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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo obtener el isbmero LLA del &cido
lactico, mismo que se obtuvo mediante la fermentacion lactica de jugo extraido de la cafia de
azucar con quema haciendo uso de la BAL lactococcus lactis, ademas se realiz6 el secado del
producto final. Para la fermentacion, se prepar6 500 mililitros de jugo de cafia, a uno de ellos se
agrego un porcentaje del 3 % (m/V) de extracto de levadura con el fin de determinar si este Gltimo
influenciaba o no en el proceso de fermentacion. A cada sustrato se inocul6é una proporcion de
1:10 de bacteria activada. La medicion de la concentracion final del mondmero obtenido se realizo
por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Con los datos obtenidos del
HPLC se obtuvo la ecuacion de regresion lineal, obteniéndose como resultado las
concentraciones, en porcentajes masa volumen (m/V), de 0,53 % para el primer tratamiento y
0,52 % para el segundo de &cido lactico producido una vez finalizada la fermentacion de los
sustratos. En conclusion, el extracto de levadura no aporta ninguna mejora significativa en el
proceso de fermentacion. Se recomienda llevar un control de crecimiento de la BAL una vez

inoculada en los sustratos.

Palabras clave: <ACIDO LACTICO>, <JUGO DE CANA>, <FERMENTACION LACTICA>,
<LACTOCOCCUS LACTIS>, < CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION>.
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SUMMARY/ABSTRACT

The objective of this research project consisted of obtaining the LLA isomer of lactic acid, which
was achieved by lactic fermentation of juice extracted from sugar cane by burning it using the
LAB lactococcus lactis, and drying the final product. For the fermentation, 500 milliliters of sugar
cane juice were prepared, to one of them 3 % (m/V) of yeast extract was added in order to
determine whether or not the latter influenced the fermentation process. Each substrate was
inoculated with a 1:10 ratio of activated bacteria. The final concentration of the monomer obtained
was measured by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). With the data from the
HPLC, the linear regression equation was obtained, resulting in concentrations, in mass volume
percentages (m/V), of 0.53 % for the first treatment and 0.52 % for the second treatment of lactic
acid produced once the fermentation of the substrates was completed. In conclusion, the yeast
extract does not provide any significant improvement in the fermentation process. It is

recommended to monitor the growth of the LAB once it is inoculated on the substrates.

Key words: <LACTIC ACID>, <SUGAR CANE JUICE>, <LACTIC FERMENTATION>,
<LACTOCOCCUS LACTIS>, <HIGH RESOLUTION LIQUID CHROMATOGRAPHY>.
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INTRODUCCION

Hoy en dia para producir acido lactico por via biotecnoldgica se utilizan varios tipos de sustratos
puros como la glucosa, lactosa, almidén y celulosa. Sin embargo, la produccién de dicho
monomero por medio de estos sustratos son econémicamente desfavorables, no solo por el alto
costo de dichos sustratos de alta pureza, sino también porque se requiere la adicion de aditivos
nitrogenados complejos para obtener acido lactico en el menor tiempo posible. Ademas, el uso de
polisacaridos naturales requiere de un pretratamiento para su posible fermentacion (Young- Jung
et al., 2004).

Con el fin de buscar una alternativa a los actuales procesos productivos de &cido lactico, se estan
realizando investigaciones donde los microorganismos encargados de producirlo fermenten
sustratos de bajo costo, tales como jugo de cafia y remolacha azucarera, suero de queso y almidon
hidrolizado, de una manera rapida y completa, con el objetivo de producir productos con un alta
estereoespecificidad, es decir, que presenten los isdmeros deseados y que la cantidad de

subproductos sea despreciable (Herryman Munilla, y otros, 2005).

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron evaluar el potencial del
jugo de cafia de azlcar cosechado con quema, denominado jugo de cafia limpio, como sustrato en
la produccién fermentativa discontinua de acido lactico; ademas, estudiar el efecto de la adicién

de extracto de levadura en el jugo mencionado y determinar el isémero de cido lactico producido.



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema

Los inmensos volumenes de desechos plasticos presentes en los ecosistemas terrestres y marinos,
producto del incremento en la produccion de polimeros de un solo uso y la incapacidad mundial
para manejar estos residuos, son constituidos en la actualidad como una de las grandes crisis
medioambientales. En el informe elaborado para WWF sefiala que las fallas en el sistema de
produccién y uso de plasticos, asi como los métodos ineficientes de recoleccién y tratamiento de
desechos son las principales causas de que millones de toneladas de residuos terminen vertidos
en la naturaleza, afectando gravemente a la vida silvestre, a las comunidades aledafias y a la

economia mundial (de Wit, y otros, 2019).

La contaminacion provocada por los plasticos afecta principalmente a los ecosistemas marinos,
la cual ha tenido un crecimiento relativamente alto en los Gltimos afios y se prevé que se llegue
hasta duplicarse para el afio 2030, con consecuencias nefastas para la salud, la economia, la
biodiversidad y el clima. EI 80% de los residuos que llegan al océano son de naturaleza terrestre,
generalmente son desechos plasticos relacionados con empagues tanto de alimentos como de
bebidas. En cuanto a América Latina y el Caribe, estas regiones generan 17000 toneladas de
residuos plasticos diarios. Con respecto a nuestro pais, se estima que una generacion de
aproximadamente 58000 toneladas de desechos solidos cada semana, de los cuales, el 54% se
deposita en tiraderos a cielo abierto, el 19% va a parar en rellenos sanitarios, el 4% en rios e
incineradores, y tan solo el 23% recibe un tratamiento adecuado (Rukikaire, 2021; Compagnone,
2022; Soliz, 2015).

Una posible alternativa planteada es sustituir el plastico convencional por otras alternativas
amigables con el medio ambiente tales como plasticos biodegradables, biopeliculas o

bioplasticos.

Actualmente, uno de los bioplasticos que ha generado mayor interés es el producido a partir de
acido polilactico, ya que este polimero, proveniente de fuentes naturales, es usado en la industria
alimentaria, farmacéutica y de cosméticos al presentar propiedades similares al PET, uno de los
plasticos convencionales mas empleados en la actualidad (Vazquez, Espinoza et al., 2018; Cuervo
& Echeverria, 2016).



Sin embargo, la produccién de bioplasticos es considerado un proceso de alto costo. Las
alternativas biodegradables a los plésticos convencionales son mas costosas, por lo mismo que no

son consideradas una alternativa factible con respecto al aspecto econémico.

1.2. Limitaciones y delimitaciones

1.2.1. Limitaciones

e Dificultad para la conservacion de la materia prima (sustrato de la cafia de azlcar), por lo que
se debe trabajar lo antes posible para evitar su descomposicion, lo que podria afectar en los
resultados finales.

o Dificil acceso al reactivo necesario (caldo M17) para el cultivo de la bacteria lactococcus
lactis, misma que iba a utilizarse para el proceso de obtencién de acido lactico por

fermentacion.

1.2.2. Delimitaciones

El trabajo de investigacion a realizarse Unicamente se centrara en la sintesis de acido L-lactico,
ya que la falta del equipo en la institucién necesario no permite la realizacion de pruebas
posteriores a la obtencion del mondmero, las cuales consistian en la polimerizacién del mismo,

asi como la caracterizacion del polimero obtenido.

1.3. Problema General de Investigacion

¢Cual es el proceso a utilizarse para la obtencion del isémero LLA del &cido lactico, el cual posea
las caracteristicas adecuadas para la elaboracion de acido polilactico, mismo que debera poseer la
resistencia y durabilidad que se requiere para sustituir a los materiales provenientes de

hidrocarburos?

1.4. Problemas especificos de investigacion

e ;Cual serd la mejor materia prima para la obtencién del isomero LLA del acido lactico con
un buen rendimiento?

e (Existe un aumento en la fermentacion si se agrega al sustrato extracto de levadura?

e ;Qué método de secado debe utilizarse para la obtencion de un isémero LLA estable del acido

lactico?



1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Obtener &cido lactico mediante fermentacién del sustrato de la cafia de azlcar con quema y
cogollos y la posterior sintesis del isomero LLA de manera estable para su uso en futuras pruebas

de polimerizacion.

