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RESUMEN

El &cido lactico tiene multiples aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica, textil
y Gltimamente, en la produccion de bioplasticos; debido a su importancia y su amplia demanda,
se presenta una estrategia de aprovechamiento del afrecho de malta para la produccién a escala
laboratorio de acido lactico por fermentacion mediante un consorcio bacteriano entre las
bacterias lacticas Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus.

El proceso productivo constd de tres partes. La primera consiste en un pretratamiento, para
la extraccion de azUcares reductores, en el que se realiz6 una hidrdlisis &cida con H.SO4 0.1M,
para la remocion de lignina y hemicelulosa; y una hidrolisis enzimatica realizada con un
complejo de enzima celulasa, para realizar una ruptura de los enlaces glucosidicos de la
celulosa, permitiendo obtener la glucosa empleada como fuente de carbono en la fermentacion
lactica. En esta etapa se cuantifico el contenido de azUcares fermentables. La segunda parte es
el proceso de fermentacion lactica, utilizando como fuente de carbono los azlcares
fermentables obtenidos en la hidrolisis del afrecho de malta. En esta etapa se realiz6 un
seguimiento a la fermentacion determinando el comportamiento del sustrato, la biomasa y el
acido lactico producido. La tercera etapa consiste en el proceso de purificacion del &cido lactico
obtenido del caldo de fermentacion, mediante extraccion liquido-liquido con acetato de etilo y
posteriormente separando la fase organica por destilacién simple.

De esta manera, se demostro que es posible producir acido lactico a partir de la fermentacion
de biomasa celuldsica proveniente del afrecho de malta, mediante bacterias lacticas. El sustrato
utilizado en la fermentacion tuvo una concentracion de azucares reductores totales de 6 g/L, y
en la fermentacion realizada por triplicado, se obtuvo &cido lactico con una concentracion
aproximada de 6.7 g/L, el rendimiento biomasa sustrato fue de 0.3 g/g, mientras que el
rendimiento producto sustrato fue de 1.1 g/g y la productividad promedio fue de 0.158 g/Lh.
Posterior al proceso de purificacion, el &cido lactico se obtuvo en una concentracion de 70 g/L,
fue determinado y cuantificado, mediante el método de espectrofotometria.

Finalmente, se realiz6 una comparacion de algunas propiedades fisicoquimicas del acido
lactico obtenido, indice de refraccion y punto de ebullicién. Obteniendo valores de 983.1
kg/m?, 1.3866 y 108 °C respectivamente y errores relativos en todas las mediciones inferiores
al 1%.

Palabras clave: Acido Léctico, Fermentacion, Biomasa, Afrecho de Malta, Lactobacillus

delbrueckii, Streptococcus thermophilus.
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INTRODUCCION

La cerveza es una de las bebidas mayormente consumidas en todo el mundo, y por lo tanto,
es una bebida que tiene una alta manufactura alrededor del planeta. La elaboracién de cerveza
es un proceso que data de varios siglos y que naturalmente ha sufrido diversas modificaciones
y con la revolucion industrial, la produccién de cerveza se ha tecnificado e industrializado en
gran medida. No obstante, hoy en dia es muy comdn que ademas de las grandes empresas
cerveceras, la cerveza sea fabricada de manera artesanal, aumentando ampliamente el volumen
de produccion de esta bebida a nivel mundial. La Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), estima que la produccién global de cerveza es de
aproximadamente 113.654.000 millones de kilogramos al afio. [1]

La cerveza es una bebida alcoholica obtenida del proceso fermentativo de un mosto
enriquecido en azlcares, generalmente de cebada o trigo y otras materias primas. Los
ingredientes tipicamente utilizados son agua, malta, lGpulo y una cepa de levadura [2].

La malta requerida para la produccién de cerveza es una materia prima, que al terminar el
proceso de maceracion donde se extraen los azicares fermentables, se separa del mosto liquido
y se desecha tanto en producciones artesanales como industriales, pues ya no tiene ningan valor
para el proceso, ni tampoco un valor comercial significativo.

Esta malta residual es considerada como un desecho, que se elimina en todas las productoras
de cerveza ya sea de baja o de gran escala productiva. Este residuo genera contaminacion y
acumulacion excesiva, y se convierte en un problema significativo para los productores de
cerveza, debido a que aproximadamente el 85% del volumen de los subproductos del proceso
de produccion es generado por la malta residual, llamado también afrecho de malta [3]. Se
estima que por cada cien litros de cerveza producida se desechan veinte kilogramos (20 kg) de
bagazo o afrecho de malta (BSG). [1]

Este afrecho se ha venido utilizado como racién para animales 0 como un compuesto para
la fabricacion de abono orgénico [4]. Sin embargo, en caso de no mitigar la cantidad de residuo
acumulado, se pueden presentar problemas ambientales importantes, pues este desecho
organico generado durante el proceso de produccidon de cerveza se presenta en grandes
volumenes, a una velocidad que rebasa la capacidad de degradacion natural y tiene una
incorrecta disposicion.

Actualmente, con el auge del aprovechamiento de la materia prima de origen agroindustrial
para la obtencion de productos de interés o de alto valor agregado, se plantean diferentes

alternativas y operaciones complejas utilizadas en ingenieria quimica, para poder aprovechar
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este afrecho de malta para la produccion de sustancias quimicas de interés industrial o en la
generacion de energia. Los tratamientos quimicos que se utilizan son basados en la electrolisis
para producir lignina, el cual es un componente intermedio en la fabricacion de otros productos
mas complejos. Los métodos mecanicos, se basan en hidrotratamiento o licuefaccion, para la
obtencion de biocombustibles 0 compuestos previos para la sintesis de biopolimeros, resinas
fenolicas y adhesivos. Respecto a tratamientos termoquimicos se llevan a cabo procesos de
combustion, pir6lisis y gasificacion para obtener componentes de valor agregado o energia.
Finalmente, en cuanto a tratamientos bioquimicos, se realiza una fermentacion aprovechando
la biomasa lignocelulésica proveniente del afrecho de malta, utilizando este como fuente de
carbono en el medio de cultivo o sustrato para un microorganismo productor de una sustancia
quimica en particular [5].

Debido a su caracter renovable y a ciertos estudios relacionados con la composicién quimica
del afrecho de malta, se propone el aprovechamiento de residuo lignoceluldsico por via
biotecnoldgica como alternativa para la obtencion de acido lactico.

El &cido lactico es el hidroxiacido mas sencillo, tiene multiples aplicaciones, esta presente
en alimentos como yogur, suero de leche, panes, queso y muchos otros alimentos; asi mismo,
es uno de los principales intermediarios metabdlicos en la mayoria de los organismos vivos,
desde procariotas anaerobios hasta humanos [6]. Por lo anterior, su demanda se ha
incrementado entre un 5 al 8% anual, especialmente debido al desarrollo del acido polilactico
(PLA) [6].

El &cido lactico puede obtenerse por sintesis quimica o por via biotecnoldgica. La sintesis
quimica comercial consiste basicamente en la reaccién de cianuro de hidrégeno y acetaldehido,
usando como catalizador una base, para formar lactonitrilo; posteriormente, es recuperado por
destilacion e hidrolizado a acido lactico [6]. La via de produccion biotecnoldgica se basa en la
fermentacion de sustratos ricos en carbohidratos por hongos o bacterias, en su mayoria. Los
sustratos utilizados pueden ser monosacaridos y disacaridos, caracterizados por ser cualquier
fuente de carbohidratos que contengan pentosas como la sacarosa y la glucosa; o pueden ser
sustratos poliméricos; estos contienen polisacaridos que, en la mayoria de los casos, no pueden
ser asimilados de manera directa por los microorganismos, por lo que requieren una etapa
previa de hidrolisis [6].

La versatilidad de los microorganismos productores presenta una gran alternativa para la
obtencion del &cido lactico, estudiado en diferentes ocasiones. Una investigacion realizada en
2015, en una alianza entre El Instituto de Biotecnologia y Agroindustria Universidad Nacional

de Colombia, sede Manizales y ElI Departamento de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los
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Materiales, Campus Las Lagunillas, presenta el estudio de una biorrefineria a partir de los
residuos de platano. En la investigacion, los autores separan las pentosas de las hexosas y
utilizando glucosa como medio de cultivo, se realiza una fermentacion a 37°C y se utiliza la
bacteria Lactobacillus delbrueckii, para obtener acido lactico, que es sometido a procesos de
separacion y purificacién para ser obtenido con una pureza del 99,3% [7]. En otra publicacion
de la revista Waste Management realizada en el afio 2016, presentaba un articulo realizado por
Djuki¢, et al., donde se hacia referencia al aprovechamiento de los residuos del bioetanol y del
afrecho de malta en la fabricacion de cerveza, para producir acido lactico a partir de una
fermentacion realizada por la bacteria Lactobacillus Rhamnosus a 37°C, en un medio de 200
mL con una concentracion de inoculo del 10 % (v/v), en condiciones estaticas anaerobias [8].
Streptococcus thermophilus suele utilizarse en conjunto con Lactobacillus como cultivo
iniciador en diferentes procesos de produccion, debido a que cada una estimula el crecimiento
de la otra; estas son bacterias lacticas, cominmente utilizadas en la industria lactea.

En este estudio se lleva a cabo el uso del consorcio bacteriano conformado por Lactobacillus
delbrueckii y Streptococcus thermophilus, para la obtencion de acido lactico por via

biotecnologica, a partir del aprovechamiento del afrecho de malta.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Producir acido lactico a partir de fermentacion de biomasa celuldsica proveniente del
afrecho de malta mediante bacterias lacticas.
Objetivos Especificos

° Desarrollar un proceso de hidrolisis del afrecho de malta, para la obtencion de azucares
fermentables.

° Elaborar una fermentacién con bacterias lacticas, utilizando como medio de cultivo
azucares fermentables.

° Realizar un proceso de purificacién del producto fermentado.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Industria Cervecera en Colombia

A finales del siglo X1X comenzé la industrializacion de la cerveza en Colombia y se
construyeron las primeras cervecerias modernas con un peso de caracter industrial importante.
Un siglo después, los productores de cerveza mas importantes del pais en ese momento, las
empresas Bavaria de Bogota y Continental de Medellin, decidieron fusionarse para formar el
Consorcio de Cervecerias Bavaria S.A. [9].

Actualmente, la industria cervecera en Colombia estd conformada por unas 200 micro
cervecerias, que producen alrededor del 1% del mercado, y por las dos malterias y seis
cervecerias de Bavaria que controlan el resto del mercado [10].

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida en el pais como se muestra en la Figura
1y su mercado crece cada vez mas, en gran medida por las innovaciones en diferentes estilos,
niveles de precios, envases, sabores, aromas y las experiencias que traen consigo los distintos

productos. Ademas de su facilidad y versatilidad para ser tomada en cualquier ocasion.
Figura 1.

Consumo de bebidas alcohdlicas en Colombia.

3,1% 3,0%

93,9%

BCerveza [OAguardiente M@ Otros Licores

Nota. La figura representa el panorama del consumo de las
bebidas alcohdlicas en Colombia, en el afio 2021.

Lo anterior, reafirma las grandes cantidades de cerveza anual que se producen en Colombia,
generando a su vez distintos problemas y afectaciones al medio ambiente, entre los cuales estan
la cantidad de subproductos generados. Se denominan subproductos de cerveceria a las
materias primas que resultan del proceso de la elaboracién de la cerveza (molienda y
maceracion, elaboracion del mosto y fermentacion). Se estima que el 85% del volumen de los
residuos originados por la industria cervecera son de malta residual, también conocida como
afrecho de malta o bagazo de malta (BSG) [3], generado en la etapa posterior a la coccion del

mosto, pues el mosto es enfriado para ser fermentado y el afrecho es desechado.
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1.2. Afrecho de malta

El afrecho de malta es definido como “El residuo seco extraido de la sola Malta de Cebada
0 mezclada con otros granos cereales o productos de granos, resultante de la manufactura del
mosto o de la cerveza, y que puede contener residuos de IUpulo gastado en una cantidad que no
excede el 3%; uniformemente distribuido” [11]. Por su potencial como residuo agroindustrial
y la inherente necesidad de aplacar su desperdicio, se han venido examinando diferentes
opciones o alternativas disponibles para el reciclado de este mismo en diferentes bioprocesos
que resulten en un producto de valor agregado.

Por lo tanto, la mayoria de las grandes empresas ya no consideran los residuos como un
desecho, sino como una materia prima para su uso en otros procesos [4], esto siguiendo los
principios de la sostenibilidad, asi como, los de economia circular.

El método tradicional utilizado en diferentes investigaciones es el compostaje, que es un
tratamiento sencillo para la utilizacion del afrecho de malta. Sin embargo, solamente el
compostaje no abastece la demanda requerida, puesto que solamente en Colombia se producen
aproximadamente 271645.35 toneladas de malta residual [12]. Es por ello que se ha utilizado
el afrecho de malta como fuente de carbono en la fermentacion, como se puede evidenciar en
la Figura 2, para el cultivo de biomasa microbiana, para la produccion de enzimas microbianas,

azUcares, proteinas, acidos organicos, antioxidantes y aditivos alimentarios [13].
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Figura 2.

Aplicaciones del afrecho de malta.
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Nota. La figura representa los diferentes caminos de bioprocesos que se
pueden seguir aprovechando el afrecho de malta o bagazo de malta como

materia prima.

El gran potencial del afrecho de malta proviene de las caracteristicas de su composicién
quimica, pues es considerado como una fuente de biomasa con alto contenido de humedad y
residuos glucoproteicos, que brindan un medio de cultivo dptimo para la proliferacion de
microbiota bacteriana [1].

Entre los compuestos mas relevantes que posee el afrecho de malta, se destaca la celulosa,
siendo esta la molécula bioldgica mas numerosa y que constituye el mayor porcentaje de los
biopolimeros existentes. Su estructura es lineal y esta formada por 2000 a 14000 unidades de
B-(1,4) glucosa en cadenas no ramificadas, unidas entre si con enlaces tipo puente de hidrégeno
[14]. La celulosa se encuentra en las paredes de las células vegetales y no es facilmente

accesible, debido a que se encuentra ligada finalmente a otros polimeros como la lignina [15].
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Figura 3.

Estructura de una microfibrilla de celulosa.
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Nota. La figura representa la estructura de una
microfibrilla formada por cadenas de celulosa.
Tomado de: M. Barroso, ‘“Pretratamiento De
Biomasa Celuldsica Para La Obtencién De
Etanol En El Marco De Una Biorrefineria”.
Universidad Politécnica De Madrid, 2010.
Accessed: Apr. 08, 2023 [15].

1.3. Fermentacion

Debido a la celulosa presente en el afrecho de malta, la cual contiene diferentes monémeros
de azucar (hexosas y pentosas), su uso es ideal para el proceso de fermentacion. La glucosa,
que es un azucar utilizado por todos los organismos capaces de fermentar cualquier hidrato de
carbono, es utilizada como fuente de carbono en un sustrato potencialmente fermentable por
algin microorganismo [15].

Existen tres modalidades basicas del metabolismo energético: fermentacion, respiracion y
fotosintesis. La fermentacion puede definirse como un proceso metabolico generador de
energia, donde el sustrato da lugar a una mezcla de productos finales. Los carbohidratos son
por esta razon muy buenos sustratos para estos procesos, debido a que los sustratos
fermentables estan al mismo nivel de oxidacién que el material celular y al tiempo sirven como
principal fuente de carbono para las biosintesis [16].

La fermentacion es definida desde un punto de vista bioquimico, como el proceso
metabolico de generacidn de energia en el que los compuestos organicos actdan tanto como
donadores como de aceptores terminales de electrones. Desde el punto de vista de la
microbiologia, una fermentacidn consiste en todo proceso utilizado para la elaboracién de

productos mediante cultivo de microorganismos [17]. Los microorganismos que tipicamente
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realizan fermentaciones son hongos y bacterias, estos mediante un proceso natural obtienen
energia en condiciones de limitacion de oxigeno a partir de una fuente de carbono.

Es el mecanismo que les permite la obtencidn de energia a nivel celular (en forma de ATP),
para poder continuar con su ciclo de vida. Existen diversos tipos de fermentaciones, y se
clasifican, en gran medida, en funcion del producto que se obtiene. A grandes rasgos, a
continuacion, se presentan los principales tipos de fermentacion:

° Fermentacion alcohélica: Es aquel proceso bioldgico realizado en ausencia de oxigeno
(anaerobio), en el que los microorganismos descomponen o degradan carbohidratos
(principalmente hexosas), para obtener etanol y dioxido de carbono [18].

° Fermentacion butirica: Proceso anaerobico realizado principalmente por bacterias del
género Clostridium, en el cual a partir de una fuente de carbono compuesta principalmente por
carbohidratos se produce acido butirico (o0 &cido butanoico), ademas de dioxido de carbono
[19].

° Fermentacion acética: Esta es una fermentacion aerobia, debido a que se realiza en
exceso de oxigeno, pues se lleva a cabo una oxidacién, en la cual bacterias del género
Acetobacter, toman como fuente de carbono el alcohol etilico y lo degradan produciendo acido
acetico y agua [20].

° Fermentacion lactica: Consiste en un proceso aerobio 0 anaerobio, en el cual, a partir
de una fuente de carbono, como por ejemplo pentosas y hexosas (principalmente hexosas) un
microorganismo, denominado como bacteria lactica o bacterias acidolacticas (LAB por sus
siglas en inglés), degradan la fuente de carbono para obtencién de energia y producen en el
proceso acido lactico [21].

