

ANEXO C

Balances para extraccion

v

EXTRACCION

v

v

F1+E0:R1+E1

|F1 = 250mL * psuero|

g Acido lactico

A =
ml de Suero * psyero

|EO = 250mL * peter|

E; =180mL xp

prom eter—acido

g Acido Lactico recuperado

A — .
ml Eter — Acido Pprom eter—acido

|[Ry = (Eq + F,) — E|

_ X4F, + VB,
A — R1
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ANEXO D

ESPECTROS ACIDO LACTICO

Tabla 21 Lectura de Grupos funcionales con respecto a las longitudes de onda

Grupo Longitud de onda 1/cm
O — H (acido) 4500 — 2500

C—-H 3000 — 2500

C = O (grupo carboxilo) 1800 — 1650
C-C;C-0 1500 — 650

% 3
|
- -

| -
1

B

Espectro 1. Acido lactico suero sin p

roteinas
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Espectro 2. Acido lactico suero con proteinas
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ANEXO E

ESPECTROS ACIDO POLILACTICO

Espectro 3. PLA de acido lactico comercial
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ANEXO F
DIFRACTOGRAMAS ACIDO POLILACTICO

Difractograma 1. PLA de acido lactico producido y purificado

PLA Acido lactico obtenido
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Difractograma 2. PLA de acido lactico comercial.
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Difractograma 3. PLA con aditivos y puro

Intensity (u.a.)

2 theta Angle

PLAKS ~ sesssassans K

-== PLA — . = PLAKL

Diffractograms of kaolinite-PLA composites. Polylactic acid (PLA), kaolinite (K),

polylactic acid-kaolinite 1% (PL.AK1), and polylactic acid-kaolinite 5% (PLAKS).

Fuente: J. Cortes. M. Et Al. Afilo 2016
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