1.5.2. Objetivos especificos

e Sintetizar el isomero LLA (L Lactide) a partir del acido lactico obtenido.

e Determinar la cantidad del isomero LLA obtenido una vez finalizada la fermentacion por
medio de una regresion lineal de los resultados del HPLC.

e Deshidratar el isomero LLA (L Lactide) hasta obtener un isémero con porcentaje de humedad

menor al 0,5%.

1.6. Justificacion

1.6.1. Justificacion Teorica

El siguiente trabajo de investigacion se realizara con el objetivo de contribuir al conocimiento
existente sobre la sintesis de acido lactico mediante la fermentaciéon microbiana de sustratos ricos

en azlcares.

1.6.2. Justificacion Metodoldgica

Para lograr los objetivos propuestos en la investigacion se hara uso de técnicas de fermentacion
con microorganismos pertenecientes a la familia Streptococcacea, género Lactococcus, a partir
de sustratos ricos en azUcares, ademas del andlisis de las cantidades del producto a obtenerse
mediante el uso de Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), un anélisis de humedad del
isomero producido y un analisis estadistico mediante los valores obtenidos de la parte préactica de

la investigacion.



1.6.3. Justificacion Préactica

El propdsito de esta investigacion es obtener el isomero LLA del acido lactico proveniente de la
cafia de azlcar mediante un proceso mas econémico, ya que los actualmente existentes utilizan
sustratos puros, tales como glucosa, lactosa, almidén y celulosa, los cuales son econdmicamente
desfavorables, no s6lo porque son costosos y requieren la adicion de fuentes nitrogenadas
complejas para producir &cido lactico, sino también porgue se requiere de un pretratamiento de

los polisacaridos naturales para su posible fermentacion (Wee, y otros, 2004).



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

El uso de materias primas renovables y biomasa para la produccion de plasticos no es un tema
nuevo en el escenario de la quimica. Durante los siglos XIX y XX, la industria manufacturera se
benefici6 de una amplia gama de materiales de base bioldgica obtenidos mediante el
procesamiento de celulosa, aceite vegetal, y proteinas. Algunos de ellos, como el CellophaneTM,
la poliamida-11 y la ViscosaTM, resistieron con éxito durante el apogeo de la industria
petroquimica, gracias a su competitividad en términos de propiedades tecnolégicas y viabilidad

econdmica (Pellis, y otros, 2020).

A pesar de ya haber sido producidos a la par con los plasticos convencionales, no tomaron la
relevancia que les correspondia hasta que fueron considerados como una interesante opcion para
la industria, ya que pueden ser tratados mediante tecnologias semejantes a las de los materiales
termoplasticos convencionales, como son la extrusion, inyeccién o soplado, sin mencionar el
aspecto de la biodegradabilidad, lo que evitaria su acumulacion excesiva en la naturaleza (Valero,
y otros, 2013).

De acuerdo con Valero, y otros, uno de los biopolimeros que ha adquirido mayor relevancia en la
actualidad es el 4cido polilactico, ya que presenta buenas mecanicas en comparacion con otros
plasticos convencionales, como es el caso del tereftalato de polietileno. Ademas, presenta
ventajosas propiedades de barrera a olores como a sabores, posee una alta fortaleza frente a grasas
y aceites por lo que es adecuado para ser utilizado en envases de aceites, productos secos y
perecederos. También es usado en aplicaciones biomédicas, principalmente en el ambito de
sistemas de liberacion controlada de farmacos. Este polimero, perteneciente al grupo de los alfa

hidroxiécidos o poliésteres alifaticos, puede ser producido a partir del &cido lactico (2013).

El &cido polilactico no es un material reciente, nos viene acompafiando desde décadas atras. Fue
descubierto por el quimico estadounidense Carothers en 1932, cuando calent6 al vacio acido
lactico, sin embargo, el producto obtenido poseia un bajo peso molecular, asi como pobres
propiedades mecanicas, por lo que DuPont continu6 con sus investigaciones sobre el polimero,
lo que lleg6 a resultar en un PLA cuyo peso molecular era alto, pero se hidrolizaba facilmente

provocando su rapida degradacidn, por lo que decidié detener su investigacion. No fue hasta 1972



que se lograria obtener un polimero estable de PLA. “Ethicon cred una fibra resistente y
biocompatible para uso médico en suturas, la cual consistia en un copolimero formado por &cido
lactico y éacido glicélico, provocando una hidrolizacion lenta hasta sus &cidos constituyentes
(Lowe, 1954; Lunt, 1998).

Uno de los impedimentos mas significativos en el desarrollo del PLA viene siendo el alto costo
gue tenia la sintesis de su monémero, sin embargo, en la actualidad, se esta buscando procesos de
obtencion en donde los microorganismos encargados de producirlo fermenten de una manera
rapida y completa sustratos de bajo costo, cuya adiciébn de compuestos nitrogenados sea
miindscula, y que posean una estereoespecificidad elevada. También se busca que el proceso se
de en valores bajos de pH y altas temperaturas, con una produccion de biomasa minima y que el

namero de subproductos sea el mas bajo posible (Herryman Munilla, y otros, 2005).

2.2. Referencias Tedricas

2.2.1. Bioplastico

El término bioplastico hace referencia a los materiales plasticos que han sido manufacturados
partiendo de materia organica, generalmente de origen vegetal, como maiz, cafia de azlcar o
celulosa, ademas son biodegradables. Sin embargo, son considerados también como bioplasticos
aquellos que presentan biodegradabilidad, aunque sean de origen f6sil. De momento son
considerados la contraparte a los plasticos no biodegradables provenientes del petroleo” (El

plastico y sus alternativas, 2019).

Hoy en dia, el 65% de los bioplasticos se utiliza en envases y productos de corta duracién, no
obstante, su empleo en los &mbitos de medicina, agricultura, fabricacion de juguetes, electronicos,
herramientas y autopartes ha ido en crecimiento. Pese a que la estimacion de la participacion de
los bioplasticos en el mercado fue menor al 1% en el 2010, dicho sector esta teniendo fuerte

crecimiento, con tasas anuales del 30% (Vasquez, 2016).

El procedimiento més habitual de elaboracién de bioplasticos empieza con la sintesis de etanol,
acido lactico u otro tipo de compuestos partiendo de la fermentacion de los almidones o azlcares
de las plantas, para luego transformarlos en monémeros que originaran el plastico. Este método
permite la obtencion de plasticos como el PLA, pero también se puede llegar plasticos
convencionales, los cuales presentan las mismas cualidades que los polimeros elaborados a partir

del petroleo (Vasquez, 2016).



2.2.2. Acido lactico

El Acido lactico es un &cido organico utilizado en una serie de procesos bioquimicos. Es una
molécula monocarboxilica organica producida durante el metabolismo anaerébico lactico (Serna
y Rodriguez, 2005).

Es uno de los &cidos organicos que ha despertado un mayor interés hoy en dia- desde que fue
descubierto, analizando leche agria, por el quimico sueco Karl Wilhelm Scheele en 1780, su
identificacion y separacion se ha convertido en un tema de interés tanto para la industria
alimenticia, como para la farmacéutica y, Gltimamente su uso como materia prima para la

elaboracion de &cido polilactico, un biopolimero degradable (Torres, y otros, 2019).

2.2.2.1. Estructura

Es un &cido carboxilico, el cual posee un grupo oxidrilo en el carbono adyacente al carboxilo. El
carbono asimétrico que posee da lugar a la actividad dptica, presentando dos formas 6pticamente
activas, como se observa en la Gréfico 1-2, la L(+) levorrotatoria y la D(-) dextrorrotatoria. Por
lo general, se obtiene una mezcla de ambas formas dpticas D y L, es decir, el resultado es una

mezcla racémica (Garcia, y otros, 2010).

@] O o
H H
\H’L OH \I)'L OH \])‘L OH
OH OH OH
Acido lictico L-{+)}-Lactico D-(-)-Lactico

Figura 1-2. Estructuras isométricas del acido lactico
Realizado por: Cedefio, 2016.

