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RESUMEN

El proposito del presente trabajo fue evaluar la produccion de &cido lactico obtenido por la
fermentacion del almidon de fiame espino Discorea rotundata mediante la accion de la
mezcla de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus thermophilus, para
su posible uso en la obtencién de APL; estableciendo el proceso de obtenciéon y
caracterizando el producto obtenido mediante andlisis de sus propiedades fisicoquimicas y
funcionales; a este se le realizd un seguimiento mediante la medicién de pH como un
indicador de la produccion de &cido lactico como consecuencia del proceso fermentativo.
El &cido lactico obtenido se someti6 a polimerizacion por el método de policondensacion al
vacio, utilizando como catalizador cloruro de estafio 11 dihidratado en medio &cido. Seguida
de su caracterizacion mediante andlisis de espectroscopia infrarroja (IR). Se considera el
fiame espino como una buena fuente de almidon porque en el proceso se obtuvo un
rendimiento de 15.48%; comparandolo con otros autores; y apoyados en los resultados de
su caracterizacion fisicoquimica y funcional. En la fermentacién de este se obtuvo un &cido
lactico de una concentracion del 16.26% determinada por HPLC, considerando apropiado
el almidén de fiame y los microorganismos utilizados para la obtencién del acido lactico. El
tiempo de reaccion de la policondensacion se complet6 en 13 horas; al término del cual se
le realizé un analisis IR al producto obtenido y en consecuencia de este, dada la ausencia de
un pico caracteristico en la longitud de onda del CH3-CH se descarta la posibilidad de

considerar que el producto obtenido en la presente investigacion fuera APL.

Palabras clave: Acido l4ctico, acido polilactico, almidén de fiame, fermentacion lactica.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the production of lactic acid obtained by
fermenting starch yam hawthorn Discorea rotundata by the following action, the mixture
of Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus thermophilus, for the
possibility of obtaining APL; establishing the process of obtaining and characterizing the
product obtained by analyzing their physicochemical and functional properties; this process
will be tracked by measuring pH as an indicator of the production of lactic acid as a result
of fermentation. The lactic acid obtained was subjected to polymerization by the method of
polycondensation in vacuo, using as catalyst tin Il chloride dihydrate in acidic medium.
Followed by characterization using infrared spectroscopy analysis (IR). Yam hawthorn is
considered a good source of starch because in the process performance of 15.48% was
obtained; compared with other authors; and supported by the results of their
physicochemical and functional characterization. In this fermentation of lactic acid a
concentration of 16.26% was developed by the HPLC, suitable considering the yam starch
and microorganisms used for obtaining lactic acid. The reaction time of polycondensation
was completed in 13 hours; after which it underwent an IR analysis, and as a result of the
product obtained, given the absence of a key characteristic in the wavelength of the CH3-
CH, the possibility of considering the product to be APL can be eliminated based on this

investigation.

Key Words: Lactic Acid, Polylactic acid, starch Yam, Lactic fermentation
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INTRODUCCION

En el contexto actual en el que se ubica el planeta en lo relacionado con el medio ambiente
y la continua acumulacién de los residuos solidos a medida que aumenta la
industrializacion y el consumo de polimeros derivados del petréleo, se genera un problema
que afecta a todos de una u otra forma. Uno de los materiales remanentes mas persistentes
son los plasticos, que permanecen en la extension terrestre practicamente indestructibles
por miles de afios. Para contrarrestar esta situacion se han desarrollado materiales con
caracteristicas similares a los polimeros, estos son los acreditados como biopolimeros de

los cuales uno de los mé&s destacados es el &cido polilactico (APL) (Téllez, 2012).

La fabricacion de acido polilactico ha tenido gran acrecentamiento en la ultima década,
sobre todo porque es un polimero biodegradable con diversas aplicaciones industriales y
médicas muy importantes. Este biopolimero se obtiene de la polimerizacion del &cido
lactico mondmero producido bio-tecnoldgicamente a partir de sustratos como glucosa,
lactosa, almidon, y celulosa, que son de alto costo, lo que coloca el proceso en desventajas
frente a otras fuentes de produccion de biopolimeros y polimeros derivados del petroleo, sin
embargo para disminuir costos de produccién se han inducido nuevas investigaciones para

encontrar fuentes y sustratos viables y mas econdmicos. (Serna & Alban, 2011).

En esta investigacion se muestra el Name espino (Discorea rotundata), como una opcion
viable para la produccién de APL, ya que, es un tubérculo que esta entre las especies de
fiame que mas concentra los granulos de almidon (Pérez, 2013), el cual esta constituido por
la mezcla de dos polisacaridos, la amilosa y la amilopectina (Gonzalez, 2012) y ambos
estan constituidos por mddulos de glucosa, aspectos propicios para considerarlo como una

importante fuente productora de &cido polilactico a bajo costo.

En la actualidad ha cobrado gran importancia el crecimiento acelerado el uso de materiales
biodegradable, ya que, el petrleo es un material limitado y ademas de dificil
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biodegradabilidad, esto se pudo evidenciar en la edicion de remar presentada por
Guillemon, (2011), donde el consumo de APL fue alrededor de 60 mil toneladas y tan solo
el 30% del acido lactico es utilizado para tal fin. El productor mas importante
mundialmente es NatureWorks (Nebraska, EEUU) con un aproximado de 140 mil ton/afio,
este gran incremento es debido a la alta aplicabilidad que ha tenido este biopolimero en

diferentes areas industriales (Madhumala, Satyasri, Sankarshana & Sridhar, 2014).

En Colombia no hay ninguna industria dedicada a la produccion de acido polilactico a pesar
de la gran variedad de biodiversidad agricola constituida de material amilaceo como papa,
yuca, flame, maiz, cafia de azucar, etc, que pueden servir como materia prima para la
fabricacion en masa de este producto. Algunos grupos de investigacién colombianos han
hecho estudios con buenos resultados, por ejemplo: La obtencién de acido poli L-lactico
mediante policondensacion con catalizadores de Zinc metalico (Estupifian et al., 2007),
pero ninguna de las propuestas ha tenido gran acogida debido a los elevados costos de
produccion y por los precios altos de la obtencion de la materia prima. Sin embargo, existen
productos como el fiame espino del cual se conoce que, en la region de la Costa Atlantica,
se cultivan alrededor de 29.757 hectareas, que involucran alrededor de 9.000 familias de
pequefios productores, cuyo sistema de comercializacion se caracteriza por bajos
volimenes, escasa infraestructura de acopio, transporte y almacenamiento y una reducida
transformacion, donde el 78% de la produccién se dirige al mercado en fresco; en el afio
2010, el primer productor de fiame en la costa Caribe Colombiana fue el departamento de
Bolivar, con un area sembrada de 9.176 hectareas y rendimiento promedio de 13.483 kg/ha,
seguido por los departamentos de Cordoba y Sucre, con 10.066 y 2.845 ha y rendimientos
de 9.672, 9.163 kg/ha respectivamente (Escudero & Higuera, 2010).Colombia posee la
mayor tasa mundial de rendimiento en el cultivo de fiame. Caracteristicas del proceso
productivo como la calidad de la semilla, el tipo de siembra, el tipo de suelos y la existencia
de variedades o clones, son determinantes para alcanzar un buen rendimiento. En el afio
2011 en Colombia, se produjeron 395.374 ton de fiame (0.8% de la produccion mundial)
con un rendimiento de 28.3 t/ha (Acevedo et al, 2015).
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El impacto social de esta investigacion se vera reflejado en la propuesta de una alternativa
viable de aprovechamiento del fiame espino en la produccién de APL, con posibilidad en la
industria de biopolimeros; esta alternativa permitiria el fortalecimiento del cultivo de una
manera tecnificada. De igual forma, los beneficios generados en cuanto al cuidado del
medio ambiente serian representativos, ya que con la produccién de APL se disminuye la

utilizacion de derivados del petrdleo los cuales son de muy dificil biodegradabilidad.

El presente trabajo se realizo en los laboratorios de microbiologia y de fiisco-quimica del
programa de ingenieria de alimentos, adscritos a la facultad de ingenieria de la Universidad
de Cartagena. El principal objetivo consistio en la obtencién de &cido lactico producido por
la fermentacion del almidén de fiame espino, mediante la accién de la mezcla de
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus thermophilus, para su posible
uso en la produccién de APL; para lograr este propdsito se evaluaron las mejores
condiciones de la fermentacion lactica del almidon de fiame, mediante la medicion del pH,
como un indicador del &cido producido por la accién de los microorganismos utilizados.
Seguidamente se evaluo su conversién a APL por el método de policondensacion al vacio,
utilizando como catalizador cloruro de estafio 11 dihidratado en medio acido. Seguida de su

caracterizacion mediante analisis de espectroscopia infrarroja (IR).
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1. OBJETIVOS
1.1 GENERAL

Evaluar la produccién de &cido lactico obtenido por la fermentacion del almidon de fiame
espino Discorea rotundata mediante la accion de la mezcla de Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus thermophilus, para su posible uso en la
obtencion de APL.

1.2 ESPECIFICOS

e Establecer el proceso de obtencion del almidén de fiame espino para su caracterizacion

mediante analisis de sus propiedades fisicoquimicas y funcionales.

e FEvaluar las condiciones de la fermentacién lactica del almidon de fiame mediante la
medicién del pH en la solucion de almidén, como un indicador del &cido producido por

la accion de los microorganismos utilizados.

e Polimerizar el éacido lactico obtenido por el método de policondensacion al vacio,
utilizando como catalizador cloruro de estafio Il dihidratado en medio acido para la
obtencion del APL, caracterizandolo mediante andlisis de espectroscopia infrarroja (IR)

para la identificacion sus grupos funcionales.
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2. ALCANCE

El alcance de esta investigacion se enmarca en cuatro direcciones; la primera es la
obtencion del almiddon de fiame, con su respectiva caracterizacion fisico-quimica; la
segunda, consistio en la fermentacion lactica del almidon de fiame obtenido con los
microorganismos,  Lactobacillus  delbrueckii ssp. Bulgaricusy el  Streptococcus
thermophilus, activados en un medio de cultivo especifico, mediante el control diario de la
variacion de pH, para monitorear la produccion de &acido lactico. En tercera instancia se
concentrd el &cido lactico producido por destilacion y su caracterizacion por cromatografia
liquida de gases de alta resolucion y por Gltimo se por el método de policondensaciéon al
vacio se busco polimerizar el acido lactico, el producto obtenido se le realizo su respectiva

caracterizacion por analisis infrarrojo (IR).
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3. MARCO DE REFERENCIA

31 ANTECEDENTES DE LA [INVESTIGACION: ACIDO LACTICO,
APLICACIONES Y POLIMERIZACION.

El &cido lactico fue el primer &cido organico en ser producido a escala industrial en el afio
1880 y desde entonces su demanda en forma monomérica se ha incrementado
dramaticamente para la sintesis de APL (Joan et al., 2012; Mohamed et al., 2010; Harington
y Hossain, 2008). El &cido lactico se produce naturalmente como 2 enantiomeros que
resultan en 3 tipos de &cido lactico: dos isdbmeros Opticos, el D (-) &cido lactico, L (+) acido
lactico y su forma racémica constituida por fracciones equimolares de las formas D y L
(Cuong et al., 2013).

El 4cido lactico puede ser producido comercialmente a través dela fermentacion microbiana
0 mediante sintesis quimica. La ventaja que radica en la sintesis de acido lactico de manera
bioldgica sobre el método quimico, es que se obtiene un &cido lactico 6pticamente puro (D
y L), produciéndose por fermentacion microbiolégica usando bacterias acido lacticas
(BAL) (en condiciones de PH, temperatura y concentracion de sustrato controladas),
mientras que la sintesis quimica siempre se produce una mezcla de acido lactico racemico.
Otra ventaja importante sobre el método quimico es el uso de materias primas baratas como
desechos organicos ricos en almidén y polisacaridos sin almidén (pectina, celulosa y
hemicelulosa) (Cuong et al., 2013; Wee y Kim, 2013; Abdel-Rahman et al., 2011).
Actualmente aproximadamente el 90% del &cido lactico es producido via fermentacion
microbiana, con el desarrollo de la bioconversion, la fermentacion microbiana con el uso
apropiado de microorganismo se ha vuelto el método dominante para la produccién de
acido lactico debido a aspectos ambientales, bajas temperaturas de produccion, bajos

requerimientos de energia y alta pureza (Ying et al., 2015).

El mercado dominante en el consumo de &cido lactico es el de los alimentos y bebidas

desde 1982; més del 50% del &cido lactico producido es usado como un agente
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emulsificante en productos de panaderia, es usado como acidulante, saborizante, inhibidor
de deterioro bacteriano en una amplia variedad de alimentos procesados, como dulces,
bebidas suaves, panes, sopas cervezas, sorbetes, mermeladas y jaleas, mayonesa, huevos
procesados, preservativo natural, regulador de acidez en las comidas (Mirinal et al., 2014;
Abdel-Rahman et al., 2013). También se emplea en formulaciones farmacéuticas como
lociones, unguentos, en la preparacion de polimeros biodegradables para usos médicos
como suturas quirurgicas, protesis y sistemas de dosificacion controlada de farmacos, entre
muchos otros usos. Versatiles aplicaciones en la industria que suscitan un incremento en la
demanda de &cido lactico (Gopal et al., 2008; Mazzoli et al., 2014; Abdel-Rahman et al.,
2013).

