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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué un proceso para la obtencion de acido lactico a través de la
fermentacion de almiddn extraido del platano usando bacterias &cido lacticas aisladas de yogurt
artesanal y cepas comerciales; el proceso consistié en cuatro etapas fundamentales; la obtencion
del almidon de platano a través del método en seco, la segunda caracterizacion del almidén, la
tercera etapa el aislamiento-cultivo-conteo y caracterizacion de las bacterias acido lacticas
implementadas en el proceso y como Gltima etapa la fermentacion del almidén . El proceso de
fermentacion se realizé a nivel de laboratorio en medios de almiddn hidrolizado y no hidrolizado,
en los cuales se hizo un seguimiento de pH; y medicion de absorbancia por el método
colorimétrico de cloruro férrico cada 6 horas por 30 horas, para cuantificar de la produccién de
acido lactico derivado del proceso fermentativo. El caldo fermentado se filtro y destil6 para extraer
el 4cido lactico y asi determinar su concentracion y realizar su caracterizacion. Como resultados
se considera la materia prima propuesta como buena fuente de almidon, ya que se obtuvo un
rendimiento promedio de 41,89 %, comparados con valores obtenidos en estudios de método de
extraccion en seco para cultivos de platano en Colombia y una caracterizacion acertada
comparando los resultados con valores de la literatura. El &cido lactico obtenido presento una
concentracion de 1,147 mg/L determinada a través de la curva de calibracion, apoyado en los
resultados se considera apropiado el proceso planteado y el acido lactico obtenido como precursor

para la fabricacién de acido polilactico.

Palabras clave: almidén, rendimientos, caracterizacion, fermentacion lactica, acido lactico.
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ABSTRACT

In the following work, it aims to evaluated a process for obtaining lactic acid trough the
fermentation of starch extracted from plantains, using lactic acid bacteria isolated from artisanal
yogurt and commercial strains; the process consisted of four fundamental stages; obtaining banana
starch trough thedry method, the second characterization of starch, the third stage the isolation-
culture-count and characterization of the lactic acid bacteria implemented in the process and as
the last  stage the fermentation of  the starch. The fermentation
process was carried out at the laboratory level in hydrolyzedand non-
hydrolyzed starch media, in which pH was tracked; and measurement of absorbance by the colori
metric method of ferric chloride every 6 hours for 30 hours, toquantify the production of lactic ac
id derived from thefermenting process. The fermented broth was filtered anddistilled to extract th
e lactic acid to determine itsconcentration and perform its characterization. The
proposed raw material is considered as a good source ofstarch, as an average yield of 41.89% wa
s obtained, compared to values obtained in dry extraction methodstudies for banana crops in Col
ombia and a correctlycharacterization by comparing the results with values fromthe literature. Th
e lactic acid obtained presented concentration of 1,147 mg/L determined through thecalibration c
urve, supported by the results is consideredappropriate the process posed and the lactic acid obtai

nedas a precursor for the manufacture of polylactic acid.

Key words: starch, yields, characterization, lactic acid fermentation, lactic acid.
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1. OBJETIVOS

1.1 GENERAL

Plantear un posible proceso sostenible para la obtencion de acido lactico aprovechando los residuos
postcosecha de platano del sector agricola en Colombia, y obtener como producto un acido lactico

de uso industrial destinado principalmente para la sintesis del biopolimero PLA (&cido polilactico).

1.2 ESPECIFICOS

e Evaluar los rendimientos y caracterizar el almidén obtenido a partir de residuos postcosecha de

platano proveniente de la region de Norte de Santander.

e Aislar, estudiar y comparar la adaptabilidad de las bacterias &cido lactico liofilizado comercial y

bacterias &cido lacticas aisladas del yogurt en medios ricos en almidon.

e Evaluar y contrastar el rendimiento del acido lactico con los cultivos en almidon hidrolizado y no

hidrolizado, respectivamente.

eEvaluar las caracteristicas fisicoquimicas posibles del acido lactico obtenido del almidén de

platano como precursor de un biopolimero.
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2. ALCANCE

El alcance de la investigacion se enfoca en determinar la factibilidad del proceso planteado, el cual
estd enmarcado en cuatro etapas, primera la extraccion y caracterizacion de almidén del platano;
la segunda el aislamiento y caracterizacion de los microorganismos lacticos; como tercera etapa la
fermentacion del almidon con los microorganismo evaluar las condiciones Optimas de
fermentacion y los respectivos rendimientos en los dos medios de fermentacion estudiados, y por
altimo la caracterizacion del acido lactico obtenido determinando su grado de concentracion a

través de una curva de calibracion.
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3. INTRODUCCION
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 monomeérica se ha incrementado draméaticamente para
la sintesis de &cido polilactico (APL) (Joan et al., 2012; Mohamed et al., 2010; Harington y
Hossain, 2008).El &cido lactico puede ser producido industrialmente a través de la
fermentacién microbiana o mediante la sintesis quimica. La ventaja de la fermentacién
microbiana sobre la sintesis quimica radica en que se obtiene un &cido lactico mas puro o
uniforme, haciendo referencia a sus isomeros épticos puro (D y L), ya que la sintesis quimica
genera una mezcla de ambos isémeros, lo cual hace tener un acido lactico con caracteristicas
poco estables o uniformes. Otra ventaja importante sobre el método quimico es el uso de
materias primas baratas como desechos organicos ricos en almiddn y polisacéridos sin almidén

(Cuong et al., 2013; Wee y Kim, 2013; Abdel-Rahman et al., 2011).

El platano es un alimento rico en almiddn, por lo cual podria representar un gran potencial para
la fabricacion de &cido lactico a partir de él. En Colombia se estimé que para los afios 2015
habia aproximadamente un total de 448,958 hectareas sembradas de cultivo de platano,
teniendo el departamento del Norte de Santander el 2,7 % de la participacién con un area
sembrada que iba alrededor de las 11,931 hectéreas de cultivo, por lo cual, es un departamento
con potencial para el estudio del proyecto. Los almidones estan formados por granulos de
diferentes tamafios (diametros entre 10 a 100 um) y formas (redonda, eliptica, ovalada,
lenticular o poligonal) dependiendo de la fuente biologica de donde provengan y son
parcialmente semicristalinos e insolubles en agua a temperatura ambiente (Bello et al., 1998;

Vandeputte y Delcour, 2004). Su contenido de amilosa y amilopectina, temperatura de
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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, en turbiante, formador de peliculas, estabilizante de espumas, agente de

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

El estudio y el conocimiento de las fermentaciones bacterianas tienen importancia practica,
porque proporciona productos industriales que son Utiles en el laboratorio para identificar las
diferentes especies. Entonces, segun los productos finales, tenemos diferentes tipos de
fermentacion: alcohdlica, homolactica, heteroléctica, del acido propidnico, &cido mixta, de
butanodiol y del &cido butirico. La fermentacién homoléctica es generada todos los miembros
del género Streptococcus, Pediococcus y muchas especies de Lactobacillus fermentan la
glucosa fundamentalmente a &cido lactico con poca acumulacion de otros productos finales.
En esta reaccion el piruvato se reduce a acido lactico por accion de la enzima lactica, actuando
el Nicotinamida Adenina Dinucle6tido (NADH) como dador de electrones. Esto ocurre en la

tercer etapa de la via glucolitica.

El presente estudio plantea la evaluacion del aprovechamiento de los residuos postcosecha de
platano como materia prima, para proporcionar un proceso econdémico y eficiente en la
fermentacion del almidon de platano usando bacterias acido lacticas principalmente de del
género Lactobacillus, aisladas de yogurt artesanal y microrganismos liofilizados comerciales,
para comparar resultados, también se busca evaluar la adaptacion de estos microorganismos

en medios hidrolizados y no hidrolizados comparando rendimientos para determinar asi, si es
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necesario o no implementar la hidrdlisis enzimética en el proceso y reducir costos en el

proceso, se espera obtener un &cido l&ctico de alta pureza.