2.2.2.2. Propiedades fisicoquimicas

Sus propiedades fisicas y quimicas se muestran en la Tabla 1-2.



Tabla 1-2. Propiedades fisicoquimicas del &cido lactico

Parametro Caracteristica
Férmula quimica C3HsO3
Masa molar 90,080 g/mol 90,080 g/mol
Propiedades fisicas
Estado Liquido
Color Incoloro, ligeramente
amarillento
Densidad 1,029 g/mL
Punto de fusion 18° C 18°C
Punto de ebullicién 122° C 122° C
Corrosivo -
Solubilidad
Agua Miscible
Etanol Miscible
Eter Miscible
Propiedades quimicas
Acido organico débil

Fuente: Cedefio, 2016
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022

2.2.2.3. Mecanismos de obtencion

El 4cido lactico puede ser producido por medio de sintesis quimica partiendo de la reaccion del
etanal con 4cido cianhidrico o por la via fermentativa haciendo uso de BALs. Con el propésito de
obtener acido lactico 6pticamente puro la produccion se ha ido dirigiendo a la ruta biotecnoldgica
(Barcena, y otros, 1999).

¢ Sintesis quimica

El proceso comercial de produccion parte del lactonitrilo. El cido cianhidrico es afiadido al etanal
en un medio basico para sintetizar lactonitrilo. El lactonitrilo bruto es recuperado y purificado
mediante una evaporacion. Posteriormente, es hidrolizado al &cido lactico en presencia de acido
clorhidrico concentrado o en presencia de acido sulfarico con el fin de obtener una sal de amonio
y &cido lactico. Finalmente, el &cido lactico obtenido es esterificado mediante la adicion de
alcohol metilico para elaborar lactato metilico, mismo que es recuperado y purificado mediante
una evaporacion e hidroélisis haciendo uso de un catalizador de tipo &cido dando como resultado
acido lactico y metanol, éste Gltimo es recuperado y reciclado con otros fines (Escuela Técnica
de Ingenieros Industriales, 2014).



e Produccion biotecnolégica

La sintesis de &cido lactico haciendo uso de una ruta biotecnoldgica ha sido utilizada a lo largo
de los afios, ya que permitia reducir los costos de elaboracién. Esta reduccidn de costos seria con
el objetivo de rivalizar en el mercado con los procesos de produccion convencionales (Torre,
2019).

La BAL Lactobacillus delbrueckii es la BAL empleada en la elaboracién industrial, porque
consume eficientemente la glucosa, ademas es un microorganismo termofilo que posee una
temperatura dptima de crecimiento de 45 a 62°C, lo que conlleva a la reduccion de costos de
refrigeracion y desinfeccion, al igual que mejora la prevencion de contaminaciones
microbioldgicas en el fermentador. Su pH ideal se encuentra entre 5.5 y 6.5, por lo cual el acido

resultante puede ser neutralizado con carbonato de calcio (Garcia, Quintero y Lopez, 1993).

2.2.2.4. Usos industriales

El &cido lactico posee un sinnimero de aplicaciones en distintas areas industriales, siendo la
industria de alimentos la més tradicional y reconocida; es empleado como saborizante,
conservante, emulsionante y puede prolongar la vida de los alimentos. En la industria quimica es
utilizado para la desinfeccion de superficies y tuberias; ademas actia como regulador del pH o

como neutralizante (Oliveira, y otros, 2018).

Actualmente, el &cido lactico puede ser empleado como mondmero para la sintesis de PLA, un
biopolimero degradable. Esta tecnologia ha ido generando el interés de la industria quimica
debido a la numerosa cantidad de aplicaciones que viene ofreciendo (Abdel-Rahman, y otros,
2013).

2.2.3. Acido polilactico

El acido polilactico es un poliéster termoplastico proveniente de la familia de los alfa
hidroxiacidos. Como su precursor se utiliza al &cido lactico, una molécula quiral (Serna, y otros,
2003).

De acuerdo con Vasquez, es un plastico biobasado (fabricado a partir de materia organica) y
biodegradable (se descompone de forma natural por la accion de agentes bioldgicos) elaborado,

generalmente, a partir de maiz (2016).
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Segln Serna, y otros, debido a sus propiedades biodegradabilidades, de barrera y a su
biocompatibilidad, se han descubierto numerosas aplicaciones para el acido polilactico, debido a
gue muestra una gran cantidad de propiedades inusuales, desde una estructura amorfa hasta una
cristalina. Dichas propiedades pueden conseguirse si se manipulan las mezclas de los isbmeros D

y L del &cido lactico, los pesos moleculares y la copolimerizacién (2003).

Con base en la informacién presentada por Herryman Munilla, y otros, se dice que el acido
polilactico el material con el mayor potencial para reemplazar a los plasticos usados en la
actualidad, no solo por sus excelentes propiedades fisicas y mecanicas, sino que también puede
ser procesado haciendo uso de las maquinarias existentes en la actualidad, solo deben realizarse
unos pequefios ajustes de los mismos. Cuenta con una alta versatilidad, ya que puede ser
producido con diferentes formulaciones con el objetivo de satisfacer la mayor parte de las

especificaciones que deben presentar los productos plasticos (2005).

2.2.3.1. Influencia de la pureza dptica en las propiedades del &cido polilactico

Al presentar el &cido lactico un comportamiento quiral, es decir, se muestra en dos formas
Opticamente activas, las cuales permiten la obtencion de tres polimeros, dos polimeros
estereorregulares, acido poli(L-lactico) y acido poli(D-lactico), y la forma racémica, acido poli
(D, L-lactico), los cuales son morfolégicamente diferentes por lo que presentan propiedades
Unicas entre si. Los polimeros obtenidos a partir de los monémeros D y L del &cido lactico son
materiales semicristalinos, mientras que el PDLLA serd siempre amorfo (Vijayakumar,
Aravindan y Viruthagiric, 2008).

El PLLA presenta un alto grado de cristalinidad y estereorregularidad, lo que le otorga una alta
resistencia a la tension, una baja elongacion, lo que deriva en un modulo de Young elevado,
haciendo que este polimero sea muy apropiado para ser utilizado en aplicaciones que tengan que
ver con el hecho de soportar cargas mecénicas. En el aspecto térmico, es caracteristico por
presentar un elevado punto de fusion (175-178°C) y una temperatura de transicion vitrea que va
de los 60 a los 65°C; los aspectos descritos previamente dependeran del peso molecular que tenga
el polimero (Lim, Auras y Rubino, 2008). EI PDLA posee caracteristicas similares al PLLA,
diferencidndose Unicamente en la configuracion espacial de sus moléculas y, consecuentemente,

en la ubicacion de los cristales formados (Sarasua, et al. 2005).

El PDLLA esta constituido por los dos estereoisémeros del acido lactico, los cuales presentan una

distribucién aleatoria, provocando que el polimero sea amorfo. Como consecuencia, posee la

resistencia a la tension mas baja con respecto al PLLA, una alta elongacion, asi como una elevada
11



velocidad de degradacidn. Dichas caracteristicas lo han hecho un material muy atractivo para los
sistemas de liberacion de farmacos (Lim, Auras y Rubino, 2008).

2.2.3.2. Comparacion del &cido polilactico con otros termoplasticos de uso comun

El PLA posee cualidades mecanicas que se encuentran en la misma categoria que los polimeros
provenientes del petroleo, excepto el tener una baja elongacion. No obstante, su baja elongacién
puede ser mejorada mientras se lleva a cabo la polimerizacion, proceso conocido como
copolimerizacion, o por configuraciones postpolimerizacién. La tabla 2-2 presenta una
comparacién de algunas de las propiedades mecanicas que poseen los plasticos convencionales
con las del PLA.