La respiracion puede definirse como un proceso metabdlico productor de energia, en el que
compuestos organicos o inorganicos sirven como dadores de electrones y el O, como aceptor
final. Sin embargo, existe una excepcion para esta definicién, y son las respiraciones
anaerobias, realizadas por ciertas bacterias, en las que compuestos inorganicos oxidados
(sulfatos, nitratos y carbonatos), sustituyen al O como aceptor final de electrones [16]. Los
requerimientos de O de los microorganismos reflejan el mecanismo utilizado para sus
necesidades energéticas, de esta manera, se clasifican dependiendo de sus requerimientos de
oxigeno a grandes rasgos.

° Aerobios estrictos: Se caracterizan por un requerimiento estricto de oxigeno para crecer
[16].
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° Anaerobios estrictos: No pueden crecer en presencia de oxigeno, no utilizan el O libre
como aceptor final de electrones, utilizan moléculas inorganicas como nitrato, nitrito y sulfato
[16].

) Anaerobios facultativos: Son capaces de crecer en condiciones aerdbicas y anaerdbicas
dependiendo de la disponibilidad de oxigeno, en ausencia de oxigeno realizan procesos

fermentativos [16].
Figura 4.
Representacion del crecimiento de in6culos.
Oxygen Loose- w
concentration fitting

High cap
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aerobes anaerobes  anaerobes

Nota. La figura representa la manera en que en
un tubo de cultivo que contiene caldo nutritivo,
y se observan que los aerobios estrictos crecen
lo méas cerca de la superficie; los anaerobios
estrictos crecen cerca del fondo del tubo donde
casi no les llega oxigeno y los anaerobios
facultativos estan dispersos y se difunden en el
medio.

Tomado de: M.T. Madigan, J.M. Martinko,
K.S. Bender, D.H. Buckley, D.A. Stahl, Brock
Biologia de los Microorganismos,14a edicion,
(pp. 1131). 2015. Pearson Educacion S.A. [22].

1.4. Acido Léctico

El &cido lactico, también Ilamado &cido 2-hidroxipropanoico, es un acido organico, de
origen natural, formado por los grupos funcionales alcohol y carboxilo, cuya férmula molecular
es C3HsO3, y tiene una masa molar de 90.08 g/mol. Fue aislado por primera vez por el quimico
sueco Carl Wilhelm Scheele, en el afio 1780 [23] [24]. En cuanto a su peligrosidad es
catalogado como una sustancia corrosiva, sin embargo, no se identifica como cancerigeno, ni

presenta un riesgo toxicologico (para mas detalles consultar Anexo 1).
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Figura 5.

Estructuras isoméricas del acido lactico.
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Nota. La estructura fue realizada en el software

ChemDraw.

Segun se puede apreciar en la Figura 5, el acido lactico presenta un carbono asimétrico esto
implica que se presenta una actividad déptica. De modo que existen dos isémeros opticos, 10s
cuales son: el D(-) lactico y el L(+) lactico; también se puede presentar una forma racémica,
constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y D(-), la cual se reconoce como DL.

De estos dos isomeros, se prefiere la produccion del L(+), ya que esta es la forma que es
metabolizada por el cuerpo humano, no obstante, el isbmero D(-) es utilizado en otros sectores
industriales. Esto es relevante, ya que es un compuesto commodity muy importante, debido a
que se utiliza en la industria quimica, farmacéutica, alimenticia y en los ultimos afios se ha
estudiado su uso como materia prima o precursor para la producciéon de pléstico biodegradable,
especificamente PLA, que significa acido polilactico, el cual es un polimero biodegradable,
con un uso potencial en la industria y la medicina [25].

Detallando un poco maés el uso del acido lactico, en la industria farmacéutica se utiliza como
un electrolito y como fuente de minerales relevantes. En la industria cosmética, actia como un
buffer, tiene propiedades antimicrobianas y también es un rejuvenecedor de la piel. En la
industria quimica se utiliza como agente limpiador, neutralizante y solvente. En la industria
alimenticia, que es donde tiene una mayor aplicacion, se emplea como antimicrobiano,
acidulante y preservante. Su presencia se puede apreciar en los productos procesados, como
por ejemplo productos de panaderia, sopas, lacteos, cerveza, mermeladas, salsas, entre muchos
otros productos [24].

La demanda de &cido lactico ha crecido afio tras afio, y actualmente teniendo una cifra
superior a las 200000 toneladas metricas al afio en todo el mundo [26]; de esta cantidad,
aproximadamente el 85% se emplea en la industria alimenticia y el 15% en las industrias

restantes [27]. Las empresas colombianas importan acido lactico de diferentes paises,
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especialmente Brasil, Bélgica, Francia e India. Para el afio 2020, se importaron mas de 100
toneladas de este compuesto y se compré por un valor superior a los 500000000 COP [28].

La produccién de acido lactico se puede realizar de dos maneras. La primera de ellas es por
ruta quimica, la cual implica una reaccion de acetaldehido con acido cianhidrico para producir
lactonitrilo. Este es un compuesto que puede ser hidrolizado para obtener acido lactico [29] y
la otra es por via bioquimica o biotransformacion, que consiste principalmente en una
fermentacion lactica.

La ruta quimica tiene una desventaja, debido a que el &cido lactico obtenido es una mezcla
de los dos isomeros D(-) y L(+) de acido l&ctico. Es por este motivo que la produccion quimica,
solamente implica un 10% de la produccion global de acido lactico. Mientras que el otro 90%

se obtiene mediante procesos bioquimicos y biotecnologicos como lo es, la fermentacion [30].

1.4.1. Propiedades fisicoquimicas del Acido Lactico
El acido lactico es el acido hidroxicarboxilico mas simple. Algunas propiedades
fisicoquimicas se muestran en detalle en la Tabla 1.
Tabla 1.

Propiedades fisicoquimicas del Acido Lactico

Propiedad Valor
Densidad a 20 °C 1249 kg/m?3
Punto de ebullicion 120 - 140 °C a presion atmosférica
indice de refraccion a 20 °C 1.4392

Color Liquido inodoro, de incoloro a ligeramente amarillo

claro.
Olor Inodoro, olor débil.
Solubilidad Miscible en agua, miscible en etanol, éter dietilico y

otros disolventes miscibles con agua.

Nota. Las propiedades dependen de la pureza del cido l4ctico. Los valores de la tabla
corresponden a una solucién con una pureza del 95%.

Tomado de: Centro Nacional de Informacién Biotecnol6gica. Resumen de compuestos de
PubChem para CID 612, acido lactico. 2023.
https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Lactic-Acid. [31].

1.4.2. Clasificacion del Acido Lactico
° Acido Léactico de grado crudo o técnico: Rangos entre 20 y 80% de pureza, suele ser

muy utilizado en la industria de cueros y textiles [32].
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° Acido Léactico de grado reactivo: Rangos entre 80 y 95% de pureza. Debido a su alta
pureza es utilizado en aplicaciones del laboratorio, industriales y de fabricacion como aditivo,
agentes humectantes o acidificantes [33].

) Acido Léctico de grado plastico: Debe ser de alta pureza entre 90 y 97% vy
transparente, generalmente se refina del grado comercial para la produccién de PLA [34].

° Acido Léctico de grado farmacéutico: Debe presentar una pureza del 88% o superior,
se utiliza en procedimientos de hemofiltracion y didlisis peritoneal para pacientes con
insuficiencia renal, para tratamientos de trastorno de piel seca, anemia, hipertension y
osteoporosis [25].

° Acido Lactico de grado alimenticio: Debe tener una pureza del 80% y se encuentra
presente en productos como la leche y sus derivados, asi como en encurtidos, granos

fermentados, la cervezay la carne [25].

1.5. Pretratamientos de biomasa lignocelul6sica

Como se ha mencionado con anterioridad, la fuente de carbono para el medio de cultivo en
la fermentacidn lactica debe ser un monosacéarido, por ejemplo, la glucosa. El afrecho de malta
estd compuesto mayoritariamente por celulosa, lignina y hemicelulosa, estas ultimas deben ser
removidas para poder aprovechar la glucosa contenida en la celulosa.

Por esta razén, no se puede utilizar directamente el afrecho de malta recién se obtiene del
proceso de maceracion y es necesario un proceso de adecuacion, antes de que se pueda emplear
para realizar la fermentacion.

Debido a la dificultad de separar los componentes del material lignocelulésico, se necesita
aplicar métodos de fraccionamiento o métodos de hidrdlisis, que basicamente solubilizan los
polisacéridos retirando la lignina, la hemicelulosa y rompiendo los enlaces B o enlaces
glucosidicos de la celulosa, permitiendo obtener Unicamente glucosa potencialmente
aprovechable para un medio de cultivo en una fermentacion [14].

La hidrolisis es descrita como una reaccion quimica que ocurre cuando un grupo neutrofilo
como lo es el agua o el ion OH", ataca a un grupo electréfilo rompiendo sus enlaces y formando
una nueva especie quimica [35].

Existen diferentes tipos de hidrdlisis, las cuales dependen del componente que se adiciona
para aumentar el rendimiento del proceso permitiendo el intercambio id6nico de manera
adecuada. Se presentan a continuacion:

° Hidrolisis &cida: Técnica en la cual la sustancia que cataliza la reaccién es un &cido,

entre los mas utilizados se encuentran el acido clorhidrico (HCI) y el acido sulfdrico (H2SOa4).
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En esta, el 4cido empleado generalmente se encuentra diluido, ya que puede ocasionar dafios
en la muestra [36]. Es un proceso aplicado para la produccion de productos quimicos de valor
agregado a partir de biomasa lignocelul6sica. No se usa mayormente a escala industrial, debido
a que el uso de un &cido implica costos adicionales en proteccion anticorrosiva para los equipos
[37].

° Hidrdlisis basica o alcalina: En esta, la sustancia empleada para catalizar la reaccién

quimica es una base, generalmente hidroxidos, como hidréxido de sodio (NaOH) o hidrdxido
de potasio (KOH). Se utilizan soluciones de una concentracion considerablemente alta [38]. El
proceso se realiza para la saponificacion de ésteres, o reacciones de sustitucion. Es mayormente
utilizado industrialmente, puesto que presenta menores efectos corrosivos para los equipos
empleados [39].

° Hidrolisis con organosolvente: La sustancia que se emplea para facilitar la reaccion

quimica es un solvente organico, entre los mas utilizados se encuentra el etanol. EI compuesto
organico puede utilizarse en adicion con una sustancia acida o béasica para mejorar el
rendimiento. Es un procedimiento que se realiza para la deslignificacion de muestras organicas,
es decir, elimina el contenido de lignina en muestras organicas. Se realiza mayormente a escala
laboratorio, sin embargo, su rendimiento es bastante elevado segun se muestra en estudios
comparativos [40].

° Hidrdlisis con exposicion de vapor: El tratamiento se ve catalizado por vapor de agua,

el cual puede ser de alta o de baja presion, segun se requiera. El agua empleada puede contener
sustancias acidas o basicas para favorecer la reaccion, sin embargo, no es muy comdn. Se
emplea como un tratamiento térmico para el acondicionamiento de materiales. No es un
procedimiento realizado ampliamente, debido a sus altos costos operativos [41].

° Hidrdlisis enzimatica: La sustancia utilizada es un catalizador bioldgico, también

conocido como enzima, que posee la funcién especifica de romper de enlaces, facilitando la
extraccion. La enzima utilizada debe ser totalmente pura y el medio preparado debe tener un
pH fijo para aumentar el rendimiento enzimatico [42]. Se emplea como un método de
sacarificacion de biomasa, como mecanismo previo a una fermentacion. Se emplea a escala
laboratorio y relativamente a escala industrial, debido a que presenta rendimientos altos y no

requiere de condiciones extremas [43].

1.6. Fermentacion Lactica
La fermentacion lactica puede ser realizada por hongos, los mayoritariamente empleados

son mohos y levaduras que pertenecen a los géneros Rhizopus, Zymomonas, Saccharomyces y
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Kluiveromyces [44]. Su uso es beneficioso puesto que estos microorganismos no requieren
fuente de nitrégeno organico para su crecimiento, ademas, tienen la habilidad de producir
directamente grandes cantidades de L(+) acido lactico y los procesos de separaciéon y
purificacion son relativamente sencillos [45]. Asimismo, la fermentacion fungica tiene la
ventaja de requerir un medio simple para producir acido lactico, pero también tiene
requerimientos elevados de aireacion [25].

No obstante, el estudio de las bacterias es mas amplio, por tanto se presenta la categorizacién
de LAB (Lactic acid bacteria) las cuales deben ser microorganismos termdfilos, Gram
positivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, inmoviles, forman acido
lactico como producto principal de la fermentacion de los azlcares y pueden ser
homofermentativos o heterofermentativos (segun la cantidad y la presencia del acido), que
fermenten rapida y completamente los sustratos baratos, con adiciébn minima de nutrientes
nitrogenados, que crezcan en valores bajos de pH, que presenten poca produccién de biomasa
y una despreciable cantidad de subproductos [25] [46]. El rango de temperatura Optimo para su
crecimiento es entre 20 y 40°C y tienen la capacidad de tolerar un pH inferior a 5 (por lo tanto,
se les puede considerar aciddfilas). Los géneros de bacterias que componen la lista de las LAB,
son: Lactobacillus (Lb), Carnobacterium, Leuconostoc (Leu), Pediococcus (Pd), Streptococcus
(Str), Tetragenococcus, Lactococcus (Lc), Vagococcus, Enterococcus (Ent), Aerococcus y
Weissella [30].

La mayoria de las bacterias acido-lacticas, producen unicamente una forma isomérica del
acido lactico. Por ejemplo, las especies de los géneros Aerococcus, Carnobacterium;
Enterococcus, Vagococcus y Tetragenococcus producen unicamente isomeros L(+), mientras
las especies del género Leuconostoc producen unicamente isomeros D (-). De igual manera,
algunos géneros producen formas racémicas DL, como por ejemplo el caso de los Lactobacillus
[47].

1.6.1. Lactobacillus delbrueckii

Uno de los microorganismos mayormente utilizados para la produccién de acido lactico por
via fermentativa es el Lactobacillus delbrueckii, una bacteria Gram positiva, la cual lo hace a
través de la via de Embden-Meyerhof. Esto se debe a que produce Unicamente isomeros L(+),
consume eficientemente glucosa y es un microorganismo termofilo con temperatura 6ptima de
crecimiento 41.5°C, lo cual reduce costes de enfriamiento y esterilizacion, asi como los riesgos
de contaminacidn microbioldgica en el fermentador. De igual manera, €s un microorganismo

que crece bien a un pH entre 5.5y 6.8 [25].
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Este microorganismo pertenece al reino bacteria, su division es Firmicutes, de la clase
Bacilli, cuyo orden es Lactobacillales, de la subespecie Bulgaricus, pertenece al genero
Lactobacillus, su especie es Lactobacillus delbrueckii, y pertenece a la familia
Lactobacillaceae [48].

Figura 6.
Lactobacillus delbrueckii.
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Nota. Cultivo con varios especimenes de Lactobacillus
delbrueckii, observados con microscopio.

Tomado de: Y. Shao, S. Gao, H. Guo and H., “Influence of
Culture Conditions and Preconditioning on Survival of
Lactobacillus delbrueckii Subspecies Bulgaricus NDO02
During Lyophilization”. ~American Dairy  Science
Association, 2014. Accessed: Apr. 08, 2023 [49].

Esta bacteria se utiliza en otros procesos, principalmente en la industria alimenticia,
mayoritariamente en la manufactura de productos lacteos como queso y yogur, pues para este
altimo ayuda a contribuir con el sabor [50].

Aunqgue este microorganismo se emplea en mayor medida para la produccién de &cido
lactico, también es capaz de producir otros compuestos quimicos de interés, como por ejemplo

acetaldehido, acetona, acetoina y diacetilo, pero en bajas concentraciones [51].

1.6.2. Streptococcus thermophilus

De igual manera, Streptococcus thermophilus pertenece al grupo de las bacterias lacticas y
suele utilizarse en conjunto con Lactobacillus, como cultivo iniciador en diferentes procesos
de produccién. Este microorganismo pertenece al dominio bacteria, su division o filo es
Firmicutes, de la clase Bacilli, cuyo orden es Lactobacillales, pertenece a la familia
Lactobacillaceae, del géenero Streptococcus, su especie es Streptococcus thermophilus y es
aislado generalmente en ambientes lacteos [52].
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Streptococcus thermophilus es una bacteria Gram positiva de forma esférica a ovoide,
anaerdbica facultativa. La temperatura Optima de crecimiento de esta bacteria es de 40-45 °C,
la minima de 20-25°C y la maxima de 47-50 °C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 6.5-7.
Fermenta azlcares, como la lactosa, la fructosa, la sacarosa y la glucosa [53][54].
Streptococcus thermophilus puede producir el isdmero L(+), al igual que la mezcla racémica
DL, siendo el isomero L(+) producto principal de la fermentacion de la glucosa utilizando la

via de Embden-Meyerhof [55].
Figura 7.

Streptococcus thermophilus.

Nota. Cultivo con varios especimenes de
Streptococcus  thermophilus, observados con
microscopio.

Tomado de: J. Harnett, G. Davey, A. Patrick, C.
Caddick, and L. Pearce, “Lactic Acid Bacteria
Streptococcus thermophilus,” Encyclopedia of Dairy
Sciences: Second Edition, pp. 143-148, Jan. 2011,
doi: 10.1016/B978-0-12-374407-4.00268-5.
Accessed: May. 31, 2023 [54]

Los microorganismos descritos anteriormente, ademas de su capacidad para la produccion
de acido lactico, son ampliamente utilizados en la industria alimenticia, pues tienen un papel
fundamental en el cultivo de elaboracion de productos fermentados como el yogur, quesos,
mantequilla, entre otros, y se caracterizan por ser microorganismos probidticos, que se utilizan
para mejorar la salud intestinal y estimular el sistema inmunolégico [55].