3.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Actualmente el uso de energias renovables es mas que una alternativa para contrarrestar el
impacto ambiental generado por el uso excesivo de los combustibles fosiles, uno de los
principales contaminantes derivados de las fuentes fosiles son los polimeros sintéticos, los
cuales son utilizados a diario en empaques para diversos usos comerciales, estos se convierten
en un factor negativo al ambiente debido a que su tiempo de degradacidn es muy lenta en el
ambiente llegando a provocar la obstruccion de alcantarillas, contaminacién en los rios,
mortandad de peces, riesgos en la salud del ser humano, el cambio climatico, efecto
invernadero. Al presente se han utilizado politicas donde se prohibe el uso de estos polimeros
sintéticos, por lo cual hace necesario investigar materiales que satisfagan estas necesidades sin

generar algun tipo de contaminacion.

En la actualidad a través de la investigacion biotecnoldgica se ha logrado descubrir que es
posible desarrollar un plastico biodegradable a partir de materias primas organicas que
proceden de fuentes renovables, como el platano, la yuca, la celulosa, las legumbres que
contienen grandes cantidades de acido lactico y polisacaridos. Algunas plantas a nivel
industriales ubicadas en Estados Unidos y Europa producen este plastico biodegradable, pero
presenta un coste de produccidén muy elevado, por lo cual hace necesario investigar en paises
como Colombia que son productores de materia organica como el platano, la posibilidad de
aprovechar estos residuos y brindar asi nuevas rutas biotecnoldgicas que ayuden en la

produccidn de este material biodegradable. La fabricacion de acido polilactico ha tenido gran
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acrecentamiento en la dltima década, sobre todo porque es un polimero biodegradable con

diversas aplicaciones industriales y médicas muy importantes.

Este biopolimero se obtiene de la polimerizacion del acido lactico, monémero producido
biotecnoldgicamente 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 produccién de
biopolimeros y polimeros derivados del petroleo, sin embargo para disminuir costos de
produccion se han inducido nuevas investigaciones para encontrar fuentes y sustratos viables

y mas econémicos (Serna & Alban, 2011).

Estudios actuales en el marco de la region han evaluado otros medios de obtencion de acido
lctico para su polimerizacion, como es el caso de (Tejado Ronald,2015).Donde se estudia el
almidon de flame como precursor de acido lactico, usando microorganismos acido lacticos
especificos, ademas se evalla la polimerizacién de este acido lactico, en este estudio se logré
obtener un 4&cido lactico de una concentracion del 16.26% determinada por HPLC,
considerando apropiado el almidon de fiame y los microorganismos utilizados para la
obtencion del cido lactico. El tiempo de reaccion de la poli condensacion se complet6 en 13
horas; al término del cual se le realiz6 un analisis Infrarrojo (IR) al producto obtenido y en
consecuencia de este, dada la ausencia de un pico caracteristico en la longitud de onda del
grupo alquilo CH3-CH, se descarta la posibilidad de considerar que el producto obtenido en la

presente investigacion fuera acido polilactico (APL).
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3.2 ACIDO LACTICO: OBTENCION, APLICACION E INVESTIGACIONES

El acido lactico o acido 2-hidroxipropanoico, es un compuesto muy versatil utilizado en las
industrias quimica, farmacéutica, de alimentos y del plastico. Fue descubierto en 1780 por el
quimico sueco Scheele, quien lo aislo de leche agria, fue reconocido como producto de
fermentacion por Blondeaur en 1847 y tan solo en 1881, Littleton inicia la fermentacion a
escala industrial (Suriderp, 1995; Parés et al., 1997). El acido lactico tiene un carbono
asimétrico lo cual da lugar a actividad Optica. Existen dos isémeros opticos, el D (-) lactico y
L (+) lactico y una forma racémica constituida por fracciones equimolares de las formas L (+)
y D (-). A diferencia del isbmero D (-), la configuracion L (+) es metabolizada por el organismo
humano. Tanto las dos formas dpticamente activas como la forma racémica se encuentran en
estado liquido, siendo incoloros y solubles en agua. Las propiedades fisicoquimicas del acido

lactico se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1.Propiedades fisicoquimicas del acido Lactico (tomado de Dean 1987)

Formula CaH O,

Peso molecular O0,08

Indice de refraccidn 14414

Punto de fusidn L{+)y D{-): 52,8 a 54°C
DL (segin composicidn): 16,8 a 33°C

Punto de ebullicidn 125 -140°C

Ciravedad especifica 1206

Calar de combustidn 3alé calie

Viscosidad 40,33 mNsm™

Densidad 1,244

Constante dieléctrica 22

El acido lactico y sus derivados como sales y ésteres son ampliamente utilizados en la industria
alimenticia, quimica, farmaceéutica, del plastico, textil, la agricultura, alimentacién animal
entre otros (Chan-Blanco et al., 2003; Boonmee, 2003; Kourkoutas et al., 2004; Suriderp,

1995). En la industria alimenticia se usa como acidulante y conservante. Las industrias
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quimicas lo utilizan como solubilizador y como agente controlador de pH. En las curtiembres
es utilizado para remojar los cueros. En la produccion de pinturas y resinas, puede ser utilizado
como solvente biodegradable. En la industria farmacéutica, sus sales de hierro y calcio tienen
un importante uso en la produccion de drogas. En la industria textil ayuda en el tefiido e
impresion. En la agricultura se utiliza como acidulante ( Suriderp, 1995 ) y en la industria de
plasticos es utilizado como precursor del &cido polilactico ( PLA ), un polimero biodegradable
con interesantes usos en la industria y la medicina; se considera que ésta es la principal
aplicacion del &cido y la causa por la cual ha aumentado considerablemente su demanda
(Chang et al., 1999; Danner et al., 2002; Hujanen et al., 1996, 2001; Litchfield, 1996; Park et

al., 2004; Vick Roy, 1985 ).

La obtencion de &cido lactico a través de medios fermentativos de ha evaluado en diferentes
tipos de almidones, como nos muestra el siguiente estudio (Ortiz, Camilo; Ospina, Lizeth;
Sanchez, Sara,2014).Aqui se evalud la produccién de &cido lactico a partir de almidén de yuca,
este proceso implemento un BAL (bacterias acido lacticas) aisladas de yogurt comercial Alpina
®, los medios de fermentacion fueron todos hidrolizados para aumentar la concentracion de
glucosa vy facilitar el trabajo enziméatico de las bacterias, las concentraciones de sustrato
implementadas fueron de 60, 90 y 120 g/L. La mayor concentracién de acido lactico fue de
51,15 g/L obtenida al tercer dia de fermentacién con una concentracion de almidon de yuca
hidrolizado de 120 g/L. ElI méaximo rendimiento se obtuvo a una concentracion de 60 g/L al
tercer dia de fermentacion, con un valor igual a 84,81 % (mol/mol) o 42,03% (g/g) teniendo

como base el sustrato hidrolizado (glucosa).
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3.3 MARCO TEORICO

3.3.1 Platano: Generalidades

El platano es una planta herbacea monocotileddnea, de la familia Musaceae, originaria del
sudeste asiatico y traida a nuestro pais por los espafioles en el siglo XVI (Corpoica, 2006). Es
considerado el cuarto cultivo mas importante del mundo, por tratarse de un producto béasico y
de exportacion, fuente de empleo e ingresos en numerosos paises del tropico y subtropico. Las
variedades de platano cultivadas en Colombia son: dominico-harton, dominico, harton, peli
pita, morado, cachaco, popocho, pompo, maquefio, guineo y trucho (Universidad Nacional de
Colombia, 2007). Este es un producto muy importante en la canasta de los alimentos que
consumen los colombianos; en el IPC de los alimentos esta ubicado en el grupo de los
tubérculos, raices y platanos, donde tiene un peso del 33%.De esta forma, en el presente
articulo se adelantara una descripcion de las condiciones necesarias para el cultivo del platano,
asimismo de su proceso productivo, teniendo en cuenta las diferentes etapas como obtencién
de la semilla, establecimiento del cultivo, manejo del cultivo, control integrado de plagas y

enfermedades, cosecha y postcosecha.