Tabla 2-2. Algunas propiedades mecanicas de polimeros de uso comin

Polimero Fuerza de Tensién | Mddulo de Tensién | Temperatura Max.
(Mpa) (Gpa) Usada (°C)

LDPE 6.2-17.2 0.14-0.19 65
HDPE 20-37.2 - 121
PET 68.9 28-4.1 204
PS 41.3-51.7 3.1 78
PA 62 - 82.7 12-28 -
PP 33-37.9 11-15 121
PLLA 40 - 60 3-4 50 - 60

Fuente: Serna, Rodriguez y Alban, 2003
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022

El PLA es un polimero con un comportamiento muy similar PET, aunque también actia como el
PP. Esencialmente, puede llegar a convertirse en un polimero con una gran variedad de usos, ya
gue presenta la capacidad de ser cristalizado de forma térmica, puede ser modificado por medio
de impactos, por inyeccion, sufrir copolimerizacion y ser tratado en una infinidad de equipos.
Este polimero también puede ser elaborado en forma de peliculas transparentes, fibras, o ser
moldeado mediante inyeccidn para la elaboracion de recipientes (Orozco, 2011). Ademas, actlia
como una barrera bastante buena frente al agua y al diéxido de carbono, también sus propiedades
como barrera frente al oxigeno son muy buenas. Puede ser igual de firme que el &cido poliacrilico
o tan ductil como lo es el polietileno, tan endurecido como lo es como el poliestireno o presentar
la flexibilidad de un elastomero. Ademas, se puede formular de varias maneras para obtener
resistencias variadas. Sin embargo, cuando se compara el PLA con otros empaques plasticos
existe la presencia de ciertas limitaciones, una de ellas es su baja temperatura de distorsion (HDT),
lo que podria convertirse en un serio problema si llegara a ser aplicado en procesos donde los
envases son expuestos a picos de calentamiento durante su llenado, cuando sean transportados o

almacenados, resultando en su deformacion (Serna, y otros, 2003).
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2.2.3.3. Produccién de acido polilactico

Aquellos polimeros gue tienen como precursor al &cido lactico, pueden ser fabricados mediante

diferentes vias de polimerizacion, las cuales se pueden visualizar en la Figura 2-2.

| Acido Polilactico _ —— Dilactido
Ruptura

1 R
1 |

% Base polimeérnca de
| Acido Lactico ————————————— # | acido lactico de
dlto peso melecular
2
- - Encadena-
. | Acido paolilactico miento

7| telequelico

Figura 2-2. Diferentes rutas en la manufactura de bases

poliméricas de acido lactico

Realizado por: Serna, Rodriguez y Alban, 2003

Como primera via de obtencion tenemos el procedimiento por apertura de anillo, mismo que
consiste en polimerizar el 4cido lactico para producir un acido polilactico con un bajo peso
molecular. Luego se procede a depolimerizar el polimero obtenido hasta llegar a la formacion de
un dimero ciclico conocido como lactida, Por ultimo, el polimero de alto peso molecular se
produce por la polimerizacion catalitica mediante la apertura del anillo de la lactida (Yoo, Kimy

Sung, 2006). El procedimiento de esta via se lo presenta a detalle en la Figura 3-2.

0
\)J\ OH
A
OH \\\
(n-1)H20  Acido lactico - Hz0
0 147 T o

o]

Oligomeros Acido polilactico
(n=30-79) \ ch\I)L (n =700 - 15.000)

o]

)
CH,

0
Lactido

Figura 3-2. Sintesis de acido lactico

Realizado por: Textos Cientificos.com, s.f.
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2.2.4. Cafa de azUcar

La cafia de azlcar es un cultivo perenne cultivado con el fin de conseguir un suministro de
sacarosa, el cual serd utilizado en la elaboracion de azlcares comerciales. Los azlicares que posee
la cafia de azucar son producidos en sus hojas y almacenados en su tallo; la cantidad acumulada
en los tallos depende tanto de la constitucion genética de la variedad sembrada de cafia, como del

ambiente donde ésta crece (Duarte, y otros, 2019).

Esta constituida fundamentalmente por jugo y fibras. De forma cualitativa, el jugo de cafia es
principalmente agua y un conjunto de sélidos disueltos y en suspension. Los andlisis quimicos de
este producto obtenido de la cafia (Tabla 3-2) revelan que los sélidos disueltos estan constituidos
principalmente por azlcares, siendo la sacarosa su principal componente. Asimismo, se pueden
encontrar otro tipo de compuestos, conocidos como los no azlcares, que no son mas que
sustancias nitrogenadas como aminoécidos y proteinas, también estan dentro de esta categoria
compuestos como grasas, ceras, pectinas, acidos organicos y colorantes, al igual que las sustancias
inorgénicas. Existe también la presencia de pequefias cantidades de almidon en forma de granulos.
Los solidos suspendidos corresponden primordialmente a los residuos fibrosos que resultan de la

extraccion del jugo de la cafia (Santana, y otros, 2017).

Tabla 3-2. Composicion quimica del jugo de cafia

Componentes So6lidos solubles (masa %)
Azlcar 75,0-92,0
Sacarosa 70,0-88,0
Glucosa 2,0-4,0
Fructuosa 2,0-4,0
Sales 3,0-4,5
Acidos inorganicos 1,5-4,5
Acidos orgéanicos 1,0-3,0
Aminoacidos 0,5-2,5
Otros no azlcares organicos

Proteinas 0,5-0,6
Almidén 0,001-0,050
Gomas 0,30-0,60
Ceras, grasas y fosfatidicos | 0,05-0,15
Otros 3,0-5,0

Fuente: Duarte, et. al, 2006
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022
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2.2.5. Fermentacion lactica

La fermentacion lactica es un proceso metabolico que ocurre en los tejidos de los animales, en un
grupo de organismos eucariotas que pertenecen a la familia de los hongos y de los protozoos y en
una variedad de grupos bacterianos, de los cuales cabe destacar los Lactobacillus y los
Streptococcus, los cuales pueden encontrarse en la leche y en el intestino. Este tipo de
microorganismos son capaces de producir diéxido de carbono y &cido lactico a partir de los
azUcares presentes en los alimentos. Este tipo de fermentacion enriguece los valores nutricionales
de los alimentos ya que también se producen vitaminas como resultado final (Carbonero, 1975;

Instituto de la Fermentacion, 2019).
2.2.5.1. Proceso fermentativo

De acuerdo a la informacion presentada por Carbonero (1975), durante el proceso fermentativo
se produce acido lactico partiendo del piruvato procedente del proceso de glucélisis de la glucosa
en presencia del enzima lactatodeshidrogenasa. De este modo, se regenera el NAD+, mismo que
es necesario para proseguir con el proceso de glucoélisis, el cual consiste en la oxidacion de la
glucosa, obteniéndose dos moléculas de piruvato y la generacion de NADH. Luego, los electrones

del NADH son donados al &cido pirdvico, mismo que termina reduciéndose en &cido lactico.

CH,OH

O O'
o Glucosa

o 2 P|ruvatoC
OH Glucolisis

|
OH OH / \‘ (|::O
OH CHs
o\ 0" 2 NAD+ 2NADH + ZHJ
\
HO— c H \ /

CH3 7 lactato Fermentacion lactica

Figura 4-2. Proceso de fermentacién lactica

Realizado por: Porto A. s.f.

2.2.6. Lactococcus lactis

Es un miembro del grupo de bacterias mesofilas. EI papel principal de estos lactococos en las
fermentaciones lacteas es el de metabolizar la lactosa presente en acido lactico, ademas
transforma las proteinas de la leche en compuestos aromaticos. Son considerados Gram positivos,

no presentan la enzima catalasa, pueden desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de
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oxigeno, son inmaviles y no producen esporas. Pueden crecer a 10 °C, pero no a 45 °C, y
fermentan la glucosa por la via del difosfato de hexosa produciendo acido L-lactico (O’Keeffe, y
otros, 1999).

Tabla 4-2. Taxonomia del lactococcus lactis

Taxonomia
Dominio Bacteria
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Lactococcus
Especie Lactococcus lactis

Fuente: Samarzija, Antunac, y Havranek, 2001
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022

2.2.7. Caldo M17

Consiste en un medio de cultivo nutricionalmente rico usado en la incubacion de estreptococos
lacticos, ya que contiene peptonas y derivados de la carne como fuentes de carbono, nitrégeno,
vitaminas y minerales. El medio de cultivo consta de los siguientes componentes: el extracto de
levadura que proporciona vitaminas B, las cuales estimularan el crecimiento bacteriano; el
disodio-B-glicerofosfato mismo que amortigua el medio, ya que el este se vuelve acido por la
fermentacion de la lactosa presente en el mismo; el &cido ascérbico, el cual induce el crecimiento
de los estreptococos lacticos, y el sulfato de magnesio que aporta los iones necesarios para el

crecimiento de las bacterias lacticas (Zimbro, y otros, 2009).

