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RESUMEN

Los polimeros biodegradables han generado mudltiples estudios ya que contrarrestan los dafios
medioambientales ocasionados por los polimeros derivados del petrdleo y su extensa duracion. Recientes
estudios se han encargado de ver la aplicabilidad del acido polilactico (PLA) como polimero
termoresistente, termoestable y biodegradable en el uso de bolsas, empaques, botellas e incluso para
prétesis y como fibra textil. El PLA producido se estudié mediante la fermentacion de la simbiosis de
Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus utilizando dos tipos de sustrato: suero
desproteinizado y suero sin desproteinizar, con el fin de observar la produccion de acido lactico,
arrojando valores de 9,81 y 11,05 g/L respectivamente. La separacion se realizd por el método de
extraccion liquido—liquido utilizando éter dietilico, donde los porcentajes de recuperacién fueron: 78,90%
para suero desproteinizado y 79,10% para el suero sin desproteinizar, para demostrar la presencia de
acido lactico se realizd una prueba de espectroscopia infrarroja la cual demostré en el espectro los grupos
funcionales correspondientes. La polimerizacidn es realizada por el método llamado apertura abierta del
anillo (ROP) con la sintesis de un diester de acido lactico denominado lactida, en presencia de metanol y
cloruro de estafio 1l como catalizador, a una temperatura de 60°C. Ademas se determind y caracterizo
dicho polimero por el método de espectroscopia infrarroja y difraccion de rayos X, dando lugar en el
espectro a los grupos funcionales del PLA, y en el difractograma el pico caracteristico a la cristalinidad
del PLA.

Palabras clave: Acido polilactico, 4cido lactico, polimerizacion, fermentacion, extraccion
liquido—liquido.

ABSTRACT

The biodegradable polymers have generated multiple studies since they counteract the
environmental damages caused by petroleum polymers and their long duration. Recent studies have
examined the applicability of polylactic acid (PLA) as a thermosetting, thermosetting and biodegradable
polymer in the use of bags, packaging, bottles and even prostheses and as textile fiber. The PLA produced
in this work through the process of fermentation, which was studied by the use of the symbiosis of
Lactobacillus delbrueckii and Streptococcus thermophilus using two types of substrate: deproteinized
whey and whey without desproteinization, with the final purpose to watch the effect of the production of
lactic acid, throwing values of 9.81 and 11.05 g/L respectively. The separation was made by the method
of extraction liquid-liquid used diethyl ether where percentages recovery was: 78.90% for deproteinized
whey and 79.10% for whey without desproteinization, for show the presence of lactic acid was realized
an infrared spectroscopy, which showed in the spectrum the functional groups corresponding. The
polymerization was made for the method called ring open polymerization for the synthesis of a diester of
lactic acid called lactide, with the used of methanol and tin chloride, with a temperature to 60°C. Further,
it was determined and characterized for the method of infrared spectroscopy and diffraction of X-rays,
where a place of the functional groups of PLA and the diffraction the characteristic peak of the
cristallinity of PLA.

Key words: Polylactic acid, lactic acid, polymerization, fermentation, liquid—liquid extraction.
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INTRODUCCION

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

que se encuentran presente en la leche.

El suero es contaminante debido a su alta demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y demanda
quimica de oxigeno (DQO), en la actualidad se han hecho estudios e investigaciones debido a sus
multiples compuestos y a su facilidad de transformacion en otro producto util, esto con el fin de
obtener un mayor provecho a los beneficios que este puede brindar. La elaboracion de &cido lactico
actualmente se ha incrementado por sus mdaltiples usos en la industria cosmética, quimica,

alimenticia como sales y ésteres.