Condiciones agroecoldgicas para el cultivo del platano:

Altitud: Es una condicion que determina el periodo vegetativo del platano de acuerdo con la
variedad, adaptandose en un amplio rango que va desde los cero metros hasta los 2000 msnm
(Universidad de Cérdoba, 2011).

Temperatura: Es un factor que determina la frecuencia de emisién de las hojas y de ella
depende que el periodo vegetativo de la planta sea mas largo o mas corto.

Precipitacién: El cultivo del platano requiere, para su normal desarrollo y buena produccién,

precipitaciones bien distribuidas durante el afio. Vientos: No se recomienda establecer el
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cultivo en zonas que presenten fuertes vientos, superiores a los 20 kildmetros/hora, dado que
causan dafios en las hojas como doblamiento o rotura, afectando la produccion.

Humedad relativa: La humedad relativa del ambiente debe ser adecuada (75-80 %), dado
que condiciones de alta humedad podrian favorecer la presencia de enfermedades causadas
por hongos (Corpoica, 2006).

Luminosidad: Se debe contar con buena cantidad de luz dia, para que las plantas se
desarrollen adecuadamente (hojas, racimos, yemas o brotes laterales). En el caso contrario, la
baja disponibilidad de luz retrasa la produccién y afecta la calidad del fruto (Universidad de
Cordoba, 2011).

Suelo: El platano requiere de suelos con topografia ondulada a plana, profunda, bien drenada,
fértil y con buena cantidad de materia organica, de texturas medias y sueltas (franco arenoso
a franco-arcillo-arenosos). En la tabla 1 se presentan los rangos 6ptimos para el desarrollo del
cultivo de platano de acuerdo con la variedad. (Dane)

3.3.2 Almiddn y caracterizacion

El almidén es una materia prima con un amplio campo de aplicaciones que van desde la
imparticion de textura y consistencia en alimentos hasta la manufactura de papel, adhesivos y
empaques biodegradables (Zhao; Whistler, 1994). Debido a que el almiddn es el polisacarido
més utilizado como ingrediente funcional (espesante, estabilizante y gelificante) en la
industria alimentaria, es necesario buscar nuevas fuentes de extraccién, ya que con una
produccion mundial de 48,5millones de ton/afio (Faostat, 2001), existe una demanda
insatisfecha del mismo. De las calorias consumidas por los humanos, cerca del 70 al 80%
provienen del almidon. Es la principal fuente de almacenamiento de energia en los vegetales,

ya que se encuentra en grandes cantidades en las diversas variedades de plantas, como, por
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ejemplo, en los granos de cereales, los cuales contienen entre 60 y 75% de su peso seco de
almidon, asi como también, puede encontrarse en tubérculos, semillas de leguminosas y en
algunas frutas, y su concentracion varia con el estado de madurez de los mismos (Thomas;

Atwell, 1999).

p—

Figura 1. Molécula de Amilosa

Estructuralmente, el almidon consiste de dos polisacaridos quimicamente distinguibles: la
amilosa y la amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por
enlaces o (1-4), en el cual algunos enlaces o (1-6) pueden estar presentes. Esta molécula no es
soluble en agua, pero puede formar micelas hidratadas por su capacidad para enlazar
moléculas vecinas por puentes de hidrogeno y generar una estructura helicoidal que es capaz
de desarrollar un color azul por la formacion de un complejo con el yodo (Knutzon; Grove,
1994). Mientras que la amilopectina es un polimero ramificado de unidades de glucosa unidas
en un 94-96% por enlaces a (1-4) y en un 4-6% con uniones a (1-6). Dichas ramificaciones se
localizan aproximadamente a cada 15-25 unidades de glucosa. Los almidones nativos de las
diferentes especies de vegetales tienen como caracteristica fundamental que sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales estaran influenciadas por sus estructuras granular y molecular
(Wang; White, 1994a). Las propiedades mas importantes a considerar para determinar la

utilizacion del almidén en la elaboracion de alimentos y otras aplicaciones industriales
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incluyen las fisicoquimicas: gelatinizacion y retrogradacion; y las funcionales: solubilidad,

hinchamiento, absorcion de agua, sinéresis y comportamiento reoldgico.
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Figura 2. Molécula de Amilopectina
Materia Seca

La pérdida en peso durante el periodo de calentamiento es considerado igual al contenido de

materia seca en los almidones y se calcula con a través de la ecuacién 1.

% materia seca = 100 x (P;- Py)
(P2-Py)

Ecuacion 1. Porcentaje materia seca

Pulpa o Fibra
Esta prueba permite determinar con relativa facilidad la presencia de pequefias cantidades de

fibra en el almidon. El volumen del sedimento medido depende, en cierto modo, de la finura
de lafibra. La presencia de cualquier indicio de fibra, pulpa u otra impureza son determinadas
por medio de una hidrdlisis acida moderada del residuo de la muestra y su valor se determina

a través de la ecuacion 2.

Pulpa (%) = [{Pe.sc: de crisol después de secado (g) — peso de crisol vacio (g)] x 100
Peso de muestra analizada (g)

Ecuacion 2. Porcentaje pulpa
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Cenizas y Humedad
Este método analitico proporciona una estimacion del material mineral presente en la muestra
de almiddn incluyendo metales, sales y trazas de elementos; y el porcentaje de humedad

contenido en la muestra; se utiliza la perdida gravimétrica por calentamiento.

Cenizas (%) = Peso de las cenizas (g) x 100
Peso de muestra (g)

Ecuacion 3. Porcentajes cenizas y humedad.
Acidez y pH

El valor de pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una muestra, mientras que la acidez
titulable es una medida de la cantidad de &cido presente. EI pH es medido con un medidor de
pH vy la acidez titulable es determinada por titulacion con hidréxido de sodio en el cambio
final con fenolftaleina y es calculado por la presencia de &cidos presentes, como &cido lactico.
Color

El método descrito es una determinacion cualitativa y es Gtil en el campo: el grado de brillantez
0 blancura del almidén se compara visualmente con el de otro tomado como patrén que debe
ser de primera calidad. La dificultad de conseguir almidon de blancura uniforme y que se
conserve sin estropearse durante un tiempo suficientemente largo es un notable inconveniente.
Actualmente, se usan técnicas espectrofotométricas donde se obtiene un resultado objetivo y
exacto para la determinacion cuantitativa de la blancura del almidén mediante la comparacion

de su grado de reflectividad respecto a la de un patrén de blancura como el sulfato de bario.
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Densidad aparente y empacada

La densidad aparente del almidén puede ser determinada utilizando la relacion entre el peso
del almidon que ocupa un volumen conocido. Se puede determinar en dos formas: con el
almidon suelto y con el almidén empacado.

Indice de absorcion, solubilidad y poder de hinchamiento

Cuando se calienta una suspension acuosa de almidén, los granulos se hinchan por una
absorcion progresiva e irreversible de agua aumentando su tamafio. La determinacion de estos
indices se mide aprovechando la capacidad de absorcién del agua del granulo de almidén y la
exudacion de fracciones de almidon a medida que se incrementa la temperatura de las

suspensiones de almidén.

fndice de absorcién de agua (IAA)=  Peso del gel (g)
Peso muestra (g) bs

Ecuacion 4. indice de absorcion de agua

Indice de solubilidad en agua (ISAY=  Deso solubles (g) = ¥V = 10

TPeso muestra (g) bs

Ecuacion 5. indice de solubilidad de agua

Poder de hinchamiento (PH)= Peso del gel (g)
Peso muestra (g) bs—Peso solubles (g)

Ecuacion 6. Poder de hinchamiento

Temperatura de Gelatinizacién
Los granulos de almidon son insolubles en agua fria; cuando se calientan en solucién a
temperaturas altas alcanzan una temperatura especifica en la cual se inicia el hinchamiento de

los granulos. Esta temperatura es llamada temperatura de gelatinizacion.
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3.3.3 Hidrolisis Enzimatica

La sacarificacion es la operacion que permite la transformacion del almidon a azucares
fermentables, por lo general son: sacarosa, glucosa, maltosa y levulosa. Se puede realizar por
medios quimicos y enzimaticos, o accion microbiana. En la hidr6lisis enzimética por accion
de las enzimas las mas comunes son: alfa y beta amilasa. Para una eficiente hidrolisis
enzimética del almidén por las amilasas conviene que esté gelatinizado, por esta razén se

realiza un cocimiento del almidén antes de la adicién de dichas enzimas:

2(C,H,,0;), +nH,0 — nC,,H,,0,

Figura 3. Reaccion de hidrdlisis

La a-amilasa, también conocida como a-1,4glucanohidrolasa; es una glucanasa endoactiva
que catalizan la hidrdlisis al azar de los enlaces a-(1,4) glicosidicos de la region central de las
cadenas de amilosa y amilopectina excepto en las proximidades de los puntos de ramificacién
(Van Der Maarel, Marc J.E.C.). La hidrélisis de la amilopectina por esta enzima produce
glucosa, maltosa y una serie de dextrinas que contienen enlaces ramificados conformados por
4 0 més residuos de moléculas de glucosa que presentan enlaces a-1,6 provenientes de las

uniones glucosidicas de la estructura original.