2.2.8. Analisis térmico

Los analisis térmicos representan una serie de técnicas cuyo objetivo es la medicién de las
propiedades fisicas de una sustancia con respecto al tiempo al someterla a un programa controlado
de temperatura (Gémez, 2012).

Son utilizados significativamente tanto en los campos cientificos, como en los industriales, debido
a que permiten la realizacion de mediciones cuantitativas y cualitativas de una gran cantidad de
materiales, los cuales presentan notables intervalos de temperatura, obteniéndose resultados

relativamente rapido (Hatakeyama, y Quinn, 2000).

Una de las principales técnicas de los analisis térmicos es el analisis termogravimétrico, el cual

consiste en el registro de la cantidad de peso perdido de una muestra al tiempo que se va
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incrementando la temperatura, llegando hasta los 1200°C, en condiciones controladas con
respecto a la velocidad de calentamiento y bajo distintos ambientes de reaccion, obteniéndose
como resultado las Ilamadas curvas termogravimétricas, asi como las curvas de andlisis

termogravimétrico diferencial (Mészaros et al., 2004).

Los principales procesos de degradacion que puede presentar un polimero son por
fotodegradacion, biodegradacion, degradacion ultrasénica, degradacion de alta energia y/o
termodegradacion y pueden ser causados por factores externos como la luz, temperatura,
esfuerzos mecanicos, que producen una reduccion significativa en las propiedades mecanicas vy,

en consecuencia, acortan la vida Gtil del material, su uso o su procesamiento (Rojas, et al. 2014).

Los andlisis termogravimétricos son usados en estudios de las reacciones primarias de
descomposicion de materiales sdlidos y liquidos, también en el anélisis de procesos de desorcion,
adsorcion y reacciones de descomposicion en un ambiente de gas inerte o en presencia de oxigeno
(Rodriguez, y Villegas, 2012).

2.2.9. CurvaTG

La curva TG es el resultado de los analisis termogravimétricos, los cuales vienen a ser la medida
de los cambios de la masa de una muestra en funcion de la temperatura, todo ello realizado en un
ambiente controlado. Estos cambios en la masa pueden ser pérdidas o ganancias de la misma.
Estos analisis son aplicados en estudios de descomposicion y estabilidad térmica, estudios
composicionales, determinacion de purezas, determinacion de contenido en humedad, materia
volatil, cenizas y carbono fijo, estudios de gasificacion de muestras carbonosas y en estudios

cinéticos (Universidad de Alicante, s.f.).

Los termogramas son propios para cada polimero o compuesto ya que cada uno de ellos presenta
una secuencia Unica de reacciones fisicoquimicas, las cuales se producen Unicamente en intervalos
de temperatura especificos, asi como las velocidades de calentamiento son en virtud de la

geometria molecular (Sandler, et al. 1998).
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Gréfico 1-2. Curva TG del monémero L(+) del &cido lactico

Realizado por: Cruz, Eder, 2021
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

El presente proyecto de investigacion posee un enfoque cuantitativo debido a que se realizard un
analisis estadistico, con el fin establecer pautas de comportamiento (Sampieri, y otros, 2014). Los
datos a recolectarse sera la cantidad de azucares totales al inicio y final de la fermentacion, asi
como la cantidad de &cido lactico obtenido luego del proceso, con el fin de determinar si el agregar
extracto de levadura beneficia o no a la fermentacion. Incluir el tema de los niveles de LLA, con

un porcentaje menor al 0,5% de liquido-agua.

3.2. Nivel de Investigacién

El nivel de investigacion es correlacional ya que se buscara conocer la relacion o grado de
asociacion que exista entre dos 0 mas conceptos, categorias o variables en una muestra (Sampieri,
y otros, 2014), en este caso, se determinara si el proceso de fermentacion aumenta o no al incluirle

extracto de levadura al sustrato inicial.

3.3. Disefio de investigacién

El disefio experimental de la investigacion se desarrollé en base al objetivo de obtener acido
lactico mediante fermentacion del sustrato de la cafia de azlcar, mismo que se desarrollara en 3
etapas. La primera consiste en la obtencidn de los sustratos mediante la molienda de la cafia de
azlcar, ademas de la adicidn de extracto de levadura, asi como el andlisis de los azlcares totales
presentes en los mismos. La segunda etapa consiste en la esterilizacion de los sustratos, para luego
proceder a su fermentacion haciendo uso de la bacteria lactococcus lactis. En la Gltima etapa, una
vez finalizada la fermentacion, se analizara las concentraciones de azucares y de acido lactico por
sobrenadantes (cromatografia liquida de alta precisién) — HPCL, de modo que se podra establecer

cudl de los sustratos otorga un mayor rendimiento en la obtencién de acido lactico.

De manera general en la Figura 1-3, 2-3, y 3-3 se detalla el proceso metodoldgico a seguirse en

cada una de las etapas del presente trabajo de investigacion.
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INICIO

Rehidratar el caldo de cultive M17
siguiendo las instrucciones del
fabricante

Calentar con agitacion frecuente y
hervir durante 1 minuto para
disolver completamente el polvo.

[
Autoclavar a 121°C durante 15

minutos. Enfriar a 50°C.
[
Completar el volumen a utilizarse
con una solucién al 10% de lactosa
[

Rehidratar una minima cantidad del
lactococcus lactis con 10 ml del
caldo de cultivo

I
Incubar durante 24 horas a 37°C

Inocular una cantidad del 1%
respecto al volumen de caldo a
enriquecerse

Incubar durante 24 horas a 37°C

FIN

Gréfico 1-3. Diagrama de flujo del proceso de enriquecimiento

del Lactococcus lactis
Realizado por: Uquillas, B. 2022
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INICIO

Moler la cafia de azUcar
obteniendo 6 litros de jugo

|

Estabilizar los sustratos de
jugos de cafia a ciertos
grados de azlcar

|

Envasar 250 ml de los
sustratos en Erlenmeyers de
500 mL

|

Esterilizar los sustratos

|

Enfriar hasta los 30°C

.

Colocar 10 ml de los
sustratos esterilizados en
frascos de 100 mL

|

Implementar el inoculador
(lactococcus lactis)

|

Fermentar los sustratos en
condiciones anaerdbicas por
72 horas

|

Agitar los sustratos durante
la fermentacién a 120 rpm.

J

Unidad de
concentracidn de
azlcares: g/L

L

£

T=121°C x 10 minutos/

3 frascos por cada
sustrato

lactis a cada sustrato

Ll

1 ml de lactococcus /

Mantener el PH en
(6+0,2) con NaOH 5M
aT=32°C

—

4

Gréfico 2-3. Diagrama de flujo para el proceso de fermentacion de los

sustratos de cafia
Realizado por: Uquillas, B. 2022
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( INICIO )

Tomar muestras a las
0,2,4,6,9,12,24,48,72
horas

Centrifugar la muestra ﬁ/ 5000 rpm x 10 minutos/

Filtrar la muestra en una
malla de 0,45 pm

Medir concentraciones de Columna de determinacion

azlcar y acido lactico por de cidos y azucares
sobrenadantes (aminex XPX 87H, 300mm).
(cromatografia liquida de Fase mévil: dcido sulfirico
0,005 M

alta precisién) — HPCL

FIN

Gréfico 3-3. Diagrama de flujo para la medicion de las concentraciones

de azucar y acido lactico
Realizado por: Uquillas, B. 2022

3.3.1. Segun la manipulacion o no de la variable independiente

La presente investigacion sera de tipo experimental porque se tiene planeado manipular la variable
independiente, la cual vendria a ser la cantidad de az(cares presentes en la cafia de az(icar, misma
que ird disminuyendo en el avance de la fermentacién al irse convirtiendo en acido lactico. Las

condiciones de trabajo, como la temperatura y el pH se mantendran constantes.