Gracias a las propiedades y amplio campo de aplicacion del &cido lactico, y APL, desde su
descubrimiento se han desarrollado investigaciones para desarrollar novedosos metodos de
obtencion, utilizando residuos agricolas para ser empleados como sustratos en la
fermentacion lactica y a su vez abaratar costos de produccion. A continuacion se listan

algunas de ellas:

Moon, Lee, Miyamoto y Kimura (2000), Sintetizaron el poli (acido L-lactico) (PLLA) por
policondensacién en estado fundido de &cido L-lactico, para la optimizacion de las
condiciones de reaccion, analizaron diversos sistemas catalizadores a diferentes
temperaturas; se descubrié que el cloruro de estafio (I1) di hidratado (SnCl, 2H,0), como
catalizador activado por diversos &cidos proténicos pueden producir APL de alto peso
molecular en rangos aproximados > 100.000 Da en un tiempo de reaccion relativamente
corto (<15 h) en comparacion con el  SnCl, 2H,0 solo, que producen APL con un peso
molecular < 30.000 Da después de 20 h.

Pinzon, Martinez, Espinosa, Pérez y Narvaez(2006) estudiaron las diferentes etapas que
involucra la policondensacion (oligomerizacion y polimerizacion) para obtener APL, la
etapa de oligomerizacion se trabajé en un estrecho intervalo de temperatura, 100-150°C,
donde el modelo cinético que describe la reaccién es una ley de potencias de orden tres,
para la etapa de polimerizacion, estudiaron la influencia de la temperatura, el porcentaje de

catalizador (SnCl,-2H,0) y el tiempo de reaccion, como variable de respuesta la
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temperatura de transicion vitrea. Las mejores condiciones para la primera etapa son
periodos de reaccion entre 6 y 8 h bajo vacio y temperatura de 150°C. La segunda etapa, la
de polimerizacion, la reaccion procede mas rapido a mayor temperatura, ademas, se
observé una dependencia compleja entre la concentracion de catalizador y el tiempo de
reaccion; los mejores resultados se obtuvieron con 0,4% de catalizador, 12 h de reaccién y

170°C, al igual que para 0,86% de catalizador, 16 h de reaccion y 170°C.

Estupifian et al, (2007), obtienen &cido poli L-lactico a partir de la policondensacion de
acido lactico en presencia de un catalizador de Zinc metalico; bajo condiciones de vacio y
atmosfera inerte. Durante este proceso se vario la concentracion de Zn™" y el tiempo de
polimerizacion para obtener muestras poliméricas con diferentes propiedades. Achmad,
Yamane, Quan y Kokugan(2009), polimerizaron &cido lactico por policondensacion en
vacio, sin catalizadores, disolventes e iniciadores, el APL fue sintetizado en 3 operaciones:
destilacion, oligomerizacion y polimerizacion, el peso molecular maximo obtenido de APL
fue de 90 KDa a 200 °C después de 89 h al vacio. Por encima de 200 °C, el APL es
degradado por escision especifica; en cuanto a la energia de activacién (Ea) de la
policondensacion directa (DP) se determind que debe ser mayor a la requerida para la
polimerizacion catalizada por la apertura del anillo (ROP), por otra parte, la Ea es mayor
que la energia de desactivacion (Ed), tanto para DP como para ROP. El rendimiento total
de APL vy lacturo fue de 52-75% en peso. EI método DP no catalizado puede tener
aplicaciones en plantas de produccion donde se requiere compactacion y procedimientos de

operacion simple.

3.2 APL: OBTENCION, APLICACIONES E INVESTIGACIONES REALIZADAS.

El APL surge como una alternativa frente a los inconvenientes que presentan los polimeros
sintetizados a base del petroleo gracias a que es un polimero biodegradable de gran
versatilidad, el cual puede ser hecho a medida en diferentes grados de resina para su
transformacion en un amplio espectro de productos (Lasprilla et al., 2012). EI APL es
producido a partir del acido lactico, un producto natural, obtenido por fermentacion de
fuentes renovables. El acido lactico es un compuesto quiral que dependiendo de su origen

puede ser el isdbmero D, el isomero L o una mezcla DL, por tanto el término "acido poli-
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lactico™ se refiere a una familia de polimeros: poli-L-lactico (PLLA), poli-D-lactico
(PDLA) y poli-D, L-4cido lactico (PDLLA) (Zuluaga, 2013; Cortes et al., 2014). Siendo el
isomero L un metabolito bioldgico que constituye la fraccion principal de APL derivado de
fuentes renovables, ya que la mayoria de APL proveniente de recursos bioldgicos existe en
esta forma (Tin, Rahmat & Wan, 2012).

El APL puede ser preparado por diferentes procesos de polimerizacion a partir de acido
lactico, incluyendo: policondensacion, polimerizacién por apertura de anillo y por métodos
directos como deshidratacion azeotropica y polimerizacion enzimatica (Pivsa et al., 2013;
Jhnonny et al., 2014), de las cuales la polimerizacion directa y la polimerizacion por
apertura de anillo son las técnicas de produccion més usadas. La polimerizacién por
condensacion es la ruta de sintesis de APL menos costosa, esta se lleva a cabo en tres
etapas: remocion de agua libre, policondensacion de los oligomeros y condensacion fundida
de APL con alto peso molecular y los solventes y/o catalizadores son usados en vacio para
la remocidn del agua que se produce, sin embargo en esta ruta de polimerizacion pueden
ocurrir reacciones secundarias como la trans-esterificacion, lo que resulta en la formacion
de estructuras de anillo en forma de lacturo influenciando negativamente sobre las
propiedades del polimero final (Lasprilla et al., 2012; Auras et al., 2010). Por otra parte, la
polimerizacion por apertura de anillo (ROP) es la ruta mas comdn para lograr un alto peso
molecular (Auras et al., 2010). Este proceso se produce por la apertura del anillo del acido
lactico dimero ciclico (lacturo) en presencia de un catalizador. El proceso consta de tres
pasos: policondensacion, depolimerizacion y la polimerizacion de apertura de anillo. Esta
ruta requiere etapas adicionales de purificacion que es relativamente complicado y caro
(Lasprilla et al., 2012) (Araya, Rojas & Velazquez, 2010).

NatureWorks (Nebraska, United States) es el productor mas importante a nivel mundial de
APL, con un aproximado de 140 mil ton/afio, este gran incremento es debido a la alta
aplicabilidad que ha tenido este biopolimero en diferentes areas industriales (Madhumala et
al., 2014). Debido a su bio-compatibilidad, el poli (acido L—lactico) posee gran importancia
en diversas aplicaciones biomédicas, como lo son: sistemas de liberacion controlada de

farmacos, dispositivos de fijacion bio-absorbibles, suturas, material de fijacion de huesos y
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de regeneracion 6sea (Nampoothiri, Nair & John, 2010; Bonilla, Ballestero & Baudrit,
2012). También se emplea en la preparacion de bio-plastico, Util para producir envases de
relleno suelto, bolsas de compost, envases de alimentos y vajillas desechables. En la forma
de fibras y de textiles no tejidos, el APL también tiene muchos usos potenciales, por
ejemplo como: tapiceria, prendas desechables, toldos, productos de higiene femenina y
pafiales (Nampoothiri, Nair & John, 2010).

Debido a que el APL posee excelentes propiedades mecanicas y fisicoquimicas, ser
biodegradable y amigable con el medio ambiente, hoy dia se llevan a cabo numerosas
investigaciones en la sintesis de APL de alto peso molecular para diversas aplicaciones,
empleando desechos agro industriales como materias primas, con la finalidad de darle uso a
materiales que son inaprovechados y en algunos casos repercuten ambientalmente en su
disposicion al ser desechados. Algunas de estas investigaciones se centralizan en la
busqueda de nuevas fuentes y/o sustratos para la sintesis de APL via fermentacion lactica,
otras en los mecanismos de polimerizacion del &cido lactico en virtud de mejorar sus

propiedades mecanicas y peso molecular, a continuacion se listan algunas de estas:

Pérez et al, (2013), describe la estructura y propiedades del almidén de fiame, como una
fuente apropiada para su utilizacion en la industria alimenticia y para la elaboracion de
biopolimeros, ya que, presenta contenidos de amilosa entre 20-30 % Yy abundante longitud
de cadenas de amilosa y amilopectinas, similares a la de otros materiales utilizados para tal
fin como es el caso del almiddn de yuca, papa y maiz; asi como Ifiiguez y Castillo (2011),
realizaron la obtencion de &cido lactico a partir del almidén de papa y lo proponen como
materia prima para la fabricacion de APL, utilizando el Lactobacillus delbrueckii ssp.

Bulgaricus como microorganismo fermentador.

Quintero et al, (2012), muestran la produccion de &cido lactico via fermentativa a partir de
hidrolizado de harina de yuca, utilizando como cultivo el Lactobacillus brevis, y como
sustrato fuentes renovables provenientes del sector agroindustrial, donde se consideran la
evaluacion de tres medios de cultivo: uno de alto contenido nutricional, uno de medio

contenido nutricional, con glucosa como Unica fuente de carbono y un medio de cultivo de
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bajo contenido nutricional, con jarabe de yuca como fuente de carbono. También se han
evaluado otras materias primas para la produccion de acido lactico, como el lacto-suero
suplementado, utilizando Lactobacillus casei, con muy buenos rendimientos (Garcia,
Arrazola & Villalba, 2013).

Cafias (2013) muestra la plastificacion de APL mediante la mezcla con diferentes aceites
obtenidos naturalmente con el fin de modificar las propiedades mecénicas del material y
evaluar su rendimiento en probetas inyectadas y productos extruidos. Madhumala et al,
(2014) demuestran una nueva forma de separacion reactiva de acido lactico mediante la
utilizacion de una pelicula nativa de zeolita hidrofébica y H-beta/fluoruro de polivinilideno
(PVDF) en membrana de matriz mixta; obteniendo rendimientos de 34%.

Medina et al, (2014), realizaron uno de los estudios mas recientes, donde exponen la
obtencion de &cido lactico por fermentacion del mosto del fruto de cuji (Prosopis juliflora)
y su posterior poli-condensacion con Zinc metédlico a APL. Con la utilizacion de
Lactobacillus bulgaricus. Esto produce un rendimiento en acido lactico de 13,93 %. La
policondensacion de &cido lactico, se logré en un tiempo de 24 h y con una concentracion
de catalizador 1% de Zinc metélico, se obtuvo un precipitado blanco que fue caracterizado
por espectroscopia infrarrojo y por calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Ponce y Guerrero (2014) desarrollaron diferentes materiales compuestos a base de un
polimero biodegradable como el APL reforzado con fibras naturales de abaci mediante
moldeo por compresion. Como resultado del estudio obtuvieron mejoras de hasta un 165 y
130 % en la resistencia a la traccion y modulo de elasticidad, respectivamente. Ademas, un
incremento del 50 y 100% en la resistencia a la flexion y su médulo, respecto a la matriz de
APL. Ademaés, dieron los primeros pasos para desarrollar métodos de fabricacion utilizando
estos materiales. Arrieta (2014) desarrollo y caracterizé films biodegradables de APL con
propiedades mejoradas para su aplicacion en envasado de alimentos, evaluando el efecto de
APL mediante la adicion de dos concentraciones de D-limoneno estudiando las propiedades
estructurales, térmicas, mecanicas, de barrera a oxigeno de estos materiales; obteniendo

materiales flexibles debido a la reduccion en la temperatura de transicion vitrea.
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La condensacion y poli-condensacion, llevada a cabo empleando catalizadores metélicos es
una de las técnicas més utilizadas en la obtencion de APL a partir de &cido lactico. No
obstante lo anterior, Brown, Vazquez, Jacques, Alba y Garcia (2012), proponen la
obtencion de biomateriales derivados de 4&cido lactico empleando métodos no
convencionales; como la irradiacion ultrasonica y de microondas. Los resultados
alcanzados permitieron disminuir los tiempos de reaccion sin el empleo de catalizadores
metalicos, con rendimientos entre 85-90 %. Se obtuvieron dos productos cuyas masas
moleculares superaron los 6.000 Da, caracterizados por FTIR, RMN y DSC. Se constatd un
comportamiento tipico de la estructura de los poli-lactatos. Este ultimo analisis demostro la
correlacion entre las temperaturas de fusion y transicion vitrea registradas con la proporcion

de cristalinidad alcanzada para el producto final.