En adicion, se suelen realizar consorcios microbianos que contienen tanto Streptococcus
thermophilus como Lactobacillus delbrueckii, debido a que comparten la caracteristica de

promover su crecimiento mutuamente [54].
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1.7. Purificacion del Acido Lactico

Una vez el proceso de fermentacion concluye, es necesario realizar una purificacion ya que
el acido lactico aln contiene numerosas impurezas organicas e inorganicas provenientes de las
sales empleadas en el medio de cultivo y posibles subproductos, los cuales imposibilitan una
aplicacion directa del &cido lactico debido a su baja pureza [56]. Existen diversas técnicas para
purificar el acido lactico, las cuales se presentan a continuacion:
) Precipitacién: Es uno de los métodos mayormente utilizados a escala laboratorio y a
escala industrial. Consiste en afiadir carbonato de calcio al caldo de fermentacion regulando el
pH entre 5y 6, obteniendo lactato de calcio. Posteriormente, se utiliza acido sulfirico para
precipitar el sulfato de calcio formando un yeso, del cual luego de ser filtrado, se obtiene el
acido lactico libre y puro. Se han estudiado diferentes sustancias para utilizar en el proceso de
precipitacion, como hidroxido de amonio o hidréxido de sodio, para mejorar el rendimiento,
no obstante, el proceso no presenta mayor variacion [56].
° Destilacion: La destilacion a grandes rasgos es una técnica de separacion, que utiliza la
diferencia de volatilidad de diferentes sustancias para ebullir la mas volatil. La destilacion del
acido lactico se puede realizar a presion atmosférica generando buenos rendimientos, teniendo
en cuenta que la temperatura de ebullicion del acido lactico es de aproximadamente 120°C, es
un producto que se obtiene por los fondos. Pese a esto, no es la técnica que se aplica
mayormente a escala industrial [56].
° Extraccion liquido-liquido: Este método se considera como una mejora al proceso de

precipitacion y consiste en que uno o mas solutos son removidos de una mezcla liquida. Esta
mezcla presenta una diferencia en la solubilidad al adicionar un solvente, formandose dos fases
en la que el soluto o solutos son mas afines al solvente. Algunos factores que se tienen en
cuenta para la eleccion del solvente son: costo, selectividad, estabilidad quimica, afinidad con
el acido lactico y nula afinidad con el agua, no tdxico o viscoso y que se pueda recuperar una
vez separados los analitos. Entre los solventes mayoritariamente empleados, se encuentran: éter
etilico, acetato de etilo, hexanol, alcohol isoamilico, octanol y furfural. Siendo el acetato de
etilo el que se utiliza con mas frecuencia, por su afinidad y la facil separacion con el acido
lactico [56].

° Procesos con membranas: Consiste en la transferencia de solutos a través de una barrera

fisica permeable que separa dos fases, restringiendo el paso de componentes de una fase a otra.
Las membranas son materiales que pueden ser homogéneos o heterogéneos, simétricos o
asimétricos, solidos o liquidos, cargados eléctricamente o neutros. Entre los factores para tener

en cuenta, estan todo lo relacionado con el transporte de moléculas si se da por fenémenos de
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conveccion o difusion y si puede ser causado por diferenciales originados por campos eléctricos
o por diferencias en concentracion, presion o temperatura. Dependiendo del tamafio de los
poros de las membranas, se puede realizar una distincion entre microfiltracion, ultrafiltracion
y nanofiltracion. Es una técnica que no se realiza ampliamente debido a los altos costos de las

membranas [56].
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2. HIDROLISIS DE AFRECHO DE MALTA

Se utilizo afrecho de malta proveniente de la cerveceria artesanal Terra Cruz, ubicada en la
ciudad de Bogota. La muestra de afrecho de malta era una mezcla de malta Pale Ale y malta
caramelo, las cuales son los tipos de malta mayormente utilizadas para la produccion de
cerveza.

En la Tabla 2, se presenta la caracterizacion del afrecho de malta utilizado en el proceso
realizado en este trabajo, en la que se aprecian los porcentajes de hemicelulosa, celulosa,
lignina, cenizas; el porcentaje restante corresponde a proteinas y lipidos. La caracterizacion fue
realizada por el laboratorio de analisis quimico Agrilab® (para mas detalles consultar Anexo
2).

Tabla 2.

Caracterizacion fisicoquimica del afrecho de malta

Componente Porcentaje en peso (%)
Lignina 7.97
Celulosa 15.7
Hemicelulosa 21.6
Cenizas 2.75
Humedad 5.95

Nota. La caracterizacion fue realizada conforme

a la normatividad establecida.

Estos valores coinciden con algunas caracterizaciones reportadas en literatura [57] [58]. Es
importante destacar, que en algunas ocasiones y dependiendo del tipo de malta que se analice,
es posible encontrar un pequefio porcentaje de compuestos fendlicos.

En primer lugar, se realiza un secado del afrecho de malta, debido a que en el proceso de
macerado es mezclado con agua para extraer azUcares para la fermentacion alcohoélica propia
del proceso de produccion de cerveza, asi que, es necesario eliminar el contenido de humedad
para poder realizar un correcto aprovechamiento y para evitar que el afrecho se descomponga
durante su almacenamiento.

El afrecho se dispuso en bandejas metalicas y se seco en los hornos de conveccion forzada,
en los laboratorios de la Universidad de América a una temperatura de 70°C durante 5 dias,

posteriormente se retird y se almaceno.
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Figura 8.
Montaje del secado del afrecho de malta.

Nota. Horno de conveccion forzada.

2.1. Hidrdlisis acida

La primera hidrélisis que se llevo a cabo fue una de tipo acida, para eliminar el contenido
de lignina y de hemicelulosa presente en la muestra obtenida del afrecho de malta.

La hidrdlisis &cida se realizd con un volumen total de 700 mL, a las siguientes condiciones
reportadas en [10]: 30% de H2SO4 0.1 M, 2% de afrecho de malta y lo restante, agua destilada.
Lo anterior, se coloca en un Bafio Maria a 70°C y mediante un agitador mecanico con hélices
de oreja de elefante, se agité a 290 rpm durante una hora. EI montaje se muestra en la Figura
9.

Figura 9.
Montaje hidrolisis acida.

Nota. En la imagen de la izquierda se aprecia el montaje completo y en

la imagen de la derecha se aprecia a detalle el contenido del beaker.

Finalizado el tiempo, se retir6 del bafio Maria y se dejo enfriar durante 10 minutos.
Posteriormente, la fase liquida se separ6 de la fase sélida por medio de una filtracién al vacio.
El montaje consistié en un Erlenmeyer de 500 mL con desprendimiento lateral, un embudo
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Buchner, membrana de filtracion cualitativa con un tamafo de poro de 8 um y una bomba de
vacio. El contenido del hidrolizado se vertio lentamente sobre la membrana de filtro, colocado
con anterioridad en el embudo. El papel filtro utilizado se pes6 previamente a cada filtracion,
en una balanza analitica.

Figura 10.

Montaje filtracion al vacio.

Nota. Se utilizaron diferentes bombas de

vacio, no obstante, el montaje fue el mismo.

La fraccion liquida se almacend en frascos Schott bajo refrigeracion, aproximadamente a
0°C, para determinar la cantidad de azlcares reductores; mientras que la fraccion solida fue
lavada con agua desionizada hasta que se obtuvo con un pH de 7, eliminando de la muestra de
afrecho hidrolizado cualquier contenido de acido remanente.

La fraccion solida con el papel filtro utilizado, se secé en un horno de conveccion forzada a
50°C durante un dia. Seguido a esto, el afrecho seco se almacend para su uso posterior y el
papel filtro seco se peso6 en una balanza analitica.

Este procedimiento se realiz6 nueve veces, debido a que era necesario contar con 80 g de

fraccion solida hidrolizada para realizar el siguiente procedimiento.

2.1.1. Cuantificacién de azUucares reductores

Se realiz0 la determinacion de azucares reductores por el metodo del 3,5-dinitrosalicilico,
también conocido como DNS, propuesto por Miller [59]. En este procedimiento, se prepara en
un tubo de ensayo una solucién denominada como blanco, la cual contiene 500 uL de reactivo
DNS y 500 uL de agua desionizada. Para la preparacion de las muestras, se disponen en tubos
de ensayo 500 uL de reactivo DNS, 350 uL de agua desionizada y 150 uL de muestra. Todos
los tubos de ensayo se introducen en un beaker con agua ebullendo, durante cinco minutos en

los cuales el DNS reacciona con los azlcares reductores generando un cambio de color; cuya
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presencia se detecta en la lectura de la absorbancia en el rango del espectro a una longitud de
onda de 540 nm, la intensidad del color esta relacionada con la concentracion de azUcares

reductores en la muestra.
Figura 11.

Montaje Bafio Maria en método DNS.

Nota. Se deben disponer los tubos de
ensayo, cuando el agua comience a cambiar

de fase.

Transcurridos los cinco minutos, se retiran los tubos de ensayo y se enfrian en un bafio con
hielo. Cuando los tubos estén frios, se agregan 5 mL de agua desionizada a cada tubo de ensayo,
se agitan vigorosamente y se dejan reposar durante 15 minutos.

Seguidamente, se realiza la medicion de la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm
en un espectrofotdmetro, para determinar la concentracion de azUcares reductores de la muestra
medida a partir de la ley de Beer-Lambert [59]. La ley de Beer-Lambert es generalmente vélida
en el rango lineal de absorbancia, normalmente hasta alrededor de 2.0 unidades de absorbancia.
Valores mayores a 2.0 pueden producir desviaciones debido a las limitaciones de la ley,
principalmente, la no linealidad en la relacion entre la absorbancia y la concentracion; es
aconsejable entonces, para que las mediciones sean mas precisas Y fiables, tomar rangos de 0.1
a 1.5, si las muestran superan estos es necesario diluir la muestra [60].

Para poder determinar la relacion entre la absorbancia de la luz en la muestra a una longitud
de onda de 540 nmy la concentracion de azlcares reductores de la misma, es necesario realizar

una curva de calibracién de glucosa [59].
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En primer lugar, se prepardé una solucion de 6 g/L de glucosa y se prepararon ocho
soluciones patrén diluyendo en agua desionizada la solucion de glucosa segun se muestra en la

Tabla 3.
Tabla 3.

Muestras empleadas en la curva de calibracién de glucosa

Muestra Glucosa (mL) Agua desionizada (mL) Concentracion (g/L)

1 9 0 6.0
2 7 2 4.7
3 6 3 4.0
4 5 4 3.3
5 4 5 2.7
6 3 6 2.0
7 2 7 13
8 0 9 0

Nota. Es importante conocer el valor de la concentracion de cada muestra para poder

realizar de manera correcta la regresion.

A todas estas soluciones se les realiza la prueba de DNS y se grafica la absorbancia en el eje
de las ordenadas contra la concentracion en el eje de las abscisas, obteniendo asi, la curva de
calibracion.

A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion, es posible determinar
la concentracion de azucares reductores con base en la absorbancia medida a 540 nm, segun el

método descrito anteriormente.

2.2. Hidrdlisis enzimatica

La fraccion sdlida obtenida de la hidrdlisis acida es un afrecho de malta con un alto
contenido de celulosa y contenido despreciable de lignina y hemicelulosa. Con el fin de extraer
azucares fermentables que se puedan emplear como fuente de carbono en una fermentacion
lactica, se realiz6 una hidrolisis enzimatica con el propdsito de romper los enlaces $-1,4 de la
celulosa, obteniendo azicares fermentables en una mayor concentracion.

Para ello se empled el complejo de enzima celulasa FoodPro® CBL, obtenido de la empresa
Merquiand SAS y se siguié la metodologia reportada por Alvarado [61].

En un Bafio Maria a 60°C se dispusieron dos beakers de 1000 mL, en cada uno se afiadieron

400 mL de una solucion buffer de citrato preparada con citrato de sodio acido citrico, cuyo pH
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fue de 4. Seguidamente, se adicionaron 40 g del afrecho de malta proveniente de la hidrolisis
acida 'y 4 mL de la enzima celulasa FoodPro® CBL. Las condiciones de pH y temperatura se
fijaron segln la ficha técnica de la enzima para favorecer el rendimiento de esta (para mas
detalle ver Anexo 3).

En el montaje se implementd un motor de agitacion mecanica con hélices de oreja de

elefante, se agito a 290 rpm durante cinco horas, asi como se muestra en la Figura 12.

Figura 12.
Montaje hidrdlisis enzimatica.

Nota. Se garantiz6 un comportamiento igual en la

frecuencia de agitacion para no modificar las

condiciones de operacidon del duplicado.

Se tomaron muestras de 2 mL de ambos beakers cada hora, asi como, una muestra inicial y
final para realizar la cuantificacion de la actividad enzimatica, las cuales se almacenaron en
tubos Eppendorf; y al finalizar el tiempo de hidrdlisis, se realizd una filtracion al vacio
empleando el mismo montaje de la Figura 10, con el fin de separar la fraccion sélida de la
fraccion liquida. La fraccion sélida se elimind y el liquido se almaceno bajo refrigeracion
aproximadamente a 0°C para su uso posterior.

Durante este proceso, la reaccion quimica que se lleva a cabo esta presente en la Figura 13,
la reaccion consiste en que las enzimas celuliticas, celulasas, catalizan la ruptura de la celulosa

en unidades de glucosa.
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Figura 13.

Reaccion quimica de la hidrdlisis enzimatica.

OH OH
v o S Celulasa OH OH
o ._:_‘_.:j o] _ 00— + H ,Oﬁ, H Enzima HO /O
HO ©OH HO OH . 6H OH
Celulosa Agua Gl

Nota. La hidrolisis enziméatica de la celulosa implica la ruptura de las
moléculas de celulosa en azlcares méas simples, la presente ecuacién quimica

es la forma simplificada del proceso.

Previo a la cuantificacién de la actividad enzimatica, se realiz6 la determinacion de azlcares

reductores por medio de la técnica del DNS a la fraccion liquida del hidrolizado.

2.2.1. Cuantificacion de actividad enzimatica

Para la cuantificacion de actividad enzimatica se sigui¢ el procedimiento realizado por
Suesca [62].

En primera instancia, todas las muestras de la hidrolisis enzimatica recogidas en los tubos
Eppendorf se llevaron a centrifugar, a 7000 rpm durante 10 minutos, en seguida se recogio el
sobrenadante en otro tubo Eppendorf y el precipitado se elimind.

Paralelamente, se prepararon 100 mL de una solucién 0.1 M de acido citrico monohidratado
(CsHsO7*H20) y 100 mL de una solucién 0.2 M de fosfato dibasico de potasio (K2HPO.), que
posteriormente se mezclaron para formar una solucion buffer de pH 5.0. De esta solucion
amortiguadora, se reservaron 100 mL en un beaker, se denomin6 como Buffer citrato-fosfato,
mientras que con los 100 mL restantes se preparo una solucion con Avicel al 2% y se denomind
como Buffer citrato-fosfato-Avicel.

Con posterioridad, se procedio a la preparacion de los blancos. Para el primero, se adiciond
1 mL de buffer citrato-fosfato a un tubo Eppendorf. Para el segundo, se adiciond 1 mL de buffer
citrato-fosfato-Avicel a un tubo Eppendorf.

De igual manera, para cada muestra se requiere preparar un blanco que contenga 0.5 mL de
muestra del hidrolizado y 0.5 mL de buffer citrato-fosfato. Finalmente, para la preparacion de
las muestras se agregaron 0.5 mL de muestra de hidrolizado y 0.5 mL de buffer citrato-fosfato-
Avicel.

Todas las muestras, incluyendo los blancos, se llevaron a incubacion a 50°C durante 60
minutos en una gradilla para tubos Eppendorf.
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Figura 14.
Tubos Eppendorf en incubacion.

V_
k \T

Nota. La incubacion se realiz6 sin agitacion.

Pasado este tiempo, se detuvo la reaccion de crecimiento enzimatico llevando todos los

tubos Eppendorf a un bafio termostatado a 90°C, durante 10 minutos.

Figura 15.

Tubos Eppendorf en bafio de agua.

Nota. Los tubos deben asegurarse con firmeza a
la gradilla garantizando que el agua cubra la
muestra y deben taparse muy bien para evitar que
se puedan destapar.
Finalmente, se realizo el procedimiento de determinacion de azlcares reductores por el
método DNS descrito anteriormente.
Conociendo la concentracion de azlcares se puede calcular la actividad enzimética de la

celulasa (U). Una unidad de actividad enzimatica (1 U), se define como 1 umol de azlcares
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reductores equivalentes a glucosa obtenidos por minuto [62]. El céalculo se realiza empleando

la ecuacion 1:
(Crlr\;le),wﬁ
U=—"~—.D (1)
tr
Donde,

Cm es la concentracion de azUcar en la muestra en g/L

Cb es la concentracion de azlcar en el blanco en g/L

MM es la masa molecular del azicar patrén en g/mol

tr es el tiempo de reaccion en minutos

D es la dilucion

U es actividad enzimatica en U/L

Es importante mencionar que el azUcar patron es glucosa, cuya masa molecular es de 180
g/mol; que el tiempo de reaccion fue de 60 minutos y que no se llevo a cabo dilucion, por lo

cual el factor de dilucién es 1.
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2.3. Diagrama de Flujo de Bloques
En la Figura 16 se presenta el Diagrama de Flujo de Bloques (BFD) para la Hidrdlisis del afrecho de malta, consta de: secado, hidrolisis acida,
filtracidn, lavado, secado, hidrdlisis enzimatica y filtracion. Adicionalmente, se especifica la temperatura de trabajo.