3.4. Tipo de estudio

La presente investigacion sera de tipo experimental porque se tiene planeado manipular la variable
independiente, la cual consiste en el area de retencion del pico mas alto obtenido en el HPLC,
misma que ira en aumento de acuerdo a la cantidad de acido lactico presente en el sustrato. Las

condiciones de trabajo, como la temperatura y el pH se mantendran constantes.

El estudio a realizarse es a nivel de laboratorio partiendo de una revision de literatura para conocer
mas sobre el proceso de fermentacién, asi como los andlisis iniciales y finales al finalizar el
22



mismo. Una vez hemos finalizado la revision, se procedi6 a la metodologia, con el fin de ver qué

queremos descubrir y como vamos a hacerlo.

Luego vendria la investigacion de campo a través de una experimentacion. En penultimo lugar,
se analizaran los datos por medio de un andlisis estadistico. Por Gltimo, se plantearan las

conclusiones extraidas una vez finalizado el estudio.
3.5. Poblacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra
3.5.1. Poblacién

La poblacién de estudio correspondera a los cultivos de cafia de azucar del ingenio San Carlos
ubicado en la provincia del Guayas en la Av. Principal junto al banco Pacifico, cantén M.
Mariduefia, el cual serd visitado con el fin de obtener la materia prima suficiente para producir

seis litros de jugo de cafia (sustrato).

. \ T IN? Prir\c’l'Pa“
’ n carlos

Ay, Princip io San Carlos
Av. Principal o Avenida San Carlos CERRADC

ij::::lera S.A

Figura 1-3. Ubicacion del Ingenio San Carlos
Realizado por: Google Maps. 2022.
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3.5.2. Seleccion y calculo del tamafio de la muestra

Para el presente trabajo de investigacion se realizard un muestreo no probabilistico, ya que
Unicamente se va a trabajar con 500 ml para la realizacion de dos tratamientos diferentes de los 6
litros del jugo de cafia (Serna, y otros, 2007).

3.6. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.6.1. Métodos

3.6.1.1. Método cuantitativo

Por medio del método cuantitativo se podran identificar los parametros necesarios para que ocurra
el proceso de fermentacién como son la temperatura, el pH y la cantidad de azlicares presentes en
la materia prima, utilizando los métodos de medicidn necesarios para cubrir con los respectivos

parametros.

3.6.1.2. Método deductivo

Mediante el método deductivo, se pretende determinar un proceso para la sintesis del isomero
LLA del &cido lactico con el fin de que dicho isdmero obtenga caracteristicas que permitan su
posterior polimerizacion. Al verificar un modelo adecuado se podra determinar los pardmetros
necesarios para la implementacion de un método de fermentacion de azlcares que permita la

obtencion de un isémero capaz de polimerizarse de manera controlada.

3.6.2. Técnicas e instrumentos de investigacion
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3.6.2.1. Método utilizado para la esterilizacidén de materiales, medios de cultivo y sustratos

Tabla 1-3. Procedimiento para el uso del autoclave

Procedimiento

e Comprobar que lavalvula de lavado esté cerrada. Abrir la llave de rebosamiento. Poner
agua purificada tipo Il en el interior de la camara de esterilizacion, hasta que el agua
gotee por la valvula de rebosamiento. Cerrar esta valvula.

e Comprobar que la valvula de lavado esté cerrada. Abrir la llave de rebosamiento. Poner
agua purificada tipo Il en el interior de la camara de esterilizacion, hasta que el agua
gotee por la valvula de rebosamiento. Cerrar esta valvula.

o Colocar en el interior de la cAmara los materiales y/o medios de cultivo a esterilizar.

e Cerrar el autoclave girando la rueda superior en sentido horario. Cerrar la valvula de
aire y abrir la valvula de escape de vapor.

e Encender el autoclave presionando el botdn verde, y luego el blanco. Comprobar el
encendido de la resistencia eléctrica por el encendido del indicador luminoso. Si no se
enciende, verificar que esté cerrado y ajustado lo suficiente.

e Esperar hasta que la temperatura llegue a 90°C (30-40 minutos aproximadamente) y
salga vapor por la valvula de escape. Esperar hasta que el vapor de agua desaloje
totalmente el aire de la camara para proceder a cerrar dicha valvula.

e Una vez cerradas las valvulas, alcanzar una temperatura de 115°C. Una vez alcanzada
esta temperatura, medir el tiempo necesario para la esterilizacién (15 minutos para
material de vidrio, el tiempo de esterilizacion de los medios de cultivo dependera de
las indicaciones del envase del mismo).

e Una vez cumplido el tiempo, apagar el autoclave presionando el boton blanco.
Comprobar que se apague el indicador luminoso.

o Desalojar lentamente el vapor por las valvulas superiores, hasta que la aguja del
barémetro indique cero.

e Unavez que la presion esté en cero y la temperatura a 70°C o0 menos, abrir el autoclave

y retirar el material.

Resultados

Como resultado se obtiene un material completamente estéril con el que se podra trabajar con

las bacterias a utilizarse.

FUENTE: Manual de operacién del autoclave del laboratorio de Biologia Molecular, Genética y Microbiologia, ESPOCH, s.f.
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022.
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3.6.2.2. Método utilizado para el enriquecimiento de la bacteria lactococcus lactis

Tabla 2-3. Procedimiento para el uso de la incubadora

Procedimiento

e Presionar el boton Set.

e Mantener presionado el botén. Girar la perilla hasta obtener la temperatura de
incubacién deseada.

e Observar en la pantalla hasta verificar que se alcance el valor deseado.

e Colocar el medio de cultivo inoculado, y dejar reposar el tiempo suficiente hasta

observar cambios en el mismo.

Resultados

Como resultado se obtiene un medio de cultivo enriquecido con la bacteria que vamos a

trabajar.

FUENTE: Manual de operacién del autoclave del laboratorio de Biologia Molecular, Genética y Microbiologia, ESPOCH, s.f.
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022.
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3.6.2.3. Medicion de la concentracién acido lactico por sobrenadantes

Tabla 3-3. Procedimiento para la medicion de &cido lactico

Procedimiento

o Filtrar la fase movil (H.SO4 0,005 M) con membrana de 0,45 pum. Utilizar
recipientes transparentes con el fin de observar precipitados y coloides antes de
ingresar al sistema.

o Desgasificar los solventes y purgar la tuberia que conecta a la bomba.

e Al momento de colocar la columna para la determinacion deberd ser ubicada
acorde a la direccion del flujo marcado en la columna.

o  Fluir la fase mévil a través de la columna a flujo bajo entre 0,1 a 0,5 ml/min previo
al analisis para homogenizar la columna.

e Seleccionar la longitud de onda apropiada en el detector.

e En el software, configure el Mehod Set que estara compuesto por el Instrument
Method y el Processing Method.

e Cuando el sistema y los métodos estén listos, realizar una corrida del blanco
(Acido lactico Puro al 99%) para probar el sistema y verificar que esté libre de
interfaces.

o Realizar el analisis respectivo.

Resultados

Como resultado debe reportarse cuantitativamente las concentraciones de azlcar y &cido
lactico de cada uno de los tiempos de fermentacion considerados (0,2,4,6,9,12,24,48,72

horas).