3.3 MARCO TEORICO

Muchos investigadores reportan variedad de materias primas para la obtencion de acido
lactico y su posterior conversién a APL; entre estos se encuentran los desechos de pifia,
derivados de la cafia de azUcar, batata fresca, residuos de céscara de naranja, almidones de
tubérculos, el fruto del cuji, desechos agroindustriales del banano y fibras de abaca, entre
otros. (Araya et al., 2010; Bello, 2007; Cuong et al 2013; Gil 2008; Hernandez et al 2015;
Bonilla 2012; Ponce2014)

3.3.1 El hame

El flame es el tercer tubérculo en importancia en el mundo, después de la yuca (Manihot
esculenta Crantz.) y la papa dulce (Ipomoea batatas L. Lam.) (Marcos et al.,
2009).Pertenece a la familia Dioscoreacea, la cual incluye cinco géneros y comprende
cerca de 750 especies. Esta provisto de tubérculos subterraneos con contenidos de almidon
de mas del 30% (30 - 32% Dioscorea alata y 34- 38% Dioscorea rotundata); sus flores son
unisexuales, actinomorfas y reunidas en racimos. Es una planta netamente tropical, que se
desarrolla mejor con temperaturas entre 25 y 30°C y una precipitacion superior a los 1.000

mm/afio. Su periodo vegetativo toma entre 8 y 11 meses; requiere humedad durante los
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cinco primeros meses de su desarrollo y necesita abundante luz para su mejor rendimiento

en cultivo (Rodriguez, Ruiz, Guyot & Sanchez, 2005).

El fiame es un tubérculo que se ha utilizado en la industria en diversas aplicaciones, como
la reportada por Salcedo, Montes, Zapata, Marquez y Diaz, (2010), para la produccion de
jarabes de fructosa con excelentes resultados, también se ha utilizado como estabilizante en
la elaboracién de yogur entero tipo batido. (Mendoza, Trujillo& Duran, 2007), en la
elaboracion de polvos para bebidas instantaneas. (Pacheco, Techeira & Garcia, 2008), entre

muchos otros usos.

El flame por su alto contenido de almidén puede ser una gran fuente para producir acido
lactico, el cual tiene un amplio rango de aplicaciones en la industria alimenticia,
farmacéutica, quimica, y cosmeética, entre otras. Recientemente se ha acelerado la
investigacion en L(+) y D(-) &cido lactico por via biotecnoldgica, debido a su posibilidad de
transformacion en APL. Los esfuerzos en la investigacion del acido lactico, estan enfocados
a disminuir los costes de produccién a través de nuevos sustratos, nuevas tecnologias de
fermentacion y separacién y nuevos microorganismos capaces de alcanzar altas
concentraciones de &cido lactico, altos rendimientos y altas productividades (Serna &
Rodriguez, 2005). Segun lo reportado por Gonzélez (2012). Su ubicacién taxondémica se
muestra en la tabla namero 1.

Tabla 1.Ubicacion Taxonémica del Name.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoreaceae
Género: Dioscorea
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La Dioscorea rotundata o filame espino es también conocida como “fiame de Guinea”, es
originaria de Africa del Oeste y, sin lugar a dudas, la especie mas popular de fiame en
Africa, especialmente en Nigeria y Ghana. Sus rendimientos oscilan entre 3.000 y 15.000
Ib/acre. Se trata de una especie de tronco espinoso y redondo en corte transversal y con
amplias hojas en forma de corazédn. Los tubérculos son relativamente pequefios, de formas
cilindricas y poco numerosas. Su peso varia habitualmente de 2 a5 kg; su superficie es lisa
y marrén y su carne blanca y firme (Onyeka et al., 2006). Como se puede apreciar en la

figura 1.

Figura 1. Tubérculo del fiame espino.

Fuente: Fotografia tomada por el autor regidn de los montes de Maria.

La planta de fiame tiene un sistema de raices fibroso, la cual durante el periodo de
almacenamiento, presenta puntos elevados semejantes a pustulas que van a dar origen a
raices. El tubérculo es una estructura del tallo y no de la raiz cuya funcién es el
almacenamiento de granulos de almidon. Los granulos de almiddn son redondeados o
elipticos y algunas especies de fiame (D. rotundata) los concentran mas que otras especies
(D. alata). Ademas de almidones los tubérculos de fiame, dependiendo de la especie,
tienen concentraciones de sustancias urticantes, de taninos, fenoles y otras sustancias

como esteroides o corticoides (Tejeda et al., 2009).

El tubérculo llega a su madurez luego de 6 a 9 meses de cultivo y entra entonces en un
periodo de letargo que demora entre 4 y 18 semanas, segun la especie. Es durante este
periodo de reposo que se pueden almacenar los fiames. ElI fiame espino tiene unas

caracteristicas particulares de perdida durante el almacenamiento lo que limita este proceso
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por mucho tiempo por lo que hay que utilizarlo en el menor tiempo posible luego de su

recoleccion (Escudero & Higuera, 2010).

Uno de los mayores componentes de las raices y tubérculos es el almidon, el cual
constituye la mayor fuente energética de las plantas (Pérez, et al 2013), ademas es uno de
los alimentos que mas energia le suministran al cuerpo humano, ya sea en su consumo
primario o en las diferentes presentaciones que hoy dia se consiguen en el mercado, por
otro lado los almidones gracias a su estructura han sido objeto de estudios y son utilizado

industrialmente en diversos productos (Cortes et al., 2014).

3.3.2 Almidén

Los almidones estan formados por granulos de diferentes tamarios (diametros entre 10 a
100 um) y formas (redonda, eliptica, ovalada, lenticular o poligonal) dependiendo de la
fuente biol6gica de donde provengan y son parcialmente semicristalinos e insolubles en

agua a temperatura ambiente (Gonzalez, 2012).

Su contenido de amilosa y amilopectina, temperatura de gelatinizacion, consistencia del gel
y textura, comportamiento viscoso y propiedades térmicas, permite su utilizacion en la
industria alimenticia como estabilizante, agente de relleno, adhesivo, ligante, enturbiante,
formador de peliculas, estabilizante de espumas, agente de antienvejecimiento de pan,

gelificante, glaseante, humectante y espesante (Singh et al., 2005).

El almidon constituye una excelente materia prima para modificar la textura y consistencia
de los alimentos (Montes et al., 2008). Su funcionalidad depende del peso molecular
promedio de la amilosa y la amilopectina, asi como de la organizacion molecular de estos
glucanos dentro del granulo. Los almidones nativos o naturales se utilizan porque regulan 'y
estabilizan la textura y son espesantes y gelificantes, pero frecuentemente no son los mas
adecuados para procesamientos especificos, ya que la estructura nativa del almidon puede
ser poco eficiente debido a que las condiciones del proceso (por ejemplo: temperatura, pH
y presion) limitan su uso en otras aplicaciones industriales, por la baja resistencia a
esfuerzos de corte, baja descomposicion térmica, alto nivel de retrogradacion y sinéresis
(Alvis et al., 2008).
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Para obtener un almidon modificado con propiedades deseables para aplicaciones
especificas, la modificacion de los almidones se puede lograr cambiando una o varias de
las siguientes caracteristicas: temperatura de pasta, relacion solidos/viscosidad, resistencia
de las pastas a cambios de viscosidad por 4&cidos, calor y/o agitacion mecanica
(cizallamiento), tendencia de retrogradacion, caracter ionico e hidrofilico para
proporcionarles propiedades especiales de espesamiento, gelificacion, adhesion y/o
formacion de peliculas (Gonzélez, 2012).

3.3.3 Caracterizacion del almidén

e ldentificacion cualitativa: Para realizar la identificacion del almidon de fiame, se
emplea la prueba de lugol (una disolucién de yodo (I,) y yoduro de potasio (KI), la
cual al adicionar unas gotas de esta solucion en la biomasa obtenida de cualquiera
fuente se sospecha tenga almidon, esta debe tomar un color azul intenso, de modo
que aplicar dicha disolucion a un alimento es una prueba cualitativa para determinar
si contiene almiddbn o no. A esta determinacion se le denomina,
habitualmente, prueba del yodo.
Esta reaccion es el resultado de la formacion de cadenas de poliyoduro
generalmente (triyoduro, 1°) que se enlazan con el almidén en las hélices del
polimero. En concreto, es la amilosa del almidon la que se une a las moléculas de
yodo, formando un color azul oscuro, a veces practicamente negro.

La amilopectina reacciona muy poco con el yodo (Munera, 2008)

e Caracterizacion Quimica: La composicion proximal se determina de acuerdo a los
métodos oficiales descritos por la AOAC (1997), comprendiendo los siguientes
analisis: humedad (método 925.09), proteina cruda (método 954.01), grasa cruda
(método 920.39), fibra cruda (método 962.09), cenizas (método 923.03) y
carbohidratos totales como Extracto Libre de Nitrogeno (ELN). La determinacion
de amilosa y amilopectina se realiza con el método colorimétrico de Morrison y
Laignelet (1983). El contenido de amilopectina se calcula por diferencia al 100%
del contenido de amilosa mediante colorimetria. (Hernandez, Torruco, Chel &
Betancur, 2015).
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Caracterizacion Funcional

o Gelatinizacion: La temperatura de gelatinizacion se determina mediante

Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB), utilizando un equipo DSC, a
una velocidad de calentamiento de 10 °C/minuto, desde 30 a 120 °C. La
Temperatura Inicial (Ti), Temperatura Pico (Tp), Temperatura Final (Tf) y
la entalpia de gelatinizacion (AH) se obtienen del termograma resultante
(Ruales & Nair, 1994).

Absorcién de agua: La capacidad de absorcidn de agua se determina por el
método de Anderson (1969). Se prepararan 40 mL de una suspension de
almidon al 1% (b.s.), en agua destilada a 30 °C. Se calienta a una velocidad
de 1,5 °C/minuto hasta alcanzar 60, 70, 80 6 90 °C y se mantienen a esas
temperaturas durante 30 minutos con agitacién. Se dejan enfriar a
temperatura ambiente y se centrifugan a 2.500 rpm (2.120 xg), durante 15
minutos, el gel resultante se pesa. La capacidad de absorcion de agua para
cada temperatura se calcula como el peso (g) del gel por gramos de muestra

Seca.

Solubilidad y poder de hinchamiento: Los patrones de solubilidad y poder
de hinchamiento de los almidones se determinan segin una modificacion del

método original, realizada por Sathe y Salunkhe (1981).

Propiedades de pastificacion: Las propiedades de pastificacion de los
almidones se evaltuan por el método de Wiesenborn (1994). En un vaso de
precipitado de 500 mL, se preparan 400 mL de una suspensién de almidon al
6% (b.s.). La suspension se coloca en un viscoamilégrafo Brabender PT-
100. El equipo se opera a una velocidad de 1.5 °C/minuto, elevando la
temperatura inicial de 30 °C hasta alcanzar 95 °C, y se mantiene esta

temperatura durante 15 minutos. Por ultimo, se desciende la temperatura
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hasta 50 °C a una velocidad de 1.5 °C/minuto y se mantiene esta

temperatura durante 15 minutos.

Existen diversos carbohidratos que pueden ser empleados como materia prima fermentable
para la produccién de &cido lactico y su posterior polimerizacion a APL, algunos de los
azucares fermentables que se utilizan son por ejemplo la glucosa, la galactosa, la lactosa, la
melibiosa, la fructosa y la sacarosa. A nivel industrial, dichos carbohidratos fermentables
son obtenidos a partir de cultivos tales como el maiz, el trigo, la cafia de azdcar, el azucar
del betabel o el sorgo, para lograr esta transformacion es necesario la utilizacion de algunas

especies de microorganismos que dan lugar a la fermentacién acido lactica.

3.3.4 Fermentacion lactica

La fermentacion lactica es un proceso celular anaerdbico donde se utiliza glucosa para
obtener energia y donde el producto de desecho es el &cido lactico. Este proceso lo realizan
las bacterias acido lactica, algunos hongos, algunos protozoos y en los tejidos animales. Las
BAL son un grupo de bacterias gram positivas que fermentan hidratos de carbono
convirtiéndolos en &cido lactico casi en su totalidad (homofermentativa) o a una mezcla de
acido lactico, dioxido de carbono y &cido acético y/o etanol (heterofermentativo), otros
compuestos tales como diacetilo, acetaldehido y peroxido de hidrégeno, también se
producen. Estos compuestos contribuyen al sabor y la textura de los alimentos fermentados
y también pueden contribuir a la inhibicién de BAL (Abdel-Rahman et al., 2011). En la
naturaleza existen los siguientes géneros: Aerococcus, Alloinococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y
Weisella, sin embargo, los géneros mas representativos son: Lactobacillus,

Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Parra, 2010).