Figura 16.

Diagrama de Flujo de Bloques del proceso de hidrolisis del afrecho de malta.

H,0 Celulasa
70°C H,S0,0.1 M H,0 50°C Buffer Citrato
120h ¥ v 24h i
Af HIDROLISIS - . - HIDROLISIS | . Fraccion liquida
recho de malta ————»|  SECADO » ACIDA »|  FILTRACION » LAVADO » SECADO [ Lo eA »| FILTRACION [—— ricaen az(icares
reductores
! 70°C ¥ ¥ ¢ 60°C Y
H,0 Lh H,0 H0 H.0 5h Afrecho de malta
290 rpm H,SO, H,SO, 2 290 rpm
pH 4

Nota. Se presenta el BFD del proceso descrito anteriormente, la Hidrdlisis del afrecho de malta con las operaciones correspondientes.
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2.4. Resultados y analisis
A todas las muestras reportadas en la Tabla 3, se les realiza la prueba de determinacion de

azucares reductores descrita anteriormente, y se relaciond la absorbancia medida con la

concentracion, obteniendo la curva de calibracion presentada en la Figura 17.

Figura 17.
Curva de calibracion de azlcares reductores.
Curva de calibracion glucosa
16
14 y =0,2385x+ 0,0043
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g 1
=
2
'é 0,8
< 06
04
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracién (g/L)

Nota. Los valores de absorbancia deben ser menores a 1.500, para garantizar una
relacion lineal entre absorbancia y concentracion.
A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion, es posible determinar

la concentracion de azucares reductores con base en la absorbancia medida a 540 nm, segun el

método descrito anteriormente.
Asi pues, al finalizar la hidrdlisis acida se cuantificé la concentracion de azucares reductores

mediante el método de Miller, los resultados se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4.

Cuantificacion de azlcares reductores obtenidos en la hidroélisis acida

Hidrélisis Absorbancia Concentracion

540 nm (g/L)
1 0.503 2.091
2 0.586 2.439
3 0.522 2171
4 0.421 1.747
5 0.409 1.697
6 0.459 1.906
7 0.408 1.693
8 0.437 1.814
9 0.451 1.873

Nota. La cuantificacién se realiz6 para conocer el resultado
de la hidrolisis enzimética, sin embargo, no se empleé la
fraccion liquida de la hidrolisis &cida en ningin otro

procedimiento.

Se puede apreciar que la hidrdlisis &cida del afrecho de malta permite la obtencion de
azucares reductores susceptibles al proceso de fermentacion, puesto que la fraccion liquida
puede ser empleada como fuente de carbono en una fermentacion liquida, no obstante, la
concentracion de glucosa es relativamente baja. Esto se debe a que la hidrolisis acida elimina
el contenido de lignina y hemicelulosa del afrecho, sin embargo, no genera un alto rompimiento
de los enlaces glucosidicos de la celulosa, por lo cual no se obtiene una cantidad
significativamente alta de azlcares reductores para realizar una fermentacion lactica.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 una hidrolisis enzimética con la fraccion sélida de
la hidrolisis acida siguiendo la metodologia descrita. La concentracion de azUcares reductores
extraidos en este procedimiento se cuantifico mediante el método de Miller, y los resultados se

presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5.
Cuantificacion de azlcares reductores obtenidos

en la hidrélisis enzimatica

Absorbancia Concentracion

Hidrélisis 540 nm (/L)
1 1.487 6.216
2 1.429 5.973

Nota. La tabla presenta la concentracion de
azucares reductores totales obtenidos en la
hidrélisis enzimatica.

Claramente se evidencia un aumento en la concentracion de glucosa, posibilitando el uso
del liquido hidrolizado como fuente de carbono y como parte del medio de cultivo en la
fermentacion lactica. De igual manera, se aprecia que la técnica adecuada para la extraccion de
azUcares reductores es una hidrolisis acida, seguida de una hidrolisis enzimatica.

En la cuantificacion de actividad enzimatica, luego de realizar todo el proceso descrito en
la seccion anterior, se determind la concentracién de glucosa segln el método de DNS. Los
valores para todos los blancos y todas las muestras tomadas cada hora en el primer experimento
se presentan en la Tabla 6, mientras que los resultados para el segundo experimento se

presentan en la Tabla 7.
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Tabla 6.
Cuantificacion de azlGcares reductores obtenidos en la

cuantificacion de actividad enzimatica en el primer experimento.

Muestra Ab;%bsg]cia Conc(egr;'lt_r)acién

Blanco Buffer citrato- 0.007 0.011
fosfato

o Avical 0018 0.045
Blanco de muestraa 0 h 0.064 0.250
Blanco de muestraa 1 h 0.514 2.137
Blanco de muestraa 2 h 0.632 2.632
Blanco de muestraa 3 h 0.694 2.892
Blanco de muestraa 4 h 0.788 3.286
Blanco de muestraa 5 h 1.134 4.737
Muestraa 0 h 0.147 0.598
Muestraa 1 h 0.622 2.590
Muestraa 2 h 0.764 3.185
Muestraa 3 h 0.844 3.521
Muestraa 4 h 0.958 3.999
Muestraa 5 h 1.336 5.584

Nota. La tabla presenta los resultados de la prueba con DNS para

el primer experimento en la cuantificacion de actividad enzimatica.
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Tabla 7.
Cuantificacion de azlcares reductores obtenidos en la cuantificacién

de actividad enzimética en el segundo experimento.

Muestra Abg%br?rr;cia Conc(egr;tLr)acién

Blanco Buffer citrato- 0.007 0.011
fosfato

Blanco de muestraa 0 h 0.062 0.242
Blanco de muestraa 1 h 0.472 1.961
Blanco de muestraa 2 h 0.547 2.275
Blanco de muestraa 3 h 0.672 2.800
Blanco de muestraa 4 h 0.87 3.630
Blanco de muestraa 5 h 0.993 4.145
Muestraa 0 h 0.151 0.615
Muestraa 1 h 0.588 2.447
Muestraa 2 h 0.689 2.871
Muestraa 3 h 0.832 3.470
Muestraa 4 h 1.046 4.368
Muestraa 5 h 1.193 4.984

Nota. La tabla presenta los resultados de la prueba con DNS para
el segundo experimento en la cuantificacion de actividad

enzimatica.
Se aprecia que la cantidad de azucares obtenidos se incrementa con el paso del tiempo en el
proceso de la hidrolisis enzimatica, esto es un resultado esperado, puesto que la reaccion de
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rompimiento de los enlaces glucosidicos cuanto mas duradera es, permite la obtencion de una
mayor concentracion de glucosa.

Teniendo en cuenta estos resultados y las consideraciones respecto al factor de dilucion, la
masa molecular y el tiempo de reaccion, se procede a realizar el céalculo de la actividad
enzimatica siguiendo la ecuacion 1. De modo que los resultados de la cuantificacion de la
actividad enzimatica se presentan en la Tabla 8 para el primer experimento y en la Tabla 9 para

el segundo.
Tabla 8.
Cuantificacion de actividad enzimatica

en el primer experimento.

Tiempo Actividad enzimatica

(h) (U/L)
0 32.223
1 41.929
2 51.246
3 58.234
4 65.999
5 78.422

Nota. La tabla presenta la actividad

enzimatica en el primer experimento.

Tabla 9.
Cuantificacién de actividad
enzimatica en el segundo

experimento.

Tiempo Actividad enzimética

(h) (VL)
0 34.552
1 45.035
2 55.129
3 62.117
4 68.328
. 77.646

Nota. La tabla presenta la actividad
enzimatica en el segundo

experimento.
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Con el fin de apreciar la diferencia entre los dos experimentos realizados y el seguimiento

de la actividad enzimatica se realiza la gréafica que se aprecia en la Figura 18.
Figura 18.

Actividad enzimatica en el proceso de hidrolisis enzimatica.

Actividad enzimatica

80
75
70
65
60
55
50 —-Expl
45 —4—Exp 2
40
35
30

Actividad enzimatica (U/L)

0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Nota. La figura muestra la actividad enzimatica en los dos ensayos realizados.

Se evidencia que la actividad enzimatica aumenta en las muestras cuya concentracion de
glucosa es mayor, de manera que la actividad enzimatica aumenta en el tiempo de medicion,
lo cual permite que el rompimiento de los enlaces glucosidicos aumente, favoreciendo la
obtencion de azlcares reductores totales.

De igual manera, para determinar la diferencia entre los experimentos, se realizo el calculo
del error relativo con la ecuacion 5. El valor medido corresponde al valor de la muestra y el
valor real es el promedio de las muestras tomadas en el mismo tiempo. La méxima diferencia
se encontr6 a las dos horas. Dado que el valor maximo fue de 3.65%, se determina que los
datos son reproducibles y fiables. Todos los célculos referentes al modelo matematico se
detallan en el Anexo 4.

El tiempo de la hidrolisis es el adecuado para aprovechar al maximo la enzima, debido a
que, si este tiempo fuera mayor, la actividad de la enzima comenzaria a disminuir, perjudicando
el proceso de rompimiento de hidrdlisis. En adicion, se evidencio que la viscosidad del medio
aumento, por lo cual, en caso de que el tiempo de hidrdlisis fuese mayor, se requiere de un

aumento en las revoluciones de agitacion, lo cual modifica las condiciones de operacion.
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3. FERMENTACION LACTICA
El consorcio microbiano que se utilizo para realizar la fermentacion lactica fue suministrado
por la empresa CHR HANSEN, el cual contiene un cultivo de cepas mixtas de los
microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii de manera

liofilizada y en presentacion en forma de pellets.
Figura 19.
Consorcio microbiano de Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii utilizados.

YF-L811

Packsize: 50U

Tharmophite Yoghurt Cuure - YoFiaxi
Froaze-drie Lactic Cultiure for Direct Vat
Set (OVS)

o <-1s-croF
Baton ho 3214386

Mat Mo serz9s

Com o12015

860 012017

02471

Nota. Imagen de referencia.
Tomado de: BeerLab. Yogurt Culture YF-L811.

Accessed: Oct. 07, 2023. [Online]. Available:
https://www.beerlab.co.za/products/yogurtcultureyf-
1811 [63]

Este consorcio se almacend en un congelador, segun especificacion, a una temperatura
promedio de -14°C para garantizar su calidad. Por lo tanto, fue necesario realizar la activacion
del microorganismo.

Para esto, se esterilizaron a 121°C y 15 psi durante 15 minutos, cajas de Petri y asas
redondas, junto con una solucion de Agar Sabouraud. En la cabina de flujo laminar, con el
correcto protocolo de limpieza, se agregaron 20 mL de dicha solucion a cada caja de Petri y se
realizé el sembrado por estrias. Las placas de Petri con el microorganismo sembrado se
cerraron y aseguraron con papel Parafilm, para evitar la contaminacion de cualquier otro
microorganismo. Posteriormente, se colocaron cuidadosamente en la incubadora a una
temperatura de 30°C y se dejaron crecer, hasta apreciar visiblemente el cultivo del consorcio
bacteriano crecido, siguiendo la forma en la que fue dispuesto utilizando las asas de punta
redonda, es decir durante 48 horas.

Luego, se tomé una muestra del medio sélido para realizar la prueba de tincion con azul de
lactofenol para determinar hongos y levaduras. Para esta prueba de tincion con azul de

lactofenol, se deposité una gota de la muestra en el centro de una lamina portaobjetos, se le
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agregaron dos gotas de azul de lactofenol y se tap6 con un cubreobjetos. Finalmente, se observé
con el microscopio con un objetivo de 40X. Esta prueba tuvo un resultado negativo, de modo
que en el cultivo sélido realizado en las cajas de Petri no existié6 presencia de hongos ni
levaduras.

De igual manera, se realizo la prueba de tincién de Gram, para ello se deposité en el centro
de una lamina portaobjetos una gota de la muestra y se fijé con ayuda del mechero, luego se
agregd 1 gota de cristal violeta sobre la muestra y se esperd durante 1 minuto. Seguidamente,
se retird con agua destilada el exceso, se agregd 1 gota de lugol y se esper6 por 1 minuto.
Nuevamente, se retird con agua destilada el exceso, se agregd 1 gota de alcohol acetona y se
esper6 por 30 segundos. Luego, se retird con agua destilada el exceso de alcohol, se agregaron
2 gotas de fucsina y se esper6 por 1 minuto. Con agua destilada se retird el exceso, se secod y
se fijo con ayuda del mechero la muestra. Finalmente, se observo con el microscopio con un
objetivo de 100X colocando aceite de inmersion.

El resultado de la tincion se evidencia en la Figura 20, donde se observan cocos y bacilos;
no obstante, se ve una mayoria de cocos, correspondientes al Streptococcus thermophilus. Son
las bacterias lacticas de interés, debido a que la coloracion de las bacterias de la prueba de
Gram es pdarpura, lo que indica bacterias grampositivas, como lo son: Streptococcus

thermophilus y Lactobacillus delbrueckii.
Figura 20.
Consorcio microbiano de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii

observado con el microscopio.

Nota. El objetivo del microscopio es de 100X.
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3.1. Inoculacion

Para este procedimiento se probaron 3 medios: caldo Nutritivo, caldo MRS y caldo
Sabouraud. Se evidencié crecimiento, Unicamente, en el caldo Sabouraud, este Ultimo no tenia
presencia de Cloranfenicol. Pese a que es un medio destinado principalmente para el cultivo de
hongos, se realizo en varias oportunidades la prueba de azul de lactofenol, con el propdsito de
evidenciar la presencia de hongos o levaduras, y sus resultados fueron siempre negativos. Lo
anterior, puede deberse a que Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii, tienen
la capacidad para crecer en ambientes acidos.

Al establecer el medio de crecimiento, se prepard una solucion de caldo Sabouraud, la cual
se agrego a tubos de ensayo con tapa rosca, esterilizados previamente a 121°C y 15 psi, durante
15 minutos junto con asas de punta redonda. En la cabina de flujo laminar, con el correcto
protocolo de limpieza, se realiz6 la inoculacion transfiriendo con el asa metélica pequefas
cantidades de cultivo del medio sélido a cada tubo de ensayo, que contenian la solucién del

caldo Sabouraud.

Figura 21.

Nota. Se prepararon tubos de mas para
seleccionar aquellos en los que se evidencie

un mayor crecimiento.

Estos tubos de ensayo se ubicaron en la incubadora durante 6 horas a 30°C, para permitir el

crecimiento microbiano.
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Figura 22.

Resultado del proceso de

inoculacion.

Nota. Para cada fermentador un
volumen de inéculo que corresponde
al 10% del volumen del medio de
cultivo de la fermentacion.

En la Figura 22 se evidencia el crecimiento del consorcio bacteriano, puesto que, la turbidez
del liquido es mayor que en la Figura 21 y la posicion que ocupan los microorganismos a lo
largo del tubo de ensayo, coincide con la descripcion realizada en la Figura 4. Lo anterior,

confirma que son bacterias lacticas, caracterizadas por ser anaerobias facultativas.

3.2. Medio de cultivo

Para la determinacion del medio de cultivo adecuado, se realizd una revision de literatura
de trabajos similares para el crecimiento de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii. Se decidi6 evaluar los dos medios reportados en [64], para tener un mejor

crecimiento del microorganismo, lo que indica una mayor produccion del compuesto de interés.
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Tabla 10.
Medios de Cultivo de Fermentaciéon Prueba

Medio de

cultivo Componente Cantidad pH
Glucosa (CsH120¢) 10 g/L
Acetato de sodio (C2H3NaO5) 59/L
Fosfato diacido de potasio (KH2PO4) 3g/L
1 Sulfato (flzegrso(gtj*r;e&tfg;dratado 0.2 g/L 6.8
Sulfato d«a(hr}lwggraﬂg |r1|ezpotz):1hidratado 0.05 g/L
Sulfato de(Tﬂar?ggjis%o:fop;ahidratado 0.02 g/L
Extracto de levadura 2g/L
Glucosa (CsH1206) 10 g/L
Acetato de sodio (C2H3NaO5) 59/L
2 Fosfato diacido de potasio (KH2PO4) 3g/L 6.8
Extracto de levadura 2g/L
Solucién de microelementos 1mL

Nota. La tabla presenta los medios de cultivo en los que se realizd una fermentacion de prueba.
Tomado de: Z.P. Xue, X. Cu, K. Xu, J.H. Peng, H.R. Liu, R.T. Zhao, Z. Wang, T. Wang, Z.S.
Xu, “The effect of glutathione biosynthesis of Streptococcus thermophilus ST-1 on cocultured

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842”, Journal of Dairy Science, Volume 106,
Issue 2, 2023, Pages 884-896, ISSN 0022-0302, https://doi.org/10.3168/jds.2022-22123. [64].

La solucién de microelementos empleada en el medio de cultivo 2, tiene el propdsito de

aportar las trazas de elementos metélicos necesarias para proporcionar los factores de

crecimiento de las bacterias de interés. Los compuestos que forman la solucion de

microelementos se presentan en la Tabla 11.
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Tabla 11.