FUENTE: Manual de operacién del HPLC del laboratorio de Investigaciéon, ESPOCH, s.f.
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022.
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3.6.2.4. Método utilizado para el secado del acido lactico obtenido una vez finalizada la

fermentacion

Tabla 4-3. Procedimiento para el secado del acido lactico por rotavapor

Procedimiento

e Se coloca un matraz de fondo redondo con la mezcla que queremos evaporar el
disolvente, llendndolo como méximo hasta la mitad de su capacidad.

e Encender el sistema de vacio, cerrando la llave de aire con el exterior, y comprobar
con la mano que en el tubo guia hay vacio.

e Levantar el montaje utilizando y acoplar el matraz a la boca esmerilada del tubo guia,
sujetando con una pinza para evitar que se caiga al bafio de agua.

e Abrir las tomas de agua del refrigerante.

e Sumergir el matraz parcialmente en el bafio de agua y encender el motor que hace girar
el matraz. Regular la velocidad del giro de manera que no haya proyeccién del liquido
del matraz hacia el interior del tubo guia.

e Conectar la fuente de vacio y cerrar la Ilave que comunica el sistema con el exterior.

e Accionando el gato, bajar el montaje hasta que el matraz de destilacion quede
parcialmente sumergido en el bafio de agua.

e Encender la calefaccion del bafio y calentar a la temperatura minima necesaria para
conseguir la evaporacion del disolvente (menor a 100°C con el fin de evitar la
polimerizacion del ménomero).

e Continuar la destilacion hasta que no se observa mas condensacién de vapores en el
colector y el volumen del contenido del matraz de destilacion no disminuya mas.

e Levantar el montaje hasta sacar el matraz del bafio de agua.

e Desconectar en primer lugar la toma de vacio, abriendo después la llave de aire con el
exterior.

o Detener el motor y retirar el matraz de destilacion de la boca del tubo guia con
movimientos de rotacion.

e Cerrar latoma de vacio y el agua de refrigerante, y apagar la calefaccién del bafio.

e Vaciar el contenido del colector y comprobar que el tubo guia esta limpio. Si el tubo

estuviera sucio, lavarlo con acetona.

Resultados

Como resultado se obtendra el secado de la mayor parte de la fase liquida del sustrato

fermentado con el fin de obtener el sélido resultante del proceso de fermentacion.

FUENTE: Manual de operacion del rotavapor del laboratorio de Productos Naturales, ESPOCH, s.f.
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022.
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Tabla 5-3. Procedimiento para el secado del acido lactico por estufa

Procedimiento

e Colocar dentro de la estufa el resultado obtenido una vez finalizado el secado por
rotavapor.

e Fijar la temperatura de la estufa (menor a 100°C con el fin de evitar la polimerizacion
del ménomero).

e Secar hasta obtener como resultado un producto sélido con baja humedad.

Resultados

Como resultado se obtendra un acido lactico con un porcentaje de humedad entre el 5y 7%.

FUENTE: Manual de operacion de la estufa del laboratorio de Investigacién, ESPOCH, s.f.
Realizado por: Uquillas, Byron, 2022.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Curva de calibracién para la cuantificacion de &cido lactico obtenida en el HPLC

Tabla 1-4. Datos de la curva de calibracién de acido lactico

Estandar % (m/V) Area
0,1 14,9082
0,4 27,9009
0,6 36,4183
1,2 57,4605

Fuente: Elaboracion propia
Realizado por: Uquillas, Byron. 2022

Area = 38,393 x Conc. AL + 12,096

Ecuacion 1-4. Ecuacion obtenida de la curva de calibracion

70
60
50

40

Area

30
20

10

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracion de &cido lactico, %v/v

Gréfico 1-4. Curva de calibracién para &cido lactico
Realizado por: Uquillas, B. 2022

1,4

Los datos de la curva de calibracion de acido lactico detallados en la Tabla 1-4, se encuentran de

forma gréfica en la figura 1-4. Por consiguiente, por medio de una regresion lineal, se obtiene la

Ecuacién 1-4, con un R? de 0,9964, lo que significa que el 99,64% de la variabilidad de la variable

Area a su promedio es explicado por el modelo de regresion ajustado.
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4.2. Calculos

4.2.1. Célculo de la cantidad de &acido lactico obtenido

Para calcular la concentracion de acido lactico obtenido para cada uno de los sustratos, se utiliza

la Ecuacion 1-4, despejando la variable gue corresponde a la concentracian.

Area — 12,096
38,393
Ecuacion 2-4. Concentracion de acido lactico % m/V

Conc. AL =

Tabla 2-4. Datos obtenidos del HPLC

Sustrato Area
Jugo de cafia 32,5462

Jugo de cafia + extracto de
levadura (3 % m/V) 32,1870

Fuente: Elaboracion propia

Realizado por: Uquillas, Byron. 2022

Reemplazando los datos obtenidos del HPLC, detallados en la Tabla 2-4, en la ecuacion 2-4, se

obtuvieron las concentraciones de acido lactico en % m/V de las dos muestras, valores mostrados
en la Tabla 3-4.

Tabla 3-4. Concentraciones finales de acido lactico

Concentracion acido
Sustrato lactico % m/V
Jugo de cafia 0,53

Jugo de cafia + extracto de
levadura (3 % m/V)

Fuente: Elaboracion propia

0,52

Realizado por: Uquillas, Byron. 2022
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4.3. Resultados

Tabla 4-4. Resultados obtenidos

Volumen Cantidad de Humedad
Sustrato Vqlgmen moculado_de Tiempo Qg 4cido lactico de] ac_:ldo
utilizado la bacteria fermentacion obtenido lactico
activada obtenido
Jugo de cafia 500 ml 50 ml 72 h 0,53 0,223 %
Jugo de cafia +
extracto de 0
levadura (3 % 500 ml 50 ml 72 h 0,52 0,220 %
m/V)

Fuente: Elaboracion propia
Realizado por: Uquillas, Byron. 2022

Como se puede evidenciar en la Tabla 4-4, las concentraciones de &cido lactico (% m/V) tanto
para al sustrato de jugo de cafia, asi como para el que contiene extracto de levadura son
practicamente similares, es decir, el extracto de levadura no mejor6 de una manera significativa
el proceso de fermentacion. En la figura 2-4, se visualiza graficamente la comparacion entre las
concentraciones de &cido lactico presentadas en la Tabla 2-4.

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50 MW Jugo cafia
0,40 M Jugo cafia + levadura

0,30

0,20

Concentracion Ac. lactico % m/V

0,10

0,00

Sustratos

Gréfico 2-4. Comparacion de resultados en la obtencion de &cido lactico
Realizado por: Uquillas, B. 2022

Con respecto al porcentaje de humedad, una vez finalizado el secado mediante rotavapor y estufa
a una temperatura de 65°C, se obtuvieron valores finales, tanto para al sustrato de jugo de cafia,
asi como para el que contiene extracto de levadura, de 0,223 % y 0,220 % respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo 4cido lactico para su uso en futuras pruebas de polimerizacion mediante la
fermentacion de dos sustratos de 500 mililitros de jugo extraido de la cafia de azlcar con
quema. Uno de los sustratos consistia Unicamente en jugo de cafia, mientras que el otro
contenia un porcentaje del 3 % (m/V) de extracto de levadura. Para la fermentacion se realizé
la incubacidn de la BAL lactococcus lactis en el caldo de cultivo M17, mismo que es idoneo
para dicha bacteria por sus componentes. Una vez finalizada la incubacion, se enriqueci6 una
cantidad de 100 mililitros de caldo de cultivo M17 con 1 mililitro de la bacteria reactivada
previamente, los cuales fueron inoculados en una proporcion 1:10 en los sustratos preparados
anteriormente (se utilizd un volumen de 50 ml de bacteria reactiva por cada 500 ml de
sustrato). Finalmente, se procedid a realizar la fermentacién a una temperatura de 37°C

durante 72 horas.

Se sintetiz6 el isomero LLA (L Lactide) desde el comienzo de la fermentacion de los sustratos
de jugo de cafia, debido a que la BAL lactococcus lactis presenta una alta estereoespecificidad
por dicho isomero, es decir que fermenta los azlcares reductores presentes por la via del

difosfato de hexosa produciendo como producto principal acido L(+) lctico.

Se determind la cantidad del isomero LLA obtenido una vez finalizada la fermentacion por
medio de una regresion lineal de los resultados del HPLC que fueron las areas del pico del
analito (acido lactico), las cuales dependen de la concentracion del analito a analizarse
presente en las muestras. En primer lugar, se realizd una curva de calibracion a partir de cuatro
estandares cuyas concentraciones fueron 0,1, 0,4, 0,6 y 1,2 % respectivamente. Con los
valores de las areas arrojadas por el HPLC, se construy6 una ecuacion de regresion lineal, en
donde el area dependia directamente de la concentracion de acido lactico. Luego, se
analizaron muestras de los sustratos utilizados, dandonos un éarea de 32,5462 para el jugo de
cafia, y de 32,1870 para el jugo con extracto de levadura. Haciendo los célculos respectivos,
dio como resultado una concentracion de &cido lactico de 0,53 % para el sustrato de jugo de

cafia, y de 0,52 % para el jugo con extracto de levadura.