En la actualidad, muchos tipos de biomasa agricola, como subproductos o cultivos ricos en
hidratos de carbono se han convertido biologicamente en acido lactico. Materias primas
baratas como almiddén, melaza y materiales celuldsicos han sido utilizados para sustituir
los azlcares puros en los procesos de produccion de acido lactico (Abdel-Rahman et al.,
2011).
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3.3.5 Microorganismos utilizados para fermentacion lactica

Los microorganismos que pueden utilizarse para la produccion de acido lactico, pertenecen
a los generos Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus y Aerococcus. Lactobacillus
delbrueckii es el microorganismo utilizado en la produccion industrial, ya que tiene la
ventaja de consumir eficientemente glucosa y ser un microorganismo termofilo con
temperatura Optima de crecimiento en el rango de 45 a62°C, lo que reduce costos de
enfriamiento y esterilizacion (Serna & Rodriguez, 2005). El &cido lactico utilizado en la
polimerizacion para la produccion de APL debe ser de alta pureza (Araya, Rojas &
Velazquez, 2010).

Los microorganismos LactobacillusDelbrueckii ssp. Bulgaricus son homofermentativos
anaerobios, facultativos, no maviles, no forman esporas y se pueden observar en forma de
bastoncillos, al igual que otras bacterias son tolerantes a la acidez y poseen un metabolismo
fermentativo estrictamente con acido lactico D, como producto metabdlico final importante.
Crecen en un numero restringido de hidratos de carbono, (Serna & Rodriguez, 2005). En la
tabla 2 se presenta la clasificacion cientifica del microorganismo

Tabla 2. Clasificacion cientifica del Lactobacillus Delbrueckii ssp. Bulgaricus.

Reino: Bacteria
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales
Subespecie: Bulgaricus
Gerero: Lactobacillus
Especie: L. delbrueckii
Familia: Lactobacilaceae

Fuente:Serna y Rodriguez, 2005.
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¢ El microorganismo Streptococcus thermophilius.
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (nombre anterior Streptococcus thermophilus)
es una bacteria gram-positiva y un anaerobio facultativo homofermentativo, del grupo
viridans, que da resultados negativos para citocromo, oxidasa y marca catalasa positivo;

para la actividad alfa hemolitica es inmovil y no forma endosporas (Lick et al., 2015)

También se clasifica como una bacteria acido lactico. S. thermophilus se encuentra en
productos lacteos fermentados, y se utiliza generalmente en la produccién de yogur, junto
con Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Las dos especies son sinérgicos, y S.
thermophilus probablemente proporciona L. D. bulgaricus con &cido folico y acido formico
que se utiliza para la sintesis de purina (Serna & Rodriguez 2005), su clasificacion se

muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion cientifica del microorganismo Streptococcus thermophilus.

Reino: Bacteria
Division: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales
Subespecie: S.thermophillus
Gerero: Streptococcus
Especie: Salivarius
Familia: Streptococcaceae

Fuente:Serna & Rodriguez, 2005.

Interaccion de los microorganismos Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y

el Streptococcus thermophilus.
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Ambos microorganismos cooperan entre si durante la fermentacion y el crecimiento
asociado que dan como resultado una acidificacion acelerada; pero el mecanismo exacto
todavia no estd del todo entendido. Estudios moleculares y genomicos indican que el
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus esta en proceso de reduccién continua impulsada
por la evolucion humana. La edad de la seleccion de cepas adaptadas a la proteina en el
medio rico de la leche lleva a la creacion de cultivos naturales simbioticos como los
del Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus thermophilus que se
estimulan unos a otros para el crecimiento, cooperando y compensandose unos a otros
metabolicamente. Hoy en dia varios rasgos genéticos y bioquimicos son conocidos por ser
responsable de la compleja interaccion positiva entre estas dos especies bacterianas: el S.
thermophilus degrada la urea en la leche y por consiguiente excreta CO, para de esta
manera estimular el crecimiento del Lactobacillus, lo que se ve dificultado por la baja

concentracion de CO; en la leche después del tratamiento térmico, (Ozen & Ozilgen, 1991).

3.3.6 Sembrado y caracterizacion de los cultivos bacterianos

Para la fermentacion de almidones en la produccién de acido lactico se han estudiado
distintos tipos de microorganismos con diversas técnicas de crecimiento, mantenimiento y
adaptacion, en Garcia,(2013) se activé el Lactobacillus casei ATCC 393 en 10 mL de caldo
de Man, Rogosa y Shape (MRS) incubando a 37°C durante 24 h, periodo después del cual
se tomO 1 mL y se agreg6 a 9 mL de caldo MRS e incub6 a 37°C durante 6 h. Del caldo se
tomd6 1 mL y se realizaron siembras en profundidad en Agar MRS y se incubaron a 37°C
durante 48 h. Se realizaron 3 repeticiones en cada etapa, luego se adapt6 inoculando con 10
mL de Lactobacillus casei activado en 500 mL de lactosuero e incubando a 37°C durante
12 h.

Ifiiguez y Castillo, (2011) utilizaron Lactobacillus Delbrueckii ssp Bulgaricus, la
sembraron en agar nutritivo, para obtener el cultivo puro, luego la sembraron en matraces
de 250 mL, para el conteo de las cepas, posteriormente evaluaron las condiciones de
fermentacion a distintas temperaturas e intervalos de tiempo de 3 dias, reportan que las

mejores condiciones son 19°C por 15 dias.
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Medina et al, (2014) reportaron que para la preparacion del medio de cultivo dela bacteria
Lactobacillus bulgaricus, se colocaron en matraz de 2.000 mL cantidades adecuadas de los
reactivos Mezcla de peptona, extracto de levadura, glucosa, Tween 80, agar, luego se
disolvieron en un 1 litro de agua destilada para cada medio (liquido y sélido).Estos medios
(MRS: medio de cultivo selectivo)fueron agregados en 20 botellas de 50 mL, las cuales
fueron tapadas con algoddn y gasa, para su estilizacion, en el autoclave Chamberland a una
presion de 15 psi y a una temperatura de 121 °C porl5 min, luego se sacaron las botellas y
se dejaron reposar para ser utilizadas en el aislamiento de bacterias productoras de &cido
lactico. A partir del yogurt comercial (yoka). Se realizaron diluciones sucesivas de 10" a
10" sembradas en placas de petri en condiciones de esterilizacion; bajo campana y mechero
Bushne. Se inocul6 por agotamiento y se incub6 a temperatura de 24 y 26°C en una estufa
marca Felisa por 48 h. Luego, se evallo el crecimiento de las cepas bacterianas en el
microscopio de luz marca Zeiss Axioskop. La purificacion de las bacterias se realizo
repicando en tubos con el medio de cultivo MRS por 48 horas. Se evaluaron las
caracteristicas microscopicas (a través deformas), y las caracteristicas bioquimicas fueron

realizadas en un laboratorio clinico.

Quintero et al, (2012), utilizaron Lactobacillus brevis y como medio de cultivo caldo y agar
MRS, a 38°C por 24 h, luego realiza inoculaciones sucesivas cada tercer dia, en nuevo
caldo MRS, posteriormente se utiliza un medio de adaptacion y por ultimo pasa al medio de

produccién y se incuba a 48°C durante 24 horas.

3.4 ACIDO LACTICO

El &cido lactico (acido 2-hidroxipropanoico), tiene un carbono asimétrico el cual da lugar a
actividad optica. Existen dos isomeros oOpticos, el D(-) Lactico y L(+) Léctico (Serna &
Rodriguez, 2005). Ambas formas isoméricas del &cido lactico pueden ser polimerizadas, de
los que se pueden obtener polimeros con diferentes propiedades dependiendo de la
composicion, los isomeros L(+) son los que representan mejores caracteristicas en procesos
posteriores de obtencién de biopolimeros. En la tabla 4 se relacionan las propiedades

fisico-quimicas del acido lactico, en la figura 2 y figura 3 se muestra la estructura quimica
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del acido lactico (isomero D y L), y el mecanismo de reaccién para obtener APL,

respectivamente.

Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas del acido lactico.

Formula C3HeO3

Peso molecular 90,08

indice de refraccion 1,4414

Punto de fusion L(+) y D(-): 52.8 a54°C. DL (segun
composicioén): 16.8 a33°C

Punto de ebullicion 125-140°C

Gravedad especifica 1206

Calor de combustion 3.616cal/g

Viscosidad 40.33mNsm™

Densidad 1,249

Constante dieléctrica 22¢

Fuente: Tomado de Gil, Dominguez & pacho, 2008.

H
HO C)‘"'OH
2¥  CH4
Acido LActico Acido LActico
L-(+) + 3.8° D-()- 3.8

Figura 2.Estructura quimica del &cido lactico D (-) y acido Léctico L (+).
Fuente: Del Angel (2007)
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Figura 3. Estructura del APL basado en su quiralidad.
Fuente: Tomado de Castro y Vera (2012)

La reaccion de acetaldehido con é&cido cianhidrico (HCN) para dar lacto-nitrilo, el cual
puede ser hidrolizado a &cido lactico; o la reaccion de alta presion de acetaldehido con
monoxido de carbono y agua en presencia de acido sulfarico como catalizador (Chang,
Jung, Rhee & Pan, 1999), son mecanismos para obtener acido lactico por via quimica y su

formula molecular es C3HgO3.

El acido lactico es ampliamente utilizado en las industrias alimentarias, medicas,
farmacéuticas y cosméticas, como materia prima para sintesis organica, como purgante
en forma de lactato de calcio o lactato de magnesio, como removedor de sales de
calcio, en el curtido de pieles, en la produccion de plasticos biodegradables, agroquimicos,
etc. En soluciones acuosas, el é&cido lactico no ionizado existe en equilibrio con los

aniones lactato y los iones hidrogeno (Gilet al., 2008). Es fuertemente higroscépico y la
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presencia de dos grupos funcionales en su estructura (-OH, -COOH) lo hace formar,
espontaneamente, dimeros y polimeros de &cido lactico (Bello, 2007). Es soluble en éter,
miscible con agua y alcohol e insoluble en cloroformo, éter del petroleo y disulfuro de
carbono. Sus dos grupos funcionales permiten llevar a cabo diferentes reacciones quimicas
de oxidacion, reduccion, condensacion y substitucion del grupo alcohol (Vaidya et al.,
2005).

El 4cido lactico es uno de los compuestos quimicos con mayor demanda a nivel mundial
(130-150 mil TM/afio) por tener gran aplicabilidad en la industria alimentaria,
quimica y farmacéutica (Nufiez et al., 2009). El interés en la produccién biotecnoldgica de
acido lactico ha incrementado debido a las nuevas tendencias ambientalistas. Por un
lado, ofrece una alternativa a la contaminacion causada por las industrias quimicas al
utilizar recursos renovables para su produccion y por otro, puede ser utilizado como

materia prima para la produccidn de plasticos biodegradables (Arayaet al., 2010).

Los factores limitantes en la produccion de &cido lactico por la via fermentativa son
principalmente, la baja concentracidn de bacterias lacticas en el sistema y la inhibicién del
crecimiento por el producto (Prada et al., 2012). Las bacterias lacticas estan conformadas
por un amplio grupo de bacterias no esporuladas, gram positivas y que metabolizan un

amplio rango de azucares para producir principalmente acido lactico (Gil et al., 2008).

3.5 ACIDO POLILACTICO (APL)

El APL es un polimero biodegradable derivado del &cido lactico que se produce a partir
de fuentes 100% renovables. Este polimero presenta muchas propiedades iguales o
incluso mejores que algunos plasticos tradicionales, por lo que representa una alternativa
como material de empaque bastante innovadora y prometedora (Joaqui & Villada, 2013).
Debido a su biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad, éste
biopolimero ha encontrado numerosas aplicaciones ya que presenta un amplio rango

inusual de propiedades, desde el estado amorfo hasta el estado cristalino; propiedades que
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pueden lograrse manipulando las mezclas entre los isbmeros D (-) y L (+), los pesos

moleculares, y la copolimerizacion.

El APL es un biopolimero termopléastico utilizado para la produccion de hilo para sutura,
implantes, capsulas para la liberacion lenta de farmacos, protesis, produccion de envases y
empaques para alimentos y  produccion de peliculas para la proteccién de cultivos en
estadios primarios (Serna & Rodriguez, 2007). EI APL es un poliéster termoplastico
que forma parte de los a-hidroxi-acidos; su precursor es el acido lactico, molécula quiral.
El lactico monémero del APL es una molécula que existe bajo 4 formas: L, D, meso y
racémica, (Cortes, Ferndndez, Mosquera & Velasco, 2014), Los polimeros basados en acido
lactico, pueden manufacturarse en diferentes rutas de polimerizacion, la primera ruta
incluye una policondensacién del &cido lactico, seguido por una despolimerizacion hacia el
dimero dilactido, el cual puede polimerizarse abriendo el anillo, en polimeros de alto peso

molecular.

En la segunda ruta, el acido lactico es policondensado en presencia de un mondémero
difuncional, por ejemplo diol o diacido, produciendo un polimero telequélico, el cual puede
unirse a otro para producir polimeros de alto peso molecular. En la tercera ruta el &cido
lactico es policondensado directamente en polimeros de alto peso molecular, manipulando
el equilibrio entre: acido lactico, agua y APL en un solvente organico (Araya et al., 2010).
Las reacciones de policondesacion gue se dan en las tres rutas de sintesis, se producen por
simple calentamiento o por la accion de  catalizadores como alcoxidos metélicos y

complejos quirales de aluminio metoxilado (Brown et al., 2012).