Amiloglucosidasa (AMG) conocida como glucoamilasa o amiloglucosidasa, es empleada en
la produccion de jarabes glucosados, ya que tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces a- 1,4
de extremos no reductores de polisacaridos para la formacion de glucosa. Esta - 9 - enzima

también posee la capacidad de hidrolizar enlaces a-1,6 a mas baja velocidad, pudiéndose
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completar la hidrdlisis de almidén con la combinacion de las tres enzimas o- amilasa,
pululanasa y AMG de manera completa.

3.3.4 Fermentacion lactica

La fermentacion homolactica puede ademas dar lugar a una mezcla de acidos cuando existe
una concentracion de glucosa limitante, cuando se incrementa el pH, se aumenta la
temperatura o se fermentan azUcares diferentes a la glucosa; en estos casos, la diferencia radica
en el metabolismo del piruvato, el cual ademas de producir &cido lactico produce ademas
formiato y acetil por la enzima piruvato formiato liasa (Hofvendahl y HhanH&gerdal, 2000).
Dentro del género Lactobacillus, existen bacterias homofermentativas obligadas y
facultativas, estas Ultimas tienen glucosa-6 fosfato deshidrogenasa y siguen la via de la
pentosa. La fermentacion heterolactica produce a partir de glucosa, cantidades equimolares de
otros productos de fermentacion como acido acético, etanol y didxido de carbono. Las
bacterias que tienen este tipo de metabolismo son: Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. bifidus y todas
las especies del género Leuconostoce. De las BAL, Lactobacillus delbrueckii es el
microorganismo mas utilizado en la produccion a gran escala de acido lactico ya que tiene la
ventaja de producir Unicamente isomeros L (+), consumir eficientemente glucosa y ser un
microorganismo termdfilo con temperatura optima de crecimiento 41.5°C, lo que reduce
costes de enfriamiento y esterilizacidn, asi como riesgos de contaminacion microbioldgica en
el fermentador. Este microorganismo crece bien a un pH entre 5,5y 6,5, por lo cual el acido
producido debe ser continuamente neutralizado; por esto, Lactobacillus delbrueckii ha sido
sometido a mutagénesis para aumentar su tolerancia al acido lactico (Demirchi et al., 1992,
citado por Hofvendahl y Hhan-Hégerdal, 2000). En medio lacteos la bacteria recomendada es

Lactobacillus bulgaricus que también es termoéfila (Garcia, 1993).
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3.3.5 Microorganismos para la fermentacion &cido lactica

Las bacterias que pueden utilizarse para la produccion de acido lactico son cocos y bacilos
Gram positivos, anaerobios facultativos, no esporulados, inmoviles y catalasa negativo,
pertenecientes a los géneros Lactobacillus (Lb), Carnobacterium, Leuconostoc (Leu),
Pediococcus (Pd), Streptococcus (Str), Tetragenococcus, Lactococcus (Lc), Vagococcus,
Enterococcus (Ent), Aerococcus y Weissella (Bergey, 1984; Hofvendahl y Hhan-Héagerdal,
2000). La mayoria de las especies pertenecientes a estos géneros tienen alta tolerancia a pH
por debajo de 5. Esta tolerancia acida les da ventajas competitivas sobre otras bacterias; la
temperatura 6ptima de crecimiento varia entre géneros y esta en un rango de 20° C a 45° C
(Hofvendahl y Hhan-Hagerdal, 2000). Las bacterias del &cido lactico (BAL) tienen
requerimientos nutricionales complejos debido a su limitada habilidad para sintetizar
aminoacidos y vitamina B (Niel y HahnHé&gerdal, 1999; Chopin, 1993; citado por Hofvendahl
y Hhan-Hagerdal, 2000), por lo tanto ellas se encuentran en la naturaleza en ambientes
nutricionalmente ricos. La mayoria de BAL producen unicamente una forma isomérica de
acido lactico; las formas isoméricas de lactato deshidrogenasa presente en las BAL determinan
el isomero de &cido lactico producido, ya que la deshidrogenasa lactica es esteroespecifica;
las especies de los géneros Aerococcus, Carnobacterium; Enterococcus, Vagococcus y
Tetragenococcus producen Unicamente isomeros L, mientras las especies del género
Leuconostoc producen Gnicamente isomeros D (Salminen, 1993). Sin embargo, algunas BAL
producen formas racémicas donde el isomero predominante depende de cambios en la
aireacion, cantidad de NaCl, tipo de fermentacion, incrementos en el pH y concentracion de

sustrato (Hofvendahl y Hhan-Hé&gerdal, 2000). Las especies del género Lactobacillus por
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ejemplo, producen ademaés de formas isoméricas L (+) y, D (), una mezcla racémica de ambos

isdbmeros (Salminen, 1993).
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4. METODOLOGIA
El procedimiento experimental del proyecto se llevd a cabo simultdneamente entre los
laboratorios de ingenieria quimica y microbiologia de la Universidad de Pamplona. El
proyecto se ejecutd en cuatro fases fundamentales; la primera la obtencion y caracterizacion
del almidon a partir de los residuos del platano, la segunda etapa el aislamiento, cultivo y
conteo de los microorganismos acido lacticos del yogurt, como tercera fase la fermentacion
del almiddn en los medios planteados, y como Ultima etapa la caracterizacion y cuantificacion

del 4cido lactico obtenido.

4.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL ALMIDON DE PLATANO

4.1.1 Obtencion del almidon del platano

EL método seleccionado para la extraccion de almiddn por motivos practicos y relacionados
con la adaptabilidad del proyecto fue método de extraccion en seco adaptado (Kent, 1996;
Islas-Hernandez, 2005). EI proceso se realiz6 bajo un mecanismo manual, donde se peso en
promedio 1,4305 Kg de platano fresco sin procesar, luego se realizé un proceso de lavado y
desinfeccion que consistio en enjuague con agua 'y desinfeccion con hipoclorito de sodio (1
%), un pelado de forma manual y una sucesiva inmersion en acido citrico (3 %), un troceado
con dimensiones aproximadas de trozos de platano de 7X4 cm, luego se realiz6 el secado (40
°C, 8 horas), un proceso de molienda manual y un tamizado con los tamices #20 y #16
respectivamente, rapidamente el almidon obtenido se sometid un secado a 55°C grados por 1

hora, 15 minutos. En el anexo 1 se describe la metodologia paso a paso.
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4.1.2 Molienda y tamizado

La molienda se realizo a través de un .molino artesanal sin especificaciones de equipo; v el
tamizado con los tamices de #16 y #20 con tamafio de malla 1.18 mm y 850 um,

respectivamente, pertenecientes al laboratorio de suelos de la universidad de Pamplona, las

fichas técnicas y las especificaciones de los tamices se pueden ver en el Anexo 2.