Se deshidrato el isbmero LLA (L Lactide) producido una vez finalizada la fermentacion de
los sustratos mediante dos partes. La primera parte consistié en la eliminacion de agua
mediante su evaporacion por medio de un rotavapor, el cual trabaj6 a una temperatura inferior
alos 70°C con el fin de evitar la polimerizacidn del mondmero, en concreto se trabaj6 a 65°C.

Pasadas 6 horas, se obtuvo un reducido parecido al caramelo. Este reducido fue llevado a
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secarse en una estufa a la misma temperatura que en el rotavapor durante 24 horas. Una vez
finalizado el secado, se midi6 la humedad mediante una termobalanza, consiguiendo como
resultados una humedad del 0,223 % para el producto final del sustrato de jugo de cafia, y una
humedad del 0,220 % para el producto final del sustrato de jugo de cafia y extracto de
levadura.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda trabajar con jugo de cafia fresco con un pH entre 6 a 6,5 con la finalidad de
evitar la acidificacion y descomposicion prematura del mismo. Se debe tomar en cuenta que

el tiempo méaximo de vida til del jugo de cafia en refrigeracion es de 2 dias.

e Se sugiere realizar controles de esterilidad periédicamente, para evitar la contaminacion de
las bacterias acido lacticas, las cuales son muy sensibles y susceptibles a ser atacadas por

virus bacteriéfagos, lo que conllevaria a la muerte de las mismas.

e Larelacion entre inéculo utilizado y el volumen del sustrato a fermentar deber ser 1:10, con
el objetivo de garantizar una adaptacion favorable de las bacterias acido lacticas al sustrato

empleado.

e Los medios de cultivo utilizados para la activacion de las bacterias, asi como para la
preparacion del indculo deben ser preparados Unicamente con un dia de antelacion. No se
recomienda almacenar los medios de cultivo por tiempo prolongado, ya que estos pueden

Ilegar a perder los nutrientes esenciales que sirven de soporte para las bacterias acido lacticas.

e Se propone estudiar las fases estacionaria y de muerte de la curva de crecimiento para

corroborar que exista un correcto desarrollo de las bacterias en el sustrato a fermentarse.
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GLOSARIO

Lactococcus: género de bacterias acido lacticas grampositivas, que elaboran acido lactico a partir

de azUcares reductores.

Azlcares reductores: son hidratos de carbono (moléculas compuesta por d&tomos de carbono)

formados por monosacaridos como: glucosa, fructosa y disacaridos como la lactosa.

VVolumen de bacteria activada: cantidad en mililitros de bacteria &cido lactica utilizada para la

fermentacion lactica de los sustratos.

In6culo: accién de introducir por mecanismos artificiales un virus o bacteria a un nuevo ambiente,
suplementado a condiciones de interés con la finalidad de que el microorganismo se adapte en

menor tiempo.

Incubacion: intervalo de tiempo asociado a un proceso de crecimiento y adaptacién que involucra
microorganismos (bacterias), generalmente ocurre a determinada temperatura beneficiosa para el

desarrollo del microorganismo.

Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC): técnica utilizada para separar los
componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las
sustancias analizadas y la columna cromatografica. EI método permite identificar el compuesto

de interés por el tiempo de retencién asociado al mismo.
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ANEXOS

ANEXO A: MATERIA PRIMA A UTILIZARSE PARA LA FERMENTACION

ESCUELA SUPERIOR

SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y

NOTAS:

CATEGORIA DEL DIAGRAMA:

a)
b)

Cafia de azUicar con quema.
Jugo de cafia extraido luego de su

molienda

O Preliminar
O Por aprobar
M Por calificar

O Aprobado
O Certificado
O Informacién

POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE INGENIERIA

QUIMICA

SINTESIS DEL ISOMERO "LLA™ A
PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
(Saccharum officinarum)




ANEXO B: ACTIVACION DEL LACTOCOCCUS LACTIS LIOFILIZADO

a)
) L] Rm'““"‘.‘ﬁ‘uﬁ.'?:&‘h"in @
NOTAS: CATEGORIA DEL DIAGRAMA:
. _ __ ESCUELA SUPERIOR ] ) ]
a)  Hidratacion del lactococcus lactis | OO Aprobado O Preliminar SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y
o _ - POLITECNICA DE CHIMBORAZO _ .
liofilizado con caldo de cultivo | O Certificado O Por aprobar SINTESIS DEL ISOMERO "LLA"™ A
. . FACULTAD DE CIENCIAS - .
M17. O Informacion M Por calificar PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
) ) ESCUELA DE INGENIERIA .
b)  Lactococcus lactis  reactivado (Saccharum officinarum)
) B QUIMICA
luego de su incubacion




ANEXO C: ENRIQUECIMIENTO DEL LACTOCOCCUS LACTIS

con lactococcus lactis luego de la
incubacion.

QUIMICA

a) b)
NOTAS: CATEGORIA DEL DIAGRAMA: ESCUELA SUPERIOR _ . .
_ _ _ SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y
a) Caldo de cultivo M17 inoculado | O Aprobado O Preliminar POLITECNICA DE CHIMBORAZO . ,
con lactococcus lactis . SINTESIS DEL ISOMERO "LLA™ A
: O Certificado O Por aprobar FACULTAD DE CIENCIAS B j
b)  Caldo de cultivo M17 enriquecido y . PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
O Informacion M Por calificar ESCUELA DE INGENIERIA o
(Saccharum officinarum)




ANEXO D: PREPARACION DE LOS SUSTRATOS DE JUGO DE CANA DE AZUCAR

b)

(izquierda) y sustrato de jugo de
cafla y extracto de levadura
(derecha).

NOTAS: CATEGORIA DEL DIAGRAMA:
a) Cantidad de extracto de levadura | OO Aprobado O Preliminar
necesaria para preparar un sustrato | M certificado O Por aprobar
de jugo de cafia al 3 % (p/V). y .
b) Sustrato de jugo de cafia O Informacion M Por calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE INGENIERIA
QUIMICA

SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y
SINTESIS DEL ISOMERO "LLA" A
PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR

(Saccharum officinarum)




FERMENTACION DE LOS SUSTRATOS DE JUGO DE CANA

ANEXO E:
a) b)
NOTAS: CATEGORIA DEL DIAGRAMA: ESCUELA SUPERIOR _ . .
- _ SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y
a)  Tubos de fermentacion. Airlocks. | O Aprobado O Preliminar POLITECNICA DE CHIMBORAZO . ,
. .. o SINTESIS DEL ISOMERO "LLA™ A
b)  Equipo de fermentacion. O Certificado O Por aprobar FACULTAD DE CIENCIAS - i
) PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
O Informacién M Por calificar ESCUELA DE INGENIERIA o
(Saccharum officinarum)
QUIMICA




ANEXO F: ANALISIS DE ACIDO LACTICO POR HPLC DEL SUSTRATO DE JUGO DE

CANA
T
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ANEXO G: ANALISIS DE ACIDO LACTICO POR HPLC DEL SUSTRATO DE JUGO DE
CANA Y EXTRACTO DE LEVADURA
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ANEXO H: SECADO DEL RESULTANTE LUEGO DE LA FERMENTACION

a) c)
NOTAS: CATEGORIA DEL DIAGRAMA: ESCUELA SUPERIOR _ B B
— _ — SINTESIS DE ACIDO LACTICO Y
a) Eliminacion de agua mediante | O Aprobado O Preliminar POLITECNICA DE CHIMBORAZO B 3 . .
tavanor . SINTESIS DEL ISOMERO "LLA™ A
rotavapor. O Certificado [ Por aprobar FACULTAD DE CIENCIAS 3 )
b)  Secado del concentrado final y . PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
diante estuf O Informacion ™ Por calificar ESCUELA DE INGENIERIA o
mediante estufa. (Saccharum officinarum)
c)  Concentrado final deshidratado. QUIMICA
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