Compuestos de la solucién de microelementos

Concentracion

Compuesto
P (9/L)
Cloruro de zinc
(ZnCly) 0.616
Sulfato ferroso heptahidratado 0.2
(FeS04*7 H,0) '
Cloruro de calcio 20
(CaCly)
Acido borico
(H3BO3) 06
Sulfato de magnesio heptahidratado 01
(MgSO4*7 H,0) '
Sulfato de manganeso heptahidratado 0.05

(MnSO4*7 H,0)

Nota. La tabla presenta las sustancias que contiene la solucion

de microelementos del medio de cultivo 2.

Tomado de: Z.P. Xue, X. Cu, K. Xu, J.H. Peng, H.R. Liu, R.T.
Zhao, Z. Wang, T. Wang, Z.S. Xu, “The effect of glutathione
biosynthesis of Streptococcus thermophilus ST-1 on cocultured
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842,
Journal of Dairy Science, Volume 106, Issue 2, 2023, Pages
884-896, ISSN 0022-0302, https://doi.org/10.3168/jds.2022-
22123. [64].

De esta manera, se realiz6 una fermentacion de prueba para seleccionar el mejor medio de
cultivo. Se prepararon cuatro Erlenmeyer de 100 mL con un contenido de 30 mL de medio de
cultivo, dos Erlenmeyer con el medio de cultivo 1 y los dos restantes con el medio de cultivo
2, cada uno de estos tenian un tapdn de caucho con un orificio para una manguera, cuyo objetivo
es permitir que el CO2 pueda salir del Erlenmeyer evitando que entre el oxigeno y favoreciendo
de esta manera la fermentacién. Lo anterior se esterilizd en una autoclave a 121°C y 15 psi,
durante 15 minutos.

En la cabina de flujo laminar, con el debido protocolo, se realizd la transferencia del
contenido de un tubo de ensayo con el in6culo a cada uno de los Erlenmeyer. EI montaje
consistié en colocar los cuatro Erlenmeyer en un shaker de manera balanceada, y en el centro
un Erlenmeyer adicional con una solucién de agua y etanol, en este Gltimo, se ubican las
mangueras que salen de los 4 Erlenmeyers principales. Se realizo la fermentacion a 37°C, con

una agitacion constante de 100 rpm, durante 24 horas.
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Figura 23.

Montaje de fermentacion de prueba.

[UETY o e

Nota. Se realiz6 la fermentacion por duplicado
para garantizar el adecuado control en la

medicion.

3.2.1. Cuantificacion de biomasa

Para la evaluacion de los medios de cultivo seleccionados se realiza la determinacion de
biomasa, esta medicion contribuye al andlisis de la relacion entre el metabolismo del
microorganismo y el consumo de sustrato [65]. Se emple6 un método espectrofotométrico para
realizar la medicion, que se basa en la relacién directa entre el nimero total de microorganismos
presentes en la muestra y su valor de turbidez, generada en el fluido por los microorganismos,
a traves de un haz de luz; el resultado se expresa en unidades de absorbancia [66].

El procedimiento se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Shuler y Kargi [67]. Se tomd
una muestra de 2 mL del caldo de fermentacion y se agregd a un tubo Falcon estéril. Este tubo
con la muestra se centrifugd a 3400 rpm, durante 15 minutos. El sobrenadante se retiré y se
almacend en otro tubo Falcon esterilizado bajo refrigeracion a +1°C, mientras que el
precipitado se resuspendi6 con 2 mL de solucién isotdnica estéril. Esta muestra se leyo en el
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 600 nm, el blanco empleado fue la solucion
isotonica esterilizada.

Para esta fermentacion de prueba, se realizé lectura de biomasa inicial y final. Al evaluar
estos datos para los dos medios, se evidencio que en el medio 1 crecié de mejor manera, por lo
tanto, se eligié este medio para la fermentacién de mayor volumen.

Para poder aplicar la ley de Beer-Lambert y relacionar la absorbancia medida a 600 nm con
la concentracion de biomasa, se debe realizar una curva de calibracion que se conoce en la

literatura como curva de peso seco [68].
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El procedimiento para realizar la curva de peso seco consistié en dejar las membranas de
acetato de celulosa de 0.22 um secando, a 60°C durante 24 horas. Andlogamente, se realizd
una fermentacion en dos Erlenmeyer de 250 mL, utilizando como medio de cultivo 150 mL de
caldo Sabouraud. Dicha fermentacion se realizd en un shaker a 30°C con una agitacion
constante de 100 rpm, durante 24 horas. Una vez terminada esta fermentacion, se tomo6 una
muestra de 1 mL de cada Erlenmeyer y se realizd la medicion de absorbancia a 600 nm,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Para continuar con el proceso se trabaj6
exclusivamente con el Erlenmeyer, cuya medicion de absorbancia fue muy cercana a 1.000.

De este modo, todo el medio de cultivo de dicho Erlenmeyer se centrifugd y se resuspendid
la biomasa con solucion salina isotonica estéril (9 g/L de NaCl), para formar una suspension
madre de biomasa con absorbancia a 600 nm de 1.000. Luego, se homogeneizé la suspension

madre utilizando un vortex.

Figura 24.
Vortex.

-

Nota. Se agit6 hasta que la
muestra se homogeneiz6 por

completo.

Con esta solucién madre se prepararon nueve suspensiones celulares en balones aforados de
10 mL de diferente concentracion, utilizando volumenes distintos de la solucion madre de

biomasa y llevando a volumen con solucion salina estéril, tal como se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12.

Suspensiones realizadas para la determinacion de la curva de peso seco

Ensayo Solucion 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Solucion A
(mL de solucién salina 0 2 3 4 5 6 7 8 10
isotonica estéril)

Solucion B

(mL de suspension madre 10 8 7 6 5 4 3 2 0
de biomasa)

Volumen final (mL) 10 100 10 10 10 100 10 10 10

Nota. La tabla muestra el volumen con el que fueron preparadas las suspensiones

celulares para la determinacion de la curva de peso seco.

Figura 25.
Suspensiones realizadas para la determinacion de la curva de
peso seco.
y =
£ = &Y )
o
AL e

D i,

Nota. Se evidencia el cambio de turbidez que indica la cantidad

de biomasa presente.
De todas las soluciones se toma 1 mL y se mide la absorbancia a 600 nm. Mientras que los
9 mL restantes se filtran en las membranas secas previamente pesadas, empleando la unidad de
filtracion al vacio. Para evitar que el liquido desborde la membrana de filtracion, se utiliz6 una
bureta para controlar el paso de solucion, asegurando que todo el sélido se deposite en la

membrana de 0.22 pm.
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Figura 26.

Montaje filtracion para curva de

[peso seco.

Nota. Se realizé dicho montaje para
garantizar que el liquido fuera
vertido de manera correcta sobre la

membrana sin desbordarse.

Posteriormente, las membranas se colocaron en cajas de Petri y se secaron a 60°C en un
horno de conveccién forzada, durante 24 horas. Pasado este tiempo, se pesaron todas las
membranas y la diferencia de peso de las membranas, es el peso de la biomasa seca contenida
en 9 mL de la suspension filtrada; por lo tanto, la concentracion celular se calculé dividiendo
dicha diferencia entre 9 mL.

Finalmente, se grafico la absorbancia en el eje de las ordenadas contra la concentracion en
el eje de las abscisas, obteniendo asi la curva de calibracion.

A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion, es posible determinar
la concentracion de biomasa con base en la absorbancia medida a 600 nm, segun el método

descrito anteriormente.

3.2.2. Cuantificacion de Acido Lactico

Para realizar el seguimiento en la produccion de acido lactico y su determinacion se empleo
un método espectrofotométrico, utilizado ampliamente y reportado en literatura en [68] y [69].
Aplicando este método, se preparé una solucion de tricloruro de hierro (FeCls) con una
concentracion de 3 g/L. Posteriormente, se prepararon soluciones patron de &cido lactico de

concentracion conocida diluyendo &cido lactico al 95% con agua destilada.
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Tabla 13.
Concentracion de soluciones patrén en

cuantificacién del acido lactico

Concentracion

Solucion (/L)
1 11.8
2 10.1
3 8.8
4 7.4
5 6.5
6 5.7
7 4.8
8 3.6
9 2.8
10 14
11 0.9
12 0.6

Nota. La tabla presenta la
concentracion de soluciones patron

en cuantificacion del acido lactico.

Con todas las soluciones preparadas, se realiza la medicién de la absorbancia en el
espectrofotdbmetro en una longitud de onda de 390 nm, midiendo 50 UL de muestra de acido
lactico junto con 2 mL de la solucion de FeCls y utilizando como blanco la solucion preparada
de tricloruro de hierro. Es importante realizar esta medicién en un tiempo no mayor a 15
minutos, puesto que la coloracion se degrada y la medicion se vuelve erronea.

Finalmente, se grafico la absorbancia en el eje de las ordenadas contra la concentracion en
el eje de las abscisas, obteniendo asi la curva de calibracion. A partir de la ecuacion de la recta
obtenida de la curva de calibracion, es posible determinar la concentracién de &cido lactico con
base en la absorbancia medida a 390 nm, segun el método descrito anteriormente.

3.3. Fermentacion anaerobia mediante el consorcio microbiano con Lactobacillus
delbrueckii y Streptococcus thermophilus

Segun se determind con anterioridad, para realizar la fermentacion lactica se utiliz6 el medio
de cultivo 1, que se reportd en la Tabla 10. No obstante, la fuente de carbono que se utiliz6 fue

la fraccion liquida obtenida de la hidrolisis enzimatica, realizada al afrecho de malta. EI proceso
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de hidrolisis se realizé por duplicado y la concentracién de azucar para los dos ensayos se
presenta en la Tabla 5; dado que son valores muy similares, se mezclo la fraccién liquida de
los dos ensayos, obteniendo un volumen de 400 mL con una concentracion de azUcares
fermentables de 6 g/L.

Teniendo en cuenta este volumen, la fermentacion lactica se realizé en tres Erlenmeyer de
250 mL, cada uno con 130 mL de medio de cultivo. Adicionalmente, se prepararon otros dos
Erlenmeyer con el mismo medio de cultivo, pero la fuente de carbono fue glucosa con una
concentracion de 6 g/L; esto con el fin de realizar la comparacion de la fermentacion lactica
con los azUcares extraidos del afrecho de malta con una fermentacion realizada con glucosa,
generando un control positivo al proceso fermentativo.

Todos los Erlenmeyer con el medio de cultivo tenian un tapon de caucho con un orificio
para una manguera y se esterilizaron en autoclave a 121°C y 15 psi durante 15 minutos. Pasado
este tiempo, en la cabina de flujo laminar, con el correcto protocolo de limpieza, se realizo la
inoculacién, agregando 13 mL de in6culo a cada Erlenmeyer segln el procedimiento planteado
en secciones anteriores. Adicionalmente, se aseguraron todos los tapones con papel Parafilm
alrededor y con silicona alrededor de la manguera, para evitar la entrada de oxigeno y/o
cualquier tipo de contaminacion.

De este modo, los cinco Erlenmeyer se colocaron en un shaker de manera balanceada y en
el centro se dispuso un Erlenmeyer con una solucion de agua y etanol, en la cual se sumergieron
las mangueras de los fermentadores. Se realizo la fermentacion a 30°C con una agitacion

constante de 100 rpm, durante 42 horas.
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Figura 27.
Montaje fermentacion lactica.

N

Nota. Se emplearon dos Erlenmeyer de

blanco, debido al espacio disponible en
el shaker y para garantizar que el peso
en el mismo estuviese correctamente

balanceado.

Se realizd un seguimiento a la fermentacion, tomando cinco muestras de 2 mL del medio de
cultivo de todos los Erlenmeyer. La toma de muestras se realizo en la cabina de flujo laminar,
utilizando una micropipeta con puntas estériles y se depositd en tubos Eppendorf esterilizados
también a 121°C y 15 psi, durante 15 minutos. Se realizaron cinco muestreos, el primero al
iniciar la fermentacion, el segundo a las 18 horas, el tercero a las 21 horas, el cuarto a las 24
horas y el Gltimo al terminar la fermentacion, a las 42 horas.

Cada vez que se realizé una toma de muestra, se procedio a realizar la medicion de biomasa
segun el procedimiento descrito en la seccion anterior. La medicion se realizé con el
precipitado de la centrifugacion, mientras que el sobrenadante se recogi6 en tubos Eppendorf
previamente esterilizados y se almacend en el congelador para realizar la cuantificacion de
azucares y de acido lactico a partir de la metodologia planteada previamente.

Para identificar las muestras tomadas, se presenta el Anexo 5 donde se identifican
numéricamente todas las muestras tomadas, para evitar confusiones de interpretacion.

Las muestras que tienen la letra A representan aquellas cuya fuente de carbono fue la glucosa
extraida del afrecho de malta por hidroélisis, mientras que las muestras que tienen la letra B
representan aquellas cuya fuente de carbono fue la glucosa.

Durante este proceso, la reaccidn que se lleva a cabo es la siguiente:
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CeH120¢ + NHz = CH1580039Np 23 + C3HgO3 + CO; + H,0
La glucosa y el amoniaco son esenciales para el proceso de fermentacion, en este esta

presente el microorganismo y finalmente se produce dioxido de carbono y agua, al ser una

reaccion anaerobia.
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3.4. Diagrama de Flujo de Bloques

En la Figura 28 se presenta el Diagrama de Flujo de Bloques (BFD) para la fermentacion lactica, consta de: esterilizacion, inoculacion y
fermentacion. Adicionalmente, se especifica la temperatura de trabajo.

Figura 28.

Diagrama de Flujo de Bloques de la fermentacion lactica.

Consorcio . .
. Medio de cultivo
bacteriano

{ Y

ESTERILIZACION ——»| INOCULACION ——® FERMENTACION ——» Caldo de cultivo

Solucion de
Caldo Sabouraud

121°C 30°C 30°C

15 psi 6h 42 h

15 min 100 rpm
pH 6.8

Nota. Se presenta el BFD del proceso descrito anteriormente, la fermentacion lactica con las operaciones correspondientes.
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3.5. Resultados y analisis
En primer lugar, se presentan los resultados referentes a la curva de peso seco, debido a que

a partir de esta se cuantifica la biomasa en las diferentes mediciones realizadas.

Para cada suspension se realizo la medicion de la masa de la membrana seca vacia y la masa
de la membrana seca con biomasa, la diferencia indica la cantidad de biomasa presente en la
suspension y a partir de la ecuacion 2 se calcula la concentracion de biomasa en unidades de
g/L.

_ Meel 1000 mL
T 9mL 1L (2)

Asi mismo, a cada suspension se le realiz6 la medicion de absorbancia a 600 nm. Los
resultados para todas las suspensiones se presentan en la Tabla 14.
Tabla 14.

Resultados curva de peso seco

L, Concentracion  Absorbancia
Suspensién  mo (g) ms (Q) Meel ()

(g/L) 600 nm

1 0.069 0.095 0.026 2.889 0.938
2 0.070 0.089 0.019 2111 0.736
3 0.069 0.086 0.017 1.889 0.662
4 0.07 0.085 0.015 1.667 0.583
5 0.068 0.081 0.013 1.444 0.503
6 0.068 0.079 0.011 1.222 0.448
7 0.069 0.079 0.010 1.111 0.393
8 0.069 0.072 0.003 0.333 0.164
9 0.070 0.070 0 0.000 0

Nota. La tabla presenta los resultados de la construccién de la curva de peso seco,

permitiendo relacionar la concentracion con la absorbancia.
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Con estos valores de concentracion y absorbancia se realiza la curva de peso seco, siguiendo
la ley de Beer-Lambert y asi, la relacion entre la absorbancia de un liquido con la concentracién

de biomasa que esta posee.
Figura 29.

Curva de peso seco.

Curva de peso seco

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y =0.3234x +0.0367
R2=0.,9945

Absorbancia

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Concentracion (g/L)

Nota. Los valores de absorbancia deben ser menores a 1.000, para garantizar una

relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion.
Teniendo en cuenta la ecuacion de la recta, se puede conocer la concentracién de biomasa
al leer en el espectrofotémetro la absorbancia a 600 nm.
Para determinar la concentracion de &cido lactico se realizé la curva de calibracion que se

presenta a continuacion.

Figura 30.
Curva de calibracién de Acido LActico.
Curva de calibracion de acido lactico
1.2
1 y=0,1388x - 0.0181
R2=0,9999
.= 0.8
<
=
S 0.6
2
< 0.4
0.2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracion (g/L)

Nota. Se tuvieron en cuenta los valores menores a 1.000, para garantizar una

relacion lineal entre la absorbancia y la concentracién.

69



Teniendo en cuenta la ecuacion de la recta, se puede conocer la concentracion de acido
lactico al leer en el espectrofotometro la absorbancia a 390 nm.

De esta manera, se presentan los resultados de la fermentacién de prueba que se realiz6 para
determinar el medio de cultivo en el que se presenta un mejor crecimiento del consorcio

microbiano, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
Tabla 15.

Resultados fermentacion de prueba

Biomasa inicial Biomasa final
Medio Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion
600 nm (/L) 600 nm (g/L)
11 0.138 0.313 0.884 2.620
1.2 0.130 0.288 1.002 2.985
2.1 0.096 0.183 0.109 0.224
2.2 0.087 0.155 0.195 0.489

Nota. La tabla muestra los resultados de las mediciones realizadas de biomasa inicial y final en la

fermentacién de prueba.

Se evidenciaen la Tabla 15, en las dos fermentaciones realizadas con el medio 1, un aumento
de biomasa, lo que refleja un mejor crecimiento del consorcio microbiano en ese medio de
cultivo. Este mejor crecimiento, puede significar que se consume el sustrato, y esto favorece
su proceso metabolico para producir el compuesto de interés en la fermentacion lactica.