Figura 4. Tamizado del almin
4.1.3 Caracterizacién del almidon del platano

La caracterizacion del almidon se realizd mediante la estimacion de parametros
experimentales a nivel de laboratorio basados en normas y protocolos, la metodologia
experimental se realizé de acuerdo al libro técnico de la FAO (capitulo 8). A continuacion se
describen los procedimientos experimentales para cada parametro.

4.1.3.1 Materia Seca

Se sec6 un crisol vacio durante cinco horas en un horno a 80 °C ( P1), luego se agrego en el
crisol 20 g de la muestra de almidédn ( P2 ) y se sometio a calentamiento en un horno a 80 °C
durante 24 horas, se dejé enfriar en un desecador hasta obtener peso constante ( P3 ).

Finalmente se calculd el contenido de materia seca a través de la Ecuacion 1.
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4.1.3.2 Pulpa o Fibra

Se hirvieron 2 g de almidon durante una hora en 100 mL de &cido clorhidrico 0,4 por ciento,
luego se filtrd el liquido sobre papel filtro, previamente pesado, posteriormente se lavo con
agua caliente y se sec6 a 105-110 °C hasta peso constante, se calculé el porcentaje de pulpa
con la Ecuacién 2.

4.1.3.3 Cenizas y Humedad

Se pesaron dos crisoles vacios, luego se depositaron en ellos 1 gramo de almidon, uno se llevd
a 550 °C para cenizas durante 3 horas, 30 minutos y el otro a 110 °C hasta obtener un peso
constante, los porcentajes de humedad y ceniza se determinaron a través de las ecuaciones
resaltando que para calcular el porcentaje de humedad, se reemplaza el valor de cenizas en la
ecuacion, por el valor del peso la muestra seca.

4.1.3.4Acidez y pH

Se calibro el medidor de pH con las soluciones tampén pH 4,0 y pH 7,0, luego se mezcl6 20
g de almidoén en base seca con 100 mL de agua destilada (previamente hervida para eliminar
el CO2) durante 15 minutos, se filtrd a través de un papel filtro al liquido filtrado se le midi6
el pH, para la acidez se tom6 50 mL del filtrado y se tituldé con hidréxido de sodio 0,1 N
utilizando fenolftaleina como indicador.

4.1.3.5 Color

Este analisis es cualitativo y consiste en formas un tridngulo sobre una superficie oscura y con
buena iluminacién con el almidén obtenido, y un triangulo con almidén puro, y comparar su

color.
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4.1.3.6 Densidad aparente y empacada.

Se peso la probeta graduada vacia y se adiciono cuidadosamente con una espéatula la muestra
de almiddn a la probeta de 250 mL por medio de un embudo hasta que el volumen total sea
libremente completado, luego se pes6 la probeta llena y se hicieron los respectivos célculos,
para la densidad empacada se realizd el mismo procedimientos, pero esta se sometid a
vibracién durante cinco minutos a una frecuencia y amplitud de manera tal que la probeta
vibre ritmicamente con la base de madera y alcance el volumen de muestra empacada.
4.1.3.7 indice de absorcion, solubilidad y poder de hinchamiento

Se pesaron tubos de centrifuga secos a 60 °C, se depositaron en ellos 1,25 g de almidon y se
agregd exactamente 30 mL de agua destilada precalentada a 60 °C, se sometieron a bafio de
maria a 60 °C durante 30 minutos; se agito la suspensién a los 10 minutos de haber iniciado
el calentamiento y se centrifugo a temperatura ambiente a 4 900 RPM durante 30 minutos y
se decantd el sobrenadante inmediatamente después de centrifugar, se midié el volumen y se
tomaron 10 mL del sobrenadante y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL , se secd
el sobrenadante en un horno durante toda la 6 h a 70 °C, finalmente se pesé en el tubo de
centrifuga con el gel y se el vaso de precipitados con los insolubles, los célculos se realizaron
a través de las ecuaciones 4,5 y 6, respectivamente.

4.1.3.8 Temperatura de Gelatinizacion

Se pesaron 10 g de almiddn de platano y se disolvieron en agua destilada hasta completar a
100 mL, de esos 100 mL se tomaron 50 mL y se llevaron a bafio de maria a una temperatura
de 85 °C. Se agitd constantemente la suspension del almidédn hasta que se formo una pasta y
la temperatura permanecié estable por unos segundos, se reportd la temperatura de

gelatinizacion.

33



4.2 AISLAMIENTO, CULTIVO, CONTEO Y CARACTERIZACION DE LOS
MICROORGANISMOS ACIDO LACTICOS

Para el proceso fermentativo se propusieron dos tipos de microrganismos liofilizados
comerciales CMLAB® vy aislados del yogurt, el aislamiento consistié en la inoculacién y
activacion de los microorganismos, para esto se agregé 1 g de cultivo comercial y 2 mL de
yogurt en tubos de ensayos con tapa, respectivamente, los cuales contenian 30 mL de caldo
MRS, luego se incubaron a 25°C durante 72 h, periodo después del cual se tomé 1 mL de
cada cultivo y se agregaron a nuevos recipientes que contenian 49 mL de caldo MRS y se
incubd a la misma temperatura durante 6 h, del caldo se tom6 1 mL y se realizaron diluciones
en leche entera para incrementar el cultivo de la biomasa. El conteo se realizé a través de la
adicion de 0,1 mL de cultivo en medio SPC (Agar Plate Count), de las cuales se hicieron
diluciones seriadas hasta 107°, el esquema del proceso se puede ver en el anexo 3. El proceso
de caracterizacion se realiz6 por medio de microscopia para determinar los tipos de

microorganismos presentes.

4.3 METODO DE CURVA DE CLORURO FERRICO PARA CUANTIFICACION DE
ACIDO LACTICO

En la determinacion de la cantidad de &cido lactico producido a lo largo del proceso se opto
por usar el método colorimétrico de la curva de cloruro férrico, el cual consiste en tomar 10
mL de muestra, a la cual se le adicionan 5 mL de solucién de FeClsz y se afora a 50 mL con

agua destilada, posteriormente se lee su absorbancia a una longitud de onda de A=440 nm.
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4.3.1 Preparacion de la curva de &cido lactico y la solucién de cloruro férrico.

La solucidn de cloruro férrico se prepard pesando 1 g de FeCls, adicionando 2 mL de HCI 0,1
Ny completando a 100 mL con agua destilada, se conservé en un lugar con poca luminosidad,
ya que este reactivo se descompone rapidamente con la luz.

Para la preparacion de la curva de &cido se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de acido lactico, y luego se leyeron sus absorbancias, como se observa en el
tabla 2, antes se prepard un blanco con agua destilada para calibrar el equipo, las absorbancias

se tomaron a una longitud de onda de A=440 nm, en el anexo 4 se observa la curva de

calibracion.
Tabla 2.Valores ppm vs absorbancia curva acido lactico
Concentracion (ppm) 20 40 60 80 100 120 140
Absorbancia 0,116 0,302 0,416 0,518 0,62 0,710 0,820

4.4 EVALUACION DE LAS CONDICONES OPTIMAS DE FERMENTACION PARA
EL ALMIDON

Para la determinacion de las condiciones dptimas de fermentacion se prepararon 6 medios con
concentraciones de sustrato del 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125 y 0,15 % en 100 mL de agua
destilada. Se tomaron 2 mL de cada biomasa a una concentracion de 400x10° y
948x10°Ufc/mL, respectivamente para los microorganismos del yogurt y las cepas
liofilizadas, y se inocularon en los medios. A estos medios no se les adiciono ningun
suplemento adicional, se incubaron a una temperatura de 28 °C, a condiciones de
microanaerobiosis para las 12 muestras, 6 muestras con los microrganismos liofilizados y 6
muestras con los microorganismos aislados del yogurt, este proceso se realiz6 por duplicado.
Posteriormente se realizd medicion de pH inicial, el cual se encontraba en un rango de 5,5

0.06, seguidamente se realizaron mediciones de pH y absorbancia a cada muestra cada 6 horas,
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hasta alcanzar 30 horas. Terminado el proceso se reportaron los datos experimentales y se

procedid a examinar las condiciones Optimas para la produccién de acido lactico.