En la industria alimenticia se usa como acidulante y conservante. Las industrias quimicas lo
utilizan como solubilizante y como agente controlador de pH. En la produccion de pinturas y
resinas, puede ser utilizado como disolvente biodegradable. En la industria de plasticos es utilizado
como precursor del acido polilactico (PLA), siendo un polimero biodegradable con interesantes
usos en la industria y la medicina; debido a las regulaciones ambientales ha hecho que se
desarrollen alternativas para materiales mas compatibles con el medio ambiente e independientes de
los combustibles fosiles, es por esto que los bioplasticos como el PLA se ajustan a satisfacer las

necesidades en la industria.

En la presente investigacion se desarroll6 una alternativa de reutilizacion del suero para la
sintesis de acido polilactico, con el uso de bacterias acido lacticas como son Lactobacillus

delbrueckii y Streptococcus thermophilus.

El suero utilizado es proporcionado por la empresa Quesos del Vecchio, el volumen de
residuo generado en su produccion es de 15.000 a 16.000 litros diarios. La empresa utilizan
aproximadamente 100.000 litros para la produccion de 10 ton/sem de queso ricota, la disposicion
final del suero debe ser realizada por empresas especializadas debido a su alto impacto ambiental,

por lo tanto, la empresa invierte en su tratamiento ya que acarrea multas y sanciones.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

Medio de cultivo. El suero utilizado fue proporcionado por la empresa quesos del Vecchio
ubicada en la carrera 27#6-32 de Bogoté (Distrito Capital).

Microorganismos. Se trabajé con dos marcas de liofilizados, con los microorganismos de
interés, liofilizado 1: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii y Bifidobacterium
(centro Agrolechero de Bogota), liofilizado 2: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii y levadura sp (Interenzimas S.A.S de Bogota).

Activacion de microorganismos liofilizados: Para la activacion de la cepa microbiana, se
prepara tripticasa de soya caldo pesando 2,1 g y se adicionan a 70 mL de agua destilada, se lleva a
una autoclave para esterilizar durante 15 minutos a 121°C y 15 Ib de presion, a la solucién
esterilizada (en una cabina de bioseguridad) se afiaden 0,5 g de liofilizado; se lleva a incubacion
durante 24 horas a 30°C. Pasadas las 24 horas de activar los microorganismos en el tripticasa de
soya caldo se toma una muestra para siembra por agotamiento en el medio de cultivo tripticasa soya
agar, se lleva a incubacion entre 24 a 48 horas a 30°C, se empieza a observar el crecimiento
macroscopico microbiano con el fin de obtener la cepa pura de los microrganismos de interés
provenientes de los dos liofilizados, eliminando a Bifidobacterium y levadura del inoculo.

Purificacion de los microorganismos: El procedimiento de purificacion se realiza, al tomar
muestras con un asa de las colonias de la misma morfologia méas pura sembradas en las capsulas de
Petri con tripticasa de soya agar y se llevan a una nueva capsula de Petri limpia con tripticasa soya
agar, se incuba entre 24 a 48 horas, a 30°C, analizando la morfologia de las colonias presentes hasta
que solo se pueda diferenciar macroscopicamente una morfologia de cada una de las cepas.

Inoculo: Al obtenerse las cepas aisladas se toma con una asa los microorganismos de
interés y se adicionan a un tubo de ensayo con 10 mL de suero desproteinizado estéril se lleva a
incubacion durante 24 horas a 30°C. Se realiza el inoculo con el liofilizado 1, puesto que no se
observa crecimiento del liofilizado 2 en el suero, el inoculo se prepara el 10% del volumen total de
la fermentacién en un frasco de tapa azul de 250 mL, se realiza una mezcla de los dos tipos de suero
adicionando 100 mL de suero desproteinizado y 100 mL de suero sin desproteinizar se esteriliza en
una autoclave a 121°C y 15 Ib de presion durante 15 minutos, posteriormente se toma (en cabina de
bioseguridad) un mililitro del tubo de ensayo incubado previamente con los microorganismos de

interés y se adicionan a la solucion de la mezcla de sueros se lleva a un agitador durante 24 horas a
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150 rpm y 42°C. El inoculo es realizado con el fin de adaptar el microorganismos y tener una
concentracion inicial de microorganismos en la fermentacion la cual se realiza antes de iniciar la
fermentacion tomando 1 mL y realizando una dilucion del suero inoculado con microorganismos
por el método de dilucion y conteo en placa para encontrar la concentracion inicial de
microorganismaos.