Es posible que el medio de cultivo 2, no haya permitido el correcto crecimiento de la
poblacion bacteriana debido a los compuestos presentes en la solucion de microelementos, asi
pues, elementos como el boro, el zinc, el cloro y el calcio, en vez aportar nutrientes al
microorganismo, tienen un efecto inhibidor en este, impidiendo su crecimiento y desarrollo.
Este resultado, coincide con estudios donde se muestra mas efectivo para realizar la
fermentacion con bacterias lacticas, el medio 1 [64].

En el seguimiento de la fermentacion l4ctica, se tomaron muestras iniciales, intermedias y
finales, a las cuales se les realizé la medicion de biomasa, azucares reductores y también de
acido lactico, con las metodologias mencionadas anteriormente. Los resultados de estas
mediciones, teniendo en cuenta la nomenclatura propuesta en la tabla del Anexo 5, se presentan
en el Anexo 6.

Con estos resultados se realiza el perfil de concentraciones para la fermentacion lactica, y
se realiza el célculo del rendimiento biomasa-sustrato y el rendimiento producto-sustrato

presentados en los Anexos 7 y 8, respectivamente.

70



Figura 31.

Perfil de concentraciones de biomasa, sustrato y producto.

{a) Perfil de concentraciones en el fermentador 1A {b) Perfil de concentraciones en el fermentador 2A
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Nota. Las fermentaciones en las que el sustrato fue el afrecho de malta se aprecian en las figuras

(@), (b) y (c); mientras que las (d) y € fueron las fermentaciones de control positivo.
Se puede apreciar en la Figura 31 que, el comportamiento de las fermentaciones en las que
el sustrato empleado fue el azlcar extraido del afrecho de malta por hidrolisis es similar al de
las fermentaciones en las que el sustrato fue glucosa. Lo anterior, indica que la fuente de

carbono estudiada, extraido en el pretratamiento es consumida de manera adecuada, por las
bacterias lacticas.
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Para determinar que no existen diferencias significativas entre las fermentaciones realizadas
con el hidrolizado del afrecho de malta y con la glucosa, se realiza el andlisis estadistico
mediante una comparacion entre los dos tratamientos realizados, siendo A, el tratamiento que
indica la fermentacion con afrecho de malta como sustrato, mientras que B, es el tratamiento
correspondiente a la fermentacion con glucosa como fuente de carbono. Este tratamiento se
realizé con un intervalo de confianza del 95%, de modo que la zona de rechazo a es del 5%.

Los célculos, que se presentan en el Anexo 9, indican que no existen diferencias
significativamente estadisticas para las mediciones de sustrato y de biomasa, lo cual indica que
el microorganismo tiene un crecimiento igual en ambas fermentaciones realizadas, puesto que
consume de manera uniforme el sustrato empleado en los dos tratamientos realizados. Sin
embargo, se obtuvo que en cuanto a la produccién de acido lactico si se encuentran diferencias
significativamente estadisticas.

La mayor produccién de acido lactico en las fermentaciones de control puede deberse a la
naturaleza del sustrato. Es decir, pese a que el microorganismo consumié el sustrato y crecio
de manera igual en ambos tratamientos, la sintesis del metabolito de interés fue mayor en las
fermentaciones en las que se empled D(+) glucosa como fuente de carbono dado que la ruta
metabdlica de las bacterias lacticas comienza con la descomposicion de glucosa [16] [55], tal
como se evidencia en el Anexo 10, de manera que se plantea la posibilidad de que el contenido
los azucares reductores totales obtenidos en el proceso de hidrolisis no son glucosa en su
totalidad, sino que puede tratarse de otros monosacaridos.

Por otra parte, se evidencia que el tiempo de fermentacion es adecuado, puesto que el aztcar
disponible se consumio6 totalmente y se aprovechd la fase exponencial y estacionaria del
consorcio bacteriano, evitando que los microorganismos comenzaran a consumir el compuesto
de interés como fuente de carbono.

La razdn por la cual no se comienza la fase de muerte como si ocurre en otros estudios [4],
se debe a que no hubo un déficit en la fuente de carbono y que ademas la concentracion de
acido lactico no era lo suficientemente alta, para disminuir el pH del medio de cultivo.

De igual manera, se realizo el calculo del rendimiento biomasa-sustrato, asi como del
rendimiento producto-sustrato a partir de las ecuaciones 3 y 4, los resultados se presentan en
las tablas 16 y 17.

Y __ Biomasa final - Biomasa inicial ( )
X/S Sustrato inicial - Sustrato final

Yoo = Producto final - Producto inicial ( )
P/s Sustrato inicial - Sustrato final
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Tabla 16.

Rendimiento biomasa-sustrato de la fermentacion lactica

Promedio Desviacion
Muestra Yxss (9/9) (g/) estandar

1A 0.299
2A 0.303 0.294 0.012
3A 0.280
1B 0.262

0.253 0.012
B 0.245

Nota. La tabla presenta el rendimiento biomasa-sustrato de la

fermentacion lactica en los cinco fermentadores.

A partir de la informacién obtenida en la Tabla 16, se puede apreciar que el rendimiento
biomasa-sustrato es mayor en las fermentaciones realizadas con el afrecho de malta como
sustrato, que aquellas en las que el sustrato es glucosa. Esto también sugiere, que la fuente de
carbono obtenida en el proceso de hidrdlisis sea ligeramente diferente a la D(+) glucosa
empleada en las fermentaciones de control.

Por otra parte, estos rendimientos tienen un valor promedio de 0.3 g/g, lo cual puede deberse
a que la fase exponencial no es demasiado alta. Lo anterior, es consistente con otros estudios
realizados en la produccion de acido lactico [70].

En cuanto al rendimiento producto-sustrato, se evidencia en la Tabla 17 que este es bastante
superior al rendimiento biomasa-sustrato, lo cual indica, que no se requiere de una elevada
cantidad de comunidad microbiana para producir el producto de interés en cantidades
significativas. Esto se debe a que el consorcio empleado es una combinacion entre dos bacterias
pertenecientes al grupo de bacterias lacticas, por lo tanto, el compuesto que producen en su
proceso metabdlico, mayormente, es el &cido lactico. Adicionalmente, esto confirma que,
mediante consorcios bacterianos, los rendimientos suelen ser mejores [54], en este caso la
caracteristica principal es que Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
promueven mutuamente su crecimiento y ambas se estimulan entre si, bajo las condiciones
experimentadas. Estos rendimientos tienen un valor promedio de 1.1 g/g, lo cual refleja que el

proceso de produccién de &cido lactico por via biotecnoldgica es altamente eficiente.
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Tabla 17.

Rendimiento biomasa-producto de la fermentacion lactica

Promedio Desviacion
Muestra Yeis (0/0) (9/9) estandar
1.119
1A
2A 1.126 1.126 0.007
1.133
3A
1.153
1B
1.161 0.012
B 1.169

Nota. La tabla presenta el rendimiento biomasa-producto de la

fermentacion lactica en los cinco fermentadores.

Para determinar alguna diferencia en estos valores, se realiza el célculo del error relativo a
los promedios obtenidos para la fermentacion lactica del proceso, como a la de control. El
calculo se realiza a partir de la siguiente ecuacion donde, el valor real corresponde al valor de
rendimiento obtenido en la fermentacion realizada con glucosa, mientras que el valor medido
corresponde al valor del rendimiento obtenido en la fermentacion realizada con afrecho de

malta como sustrato:

|Valor medido - Valor real|

%ER = 100 (5)

Valor real
Tabla 18.

Error relativo en el rendimiento de la fermentacion lactica

Rendimiento Error relativo (%0)
Rendimiento biomasa-sustrato 16.205
Rendimiento producto-sustrato 3.015

Nota. La tabla presenta el resultado del error relativo en el rendimiento de la

fermentacion lactica.

Asi mismo, se realizo el célculo del rendimiento biomasa-sustrato tedrico y el rendimiento
producto-sustrato teodrico, para realizar la respectiva comparacion con los rendimientos

obtenidos en la presente investigacion.
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En cuanto al rendimiento biomasa-sustrato, se afirma en la literatura que este parametro
depende principalmente del tipo de sustrato utilizado y el nimero de electrones disponibles en
el mismo [71]. Se encontr6 que el rendimiento biomasa-sustrato teorico es de 0.8 g/g [71].

Se calcul6 el error relativo utilizando la ecuacion 5 para encontrar la diferencia entre el
parametro medido y el tedrico, siendo esta de un 62.5 %, lo cual indica que el rendimiento esta
muy por debajo del maximo posible. Este parametro puede mejorarse con un equipo mas
sofisticado, que evite las pérdidas, posibilitando ampliar el rendimiento del procedimiento.

En el caso del rendimiento producto-sustrato tedrico, se obtiene de la ecuacion de la
fermentacion sin tener en cuenta la fuente de nitrégeno, el microorganismo y subproductos
como el agua o el didéxido de carbono [72]. En ese sentido la ecuacion se presenta a
continuacion:

CeH1206 = 2C3Hg03

En ese caso, el rendimiento producto-sustrato tedrico es de 2 mol &cido lactico/mol glucosa,
al convertirlo a las unidades empleadas (g/g) se utiliza la masa molecular de los compuestos en
el siguiente factor de conversion:

2mol C3Hs03; 90 g C3HgO3 1 mol CgHq 504
1mol CgH1,0¢ 1mol C3Hg05 180 g C4H, 204

Se determiné que el rendimiento producto-sustrato tedrico es de 1 g/g. De igual manera se

calculo el error relativo, el cual tuvo un valor del 10%, lo cual indica que el valor obtenido no
es muy diferente al valor tedrico.

Finalmente, se realizé el calculo de la productividad del &cido lactico, asi como el promedio
y la desviacion estandar para los dos tratamientos realizados. Los resultados se presentan a

continuacion.
Tabla 19.

Productividad en la fermentacién lactica

Fermentador Productividad Promedio Desviacion
(9/Lh) (g/Lh) estandar

1A 0.157
2A 0.158 1158 0,001
3A 0.160
1B 0.170

1.171 0.001
2B 0.171

Nota. La tabla presenta la productividad en la fermentacion lactica en
los cinco fermentadores.
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Los resultados de la productividad, si bien pueden parecer bajos, hay que tener en cuenta
que la concentracién de acido lactico en la fermentacion no fue demasiado alta, teniendo un
valor aproximado de 6.7 g/L y adicional, el tiempo de fermentacion fue de 42 horas. Sin
embargo, el momento de mayor productividad fue a las 24 horas de fermentacion, debido a que
este parametro fue un 41.8% mayor. De esta manera, el valor de productividad obtenido se
encuentra en lo esperado, puesto que para otros ensayos de escala mayor se emplea una mayor
concentracion de azlcares reductores totales, la concentracion de &cido lactico obtenido
también es mayor; pero la relacion entre la productividad es similar [4].

Para determinar la diferencia de los valores de productividad en los dos tratamientos se

realiza nuevamente el céalculo del error relativo a partir de la ecuacion 5.
Tabla 20.

Error relativo en la productividad de la fermentacion lactica

Parametro Error relativo (%)

Productividad 1.110

Nota. La tabla presenta el resultado del error relativo en la productividad de

la fermentacion lactica.

Segun se aprecia en la Tabla 20, la diferencia entre los dos tratamientos es muy baja, por lo
cual se confirma, que la produccién de acido lactico a partir de los azUcares reductores
obtenidos del afrecho de malta es altamente viable en términos de rendimiento y productividad,
demostrando asi el potencial aprovechamiento de este residuo.

De lo anterior, es posible inferir que la realizacién de la combinacion de los dos procesos:
la hidrolisis acida utilizada para el pretratamiento de la biomasa y la hidrélisis enzimatica

realizada para obtener azlcares fermentables, reflejan un mayor rendimiento.
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4. PURIFICACION DEL ACIDO LACTICO

Finalizada la fermentacion, todo el caldo de fermentacion se centrifugd a 3400 rpm durante
15 minutos, con el fin de eliminar la biomasa. El sobrenadante se almacend6 en un frasco Schott
de 500 mL y se guardd en el congelador, mientras que el precipitado se elimind. El caldo
centrifugado se agreg6 en un solo recipiente, separados por la fuente de carbono utilizada en la
fermentacion tal como se muestra en la Figura 32. Es decir, en un frasco Schott se almacend el
caldo centrifugado proveniente de los fermentadores 1A, 2A y 3A, cuyo sustrato fueron los
azucares hidrolizados del afrecho de malta, mientras que en otro frasco Schott se almacené el
caldo centrifugado proveniente de los fermentadores 1B y 2B, cuya fuente de carbono fue la

glucosa.

Figura 32.
Caldos de fermentacion centrifugados.

L%

i

e
9!9(’@54 '
v:F"(!’:f‘a Silye
ﬂiPQ Dokl

Nota. La diferencia en la coloracién se
debe a algunos compuestos organicos

presentes en el afrecho de malta.

El volumen del liquido obtenido en la fermentacion con afrecho de malta fue de 350 mL,

mientras que el obtenido en la fermentacion con glucosa fue de 240 mL.

4.1. Extraccion liquido-liquido

El criterio mas importante para realizar la extraccién liquido-liquido consiste en la eleccion
del solvente, debido a que este debe cumplir con ciertas caracteristicas, como lo son: la
selectividad, estabilidad quimica, baja toxicidad o viscosidad y su facil recuperacion del
compuesto de interés. Los solventes que se emplean son: éter etilico, acetato de etilo, hexanol,
alcohol isoamilico, octanol y furfural [56]. Segln lo anteriormente mencionado, el acetato de
etilo fue el compuesto que se utilizo, debido a su afinidad, facil separacion con el acido lactico

y rendimientos reportados en [73] y presentados en el Anexo 11. Asi mismo de todos los
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solventes mencionados, el acetato de etilo es el Unico que es considerado como un
biodisolvente, lo que favorece al componente ambientalmente sostenible del proyecto
realizado.

Siguiendo la metodologia de Tello [73], se agregaron los caldos obtenidos en dos beakers
de 1000 mL y a cada uno se le agregd un volumen igual de acetato de etilo. Posteriormente, se
ajustd a 3 el pH de la solucién, con HCI al 37% y se colocaron en una plancha de agitacion
magnética, a 1500 rpm durante 1 hora.

Finalizado este tiempo, el contenido de cada beaker se agregd a dos embudos de decantacion
de 250 mL y se dejaron durante 24 horas, con el proposito de que las dos fases se separen por

gravedad a partir de sus densidades. EI montaje se puede apreciar en la Figura 33.
Figura 33.

Montaje de decantacion.

Nota. La figura de la izquierda corresponde al montaje para
el afrecho de malta, mientras que el de la derecha

corresponde a lo obtenido de la fermentacién de glucosa.

Pasadas las 24 horas, se realiz6 la separacion en cada uno de los embudos, la fraccion de
mayor densidad se recolecté en un Erlenmeyer de 250 mL y, posteriormente, se elimino;
mientras que, la fase menos densa, correspondiente a la fase organica que contiene el acido

lactico con el acetato de etilo, se almacend para realizar el siguiente tratamiento.

4.2. Destilacion

Con el fin de realizar la separacion de la fase organica, que contiene el acetato de etilo con
el acido lactico, se aprovechan sus diferencias de volatilidades para realizar su separacion
mediante destilacion simple.

El montaje constd de un baldn de 250 mL con doble boquilla, un adaptador, un condensador,

un codo, un beaker de 250 mL para almacenar el liquido condensado, una plancha de
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calentamiento y en la boquilla lateral del balén se colocd un termdmetro para controlar la

temperatura del liquido.
Figura 34.

Montaje de destilacién simple.
: i

Nota. Se realiz6 la destilacion para la fase organica

de los dos caldos de cultivo.

La temperatura a la cual se realizo la destilacion fue de 80°C debido a que el punto de
ebullicion del acetato de etilo es de 77.1°C [74], mientras que la del &cido lactico es superior a
los 100°C (ver en Anexo 1). Al finalizar el proceso de destilacion, el acido lactico purificado

en el balon de fondo plano se almaceno en un frasco Schott de 100 mL.

4.3. Determinacion de propiedades fisicoquimicas

Para determinar la obtencion de acido lactico, se realizd6 la determinacion por
espectrofotometria a 390 nm con tricloruro de hierro, segin el procedimiento realizado
anteriormente. Para ello, se realizaron diluciones hasta que el valor de absorbancia se ajustara
en el rango de medicion de la curva de calibracion de la Figura 30, esto debido a que la solucién
tenia alta concentracion de &cido lactico. Finalmente, para determinar la concentracion inicial
se emplea la ecuacion (7) de dilucion.

De igual manera, se propuso comparar algunas propiedades fisicoquimicas del acido lactico
obtenido, con una solucion de &cido lactico con la misma concentracion. Teniendo en cuenta
que se obtuvieron dos soluciones de acido lactico, una proveniente de la fermentacién con los
azUcares obtenidos del afrecho de malta hidrolizado y otra proveniente de la fermentacion con
glucosa, se prepararon dos soluciones de &cido lactico, cuya concentracién fue la misma que la

que se determind segun la medicion de absorbancia a 390 nm.
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4.3.1. Densidad

Para determinar la densidad del acido lactico, se realizé el método del picnémetro reportado
ampliamente en la literatura [75]. Este método consiste en que, se pesa un picnémetro limpio,
seco y vacio en una balanza analitica y se toma ese dato (mpy). Después, se llena el picnémetro
con agua y se pesa nuevamente en la misma balanza analitica y se anota este valor (mpw). Por
altimo, el picnémetro es lavado y secado nuevamente. Se realiza una Gltima medicién en la
balanza analitica del picnémetro lleno con la sustancia de interés, en este caso, es el &cido
lactico (mpaL). Para el calculo de la densidad de la sustancia se utiliza la ecuacion que se

presenta a continuacion:

PaL = DPALZTEY pw(T) (6)

mpw —mMpy
Es importante mencionar, que se realiz6 una correccion al valor utilizando la densidad del
agua a la temperatura de trabajo, esto se debe a que la densidad depende en gran medida de la
temperatura, por lo tanto, se registro la temperatura ambiente en el momento de la medicion y
se realiz6 una busqueda del valor de densidad a esa temperatura.
Este procedimiento se realiz6 cuatro veces, para las dos soluciones de &cido lactico

obtenidas por fermentacion y para las soluciones preparadas con la misma concentracion.