Figura 5. Evaluacion de las condiciones de fermentac

4.5 FERMENTACION DEL ALMIDON (HIDROLIZADO Y NO HIDROLIZADO) A
ACIDO LACTICO

Luego de determinar la mejor concentracion del sustrato, los microorganismos mas factibles
para el proceso y el tiempo en el que se da la mayor produccion de acido lactico. Se llevo a
cabo el proceso a escala de laboratorio en un Erlenmeyer de 1.000 mL, se prepararon dos
medios con concentracion de almidon de 0,025 %, uno de los medios se someti6 a un proceso
de hidrolisis enzimatica con las enzimas comerciales a-amilasa marca HARYZYME 5000 ®
y la glucoamilasa marca NATURYZEME ® utilizando las relaciones enzimas/sustratos
especificadas por el fabricante, al medio hidrolizado se le midieron los grados Brix® iniciales
y finales , para verificar la accién enzimatica. Posteriormente se realizo la inoculacion de 20
mL del cultivo bacteriano del yogurt, a las mismas condiciones descritas en la etapa
evaluacion de condiciones Optimas de fermentacion, las cuales eran, incubacion a una
temperatura de 28 °C, condiciones de microanaerobiosis, realizando medidas de pH vy

absorbancia cada 6 horas hasta 30 h.
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Figura 6. Fermentacion en medios hidrolizado y no hidrolizado

4.6 CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DEL ACIDO LACTICO

El &cido lactico se sometid a un proceso de concentracion a través de un filtrado con papel filtro
Whatman 1 y un proceso de destilacién, en el cual se introdujo 450 mL del filtrado de almidon
con el cultivo acido lactico, la destilacion se realizd a una temperatura entre 90- 105 ° C, hasta
lograr la extraccién del acido, posteriormente al acido lactico se le determinaron algunas de sus
propiedades como densidad y punto de ebullicion, se cuantifico a través de la curva de calibracion

midiendo su absorbancia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Obtencion del almidén
El alImidon obtenido se conservo es un recipiente hermético para evitar contaminacion y humedad
del ambiente. Los principales resultados son los rendimientos de almidon a partir la materia prima

estudiada, los cuales se pueden observar a través de la tabla 3.

Tabla 3.Rendimientos de Almidén

Lote Peso inicial (Kg) | Peso sin cascara (Kg) | Peso Almidén (Kg) | Rendimiento (%)
1 1,86 1,279 0,72 38,79
2 1 0,850 0,45 45
Promedio 1,43 1,0645 0,585 41,89

Fuente: Autor

El porcentaje de rendimiento promedio obtenido fue de 41,89 %, de la tabla 3 se puede apreciar que
los rendimientos del platano son buenos comparados con algunos estudios en la literatura donde
se evallan los rendimientos del platano como materia prima del almidén en Colombia. Como el
estudio realizado por la universidad de Cartagena (H Lambis, F Hernandez, Y Morales, L Marin,
J Pasqualino), donde evaludé la conversion de almidon por ambos métodos teniendo como
resultados que el método en seco permite extraer el 49.62 % del almidon de la pulpa del platano,
mientras que el himedo permite extraer el 56.76 %. Aunque el método himedo presenta mayores
rendimientos, su proceso implica muchos mas residuos y demanda de agua. Por otro lado el método
seco es mas econdémico ambientalmente, ya que requiere una menor inversion en area y

equipamiento, y no consume agua, generando asi menores impactos ambientales.

El proceso de extraccion en seco, permite aumentar los rendimientos de almidon disminuyendo la
perdida de la materia prima, se propone un reciclo a la molienda del material retenido en los

tamices, hasta que cumplan con el tamafio de particula del Gltimo tamiz para aumentar la cantidad
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de almidon y directamente aumentar los rendimientos del proceso. Otro aspecto importante del
proceso es tener un excelente secado, ya que permite mejores propiedades de transporte y textura
del almidon y evita la descomposicion del almidon por acciones de la humedad y
microorganismos.

5.2 Caracterizacion del almidon

En la tabla 4, se muestran los valores para cada uno de los pardmetros determinados
experimentalmente al almidon de platano, aqui se evalUan algunas propiedades fisicoquimicas
como: cenizas, fibra cruda y himeda. En el Anexo 5 se puede observar el resultado cualitativo

para el parametro de color del almidon.

Tabla 4.Propiedades fisicoquimicas almidon de platano

Parédmetro Valor Norma
Materia Seca 89,14 % ICONTEC, 2002
Pulpa 0,33% Grace, 1977
Densidad Aparente 0,96 g/mL Smith, (1967)
Densidad Empacada 1,32 g/mL Smith, (1967)
Indice de absorcion 0,6 Anderson et al.,( 1969)
indice de Solubilidad 12,96 Anderson et al.,( 1969)
Poder de hinchamiento 1,02 Anderson et al.,( 1969)
Cenizas 7,04 % AOAC,(2000)
Humedad 13,98% AOAC,(2000)
Acidez titulable 1,36x10°%eq g A.L/g A ISI, (1999)
pH 6 IS, (1999)
Temperatura de 84 °C Smith, (1967)

Gelatinizacion
Fuente: Autor

En los resultados de caracterizacion se puede comprobar la obtencion de un almidon de buena
calidad, el contenido de materia seca fue de 89,14 % en la literatura se reporta para almidones
valores entre 87-90 %, el contenido de pulpa en la literatura no debe exceder el 0,3 %, en nuestro
caso fue del 0,33 %, los valores de densidad, humedad y cenizas son valores aceptables, ya que la
literatura reporta valores de densidad promedio 1,560 g/mL, humedad entre 10 -13 %, vy

contenido de cenizas de menores al 12 %, los indices de absorcion, solubilidad y poder de
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hinchamiento son buenos; ya que un almidén de buena calidad tendrd una baja solubilidad, alta
absorcién de agua y un alto poder de hinchamiento segun la teoria, la acidez y el pH estan dentro
del rango los valores de la literatura siendo para almidones nativos de los valores deben estar
entre 6-6,5; finalmente la temperatura de gelatinizacion deberia encontrarse entre los 60-75 °C,

pero este fue de 84°C esto puede atribuirsele a la composicion especifica del platano.

5.3 Aislamiento, cultivo, conteo y caracterizacion de los microorganismos acidos lacticos.
Los resultados del aislamiento y cultivo, fueron satisfactorios, ya que los microorganismos
crecieron perfectamente y se logré obtener la biomasa requerida para la fermentacion del almidon

durante todo el proceso, como se puede observar en la figura 7.

Figura 7. Cultivos acido lacticos liofilizados y aislados de yogurt.

Los resultados del conteo dieron valores de 400x10° Ufc/mL para las bacterias aisladas del yogurt;

y de 958 Ufc/mL para los microrganismos liofilizados, como se observa en la tabla 5.

Tabla 5.Conteo de colonias (bacterias del yogurt y liofilizadas)

Disolucion en caja 1x10! 1x1072 1x10°3 1x10* 1x10°°
C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2 C1 C2
Conteo yogurt -- -- -- -- -- -- -- - - 400 568
Conteo liofilizado 948 1056

Fuente: Autor
Debido a la alta poblacién de los microorganismos en la demas disoluciones, no se reportaron

valores para estas, solo en la disolucion x107° se logré hacer un conteo estimado de las colonias,
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en la cual por normativa se escoge el valor de la caja con menos densidad de poblacion para
reportar.

Dentro de los resultados de la caracterizacion del microorganismo se realizé microscopia de cada
uno de los cultivos para verificar la presencia de bacilos lacticos, los resultados mostraron que
efectivamente los microrganismos encontrados pertenecen a Bacilos Gram Positivos, los cuales se
caracterizan por tener un proceso homofermentativo para el acido lactico, los resultados la

microscopias se pueden observar en la figura 8.

a)

b)

Figura 8. Microscopia cultivos 4cidos lacticos objetivo 100X liofilizados (a) y aislados de yogurt (b).