Fermentacion. Se realiza la fermentacion con dos tipos de suero: desproteinizado y sin
desproteinizar. Al suero desproteinizado se eliminan las proteinas a partir de que estas se
desnaturalizan a temperaturas mayores de 70°C, asi que se lleva 1 litro se suero en un erlenmeyer de
tapa azul en una autoclave a 121°C y 15 Ib de presién durante 15 minutos; luego se realiza una
filtracion con un embudo de porcelana, papel filtro y una bomba de vacio. Se debe esterilizar en la
autoclave una vez filtrado el suero desproteinizado a 121°C y 15 Ib de presion durante 15 min,
luego se adiciona en 450 mL de suero desproteinizado en un frasco de tapa azul de 500 mL y se
adiciona 50 mL de indculo (se realiza una réplica de la experimentacion).

El suero sin desproteinizar se pasteuriza y no se desnaturalizan las proteinas, se realiza un
choque térmico al suero, se toma 1 litro de suero en un erlenmeyer de tapa azul y se hace pasar por
un bafio termostatado a 65°C y luego se pasa a una cubeta con hielo a 4°C. Al igual que en el suero
desproteinizado se adiciona en un frasco de 500 mL de tapa azul 450 mL de suero y 50 mL de
indculo (se realiza una réplica de la experimentacion).

Los frascos son llevados a un shecker a 42°C y 150 rpm a pH de 5,5 durante 72 horas, cada 24
horas se toman muestras de un mililitro de cada frasco de tapa azul de 500 mL.

Se prepara en 7 tubos de tubos de ensayo de 10 mL, 9 mL de solucion de agua peptona al
0,1%, se realizan el método de diluciones para conteo en placa de las muestras tomadas para
sembrar en placas de Petri, Se adiciona en un primer tubo 1 mL de la muestra extraida del frasco de
tapa azul de 500 mL que se encuentra fermentando, se agita en un vortex para homogenizar la
muestra, se toma un mililitro del tubo homogenizado y se afiade a un nuevo tubo de ensayo con
solucion de agua peptona se agita de nuevo en un vortex y se repite el procedimiento en los 5 tubos
de ensayo restantes; se toma del ultimo tubo donde se hizo la ultima dilucion 50 pL con una
micropipeta y se afiade a una placa de Petri con agar de soja gelificado y se esparce por toda la caja
se lleva a incubacion a 30°C por 24 horas, pasadas las 24 horas se procede a realizarse el conteo de
unidades formadoras de colonia. Se repite el procedimiento cada 24 horas con los dos tipos de

suero, las diluciones realizadas son de hasta 10°. Este se realizd en la cabina de bioseguridad. La
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fermentacion se pard a las 96 horas. La Tabla 1 muestra el resultado de los conteos realizados
durante la fermentacién, la muestra inicial del primer conteo se realizd por el método de dilucion

para conteo en placa al inoculo.

Tabla 1. Conteo de colonias durante la fermentacion.

UFC UFC UFC UFC
Horas R1S R2S R1C R2C
0 5 6 15 17
24 5 7 37 115
48 115 127 276 295
72 311 322 352 387
96 312 324 352 390

Ademas, durante la fermentacion se realizaron la prueba de Fehling para azucares reductores
para determinar el consumo de lactosa en los dos tipos de suero y a las réplicas tomando de cada
fermentador en un erlenmeyer de 100 mL, 30 mL de muestra y realizando las mediciones cada 24
horas en la Tabla 2, se pueden ver los mililitros gastados en cada titulacion para los dos tipos de

suero con sus respectivas réplicas.