4.3.2. Indice de refraccion

Otra propiedad que se midio fue el indice de refraccion. Para realizar esta medicion, se
utilizo el refractdmetro. En primera instancia fue necesario realizar la medicion de un blanco,
para ello se tomd el agua destilada, se vertid en el lente del medidor y se ajusté como blanco
de medida. Ver Figura 35.

Posteriormente, se tomo una muestra de las cuatro soluciones de acido lactico y se midieron

una a una, vertiendo la muestra en el lente del refractometro.
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Figura 35.
Determinacion del indice

de refraccion.

Nota. El lente del

refractoémetro se lavo con
agua destilada antes de

cada medicién.

Este procedimiento se realizd cuatro veces. Para las dos soluciones de &cido lactico

obtenidas por fermentacion y para las soluciones preparadas con la misma concentracion.

4.3.3. Punto de ebullicion

La determinacion de esta propiedad se realiz6 siguiendo la metodologia del tubo de Thiele,
reportada en [76]. Siguiendo este método, se llend un tubo Durham hasta la mitad con la
sustancia a medir, este tubo se uni6 con un alambre de acero dulce a un termémetro. Un tubo
capilar se coloc6 dentro del tubo Durham, de modo que el extremo abierto esté sumergido en
la sustancia liquida y el extremo cerrado no.

El montaje termometro-tubo Durham se introdujo dentro del tubo de Thiele, este ultimo
contenia aceite mineral un centimetro arriba del vértice superior. El aceite mineral fue escogido
para ser utilizado, debido a que su punto de ebullicién se encuentra en el rango de 218°C y
643°C, siendo muy superior al de la muestra [77]. Para el tubo de Thiele, se utiliz6 un tapén de
caucho con un orificio para el termometro, este orificio se cubrio por completo con cinta teflon
para evitar la fuga de algiin compuesto; por ultimo, se calento con un mechero por el extremo
triangular, utilizando una flama baja.

Una vez se evidencio un flujo de burbujas provenientes del tubo capilar, se detuvo el
calentamiento y cuando el aceite mineral llend por completo el tubo capilar, se leyo la

temperatura en el termdémetro y se registro el punto de ebullicion de la sustancia de interés.
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Este procedimiento se realiz6 cuatro veces. Para las dos soluciones de &cido lactico

obtenidas por fermentacion y para las soluciones preparadas con la misma concentracion.

Figura 36.
Montaje de determinacion del punto de

ebullicién.

Nota. El aceite mineral debe estar limpio,
si empieza a tomar una coloracién oscura,

debe cambiarse.
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4.4. Diagrama de Flujo de Bloques
En la Figura 37 se presenta el Diagrama de Flujo de Bloques (BFD) para la Purificacion del Acido Léctico, consta de: centrifugacion, mezclado,
agitacion, decantacion y destilacion. Adicionalmente, se especifica la temperatura de trabajo.

Figura 37.

Diagrama de Flujo de Bloques de la purificacion del Acido Lactico.

3400 rpm Acetato de etilo 1500 rpm
15 min ¥ 1h 24h 80 °C
Caldo de cultivo ——»| CENTRIFUGACION > MEZCLADO » AGITACION » DECANTACION » DESTILACION |——» Acido l4ctico
Biomasa Fase acuosa Acetato de etilo

Nota. Se presenta el BFD del proceso descrito anteriormente, la Purificacion del Acido Léctico con las operaciones correspondientes.
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4.5. Resultados y analisis
El producto purificado se recuperd del balén de fondo plano, en el que se llevo a cabo la

destilacion. Para determinar la concentracion de este, se realizé el método de cuantificacion
por espectrofotometria con tricloruro de hierro descrito anteriormente. Debido a las altas
concentraciones de acido lactico, fue necesario diluir la muestra inicial, pero la concentracion
inicial se calculd con la siguiente ecuacion.
CVi =GV, (7)
Asi pues, la concentracion para las dos soluciones de acido lactico obtenidas se presenta en

la tabla a continuacion.

Tabla 21.
Concentracion final de Acido LActico

Cantidad Concentracion

Muestra
(mL) (9/L)
Acido lactico
proveniente de la o5 70

fermentacion con
afrecho de malta

Acido lactico
provenlen_tg de la 20 79
fermentacion con
glucosa

Nota. La tabla presenta la concentracién y la cantidad de
acido lactico obtenido en la fermentacién lactica y discrimina
segun la fuente de carbono empleada.

Figura 38.

Acido Léctico purificado.

Nota. Se aprecia que el color ha cambiado, a
ser amarillo débil y transparente.

Se evidencié que el &cido lactico obtenido de la fermentacion de glucosa pura tuvo una

concentracion levemente mayor, lo cual es consecuente con los resultados de la concentracion
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al final de la fermentacion, que, para ese caso, fue mayor. No obstante, la concentracion
obtenida es alta y se puede clasificar como acido lactico grado técnico, con aplicaciones
detalladas previamente.

A partir de estos valores de concentracion, las dos soluciones de acido lactico se prepararon
diluyendo con agua desionizada el acido lactico al 95%, hasta obtenerlo con concentraciones
de 70 g/L y de 72 g/L para realizar la comparacion de propiedades fisicoquimicas.

Respecto a la medicion de la densidad, para poder aplicar la ecuacion 6, las constantes son
la masa del picnémetro vacio (mpv), que es de 14.6236 g; la masa del picnébmetro con agua
(mpw), que es de 25.6706 g y la densidad del agua a 17.3°C, siendo esta, la temperatura del
liquido en el momento de la medicion. La densidad del agua a 17.3°C, se obtuvo del manual
del ingeniero quimico Perry y tiene un valor de 0.998676 g/cm? [78].

Los resultados de la medicion de densidad se presentan a continuacion:
Tabla 22.

Determinacion de densidad

MpAL Densidad
Muestra

@) (g/cm?)

Acido lactico proveniente de la
fermentacion con afrecho de 25.4980 0.9831

malta
Solucién preparada de &cido

lactico 70 g/L 25.5005 0.9833

Acido lactico proveniente de la
fermentacién con glucosa 256174 0.9939
Solucién preparada de acido 25 6207 0.9942

lactico 72 g/L

Nota. La tabla presenta la densidad para las cuatro muestras de
acido lactico.
Posteriormente, se realiza el calculo del error relativo para determinar la similitud de los
valores medidos. Para ello, se emplea nuevamente la ecuacién 5, donde, el valor real
corresponde al valor medido en la solucién patrén preparada, mientras que el valor medido

corresponde al valor del acido lactico obtenido por via biotecnoldgica.
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Tabla 23.

Error relativo en la determinacion de densidad

Muestra Error relativo (%)
Acido lactico 70 g/L 0.0203
Acido lactico 72 g/L 0.0302

Nota. La tabla presenta el error relativo de la densidad de las dos soluciones

de &cido lactico obtenidas por fermentacion.
De igual manera, los resultados obtenidos en la medicion del indice de refraccion se
presentan a continuacion:
Tabla 24.

Determinacion del indice de refraccién

Muestra Indice de refraccién n

Acido lactico proveniente de la fermentacion

1.3866
con afrecho de malta
Solucion preparada de acido lactico 70 g/L 1.3864
Acido lactico proveniente de la fermentacion 13884
con glucosa

Solucidn preparada de acido lactico 72 g/L 1.3891

Nota. La tabla presenta el valor del indice de refraccion para las cuatro muestras de acido

lactico.
De igual manera, se realizo el célculo del error relativo siguiendo la ecuacion 5. Los
resultados, son los presentados en la Tabla 25.
Tabla 25.

Error relativo en la determinacion del indice de refraccion

Muestra Error relativo (%)
Acido lactico 70 g/L 0.0144
Acido lactico 72 g/L 0.0504

Nota. La tabla presenta el error relativo del indice de refraccion de las dos

soluciones de &cido lactico obtenidas por fermentacion.
Finalmente, se realizé el mismo procedimiento para el punto de ebullicion, cuyos resultados

se presentan a continuacion.
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Tabla 26.

Determinacion del punto de ebullicion

Muestra Punto de ebullicién (°C)

Acido lactico proveniente de la fermentacion

con afrecho de malta 108

Solucioén preparada de acido lactico 70 g/L 109

Acido lactico proveniente de la fermentacion 112
con glucosa

Solucién preparada de acido lactico 72 g/L 113

Nota. La tabla presenta el valor del punto de ebullicion para las cuatro muestras de acido
lactico.

Nuevamente, se realiz6 el calculo del error relativo siguiendo la ecuacién 5. Los resultados
se presentan a continuacion:
Tabla 27.

Error relativo en la determinacién del punto de ebullicion

Muestra Error relativo (%)
Acido lactico 70 g/L 0.917
Acido lactico 72 g/L 0.885

Nota. La tabla presenta el error relativo del punto de ebullicion de las dos

soluciones de &cido lactico obtenidas por fermentacion.

Segun se puede apreciar, el error relativo al comparar con las mediciones de igual
concentracion no supera en ningun caso el 1%, esto confirma que la sustancia obtenida por
fermentacion lactica, efectivamente, fue acido lactico.

No obstante, las propiedades medidas son relativamente cercanas a las que se presentan en
la Tabla 1. Esto se debe a que las propiedades reportadas en dicha tabla corresponden al acido
lactico con una elevada pureza, sin embargo, el valor de estas propiedades depende de la
concentracion.

Los valores de propiedades como puntos de cambio de fase, viscosidad, indice de refraccion,
densidad entre otras, disminuyen cuando menor es la concentracion de &cido lactico. Por lo
tanto, las propiedades medidas coinciden con las reportadas para concentraciones similares
[79].

4.5.1. Diagrama PFD
A continuacidn, se presenta el diagrama de flujo de proceso que recopila el conjunto de
operaciones realizadas en la obtencién del &cido lactico a partir del afrecho de malta para una

posible escala piloto (Figura 39). En primer lugar, estas operaciones son el secado del afrecho
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recién obtenido del proceso de macerado, la reaccion de hidrdlisis acida, filtracion, lavado y
posteriormente el secado del afrecho hidrolizado. A continuacion, se lleva a cabo la reaccion
de hidrolisis enzimética con el complejo enzimatico de celulosa, se realiza una filtracion del
afrecho y la fraccion liquida es llevada al fermentador junto con el medio de cultivo; pasado el
tiempo de fermentacion se centrifuga todo el caldo de fermentacidn para eliminar la biomasa,
el sobrenadante se lleva al proceso de purificacion. En este tltimo, el sobrenadante es mezclado
con acetato de etilo y separando por decantacion, la fase organica rica en solvente y en el
producto de interés se conduce a un proceso de separacion por destilacion en el cual se obtiene
como producto de cimas el solvente, que es el menos volatil, mientras que por los fondos se
obtiene el acido lactico purificado.

Las corrientes solidas son conformadas por aquellas que contienen el afrecho de malta,
como lo son las corrientes 1, 3, 7, 8, 11, 13 y 14. En el proceso de filtracion se presenta una
pérdida de afrecho de un 1% en masa, no obstante, el mayor contenido de la corriente es liquido.
De igual manera, la corriente 18 es solida, puesto que esta se compone en su totalidad de la
biomasa obtenida en la fermentacion lactica, que fue separada en el proceso de purificacion.

En cuanto a las corrientes gaseosas, se presentan dos corrientes, la primera, consiste en una
pérdida de vapor de agua en el reactor R-102, debido al proceso de calentamiento continuo
durante 5 horas. La segunda corriente gaseosa es aquella obtenida en la fermentacién lactica,
que corresponde al resultado de la respiracion del microorganismo.

El resto de las corrientes son corrientes liquidas, las cuales contienen los fluidos de proceso,
estas son agua, acido sulfurico, acetato de etilo, complejo enzimatico y por supuesto el
compuesto de interés, el acido lactico.
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Figura 39.

Diagrama PFD del proceso de produccion de Acido Lactico.
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Nota. Pese a que la produccion se realizo a escala laboratorio, se plantea el diagrama para escala piloto.
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5. CONCLUSIONES
Se comprobo la posibilidad de realizar la produccion de acido lactico a partir de la

fermentacion anaerdbica de un consorcio microbiano conformado por las bacterias lacticas
Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus, utilizando como fuente de carbono
azucares reductores obtenidos de la biomasa celulésica del afrecho de malta.

Los azucares reductores fueron extraidos del afrecho de malta, a partir de la técnica de
hidrolisis. Se realizaron dos reacciones de hidrolisis, siguiendo la metodologia descrita en la
literatura. La primera fue una hidrolisis acida con H2SO4 para la eliminacion de lignina y
hemicelulosa, mientras que la segunda fue una hidrdlisis enzimatica, realizada con un complejo
enzimatico de celulasa para el rompimiento de los enlaces glucosidicos de la celulosa. Al
realizar la cuantificacion de azucares reductores totales, se determind que la concentracion de
estos después del proceso de hidrolisis acida fue de aproximadamente 2 g/L, mientras que, al
concluir la hidrélisis enzimatica, la concentracion de azUcares reductores totales fue de 6 g/L.

Se realizo la fermentacion lactica durante 42 horas, donde se utilizé el medio de cultivo
evaluado y condiciones de operacidn, reportadas en literatura. Se determino que el rendimiento
biomasa-sustrato fue ligeramente superior en las fermentaciones, cuya fuente de carbono fue
el afrecho de malta, en comparacion con las fermentaciones de control utilizando glucosa, los
valores para los rendimientos en las tres fermentaciones realizadas fueron de 0.299 g/g, 0.303
g/g y 0.280 g/g. Por otra parte, el rendimiento producto-sustrato fue superior en las
fermentaciones de control y este valor para los fermentadores con la muestra de afrecho de
malta fueron de 1.11 g/g, 1.126 g/g y 1.133 g/g. La productividad obtenida fue de 0.157 g/Lh,
0.158 g/Lh y 0.160 g/Lh. Las concentraciones de &cido lactico obtenidas en los tres
fermentadores fueron de 6.593 g/L, 6.651 g/L y 6.708 g/L.

Finalmente, se realizd la purificacién del acido lactico por extraccion liquido-liquido y
destilacién simple, segun condiciones reportadas en literatura. La concentracion final del &cido
lactico purificado fue de 70 g/L, la cual fue similar a la del &cido lactico obtenido en la
fermentacion de control que fue de 72 g/L. Se llevé a cabo la comparacion de propiedades
fisicoquimicas, tales como la densidad, el indice de refraccion y el punto de ebullicion del &cido
lactico purificado con soluciones preparadas de la misma concentracion, cuyos valores fueron
de 0.9831 g/cm?3, 1.3866 y 108 °C, respectivamente; obteniendo en todos los casos errores
relativos inferiores al 1%. Lo anterior, demuestra que, si es posible el proceso de produccion
de 4cido lactico por via biotecnoldgica a partir de afrecho de malta y la obtencion de acido

lactico grado técnico.
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ANEXO 1.
FICHA DE SEGURIDAD DEL ACIDO LACTICO.

Figura 40.

Ficha de seguridad del Acido Lactico.

Acido lactico 80 %, de ese 295% L (+) - acido lactico e

numero de articulo: 8460

23

Consejos de prudencia - respuesta

P302+P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua

P305+P351+P338 EN CASO DE CONMTACTO CON LOS 0)OS: Enjuagar con agua cuidadosamente du-
rante varios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén presentes y
pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico
Informacion suplementaria sobre los peligros
EUHOT1 Corrosivo para las vias respiratorias.

Componentes peligrosos para el etiquetado: Acido L-lactico

Etiquetado de los envases cuyo contenido no excede de 125 ml
Palabra de advertencia: Peligro

Simbolo(s)

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

P280 Llevar guantes/gafas de proteccion.

P305+4P351+P338 EM CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con agua cuidadosamente durante varios minutos. Qui-
tar las lentes de contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el lavado.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico.

ELIHOT Corrosivo para las vias respiratorias.

contiene: Acido L-lactico

Otros peligros

Riesgo de resbalamiento en caso de escurrimiento/derrame del producto.

Resultados de la valoracion PBT y mPmEB

La evaluacion de esta mezcla determina que no contiene sustancias que sean PBT o mPmB.

Nota. Se evidencia que el &cido lactico es corrosivo.

Tomado de: “Acido lactico”. Carl Roth. Disponible: https://www.carlroth.com/medias/SDB-8460-ES-
ES.pdf?context=bWFzdGVyfHNIY3VyaXR5RGFOY XNoZWV0c3wzMTgzMjJ8Y XBwhGljY XRpb24vcG
RmMfHNIY3VyaXR5RGFOY XNoZWV0cy9oNjEvaGI3LzkwNDU1IMTM20TkzNTgucGRmfDBjMzVIMTc
3YJNhZWRJNTAXMWQ10TIzZDAWZmUXxMzNjOTJiYWELY2MANGVMZDY 1NzY2ZjlxYzhhNGM4Zj
QxN;j. [80].
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ANEXO 2.
FICHA TECNICA CARACTERIZACION BAGAZO DE MALTA REALIZADA EN

EL LABORATORIO AGRILAB.