5.4 Evaluacion de las condiciones 6ptimas de fermentacion para el almidén

En la evaluacién de las mejores condiciones de fermentacion se realiz6 el seguimiento de pH y
absorbancia a ciertos intervalos de tiempo, para determinar el tiempo 6ptimo, la mejor
concentracion de sustratos y comparar los rendimientos de produccién de &cido lactico con cada

una de los microrganismos propuestos.
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5.4.1 Seguimiento de pH

Los resultados para el seguimiento de pH se pueden ver en las figuras 9 y 10, respectivamente para

los microorganismos del yogurt y las cepas liofilizadas, las tablas de con los valores de pH iniciales

y finales se pueden ver en el anexo 6.
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Figura 9. pH vs Tiempo (yogurt).
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Figura 10. pH vs tiempo (liofilizados).
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5.4.2 Produccion de A.L a traves del tiempo
A través de la curva de &cido l4ctico, y el valor de las absorbancias se pudo cuantificar en mg/ L,
la cantidad de &cido lactico producido durante el proceso de fermentacion, los resultados obtenidos

se exponen en las figuras 11 y 12, para cada sistema de los microorganismos estudiados.

Produccion A.L vs Tiempo (yogurt)
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Figura 11. Produccion A.L vs tiempo (yogurt).
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Figura 12. Produccion A.L vs tiempo (Liofilizadas).
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5.4.3 Rendimientos de &cido lacticos
Para determinar el mejor tiempo de produccién de acido lactico se realiz6 un estimado de los
rendimientos en cada uno de los tiempos, como se pueden observar en la figura 13 y 14, en cada

uno de los sistemas estudiados.

Rendimientos yogurth
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Figura 13. Rendimientos (yogurt)
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Figura 14. Rendimientos (Liofilizadas)

44



A través del seguimiento del pH de los sistemas fermentados con yogurt y las cepas liofilizadas,
se observo un mismo comportamiento, ambos alcanzan sus pH maés acidos entre las 18 y 24 horas
de fermentacion, reportandose el valor més acido a las 24 horas de fermentacion. Para los dos
sistemas las medidas de pH maés bajas se encuentran en los medios de baja concentracion de
sustrato, siendo la de 0,025 % las que nos muestra una mayor obtencion de acido lactico, segun
las medida de pH consecutivas se encuentran las concentraciones de 0,05 y 0,075 %.
Adicionalmente se observa que pasadas las 24 horas de fermentacion el pH en los dos sistemas y
para todas las concentraciones comienza a aumentar lentamente, este comportamiento puede
atribuirsele a la neutralizaciéon del acido lactico producido por el almidén que ain no ha sido
consumido por las bacterias, esto se intuye debido a que los medios con mayor concentracién de
almidon aumentan su pH maéas répido, como se puede observar en las figuras 9 y 10,

respectivamente.

En las figuras 11 y 12, se observa la velocidad de produccion de acido lactico a través del tiempo,
en el caso del medio fermentado con las bacterias del yogurt la concentracién con mayor
produccion de acido lactico es la de 0,025 %, en un tiempo de 24 horas, seguida de estas las
mejores produccion de acido lactico para este sistema estdn dadas para las concentraciones de
0,15 y 0,125 %,es decir para las mas altas concentraciones; por otro lado el sistema fermentado
con las cepas liofilizadas present6 la mejor produccién de &cido lactico para la concentracion del
0,1 %,sequidas por las concentraciones de 0,075 vy 0,125 %, tambien a las 24 horas de
fermentacion, por lo cual podria decirse que este es el mejor tiempo de produccion de acido lactico

en ambos sistemas. De igual forma que en las graficas del pH, después de las 24 horas el
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comportamiento en la produccion del acido lactico disminuye paulatinamente para todas las

concentraciones.

Finalmente se evaluaron los rendimientos para cada uno de los tiempos de fermentacion en los dos
sistemas, como se aprecian en la figura 13 y 14, aqui encontramos que para ambos sistemas de
fermentacion los mejores rendimientos se obtuvieron para los medios de baja concentracion de
sustrato, es decir, para las concentraciones de 0,025, 0,05 y 0,075 % de almidén. Esto puede
justificarse que para medios no muy saturados de almidén los microorganismos respondieron con
un mejor crecimiento y metabolismo del sustrato, ya que en medios de alta concentracion de
sustratos el crecimiento bacteriano puede llegar a inhibirse afectando asi los rendimientos del
proceso fermentativo (van Winsen et al. 2001). El tiempo que represent6 el mayor rendimiento fue
el de las 24 horas, las medidas de pH, produccion de &cido lactico y el mayor rendimiento lo obtuvo
el sistema de yogurt con la concentracion de 0,025 %, cabe resaltar que los sistemas en términos
de rendimientos se comportaron de manera similar, concluyéndose que es factible trabajar con
cualquiera de los dos, pero que como se busca un proceso econémicamente mas viable, se escogen

los microorganismos aislados del yogurt.

5.5 Fermentacion del almidon (hidrolizado y no hidrolizado)

Después de establecer la concentracion, los microorganismos y tiempo de fermentacion 6ptimo,
los cuales se determinaron a traves de etapa de evaluacion de las condiciones de fermentacién
cuyos resultados se expresan en la seccion 5.4. Se evalUan los rendimientos para medios de
almiddn hidrolizado y no hidrolizado, los resultados del seguimiento se pueden observar en la

figura 15, y en la figura 16 los rendimientos en ambos medios.
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Figura 16. Comparacién de rendimientos en medio hidrolizado y no hidrolizado.

En la evaluacion de la hidrélisis enzimatica, se puede observar en la gréafica 15 los valores de
pH para ambos medios, aqui lo mas sobresaliente es que para el sistema hidrolizado se
alcanzaron valores de pH en el rango de 4- 3,5,ver anexo 5, algo que no se habia presentado
anteriormente, esto nos indica que efectivamente la hidr6lisis enzimatica, la cual aumento los

grados Brix® del medio de 0 a 1, aumenta el contenido de glucosay facilita la produccion del
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acido lactico; en la velocidad de produccion se observa que igualmente el mejor tiempo en la
obtencion de acido lactico esta dado para las 24 horas de fermentacion, respecto a los
rendimientos que se observan en la figura 16, los mayores rendimientos los presenta el medio
hidrolizado, el medio no hidrolizado tiene menores rendimientos para todas las
concentraciones, pero con valores cercanos a los obtenidos con la hidrélisis, de aqui podemos
determinar que es nuestro proceso se podria trabajar directamente con medios de almidon sin
hidrolizar, ya que las bacterias &cido lacticas demostraron poder consumir el sustrato
directamente y esto haria el proceso mas viable econdmicamente, debido que las enzimas
comerciales para la hidrélisis y los requerimientos energéticos aumentarian costos del

proceso.

5.6 Caracterizacion y cuantificacion del acido lactico

El 4cido lactico obtenido se sometié a algunas pruebas de caracterizacion, en las cuales se
determinaron algunas de sus propiedades y se calculd su concentracion por medio del método
colorimétrico a partir de la lectura de su absorbancia, los resultados obtenidos se pueden

observar en la tabla 6, el montaje de destilacion se puede observar en el anexo 7.

Tabla 6.Propiedades del &cido lactico

Analisis Valor Método
Medicién de pH 5,69 Método Potenciometro™
Temperatura de ebullicién 118°C Anaélisis Experimental
Densidad 1, 203 g/mL Picnémetro
Concentracion 1,147 mg/L Curva de calibracion

Fuente: Autor

Con los resultados obtenidos se pudo comprobar que el producto se trataba del acido lactico,
ya que las medidas pH, temperatura de ebullicion, densidad y su cuantificacion en la curva de

acido lactico dieron valores acertados, los valores en la literatura para la temperatura de
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ebullicion y densidad son de 125- 140 ° C y 1.249 g/mL, las variaciones entre estos valores se
le pueden atribuir a que el &cido lactico obtenido no estaba en un alto grado de pureza, por lo
cual presenta un desviacion con sus propiedades estandar, adicionalmente las condiciones
externas como temperatura y presion afectan directamente la determinacion de estas
propiedades. Si estd bien decir que el producto obtenido es &cido lactico, también es

considerable sugerir una caracterizacién mas robusta para tener mayor certeza de los resultados.