3.5.1 Propiedades fisicas y mecanicas del APL

Las propiedades fisicas y mecanicas, farmacéuticas y de reabsorcion dependen de la
composicion del polimero, de su peso molecular y de su cristalinidad, la cual puede
ajustarse desde un valor de 0 a 40% en forma de homopolimeros lineales o ramificados, y
como copolimeros al azar o de blogue. (Joaqui & Villada, 2013) Una forma cristalina (en
su mayor parte compuesta de forma L-lactido) y de alto peso molecular (> 100.000

Daltons) garantiza una reabsorcion larga (aproximadamente de 1 a 2 afios). Formulaciones
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diferentes y la adicion de radicales en las cadenas, permiten controlar o modelar la

velocidad de reabsorcion.

Utilizando 100% de L-APL, resulta un material con alto punto de fusién y alta
cristalinidad; si se usa una mezcla D y L, se obtiene un polimero amorfo con una
temperatura de transicion vitrea (Tg) de 60°C. Con 90% D y 10% L, se obtiene un material
copolimérico, el cual puede polimerizarse en forma orientada, con temperaturas por encima
de su temperatura de transicion vitrea. La temperatura de procesamiento esta entre 60 y
125°C y depende de la proporcion de D o L acido lactico en el polimero. Sin embargo el
APL puede ser plastificado con su monémero o alternativamente con &cido l4ctico
oligomérico y esto permite disminuir Tg. (Weber, 2000)

El APL tiene propiedades mecéanicas en el mismo rango de los polimeros petroguimicos, a
excepcién de una baja elongacién. Sin embargo esta propiedad puede ser afinada durante
la polimerizacion (por copolimerizacién) o por modificaciones post polimerizacion (por
ejemplo plastificantes). Otras limitaciones del APL, comparado con otros empaques
plasticos, es la baja temperatura de distorsion; esto puede ser un problema en aplicaciones
donde el material de empaque es expuesto a picos de calentamiento durante el llenado,
transporte o almacenamiento y puede finalmente deformarse. (Fuentes, Diaz & Perilla,
2006).

Cuando el APL estd por encima de su temperatura de transicion vitrea, Tg = 58 °C, es
elastico, mientras que cuando estd por debajo de Tg = 45 °C, se comporta como un
polimero fragil. En comparacion con otros termoplasticos, el APL tiene Tg elevada y
temperatura de fusion (Tm) baja. La Tg del APL depende tanto del peso molecular como

de la pureza optica del polimero (Castro & Vera, 2012).

3.5.2 Caracterizacion y analisis del APL

Segun lo propuesto por Jiménez et al, (2012) la caracterizacion del APL se realiza por:
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e Espectroscopia infrarroja: Se utiliza espectro infrarrojo del producto en un
espectrometro FTIR Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700, segun la norma
ASTM E 1252-98, en fase de bromuro de potasio (KBr), con este analisis se

identifica el compuesto a investigar, en funcién de sus grupos funcionales.

e Termogravimetria: Se realiza un andlisis termogravimétrico, en un TGA marca
TA Instrument, modelo 500 segin la norma ASTM E-1131-03, mediante un
barrido desde los 25°C hasta los 500°C, con una rapidez de calentamiento de
10°C-min-1 y una atmosfera inerte con un flujo de gas de nitrégeno de 20 mL-min~
! este analisis de usa para estudios de composicionales, descomposicién térmica,

determinaciéon de humedad, cenizas, entre otros.

e Calorimetria diferencial de barrido: La muestra se analiza en un calorimetro
Perkin Elmer DSC6, mediante la norma ASTM E-3418-99, en atmosfera de
nitrogeno, con una velocidad de calentamiento de 25°C-min—1, en un intervalo de
temperaturas de 49 y 250°C, con esta técnica se conoce la temperatura de fusion, la

temperatura de cristalizacion, asi como temperaturas de transiciones vitreas.

3.5.3 Biodegradabilidad del APL

La degradacion del APL es mas lenta si la cristalinidad es elevada, si el contenido de L-
APL es fuerte y si el peso molecular es elevado (Velero, Ortegon & Uscategui, 2013). En
presencia de APL, los microorganismos (hongos y bacterias) colonizan la superficie del
polimero y son capaces de segregar enzimas que rompen en pequefios fragmentos el
polimero; la colonizacion de la superficie depende de factores tales como la tension
superficial, porosidad y textura superficial y accesibilidad a las cadenas de polimeros. Los
grupos hidréfilos de las enzimas (-COOH, -OH,-NH) atacan los grupos éster de las dos
cadenas de polimeros mediante reacciones de hidrdlisis seguida por reacciones de
oxidacion, de esta forma reducen el polimero a fragmentos de peso molecular inferiores a
500g/mol, los cuales pueden ser digeridos por los microorganismos (Pacheco, Flores &
Rodriguez, 2014).
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Las reacciones enzimaticas ocurren generalmente en medio acuoso. Las condiciones
necesarias para que se pueda producir el proceso de biodegradacion son: Presencia de
microorganismos, oxigeno, humedad, nutrientes minerales, temperaturas entre 20 a60°C
dependiendo del microorganismo y pH entre 5y 8 (Leja y Lewandoswics, 2010).

3.5.4 Produccion de APL

Estupifian et al, (2007) demuestran la obtencién de acido poli I-lactico mediante la
policondensacién con catalizador de Zinc metalico, bajo condiciones de vacio y atmosfera
inerte. Durante este proceso se varia la concentracion de Zn** y el tiempo de polimerizacion
para obtener muestras poliméricas con diferentes propiedades. El recubrimiento polimérico,
se logra a partir de un método de electrodeposicion catodica. EI material obtenido es APL y
su preparacion con un iniciador de Zinc metalico, promoviendo la migracion y formacion

de grupos cationicos que lograron neutralizarse y coagularse sobre la superficie.

Aunque los métodos descritos anteriormente son muy utilizados y ademas muy eficientes,

Brown et al, (2012), muestran nuevos métodos para la sintesis de APL empleando
irradiacion ultrasénica y de microondas. Los resultados alcanzados permitieron disminuir
los tiempos de reaccion sin el empleo de catalizadores metélicos, con rendimientos entre
85-90 %, sin embargo estos resultados sugieren la necesidad de perfeccionar el método de
separacion, concentracion y purificacion para el acido lactico(D-) producido por

fermentacion mediante el uso de fuentes renovables de energia como los carbohidratos.

e Policondensacion.

Para Medina et al, (2014) la policondensacién del acido lactico se logra en un balén de
fondo redondo, con 100 mL de &cido lactico obtenido de la fermentacion, conectado a un
condensador y un termometro. Se agrega zinc al acido lactico y se elimina el agua de la
solucion mediante calentamiento. Se aumenta la temperatura gradualmente a una velocidad
de 15 °C min™ hasta 180 °C. Al llegar a esta condicién se adecua el montaje para
imprimirle vacio. Se reduce gradualmente la presion hasta 100 mmHg y se mantiene la
reaccion hasta que el agua se presente nuevamente, momento en el cual la presion del
sistema se lleva hasta 25 mmHg y se continua con estas condiciones durante el tiempo de
reaccion de 24 horas. Luego se retira el balén y se envasa el producto para dejarlo enfriar.
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En la polimerizacion por condensacion, la reaccion toma lugar entre dos moléculas
polifuncionales para producir una gran molécula polifuncional con posible eliminacion de

pequefias moléculas como el agua (Del Angel, 2007).

La policondensacion de &cido lactico se realiza, por lo general, en masa por destilacion del
agua de condensacion, con o sin catalizador, mientras el vacio y la temperatura aumentan
de forma progresiva. Aunque los poliésteres de alto peso molecular y buenas propiedades
mecanicas son dificiles de obtener, las propiedades de los oligdmeros de &acido lactico
pueden ser controladas por el uso de diferentes catalizadores y agentes de funcionalizacion,
o0 por la variacion de las condiciones de polimerizacion. Este enfoque fue desarrollado por
Carothers y es todavia utilizado por Mitsui Chemicals Inc. Toatsu para la fabricacion de un
polimero de bajo a intermedio peso molecular (Mehta, 2006); la mayor desventaja de esta
técnica de sintesis es que no produce APL de alto peso molecular, debido a su complicacion
en la eliminacién de impurezas y agua. Otras desventajas de esta técnica son la necesidad
de grandes reactores, evaporacion, recuperacién de disolventes y el aumento de

racemizacion (Singh, 2008).

4. METODOLOGIA

El componente experimental de la presente investigacion se llevé a cabo en las
instalaciones de los laboratorios del programa de ingenieria de alimentos de la Universidad
de Cartagena. Este proyecto se desarrolld en tres etapas; la primera consistio en la
obtencion del almidon a partir de D rotundata (fiame espino);en la segunda etapa se llevé a
cabo la fermentacion del almidon de fiame, para la obtencion del &cido lactico mediante el
uso de los microorganismos Lactobacillus Delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus
thermophilius, ver anexo 1 (Ficha técnica del microorganismo), por Gltimo y como tercera
etapa, se procedidé a obtener el APL por el método de condensacién, utilizando como

catalizador cloruro de estafio di-hidratado (SnCl,.2H,0); con su respectiva caracterizacion.
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4.1 TIPO DE INVESTIGACION

Para el cumplimiento de los objetivos planteados se llevé a cabo una investigacion
cuantitativa exploratoria de tipo experimental, tanto para la fermentacion del almidon,
como para la posterior obtencion de acido lactico a partir de D. rotundata, igualmente
porque se cuantificd la variacion de pH a lo largo de todo el proceso de fermentacion y se

cuantificé la produccion de acido lactico, en mg L™.

4.3 PROCEDIMEINTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Primera etapa: Obtencion del almiddn a partir de D. rotundata.

Para obtener el almidén se utilizé el método descrito en(Salcedo M et al,2010), se realizo
una extraccion de forma manual, pesando 5.2 kg el fiame fresco sin procesar, y
posteriormente se lavo, se secO y se pelo, a los tubérculos se les retir6 la epidermis con el
fin de dejar la pulpa expuesta para liberar los granulos de almiddn contenidos en las células
del parénquima mediante el rallado, el cual se practicd en seco con una maquina ralladora
SKYMSEN modelo PA-7LE de metallrgica Siemsen Ltda. De origen Brasilero (Ver
Anexo 2) . La masa rallada se suspendié en una solucion de amoniaco (0,03M) durante
cinco minutos con el objetivo de retirar los mucilagos y facilitar la operacion de tamizado.
Se procedi6 al tamizado en un lienzo de tela de nylon; la sedimentacién se efectudé en un
tanque plastico con volumen de 20 litros durante 24 horas y se mantuvo en refrigeracion a 5
°C, luego se retird el sobrenadante y el almidon se volvié a suspender en agua con el
objetivo de eliminar la mayor cantidad de impurezas, el almiddn se extendié sobre una lata
de aluminio, y se sometio a secado en un horno a 140 °C por 45 min, para obtener un

secado adecuado. En el anexo 3 se describe paso a paso este procedimiento.

4.3.2 Segunda etapa: Obtencion de acido lactico.

Para la obtencion del &cido lactico, se procedié a realizar la fermentacion del almidon de
fiame mediante la inoculacion del cultivo obtenido previamente (en el apartado 4.5.1 se
describe como realizo la inoculacion del cultivo) y se realizé el proceso de fermentacion,
evaluado el pH, a intervalos de tiempo definidos cada 24 h, hasta alcanzar las 144 h;

simultaneamente se tomaron muestras para medir la cantidad de acido lactico producido por
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cromatografia de alta resolucion (HPLC). Las variables del proceso de fermentacion se

detallan en las tablas 5,6 y 7.

Tabla 5. Variable independiente en la obtencién de acido lactico

Variables Independientes  Definicidn Unidades Valores

Tiempo de fermentacion Lapso necesario para que se lleve h 24x6
a cabo la fermentacion

Fuente: Elaborada en el presente estudio

Tabla6. Variable respuesta en la obtencion de &cido lactico

Variables dependientes Definicion Unidades
Cantidad de &cido lactico Acido lactico presente en la solucion H*
obtenida después de la fermentacion pH

mg L™

Fuente: Elaborada en el presente estudio

Tabla 7. Variables intervinientes en la obtencion de acido lactico.