Figura 41.
Ficha técnica caracterizacion bagazo de malta realizada en el laboratorio Agrilab.

INFORME DE RESULTADOS *E'E: GB

AREA DE ANALISIS BROMATOLOGICOS ettt et el

I00E ArmDeen LAas v

Informe N°* | (35098-v1-2023 | [N° de Laboratorio | (ABR-00488-2023 |
Informacidn del Cliente

SRA. MARIA CATALINA SILVA
VARGAS
maria.silva@estudiantes.uamerica.
edu.co;

juan soler@estudiantes. uamerica.e
du.co

14-09-2023
Informacion de la Muestra enviada por el cliente
NO_ESPECIFICADO - NO ESPECIFICADO M5,

MARIA CATALINA SILVA VARGAS

SRA. MARIA CATALINA SILVA VARGAS [ SR.
FELIFE SOLER

31-08-2023

BOGOTA, D.C. - BOGOTA | N.5.

AFRECHO DE MALTA COMFORME
ANALISIS BROMATOLOGICO PARCIAL
Descripcidn Fisica de la Muestra AFRECHO
Variable Expresion /Sigla | Resultados | Unidades Extractante/Técnica/Referencia
Hurmedad M.A 5.95 % 70 'C | Gravimsbtrico | Bernal 1564
Cenizas Fraccion Mineral|  2.75 % 700 “C | Gravimélrico / Bernal 1094
Pérdidas por Volatilizacién M.A or.2 % Cilculo
CARACTERIZACION DE LA FRACCION DRGANICA
Fibra Detergents Acida FDA 26.4 % Deatergente Acido | Gravimétnoe / ICA 1985
Fibra Detergante Meutra FDOM 48.0 % Detergenis Meulrs | Graviméinco / ICA 1085
Lignina M.A, Ta7 % Sin, Acido Sulfirico | Gravimdirico | ICA 1988
Celulosa M.A, 157 % Céleulo
Hemicelulosa M.A. 218 % Calewls
Observaciones a los resultados:
NNGUNO e e b, s B
EAA Espaciascopla de Absoicion Albmica | EAA Espechostopls de Emmaidn Aldmica

==== Fin del Reporte de Resultados Analiticos ----

Nota. Caracterizacion de la muestra de afrecho de malta correspondiente al tipo Pale Ale y Caramelo.
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ANEXO 3.
FICHA TECNICA COMPLEJO ENZIMATICO DE CELULASA.

Figura 42.

Ficha técnica complejo enzimatico de celulasa.

PRODUCT DESCRIPTION - PD 263064-2.10EN

FoodPro® CBL

Description

Physical/chemical specifications

FoodPro@ CBL is an enzyme complex hydrolysing
beta-glucans and non-starch polysaccharides like
arabinoxylans.

FoodPro® CBL is produced by fermentation with a
selected strain of Trichoderma reesei.

Application areas

Food carbohydrate processing
Plant carbohydrate hydrolysis

Potential benefits

« Cellulage complex

Usage levels

0.25-1 %

However, test should be carmed out to find optimal
dosage.

Typical dosage rate

Composition

FoodPro@ CBL is composed of:

« Water 55 - 66 % (wiw)
« Cellulase 15 - 20 % (wiw)
« Sorbitol 15.0 - 19.0 % (wiw)
= Sodium chloride 4.0 -5.0 % [wiw)

« Sodium benzoate
« Potassium sorbate

0.00 - 0.50 % (wiw)
0.00 - 0.50 % (wiw)

102

Physical form ligquid
Colour* clear brown
Specific gravity 1,15 +/- 0,03 kgl
Activity min. 1500 AZO BBG U/g
Activity min. 8200 IU/g

“Coalour may vary from bateh to bateh,

Influsnce ol temperatere on scthwity




PRODUCT DESCRIPTION - PD 263064-2.10EN

FoodPro® CBL

Infivance of pH on actvity

Acteity (%)

s “a kS a5 L8}

The data for the graphs are generated under
laboratory conditions and may not reflect performance
in the application. It is therefore recommended to
evaluate the performance under the specific local
conditions.

Microbiological specifications

Total viable count less than 10000 /ml
Coliforms less than 15 /ml
E. coli absent in 25 ml
Salmonella species absent in 25 mi
Yeast less than 10 /ml
Mould less than 10 /mi
Heavy metal specifications

Arsenic less than 3 ma/kg
Lead less than 5 mg/kg
Heavy metals (as Pb) less than 30 mg/kg

Nutritional data

Calculated values per 100 g

Energy 120/510 keal/kJ
Protein 11-16 g
Fat lessthan 1 g
Carbonhydrates 14-19 g
Moisture 60-70g
Ash 46¢g
Storage

FoodPro® CBL should be stored dry and cool (max.
10°C/50°F) and sheltered against direct sunlight

Packaging

28 kg plastic can
225 kg plastic drum
1125 kg transparent container

Purity and legal status

FoodPro® CBL meets the specifications laid down by
the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex
(FCC)and is GRAS (Generally Recognized as Safe)
in the US. When used as a processing aid under 21
CFR 101.00, it may exempt from FDA labelling
requirements and is typically not labelled.

FoodPro® CBL is approved by most countries for use
in food. However, as legislation regarding its use in
food may vary from country to country, local food
regulations should always be consulted conceming
the status of this product. Advice regarding the legal
status of this product may be obtained on request.
Users of this product should be aware of the process
described in US 8822201 and its family members (eg.
EP 2118247) for use in plant seeds.

Nota. A partir de esta, se determinaron las condiciones de operacion de la hidrélisis enzimatica.
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RESULTADOS DEL CALCULO DEL ERROR RELATIVO DE LA ACTIVIDAD

Para realizar estos calculos se toman los datos de las tablas 8 y 9, los cuales se emplean la

ecuacion 5.

. Actividadent=0h.

. Actividadent=1 h.

° Actividadent=2h.

° Actividadent=3 h.

. Actividad ent=4 h.

. Actividadent=5h.

%ER =

%ER =

ANEXO 4.

ENZIMATICA.

|32.223 — 33.388|

33.388
%ER = 3.49 %

|41.929 — 43.482|

43.482
%ER = 3.57 %

100

|51.246 — 53.187|

53.187
%ER = 3.65 %

%ER = 100

|58.234 — 60.175]|

60.175
%ER = 3.23 %

%ER = 100

|65.999 — 67.164|

67.164
%ER = 1.73 %

%ER = 100

|78.422 — 78.034|

78.034
%ER = 0.50 %

%ER = 100
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ANEXO 5.
IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS TOMADAS EN LA FERMENTACION

LACTICA.
Tabla 28.
Identificacion de las muestras tomadas en la fermentacion lactica.
Muestreo Muestra . Nun_u?ro de
identificacion
Inicial Erlenmeyer 1A 1
Inicial Erlenmeyer 2A 2
1 Inicial Erlenmeyer 3A 3
t=0h y
Inicial Erlenmeyer 1B 4
Inicial Erlenmeyer 2B 5
Intermedio 1 Erlenmeyer 1A 6
Intermedio 1 Erlenmeyer 2A 7
2 Intermedio 1 Erlenmeyer 3A 8
t=18h Y
Intermedio 1 Erlenmeyer 1B 9
Intermedio 1 Erlenmeyer 2B 10
Intermedio 2 Erlenmeyer 1A 11
Intermedio 2 Erlenmeyer 2A 12
3 Intermedio 2 Erlenmeyer 3A 13
t=21h
Intermedio 2 Erlenmeyer 1B 14
Intermedio 2 Erlenmeyer 2B 15
Intermedio 3 Erlenmeyer 1A 16
4
t=24h
Intermedio 3 Erlenmeyer 2A 17
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Intermedio 3 Erlenmeyer 3A 18

Intermedio 3 Erlenmeyer 1B 19

Intermedio 3 Erlenmeyer 2B 20

Final Erlenmeyer 1A 21

Final Erlenmeyer 2A 22

_ S Final Erlenmeyer 3A 23

t=42h

Final Erlenmeyer 1B 24

Final Erlenmeyer 2B 25

Nota. La tabla permite identificar todas las muestras tomadas en el seguimiento de la fermentacion

lactica.
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ANEXO 6.
RESULTADOS CUANTIFICACION DE BIOMASA, SUSTRATO Y PRODUCTO EN

FERMENTACION LACTICA.
Tabla 29.

Resultados cuantificacion de biomasa, sustrato y producto en fermentacion lactica.

Muestra Ab;%b:r:cia Conc(egr}tLr)acién Abéggb:r?]cia Conc(egr}}_r)alcién Ab;g(r)bnargcia Conc&]r}}_r)acién
1 1.422 5.944 0.329 0.904 0.000 0.000
2 1.419 5.932 0.339 0.935 0.000 0.000
3 1.416 5.919 0.384 1.074 0.000 0.000
4 1.483 6.200 0.4 1.123 0.000 0.000
5 1.474 6.162 0.44 1.247 0.000 0.000
6 0.671 2.795 0.525 1.510 0.294 2.249
7 0.666 2.774 0.531 1.528 0.307 2.342
8 0.657 2.737 0.539 1.553 0.311 2.371
9 0.682 2.842 0.543 1.566 0.334 2.537
10 0.674 2.808 0.547 1.578 0.337 2.558
11 0.513 2.133 0.638 1.859 0.512 3.819
12 0.506 2.104 0.642 1.872 0.517 3.855
13 0.497 2.066 0.649 1.893 0.524 3.906
14 0.587 2.443 0.65 1.896 0.541 4.028
15 0.575 2.393 0.664 1.940 0.548 4.079
16 0.374 1.550 0.787 2.320 0.734 5.419
17 0.37 1.533 0.814 2.404 0.742 5.476
18 0.365 1.512 0.817 2.413 0.744 5.491
19 0.384 1.592 0.821 2.425 0.762 5.620
20 0.379 1.571 0.826 2.441 0.766 5.649
21 0.017 0.053 0.898 2.663 0.897 6.593
22 0.01 0.024 0.917 2.722 0.905 6.651
23 0 0.000 0.92 2.731 0.913 6.708
24 0 0.000 0.925 2.747 0.974 7.148
25 0 0.000 0.928 2.756 0.982 7.205

Nota. La tabla muestra los resultados cuantificacion de biomasa, sustrato y producto en fermentacion

lactica.

107



ANEXO 7.
CALCULO DEL RENDIMIENTO BIOMASA-SUSTRATO.

Se realiza el calculo a partir de la ecuacion 3, y se emplean los datos de la tabla 29.

° Fermentador 1A
2.663 %— 0.904 %
Y, =
X5 s 944 9 0,053 4
D4 T 0055 T
g
Yy o = 0.299
X/S g
° Fermentador 2A
2.722 %— 0.935 %
Y, =
X5 " 5932 90,024 4
252 7 —0.024 7T
g
Yy,c = 0.303
X/S g
° Fermentador 3A
2.731 %— 1.074 %
Y, =
X5 " 5919 9 - 0.000 £
2197 —0.000 T
g
Yy o = 0.280
X/S g
° Fermentador 1B
2747911239
v = L L
XIS 9 _0.0004
6.200 ¢ - 0.000 7
g
Yy o = 0.262 <
X/S g
° Fermentador 2B
2.756 L _ 1247 9
Vo= L L
s 9 _0.000 4
6.162 ¢ — 0.000 7
g
Yy o = 0.245 <
X/S g
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ANEXO 8.
CALCULO DEL RENDIMIENTO PRODUCTO-SUSTRATO.

Se realiza el calculo a partir de la ecuacion 4, y se emplean los datos de la tabla 29.

° Fermentador 1A
6.593 4 _0.000
v L L
P 59449 _ 0053 4
D4 =003 T
g
Yoo =1.119
P/S g
° Fermentador 2A
6.651 4 —0.000
v L L
P 59329 0024 4
252 = 0024 7T
g
Yo o= 1126 <
P/s g
° Fermentador 3A
6.708 4 — 0.000
Voo L L
P 59199 _ 0,000 4
2197 = 0.000 T
g
Yp = 1133 <
P/S g
° Fermentador 1B
7.148 %— 0.000 %
Y, =
P 62009~ 0,000 4
2007 = 0.000 7
g
Yp,c = 1.153 <
P/S g
° Fermentador 2B
7.205 2 — 0.000
Voo L L
e 9 _0.000 4
6.162 ¢ — 0.000 7
g
Yoo =1.169 <
P/S g
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ANEXO 9.
TRATAMIENTO ESTADISTICO REALIZADO A LA FERMENTACION LACTICA.

Se realiza una comparacion entre tratamientos, en la cual se presenta la hipdtesis nula (Ho) y la
hipotesis alternativa (Ha):

Ho: g = pp
Hp: pg # pp

Cuyo criterio de rechazo es que se rechaza Ho si:
lto] > to

El estadistico de prueba es:

A-B

to =~ (7
Sp a+g

(ng—-1)S4%+(ng—-1)Sg?
Sp — \/nA A t\ng B (8)

naptng—2

Con los datos de la tabla 30 se realiza el calculo para sustrato, biomasa y producto.

. Sustrato:
ng =3
ng =2
A =0.0257163
B=0
S,2 =0.0007114
St =0
S, = 0.0217769
Siendo:

A = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).

B = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).

S,% = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).

Sg* = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).

110



to = 1.2936
ta/» = 3.18245

No existen diferencias significativamente estadisticas entre los dos tratamientos.
o Biomasa:

nA=3
nB:2

A =2.705524634

B =2.751391466
S,2 =0.001360901
Sg% =0.000430261
S, = 0.030358022

Siendo:
A = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).
B = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).
S,% = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).
Sg* = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).

to =-1.65506819

ta/2 = 3.18245
No existen diferencias significativamente estadisticas entre los dos tratamientos.

o Producto:
ng =3
ng = 2
A = 6.6505764
B =7.176512968
S42 =0.003322011
Sz% =0.001661005
S, =0.052615039
Siendo:

A = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).
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B = Promedio de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).
S,% = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono el
afrecho de malta (A).
Sp* = Varianza de los valores de las fermentaciones que tienen como fuente de carbono
glucosa (B).
to =-10.95

ta/2 = 3.18245

Si existen diferencias significativamente estadisticas entre los dos tratamientos.
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ANEXO 10.
RUTA METABOLICA PARA LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO.

Figura 43.
Ruta metabolica para la produccion de Acido Léctico.

2 glucosa
-2 ATP
2 ANP

2 glucosa - 6 - fosfato

o
fructosa - B - fosfato fructosa - 6 - fosfato

kP

eritrosa - 4 - @ acetil .--@

‘ l: ADP
ATP

l dcido_acético

heptosa - fosfato + triosa - fosfato

|
4

2 acetil () 2 gliceraldehido - 3 - (F)

ADP 4 ADP + 4 (P)
ATP L; 4 ATP (Vi de Emhden-Meyerhof)

2 fcida_achtico 2MNAD"
vL 2 NADH + H

2 acido pirdvico
2 NAD'
2ZNADH+H"

2 dcido lactico

e e

Nota. Ruta metabolica realizada por las bacterias lacticas en la fermentacion lctica.

Tomado de: P. Carbonero, “Bioquimica de las Fermentaciones”, Universidad Politécnica de
Madrid, 1975. [16].

113



ANEXO 11.
RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA EXTRACCION DE ACIDO LACTICO

CON DIFERENTES SOLVENTES.
Tabla 30.

Resultados comparativos de la extraccién de acido lactico con diferentes solventes.

Concentracion
maxima de &acido

% de recuperacion

Masa de acido L. e
de acido lactico

Solvente lactico extraido

lactico ©)
(Yomiv) g
Octanol 5.035 1.737 23.16
Alcohol 4911 1.621 21.61
isoamilico
Eter 4.741 1.565 20.86
isopropilico
Alcohol 5.358 1.500 20.00
isobutilico
1-Butanol 4.066 1.464 19.52
Eter dietilico 5.023 1.457 19.42
Acetato de etilo 5.351 1.284 17.12

Nota. La tabla presenta los resultados en la evaluacion de la extraccion liquido
liquido para obtener &cido lactico mediante diferentes solventes.

Tomado de: R. Tello, “Procedimiento de extraccion de acido lactico de un
caldo de fermentacién microbiana en el Laboratorio de Operaciones Unitarias
de la Universidad del Valle de Guatemala”, Universidad del Valle de
Guatemala, 2021. [70].
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ANEXO 12.
RECOMENDACIONES

1. Para la presente investigacion se probaron 3 medios: caldo Nutritivo, caldo MRS y
caldo Sabouraud. Se evidenci6 crecimiento, Gnicamente, en el caldo Sabouraud, este ultimo no
tenia presencia de Cloranfenicol. Pese a que se realizé la inoculacién con este, se debe seguir
en la bdsqueda de un medio méas apropiado para el crecimiento de las bacterias lacticas
utilizadas.

2. Para una posterior investigacién, es importante realizar nuevamente curvas de
calibracién para azlcares reductores, biomasa y é&cido lactico, para la verificacion y
comparacion de resultados.

3. Dado el problema que se abarca por la cantidad de residuo generado y la gran
importancia del acido lactico como materia prima, se invita a continuar esta linea de
investigacion y mejorar cada vez méas los métodos para una mayor eficiencia.

4, Todas las pruebas de cuantificacion deben ser preparadas con total rigor, verificando la
purezay composicion de reactivos, utilizando elementos de medicion perfectamente calibrados

y evitando todas las posibles pérdidas.
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