5.7 Proceso para la obtencion de acido lactico con microorganismos aislados de yogurt

Como resultado general se disefid un proceso para la obtencidon de acido lactico, el cual
consiste en lavado con hipoclorito (NaClO ) al 1 % y desinfeccion con acido citrico ( CeHsO7)
al 3 %, una etapa de pelado y troceado, un periodo de secado del platano a una temperatura
de 40 °C por 8 horas, una molienda, un proceso de tamizado y secado (55 °C, 1 h 15 m) del
almiddn, la fermentacion con microorganismos acido lacticos aislados del yogurt en un medio
de concentracién de almidon 0,025 % p/v por un tiempo de 24 horas de fermentacién y
finalmente un proceso de filtrado y destilacion para obtener como producto final el acido

lactico, el diagrama del proceso se puede observar en la figura 17 .

Reciclo de almiddn

A

Secado
RESIDUOS Lavado y Pelado y ey ; ;
o D it + R > T goh & = NMolienda » Tamizado
1 Agua de lavado Cascaras de platano 1
Secado
T: 55°%
1h,15m
A4
ACIDO | pogtilacion «——  Filtrado <« grmentacion
LACTICO (BAL yogurt)

Residuos de filtrado
v

Figura 17. Diagrama de flujo proceso de obtencién de acido lactico con un BAL aislado de yogurt.
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En el diagrama se aprecian tres corrientes de residuos la primera corriente agua de lavado,
esta corriente liquida puede ser aprovechada a través de sistemas de filtrado y purificacion,
ya que las concentraciones de hipoclorito y cido citrico utilizadas en el proceso de lavado y
desinfeccion son bajas, la segunda es una corriente solida de residuos correspondiente a la
cascara del platano para su aprovechamiento se plantea la formulacion de algun tipo de
abono para los mismos cultivos de platano, partiendo que estos son residuos netamente
organicos. Finalmente como ultima corriente, los residuos correspondientes a la torta de
filtrado, los microorganismos presentes en la torta deben ser inactivados por tratamiento
térmico, método de calor humedo Autoclave (Autocalving, Alternate Method and
Sterelizacion); sin embargo en nuestro caso se postula la implementacion de estos residuos
como probidticos, en base al estudio realizado por (L. Villamil, M. Martinez ,Universidad
Jorge Tadeo Lozano,2009), dénde se estudié la implementacion de bacterias Gram-positivas
como suplemento alimenticio para el cultivo de camarén(P. monodon, L. vannamei), dando

como resultado general ser benéfica en el cultivo de camardn.
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6. CONCLUSIONES

Los residuos de platano y el método de extraccion propuestos, se considera adecuados,
ya que se lograron rendimientos promedios de 41,89 %, los cuales nos indican una buena
eficiencia en el proceso de obtencion del almidén, ademéas dicho proceso permite

recircular los residuos y mejorar los rendimientos.

La caracterizacion del almidon comparada con los valores en la literatura, indican
valores  coherentes para el almidén analizado, en esta investigacion. Basado en lo
anterior se puede considerar que los residuos del platano (caduco) postcosecha es una

buena fuente de almidon.

Las bacterias acido lacticas estudiadas, demostraron un adecuado crecimiento y
adaptabilidad en los medios de almidon propuestos, siendo capaces de procesar el
sustrato hasta obtener acido lactico. Adicional se determiné que las bacterias acido
lacticas aisladas de yogurt proporcionan buenos rendimientos en comparacion a las
cepas liofilizadas, y que se opta a trabajar con ellas en el proceso, para asi disminuir

gastos.

Se determind que las mejores condiciones de fermentacion estdn dadas en una

concentracion del sustrato del 0,025 % de almidon, el tiempo 6ptimo de fermentacion

es de 24 horas con las bacterias acido lactico aislado del yogurt.
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La hidrdlisis enzimatica aumentd un 1 grado Brix° el medio de almidon, lo cual se reflejo
en el aumento de la produccidon del acido lactico, sin embargo, se puede omitir, ya que

econdmicamente no es viable, ademas los rendimientos sin la hidrolisis son similares.

El &cido lactico obtenido en el proceso, se considera con las condiciones necesarias para
ser usado como materia prima en la produccion de &cido polilactico, evidenciandose en
la caracterizacion de los microorganismos Bacilos Gram positivos, los cuales se
caracterizan por tener un proceso fermentativo donde solo se produce &cido lactico;
adicionalmente la cuantificacion a través del método colorimétrico evidencia la

presencia del &cido l4ctico y la caracterizacion del producto obtenido.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion més exhaustiva de almidon obtenido, para asi estudiar el grado de

incidencia de las propiedades en el proceso de fermentativo.

Realizar una cinética de la biomasa, produccién de &cido lactico y consumo de sustrato que permita

mejorar el proceso, determinando asi temperaturas 6ptimas y agregar un sistema de agitacion.

Realizar una caracterizacion mas robusta del &cido lactico obtenido, usando técnicas mas

sofisticadas como cromatografia liquida de alta resolucion HPLC, que son ideales para compuestos

organicos.
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ANEXO 1. Metodologia obtencion del almidén

Pelado

Secado

Molidenda

Tamizado

Almidén
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ANEXO 2. Ficha Técnica de los tamices.

HMENS IO IALES, VARIAC

L
PARA TENDO DI AMBREE DF TAM 4
Jeslynacién del Tamls
mdar Allernalivo

424 Iri

b
1,6 i
6,5 i
25 .
22,4 mrm
19 mirn
16
13,2 min
12,6 mirn.
11,2 rormn.
)

N

i

62



ANEXO 3. Estandarizacion de microorganismos (Akerberg; 1998)
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ANEXO 4. Preparacion curva de calibracion

ABSORBANCIA

CURVA CALIBRACION ACIDO LACTICO
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ANEXO 6. Valores de medidas de pH y absorbancias.

B ™
\ \ [~

SEGUIMIENTO DE pH Muestras del yogurt

Tiempo(horas) 0 6 12 18 24 30
0,025 % 5,31 5,13 4,81 4 3,98 3,99
0,05 % 5,38 5,05 4,95 4,04 4,01 4,16
0,075 % 5,31 5,18 4,92 4,03 4,02 4,17
0,10 % 5,39 5,2 4,97 4,08 4,05 4,19
0,125% 5,27 5,17 4,91 4,06 4,01 4,21
0,125% 5,41 5,23 5,01 4,05 4,15 4,31

Absorbancias 0 6 12 18 24 30
0,025 % 0 0,338 0,522 0,72 0,728 0,391
0,05 % 0 0,402 0,489 0,696 0,615 0,325
0,075 % 0 0,477 0,511 0,703 0,698 0,394
0,10 % 0 0,497 0,478 0,668 0,653 0,367
0,125% 0 0,451 0,589 0,694 0,688 0,386
0,125% 0 0,553 0,59 0,697 0,69 0,378
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SEGUIMIENTO DE pH Muestras Liofilizadas

Tiempo(horas) 0 6 12 18 24 30
0,025 % 5,55 51 4,62 4,2 4,04 4,25
0,05 % 5,55 5,22 4,73 4,14 4,07 4,27
0,075 % 5,37 5,03 4,53 4,18 4,16 4,35
0,10 % 5,47 5,19 4,77 4,24 4,22 4,42
0,125% 5,5 5,21 4,63 4,28 4,19 4,31
0,125% 5,49 5,11 4,73 4,28 4,27 4,37

Absorbancias 0 6 12 18 24 30
0,025 % 0 0,416 0,572 0,69 0,701 0,361
0,05 % 0 0,433 0,528 0,652 0,665 0,365
0,075 % 0 0,447 0,589 0,754 0,743 0,392
0,10 % 0 0,474 0,617 0,813 0,801 0,367
0,125% 0 0,469 0,649 0,733 0,734 0,323
0,125% 0 0,451 0,598 0,718 0,708 0,32
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ANEXO 7. Montaje de destilacion para el acido lactico.
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