Variables independientes Definicion Unidades Valores

Concentracion de Almidén Cantidad de almidén requerido gL? 0,1

para realizar la fermentacion

Concentracion del Cantidad de microorganismo Ufcg®  20x10"%
microorganismo requerido para realizar la

fermentacion
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Temperatura Medida de la energia térmica °C 37

durante el proceso

Fuente: Elaborada en el presente estudio

4.3.3 Tercera etapa: Obtencion del APL

Siguiendo lo propuesto por Estupifian et al, (2007), Medina et al, (2014) y Moon et al.,
(2000), para la poli-condensacién del acido lactico se empled un balén de fondo plano, con
200 mL de &cido lactico obtenido de la fermentacion (en el apartado siguiente se explica
detalladamente el proceso de fermentacion), conectado a un condensador con el fin de
eliminar agua del sistema durante las 2 primeras horas, luego se le imprime vacio y se
controla la presion gradualmente desde 5 in Hg hasta 25 in Hg, de esta forma se convierte
el acido lactico en oligémero, luego se monto6 un sistema de destilacion al vacio con sistema
de reflujo, se agrego cloruro de estafio (I1) dihidratado + un acido protonico (acido bérico)
en una proporcion molar 1:1. Se aumento la temperatura hasta 180 °C, utilizando inmersion
del bolon aforado en aceite, y se controld la presion en 25 in Hg durante el tiempo de
reaccion de 15 horas, al finalizar el proceso se retird el baldén y sé envaso para dejarlo

enfriar y retirar el producto obtenido con la utilizacién de solventes.

4.4 IMPLEMENTACION DEL MONTAJE EXPERIMENTAL

4.4.1 Siembra, caracteristicas y especificaciones de los microorganismos utilizados.

Para realizar el proceso fermentativo se utilizd6 una mezcla de cultivos liofilizados de
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus y Streptococcus thermophilus, marca SACCO
suministrado por una empresa de lacteos de la ciudad de Cartagena, los cuales se

mantuvieron congelados a -18 °C para garantizar su calidad.

Para la activacion de los microorganismos se tomo el método descrito por Garcia et al,
(2013) modificando las cantidades de caldo utilizado y la concentracion de in6culo;0.5 g de
cultivo y se activaron en 50 mL de caldo MRS incubando a 37°C durante 24 h, periodo
después del cual se tom6 1 mL y se agregd a 49 mL de caldo MRS e incubo a la misma
temperatura durante 6 h, del caldo se tomd 1 mL y se realizaron 10 diluciones seriadas por

duplicado desde 1 hasta 1 x 107, luego se utilizé el método descrito por Lépez y Torres,
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(2006), para el crecimiento de las bacterias en cajas de petri y su posterior conteo, se
realiz6 mediante la utilizacion de la técnica de extension en placa, se pipetea la muestra
asépticamente sobre el medio MRS agarizado y se esterilizd el asa de Digralsky
introduciéndolo en alcohol, flameando y enfriando, el asa estéril se uso para esparcir la
suspension sobre la superficie del medio, se incubaron a 37°C durante 48 h como se
muestra en el anexo 4; con el fin de realizar el conteo de las colonias y garantizar un

crecimiento adecuado del cultivo durante la etapa de fermentacion.

4.4.2 Recuento de colonias en placa

Siguiendo lo descrito por Lopez y Torres, (2006), luego de transcurrido las 48 h se
prosiguié a realizar una observacion de las placas en busca de efectos de inhibicidn,
posteriormente se realizo el recuento de los microorganismos presentes en la muestra en un
cuenta colonias, para contabilizar adecuadamente las colonias, se escogen las placas que
muestren entre 30 y 300 colonias, los resultados se expresan en unidades formadoras de
colonias por gramo (Ufc g%, donde:

Ufc g™ = N° de colonias en placa (entre 30 y 300) x inverso de la dilucién x 10

4.4.3 Evaluacion de las condiciones de la fermentacion lactica del almidon de fiame
Siguiendo lo propuesto por Ifiaguez y Castillo (2011), se fijaron los valores de las variables,

tal como se muestra en el anexo 5.

Se prepararon 6 medios de produccion utilizando las concentraciones empleadas por Feoli,
Escobar y Marin (1995). Se tomaron 10 g de almiddn de fiame y se diluyeron en 100 mL de
agua destilada, para lograr una correcta homogenizacion se utilizé un equipo Ultra-Turrax

(IKA-T10 basic), como se muestra en el anexo 6.

Seguidamente con la ayuda de una pipeta de 10 mL se depositd la solucion en frascos
microbioldgicos, los cuales fueron esterilizados en el autoclave (ALL-AMERICAN 25 X-
1) a 15 psi y 121 °C por 15 min, se dejo reposar y se trasladd a la camara de flujo laminar

(Dies, Segura —BS100), para adicionar los 10 mL del cultivo de Lactobacillus delbrueckii
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ssp bulgaricus y Streptococcus thermophilus, a una concentracion de 2.5% de inoculo, sin
suministrarle un medio nutritivo adicional (Iiiaguez y Castillo 2011, Acuiia 2012), cada

frasco se marcé y dispuso en la incubadora (Esco — Isotherm) a 37°C.

Por altimo a cada muestra se le realizd medicion de pH inicial, el cual se encontraba en un
rango de 6 = 0.1 como se observa en el anexo 7, seguidamente se realizaron mediciones a
cada muestra cada 24 h, hasta alcanzar 144 horas. Una vez realizada la medicion se calcul6
el porcentaje de acido lactico, tomando como guia lo descrito por Medina et al, (2014),
donde el porcentaje de acido lactico se determina a las 6 muestras, mediante la titulacién de
1 mL de muestra fermentada con hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, empleando

fenolftaleina como indicador hasta obtener un ligero color rosa.

4.4.4 Produccion de acido lactico

Después de conocer las mejores condiciones de fermentacion se determind el tiempo a la
que se da la mayor produccion de acido lactico, con lo que se procedié a realizar el proceso
de produccién, en un matraz se preparo la solucion de produccion utilizando 1.000 mL de
la solucion de almidén con 2.5% del cultivo bacteriano, luego se coloco a las misma
condiciones descritas en la evaluacion de fermentacion, manteniendo la temperatura en
37°C, pH de 6+0.1, se calcul el contenido de acido producido mediante la titulacion de 10
mL de muestra fermentada con hidréxido de sodio (NaOH)0.1 N, empleando fenolftaleina
como indicador hasta obtener un ligero color rosa, finalmente se utiliz6 un montaje de

destilacion para concentrar el &cido obtenido y se analizé por cromatografia.

4.4.5 Concentracion del acido lactico.

Para la concentracion del acido lactico producido, se siguié lo propuesto por Ifiiguez y
Castillo, (2011). Se filtro la solucion y luego se centrifugo a 2.500 rpm x 5 min, se realizo
un montaje de destilacion, con balén aforado y tubo refrigerante, tal como se muestra en el
anexo 8, se introdujo en el balon 840 mL de la mezcla almidon de fiame y el cultivo, se

controld la temperatura entre 96 y 100 °C, hasta lograr la concentracién del acido lactico.
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4.4.6 Obtencion del APL a partir de la polimerizacion del acido lactico

Para la obtencion del APL a partir de la polimerizacion del &cido lactico se realizo el
montaje y los procedimientos propuestos por Estupifian et al,(2007), Medinaet al, (2014) y
Moon et al., (2000).

La polimerizacion del é&cido lactico se realizO en dos etapas, consistentes en

oligomerizacién seguida de la policondensacion.

e Oligomerizacion
En esta etapa se tomaron 200 mL del &cido lactico obtenido y concentrado, se deshidrat6 a
150 °C, las primeras 2 h a presion atmosférica, a continuacion, a una presion reducida de 5
y 10 in de Hg durante 2 h respectivamente, y finalmente bajo la presion a 25 in de Hg,
durante otras 4 h, para un total de 8 horas; luego transcurrido este tiempo, se formo un
liquido viscoso el oligomero de acido lactico, durante todo el proceso se tomaron muestras
cada 2h, con el fin de hacerle un seguimiento al proceso de conversion del oligomero. En el

anexo 9 se observa el montaje experimental utilizado para esta etapa.

¢ Policondensacion
Para esta etapa se realizé un montaje consistente en un baldn de fondo plano de 250 mL se
utilizé una plancha de calentamiento con capacidad hasta 300°C y agitacién magnética
hasta 1400 rpm; se realizé una adaptacion de un condensador de reflujo conectado con un

sistema de vacio con su respectiva trampa de vacio, tal como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Montaje para la policondensacion al vacio con reflujo.

Fuente: el autor.

Se tomaron 100mL del producido del paso anterior y se aliment6 en el balén de fondo
plano, se agregaron las cantidades predeterminadas de cloruro de Estafio (I1) dihidratado y
un &cido protonico (acido borico),teniendo en cuenta que la cantidad del catalizador es al
0.4% en peso Y la relacion acido catalizador de 1:1 molar, segun lo propuesto por Moon et
al., (2000), seguidamente, la mezcla se calent6 a 180 °C bajo agitacion magnética, la
presion se redujo paso a paso para llegar a 25 in de Hg, en el que la presion de la reaccion
se continu6 durante un tiempo de 5 h; al término de este tiempo, el sistema de reaccion se
volvio viscoso gradualmente, el matraz se enfrié y el producto se disolvié en cloroformo y

posteriormente se precipito en éter-di etilico.

4.4.7 Caracterizacion de materias primas, productos intermedios y producto final
Siguiendo lo propuesto por Hernandez et al, (2015), la caracterizacion del producto de

partida (almidon de fiame) se realizd mediante las pruebas descritas en la tabla 8.

La caracterizacion del producto intermedio (acido lactico), se realiz6 mediante la
cuantificacion de valor acido por titulacion (ASTM D4662 - 03) y la determinacién de la
concentracién de acido producido en mg L™. Simultdneamente se hizo medicién de pH vs
tiempo cada 24 h. De la misma forma también se identifico mediante analisis de HPLC,
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estableciendo el pico caracteristico del &cido lactico y su concentracién expresada en

porcentaje.

El producto final, el APL se obtuvo en dos etapas: en la etapa de oligomerizacion el
producto obtenido fue analizado por titulacion y el producido de la etapa de polimerizacion
por policondensacion al vacio, se caracterizd mediante las siguientes pruebas: analisis por

espectroscopia infrarroja (IR).

Tabla 8. Pruebas para la caracterizacion del almidon, el &cido lactico y el APL.

Producto de partida (almidon de fiame)

Proteina cruda, % AOAC 984.13 KJELDAHL
Grasas, % AOAC 920.39C
Carbohidratos totales, % Diferencia segin FAO y OMS
Amilosa, % 1ISO 6647 a 720 nm

Amilopectina, %

Cenizas, % AOAC 923.03

Fibra cruda, % AOAC 962.09

Humedad, % AOAC 964.22

Absorcion de agua, g gel/g de | Método de Anderson et al,(1969)
almidon

Solubilidad, g soluble/g de Método de Anderson et al,(1969)
almidon

Poder de hinchamiento, g de Método de Anderson et al,(1969)
agua/g de almidon a 95°C

Producto de intermedio (&cido lactico)
Titulacion ASTM D4662 - 03
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Medicion de pH Método potenciométrico

HPLC HPCHEMM-1
Producto de final (APL)

Titulacion ASTM D4662 - 03

IR ASTM E 1252-98

5. ANALISIS Y DISCUSIONDE RESULTADOS

51  Obtencion del Almidon

Luego de la aplicacion del método descrito por Salcedo et al, (2010), se obtuvieron 805
gramos de almidon, este se depositd en bolsas de polietileno de sello hermético y se
mantuvo almacenado a temperatura ambiente, en la figura 5 se describe el balance de

materia de este proceso.
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5.200Gr. de

Name Espino

500ml de agua
Balance del proceso de obtencion de

2 ml amoniaco 0.03M almidon a partir de fiame espino
[Discorea rotundata)

B05Gr de
Almidon
Agua 740 ml

Figura 5. Balance de materia para la obtencion del almidén de fiame espino.

Fuente: El Autor.

El porcentaje de rendimiento obtenido fue de 15,48%, (ver tabla 9), valor comparable con
el 16.6% reportado en el informe realizado por Corpoica (2003), sin embargo, Meafio,
Ciarfella y Dorto, (2014), muestran un rendimiento en la obtencion de almidén de 7.44% lo

que indica una buena eficiencia en el proceso de obtencién de almidén en el presente

estudio.

Acuiia, (2012), utiliz6 en la obtencion del almidon un meétodo de molienda humeda
reportando rendimientos de 24,8%. Vidal (2010) obtuvo rendimientos de 22.84% utilizando
el método propuesto por Corpoica (2003). Esto demuestra que el rendimiento del almidén
se encuentra sujeto a distintos factores como: variedad de fiame utilizada, frescura del

tubérculo, control de las variables del proceso, entre otras y no depende Unicamente del

método de extraccion.

3.197Gr de fibra de
fame rallado
960Gr de epidermis
del fiame

Tabla 9. Rendimiento del almidén obtenido.
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D. Rotundata 5.200 3.197 805 1.198
% de 100 61,48 15,48 23,03

rendimiento

Fuente: El autor.

5.1.1 Evaluacion de la calidad del almidén obtenido
e Evaluacion cualitativa
Los 20 g de almiddn de fiame obtenido, al ser impregnados con las gotas de lugol
cambiaron a una coloracion azul oscura, indicando la presencia de almidén. (Ver anexo 10)
e Evaluacion de las propiedades fisico quimicas y funcionales
En la tabla 10 se presentan los resultados de los pardmetros evaluados al almidon de fiame
referido a sus propiedades fisicoquimicas: en porcentaje de proteina cruda, grasas,

carbohidratos totales, amilosa, amilopectina, cenizas, fibra cruda y humedad.

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon de fiame.

Proteina cruda, % 7.64+£0.04 AOAC 984.13 KJELDAHL
Grasas, % 0.28+0.02 AOAC 920.39C
Carbohidratos totales, % 78.46%0.45 Diferencia segin FAO y OMS
Amilosa, % 26.78+0.12 ISO 6647 a 720 nm
Amilopectina, % 73.22+0.12
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Cenizas, % 0.48+0.08 AOAC 923.03

Fibra cruda, % 0.88+0.03 AOAC 962.09

Humedad, % 8.26+0.24 AOAC 964.22

Absorcion de agua, g gel/g de 4.45+0.13 Método de Anderson et al,(1969)
almidon

Solubilidad, g soluble/g de 2.24+0.09 Método de Anderson et al,(1969)
almidon

Poder de hinchamiento, g de 25.42+0.54 Método de Anderson et al,(1969)
agua/g de almiddn a 95°C

Fuente: El Autor.

En la tabla numero 10 se reporta el andlisis fisico quimico y funcional del almidon, respecto
al analisis fisico quimico es importante resaltar, que él porcentaje de carbohidratos totales
corresponde al contenido de amilosa y amilopectina; lo primero que se determino fue el
contenido de amilosa, correspondientes a 26.78+0.12%, por lo tanto al 100% del contenido
total de carbohidratos por diferencia con la amilosa se deduce el 73.22+0.12% de
amilopectina, por otro lado, la sumatoria de proteina cruda, grasas, cenizas, fibra cruda,
humedad y otros equivalen a 21.52%, en consecuencia de este valor la diferencia respecto

al 100% de la muestra analizada equivale a los carbohidratos totales presentes.

Alvis et al, (2008) citado en Miranda, Marrugo y Montero (2013), reportaron que el
contenido de amilosa es (25%-27%), lo cual es coherente con el valor encontrado en el
almidon de fiame analizado en la presente investigacion 26,78 + 0,12, considerandose un

almidon con caracteristicas similares a almidones de otras variedades de fiame.

Pérez et al, (2013), reportan contenidos de amilosa ente 20 y 30%, y carbohidratos totales
entre 70 y 80% valores que nos indican que los resultados obtenidos en el anélisis hecho al
almidon de fiame espino, los cuales estan en 78,46% = 0,45 para carbohidratos totales y
26,78 £ 0,12 para amilosa, que es una buena fuente de almidén para utilizarlo en muchos

procesos industriales.
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En relacion al analisis funcional reportado en la tabla 10; respecto al poder de
hinchamiento, es importante resaltar que este representa en los almidones una propiedad de
su contenido de amilopectina, siendo la amilosa un diluyente e inhibidor del hinchamiento
(Cheng et al., 1996) referenciada en (Hernandez et al., 2015). Lo anterior denota la
importancia que representa este andlisis respecto al contenido de carbohidratos totales, ya
que, a valores altos de poder de hinchamiento se ve una fuerte inhibicién de amilosa, como
lo reportado por este mismo autor respecto al almidén de yuca, quien reporta 58,83 g agua.
g* almidon a 90 °C de poder de hinchamiento y un equivalente de amilosa de 17%, asi
mismo para el almidén de makal 28,56 g agua. g* almidoén a 90 °C y 23,6% de amilosa,
siendo esto coherente con la caracterizacion realizada al almidon de fiame en la presente
investigacion donde se obtuvo un poder de hinchamiento del 25,42 g agua. g* almidon a 95
°C para un valor de amilosa del 26,78% lo que puedo influir favorablemente en el proceso

de fermentacioén.

5.2 Evaluacion de las condiciones de la fermentacion lactica del almidon de fiame
En el conteo microbioldgico se encontraron valores de 20 x 10 ** Ufc.g como se observa
en la tabla 11; estos resultados se consideran adecuados, ya que, favorecen la continuidad

de crecimiento en el proceso fermentativo (ver anexo 11).

Tabla 11. Conteo de Colonias (de Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulbaricus y

Strectococcus thermopilus).

€l

Dilucion 1 1x100 | 1x10% | 1x10% | 1x10* | 1x10° | 1x10° | 1x107 | 1x10® | 1x10°

Placas GGG |GG GGG |GGG a6 16 G
Conteo | === | == | mm= | wmm | e | e | e | e | e | = | - | - [ 102106120 92 | 82 | 86 | 76 | 68
PL‘OmF 109 106 84

Ufe 20 x 10 Ufc g-1

Total

Fuente: el autor.
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Los resultados de las muestras evaluadas para determinar el tiempo de produccion de acido

lactico del proceso de fermentacion se muestra en el anexo 17.

5.2.1 Produccion de acido lactico

De la figura 6 se puede observar que la solucion inicial de almidén e inéculo parte con un
pH de 6, una disminucion del mismo se considera un indicador de produccion de &cido,
evidenciando que en las primeras 24 h se da la mayor reduccion de pH, mas no la mayor
produccién de acido lactico (datos que en la figura 7 se pueden contrastar). Las soluciones
tendieron a estabilizarse entre las 120 y 144 h; esto pudo deberse al consumo total del

sustrato.

0 24 48 72 96 120 144

tiempo (h)

Figura 6. Produccion de acido lactico en términos de pH.
Fuente: El Autor.
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Figura 7.Porcentaje de produccion de &cido lactico.
Fuente: El Autor.
El procedimiento anterior se realiz6 para identificar el tiempo en que se da la mayor
produccion de &cido lactico en el proceso fermentativo, dandose esto a las 120 h,
comparando con lo reportado por (Feoli et al., 1995), se encuentra una correspondencia con
los datos reportados por ellos; mostrando que la produccién de acido lactico se da en el
mismo periodo de tiempo y teniendo en cuenta que ellos utilizan el mismo
microorganismo; con lo que se procedié a realizar el proceso de produccion de acido lactico
a escala mayor. En un matraz se prepar6 la solucién de produccidn utilizando 500 mL de la
solucion de almidon y 500 mL del cultivo bacteriano, luego se colocé a las condiciones
descritas en la metodologia. Los resultados de la produccion a escala mayor se muestran en

el anexo 18 y la figura 8.

3 2,7+ 6
—@— Ac. lactico
2,34

2,5 —A—PH 3 - 55
=
E 2 - 4,64 4,68 -5
S 15 - - 45 %
8
= 17 -4
<

0,5 - 3,251 35

O ' T T T T T 3
0 24 48 72 9% 120
tiempo (h)
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Figura 8. Produccion de acido lactico para la polimerizacion.
5.2.2 Identificacién y cuantificacion del acido lactico obtenido por HPLC
En los anexos 13A y 13B se muestran los cromatogramas realizados al producto obtenido
en la etapa de fermentacion y la etapa de concentracion, observandose en ambos que
aparece un pico con una amplitud representativa y destacadose de los demas picos de la
grafica, correspondiendo este al acido lactico, considerando la amplitud del pico un
indicador de la cantidad de &cido lactico producido.

El cromatograma del &cido lactico producido en la etapa de fermentacion al finalizar las
120 h donde se obtuvo una concentracion de 16,26%, como consecuencia de la
fermentacion del almidon de fiame con Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y el
Streptococcus thermophilus. Comparando este resultado con los obtenidos por Medina et
al, (2014) donde los porcentajes para acido lactico fueron de 13.90% y con Quintero et al,
(2012) quienes obtuvieron un 17.6%; con el resultado del presente estudio se considera
aceptable para esta etapa del proceso. De igual forma en la segunda etapa como resultado
de la concentracion se obtuvo un cromatograma donde se observa una concentracion de
acido lactico del 43.04%.

5.3 Obtencion del APL a partir de la polimerizacion del acido lactico por

condensacion al vacio con reflujo.

5.3.1 Etapa de Oligomerizacion

Esta etapa consistio en realizar un seguimiento de lo que consideramos una posible
conversion del acido lactico a oligomero, mediante el método del célculo del valor acido
segun lo realizado por Pinzén et al, (2006) en su investigacion de polimerizacion del acido
lactico, en este estudio ellos utilizaron KOH. De manera analoga en el presente trabajo se
realizo una titulacion con NaOH; a muestras tomadas en intervalos de tiempo de 2 h, los
resultados obtenidos se muestran en la figura 9, mostrando la tendencia de la reaccion como
irreversible. También se deduce que la conversion del acido lactico no fue del 100%, de la
grafica se puede observar que a las 8 h se obtuvo un valor acido de 7,5 lo que equivale a
62,5% de &cido lactico remanente.
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Figura 9. Seguimiento de la reaccion de oligomerizacion por medio del valor acido.

Fuente: Realizada en el presente estudio.

Lo anterior supone que la baja conversiéon de &cido lactico en esta etapa podia tener una
incidencia directa en la calidad y la cantidad del APL a obtener, afectando probablemente
sus propiedades fisicoquimicas.

5.3.2 Etapa de Policondensacion y caracterizacion fisicoquimica del APL.

Transcurridas las 5 h de la etapa de policondensacion al vacio con reflujo, se obtuvo un
liquido viscoso en la parte superior de la mezcla de la reacciéon, como se muestra en la
figura 10; diversos autores como Medina et al, (2014) y Estupifian et al, (2007) consideran
este parametro como evidencia cualitativa de la produccién del polimero de APL. Para
corroborar y poder ser concluyentes se realiz6 analisis IR. En la figura 11 se observa el IR
de una muestra de lo obtenido en la etapa de policondensacion y en las tablas 12 y 13 el

analisis de los grupos funcionales obtenidos.
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Figura 10. Producto de la etapa de policondensacion al vacio.

5.4. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica.
El andlisis infrarrojo de la muestra obtenida experimentalmente, permitié identificar la
presencia de sus grupos funcionales caracteristicos; a traves de esta técnica se pudo
interpretar el espectro producto de la experimentacion, con otros espectros de bases de
datos especializadas y de resultados obtenidos por otros autores. En la figura 12 se presenta
el espectro IR del producto obtenido (ver anexo 14).

105

%T

90 N

. A AA

60

E

45

| I -
1460.16m— ===
1373.36:—
723.33— <

30

S
116504 — =

15

2856.67—

2926.31——

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
APL 1l/cm

Figura 11. Espectro IR del producto obtenido experimentalmente.
Fuente: Obtenido en la presente investigacion.

En la tabla 12 se observan las bandas caracteristicas del espectro IR para polimeros

biodegradables; esta informacion se contrastd de manera comparativa con los picos

caracteristicos del producto obtenido experimentalmente.
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Tabla 12. Analisis cualitativo de bandas presentes en el espectro de polimeros biodegradables.

Grupo OH 3700 - 3020 Estiramiento del grupo OH
Enlace CH 3000 - 2890 Enlace alquilo/metilo

Enlace CH 2890 Enlace alquilo/metino
Grupo carbonilo (C=0) 1800 - 1680 Enlace cetona/aldehido
Enlace CH 1480 - 1420 Enlace alquilo, metileno
Enlace (CH;-CH) 1452,32 Enlace alquilo, metilo
(-CHs) 1360 — 1390 Enlace alquilo, metilo
(-CHs,) 1310 Enlace alquilo, metilo

C-O 1300 - 1050 Enlace éter aromatico
(C-CH,-) 720 Enlace alcano

Fuente: Adaptado de (Mendoza & Velilla, 2011; Perales, 2012).
En la tabla 13 se presenta una comparacion de los picos caracteristicos y longitudes de
ondas del producto obtenido experimentalmente con los del APL puro tomado de Mendoza

y Velilla (2012).

Tabla 13. Longitudes de onda caracteristicas del producto obtenido experimentalmente.

Producto 2926.11 | 1745.63 1165.04 723.33 1373.36 | 1460.16

obtenido

En la figura 11 se identifican en la muestra obtenida unas las longitudes de onda

correspondientes a 2926.11, 1745.63, caracteristicos de los grupos CH, (C=0)

respectivamente, que segin Mendoza & Velilla, (2011) hacen referencia a poliéster; este

mismo autor muestra al APL como un poliéster. De otra parte perales, (2012) considera en

sus resultados que la existencia de grupos funcionales como: C=0, CH3-CH, C-O en las

longitudes de ondas alrededor de 1800 a 1300 cm™ es concluyente de la presencia de APL;
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aspecto este que también comparte Mendoza & Velilla, (2011). En consecuencia de esto la
ausencia de un pico caracteristico en la longitud de onda del CH3-CH sugiere descartar la
posibilidad de considerar que el producto obtenido en la presente investigacion sea APL.

Ademas la presencia del resto de picos puede deberse a impurezas provenientes del proceso
fermentativo o de la policondensacion, como también a la presencia de otros productos
diferentes al APL. Posiblemente esto pudo deberse a las condiciones de la
policondensacion, relacionado con las variables de operacién, como presion de vacio,
tiempo de reaccion o a la falta de purificacién del acido lactico obtenido, lo que debe ser

objeto de futuras investigaciones en la misma linea de trabajo.

Diferentes autores que han realizado el proceso de policondensacion al vacio del acido
lactico para la produccion de APL reportan analisis DSC para el producto obtenido, con el
proposito de identificar la Tg y la Tm como un indicador distintivo de este producto. En
este trabajo y como consecuencia del anélisis IR se descartd la presencia de APL motivo

por el cual no se reporta el analisis DSC.
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6. CONCLUSIONES

El rendimiento del 15.48% obtenido en el proceso de extraccion del almidon, se considera
adecuado, comparado con otros métodos reportados por diferentes autores, asi como 16.6%
reportado por Corpoica (2003), igualmente Meafio, Ciarfella y Dorto, (2014), obtuvieron un
7.44% de rendimiento; lo que permite considerar como una buena eficiencia en el proceso

de obtencion de almidon realizado en el presente estudio.

Teniendo en cuenta la caracterizacion fisicoquimica realizada y lo reportado por otras
investigaciones como la de Alvis et al, (2008) citado en Miranda et al, (2013), quienes
encontraron que el contenido de amilosa estaba entre el 25% y 27%, lo cual es coherente
con el valor encontrado en el almidon de fiame analizado en la presente investigacion
correspondiente a 26,78%, considerandose un almidén con caracteristicas similares a
almidones de otras variedades de fiame; asi mismo Pérez et al, (2013), reportan
carbohidratos totales entre 70 y 80%, valores que indican que el 78,46% obtenido es un
valor aceptable. Por lo anterior se puede considerar que el fiame espino es una buena fuente

de almiddn para utilizarlo en muchos procesos industriales.

La mayor produccion de acido lactico en el proceso fermentativo, se produjo a las 120 h,
comparando con lo reportado por (Feoli et al., 1995), se encuentra una correspondencia con
los datos obtenidos por ellos; mostrando que la produccién de acido lactico se da en el
mismo periodo de tiempo, teniendo en cuenta que ellos también utilizan el mismo
microorganismo utilizado en la presente investigacion Lactobacillus delbrueckii ssp.

bulgaricus y el Streptococcus thermophilus.

El &cido lactico producido en la etapa de fermentacion, se obtuvo con una concentracion
del 16,26%, Comparando este resultado con los obtenidos por Medina et al, (2014) y
Quintero et al, (2012) quienes obtuvieron un 13.90% y 17.6% respectivamente, se

considera este resultado aceptable.
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El proceso de polimerizacion del acido l4ctico se realizo por el método de policondensacion
al vacio con catalizador de cloruro de estafio (1) dihidratado activado con &cido borico;
método con el cual, el tiempo de reaccion se completo en 13 horas; al término del cual se le
realiz6 un anélisis IR al producto obtenido y en consecuencia de este, dada la ausencia de
un pico caracteristico en la longitud de onda del CH3-CH se sugiere descartar la posibilidad
de considerar que el producto obtenido en la presente investigacion sea APL. Sin embargo
con esto no se puede inferir que el acido lactico obtenido a partir de fiame espino no sea
apropiado para producir APL; por el contrario, queda abierta la posibilidad de experimentar

y optimizar las condiciones de operacién de esta etapa.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de evaluacion de la incidencia de variables en el proceso de obtencion

de &cido lactico y la optimizacion del mismo.

Realizar la cinética de produccion de biomasa, en la etapa de siembra del microorganismo,
la cinética de produccion de &cido lactico y la de consumo de sustrato probando variedad de

ecuaciones propuestas en la literatura para tal fin.

Realizar el proceso de obtencion de &cido lactico, evaluando diferentes catalizadores a base

de estafio, asi como su activacion con otros acidos protonicos.

Realizar un estudio que permita optimizar la etapa de oligomerizacién, para mejorar el
porcentaje de conversion de &cido lactico y por consiguiente poder obtener el APL. Asi
mismo probar otros métodos de seguimiento a la conversion del oligomero, diferentes al del

valor acido.
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Anexo 1. Ficha técnica del cultivo Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus y el

Streptococcus thermophilus
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Anexo 2. Maquina procesadora de alimentos, Talleres productivos Fundacion Juan

Felipe Gomez Escobar.
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Anexo 3. Obtencion del almidon de Name espino (D. rotundata)
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Anexo 4. Siembra de Lactobacillus Delbrueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus

[ SN [

thermophilus.

» m :
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Anexo 5. Condiciones de operacion del proceso fermentativo.

1 24 37 6
2 48 37 6
3 72 37 6
4 96 37 6
5 120 37 6
6 144 37 6

Anexo 6. Preparacién del medio de produccién del almidon para la fermentacion.
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Anexo 7. Medicion del pH inicial del Almidon de Name.

Anexo 8. Montaje utilizado para la concentracién del &cido lactico por destilacion.
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Anexo 9. Oligomerizacion del &cido lactico por destilacién al vacio.

Anexo 10. Prueba de lugol para determinar almidones.
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Anexo 11. Conteo de colonias.

Dilucion 1 1x10% 1x10° 1x10° 1x10* 1x10° 1x10° 1x107 1x10° 1x10°

en

C | G| C |G |G |G |G |GG |G | C |G |6 |G | C |G |C |G |G|
APLcas

Conteo | — | - | = | == | == | == | == | == | == | == | = [ - [102[116 [120| 92 | 82 | 86 | 76 | 68

Prom_ _— _— —— -_— -— —— 109 106 84 72

Ufc 20 x 10" Ufc g-1
Total

C = Muestra
--- = No se distinguié por sobre poblacion bacteriana.
Ufc = Unidades Formadoras de colonias

Ufc g™ = N° de colonias en placa (entre 30 y 300) x inverso de la dilucién x 10
Ufc g™ = 109 Ufc x (1 x 10°%) x 10 = 109 x 10" Ufc g™

Ufc g =106 Ufc x (1 x 107) x 10 = 106 x 10° Ufc g™

Ufc g™ = 84 Ufc x (1 x 10°%) x 10 = 84 x 10° Ufc g™

Ufc g™ = 72 Ufc x (1 x 10%) x 10 = 72 x 10" Ufc g™

Media = 20 x 10*°Ufc g*
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Anexo 12. Calculo del porcentaje de acido lactico producido.

24 0.5 0.45
48 0.6 0.54
72 0.8 0.72
96 1.2 1.08
120 2.4 2.16
144 2.3 2.07

Vears0s * C cansos = V naoH * C NaoH

VC3H603: 1 mL

V Naon= 0.5 mL
C NaOH— 0.1N
0.5X0.1
CC3HGO3: 1 = 0.0SN
P
N = %510 P N.Pm_ 005x9008 _ .
=T Pm > T10 10 = 0.45%p/v

Los demas valores se calcularon con el mismo procedimiento.
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Anexo 13 A. Cromatograma del acido lactico Obtenido en la etapa de fermentacion.

Injection Date : 21/05/2015 11:21:31

Sample Name : ACIDO LACTICO Location ¢ Vial 1
Acg, Operator : corlapndo de la resa

Acg, Instrument : Instrument 1 In] Volume : Manually
Acg. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\ACIDOS.M

Last changed : 21/05/2015 10:20:35 by eorlando de 13 rosa

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HECHEM\1\METKODS\ACIDCS.M
Last changed 1 02/06/2015 17:40:23 hy arlando ge la rosa
(modified sfter loading)
FID1 A, (ORLWACI00022.D)

Nom, 2
@

-

160000
140000 I
120000 /
100000
BO0OD
60000 |

40000 !
\

t—-—'i “"W-—J \—

20000

g
5\ J
_-/‘\ \’\_ , \____
1 2 3 4 5 B

B v e ——
7 8 mn

P

===w

External Standard Report

Sorted By -+ Signal
Calib. Data Modified : 02/06/2015 17:40:22
Multiplier 2 1.0000
Dilution A 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with 1STDs
Signal 1: FIDL A,
RetTime Type Ared Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [%]
0L B .o757%e6 2.89027a8 16,2613  acide lactica |

Totals : 16.26136
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Anexo 13 B. Cromatograma del &cido lactico concentrado.

Data File C:%WHPCHEMA\1\DATANORLAACIODDIZ.D Sample MWame: acido lactica
ronald AL
Injection Date : 09/06/2015 17:17:47 ;
Sample Hame : acido lactieco Location : Wial 1
Acg. Operater : grupo 3
Acg. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : Manually
hog. Methed : C:\HPCHEM\1\METHODS\ACIDOS. M
Last changed : D9/06/2015 17:24:21 by grupo 3
(modified after loading)
Analysis Method : C:\WHPCHEMM1A\METHODS\ACIDOS .M
Last changed : 09/06/2015 17:45:53 by grupo 3
imodified after leoading)
FID1 A, (ORLACIONO3Z D)
Mgty
400000 8
s
\ 3B0000 el
I
300000 |
250000
200000
150000 j i
."' ]
t
100000 - . @ 3
— - ’__.- 'I
50000 o
L — AN
radfh _— - . — |
i} 1 F- 3 4 = 1 7 8 min
Extarnal Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 09/06/2015% 17:47:00
Multiplier - 1.0000
Gilutien B 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Hame
[min] counts*s [%]
mmmmmemm [ mmmm s mm == | —mm e —— | mmm——————— | == | mmm—————————— ———
3.832 wW 1.4B943e7 Z2.89027e-6 43.04458 acido lactico
Totals 43.04858

“v+ End of Report ***
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Anexo 14. Soportes del analisis de infrarrojo (IR)
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Anexo 15. Soportes del analisis de calorimetria

SENA SERVICIO NACIONAL DE APRENDIZAJE

7A< LABORATORIO DE ANALISIS DE HIDRO CARBUROS Y DERIVADOS
INFORME DE RESULTADOS

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO DSC

Las muestras se recibieron en un recipiente vidrio con un aproximado de 3 mL para
cada una. Para el analisis de tomaron aproximadamente * 40mg de muestra

1.  Muestra de Acido Polilactico.

Las  muestras mencionadas se realizaron en un  ANALIZADOR
TERMOGRAVIMETRICO TA INSTRUMENT, MODELO: SDT Q 600, la temperatura del
laboratorio fue de 23%C, el tiempo aproximado del analisis fue de 40 minutos. Las
muestras se colocaron en crisoles de platino calcinando en un programa de
temperatura, iniciando en 50°C hasta 600 ®C/min; a una rata de 10%C, en una

atmosfera de Aire al 99.999% de pureza con un flujo de 100mL/min.

En las graficas obtenidas se muestran el comportamiento del peso expresado en

porcentaje con respecto a la temperatura expresada en grados centigrados.

s A 2
T o (fhos

RIS TATIANA OROZCO GIRALDO

Analista de Laboratorio del LAHD-CIP
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Anexo 16. Certificado de analisis fisicoquimicos y funcionales del almidon de fiame.

Cartagena, 25 de mayo de 2015

Sefior(es)
RONALD TEJADA
Ciudad

Cordial saludo.

A continuacién informamos el resultado del analisis practicado a una (1) muestra de

almidén de fiame.

PARAMETROS Normas

Muestra Almidén de Aiame

Proteina cruda, % 7,64+0,04 AOAC 984.13 KJELDAHL
Grasas, % 0,28+0,02 AOAC 920.39C
Carbohidratos totales, % 78,46+0,45 Diferencia segun FAO y OMS
Amilosa, % 26,78+0,12 ISO 6647 a 720 nm
Amilopectina, % 73,22+0,12

Cenizas, % 0,48+0,08 AOAC 923.03

Fibra cruda, % 0,88+0,03 AOAC 962.09

Humedad, % 8,26+0,24 AOAC 964.22

Absorcién de agua, g gel/g de 4,45+0,13 Método de Anderson et al..
almidon 1969

Solubilidad, g soluble/g de 2,24%0,09 Método de Anderson et al..
almidon 1969

Poder de hinchamiento, g de 25,42+0,54 Método de Anderson et al..

agua/g de almidon a 95°C

1969

Cordialmente

Vo. Bo.

MO DE LA ROSA MERCADO, Q. F.
ANALISTA PROFESIONAL
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Anexo 17. Proceso fermentativo del Almidén.

0 0 6 6.00 0

1 24 6 4.54 0.45
2 48 6 451 0.44
3 72 6 4.36 0.72
4 96 6 3.95 1.08
5 120 6 3.54 2.16
6 144 6 3.49 2.07

Anexo 18. Proceso fermentativo utilizado para la produccién de acido actico e inoculo de

Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulbaricus y Strectococcus thermopilus.

24 4.64 0.12
48 4.68 0.13
72 3.98 1.89
96 3.44 2.34
120 3.25 2.70
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