Tabla 2 Mililitros de suero gastados en prueba
de Fehling para azUcares reductores.

Horas mL mL mL mL
R1S R2S R1C R2C

0 11 11 12,8 12,8
24 12,9 12,5 18,6 17
48 18 17,4 23 23,9
72 27,5 27,2 34,6 35,2
96 27,6 27,4 35 35,3

Al finaliza la fermentacion se realiza la prueba de acidez titulable con el fin encontrar la

cantidad de acido lactico producido y poder encontrar el rendimiento. La

Tabla muestra los mililitros gastados de NaOH en la titulacion.
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Tabla 3. Valoracion con NaOH al iniciar y
finalizar la fermentacion.
R1S mL R2SmL |R1CmL| R2C mL

NaOH NaOH NaOH | NaOH
2,79 2,79 2,79 2,79
11,07 10,75 11,7 12,85

Separacion: Terminada la fermentacion se realiza la separacién donde se tiene en cuenta el
proceso de extraccion liquido—liquido descrito por Cuellar [1].

Primero se realiza una centrifugacion en tubos falcén de 50 mL para centrifuga, se afiade a la
misma cantidad el caldo de fermentacion, y se centrifugan durante 20 minutos a 5.000 rpm, se
realiza con los dos tipos de suero fermentado y con sus respectivas replicas, este procedimiento se
vuelve a hacer para obtener una mejor remocion de los sélidos del caldo fermentativo.

Una vez terminada la centrifugacion, el sobrenadante obtenido se pasa por dos filtraciones, la
primera por medio de un papel filtro Whatman 42 con la ayuda de un embudo de porcelana y un
erlenmeyer de 500 mL, con el liquido obtenido por la primera filtracion se realiza después una
micro filtracién en membrana con poro de 0.45 micras al vacio.

El filtrado es llevado al rota evaporador y se realiza la concentracion de &cido lactico, se
adicionan 150 mL de cada suero filtrado y las réplicas, esta concentracion se debe hacer a presion
reducida y no elevar a la temperatura de ebullicion del agua porque a esta temperatura el acido
lactico presente cambios en su estructura como la produccién de oligomeros esta concentracion se
hace a 40°C y 72 mbar de presién a una velocidad de rotacion de 95 rpm.

Se procede a realizar la extraccion del acido lactico donde suero concentrado se adiciona en
una relacion 1:1 con el disolvente en una agitacién constante durante 45 min, se adicionan en un
embudo de decantacion la mezcla y se espera a que se evidencien las dos fases. En frascos con tapa
azul se separan las dos fases obtenidas la mas clara y transparente es llevada al rota evaporador a
presion atmosférica y a una temperatura de 40°C para evaporar el éter dietilico asi como para
concentrar y purificar el acido lactico.

Polimerizacion: El acido polilactico es obtenido mediante una polimerizacion del &cido

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

Una vez obtenida la lactida se lleva a cabo la reaccion de polimerizacion por apertura abierta
del anillo (ROP) la cual consiste en una reaccién catalitica donde se adicionan 5,01 g de lactida
obtenida, se afiaden 50 mL de metanol y 3 g de cloruro de estafio Il, esta reaccion ocurre
transcurridas 2 horas a 60°C.

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

esta sobre el filtro es llevado a un desecador para terminar de secar completamente el polimero.

CARACTERIZACIONES

Acidez titulable. La prueba segin la norma técnica colombiana NTC 4978 [2] consiste en
realizar el método de acidez titulable para leches y productos lacteos utilizando NaOH al 0,1 N, se
toman 10 mL de muestra en un erlenmeyer de 100 mL y se adicionan 3 gotas de fenolftaleina; en
una bureta de 25 mL se adicionan 25 mL de NaOH al 0,1 N y se adicionan gota a gota hasta que
aparezca un tono rosado en la muestra y se registra el volumen gastado en la titulacion.

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

pH. La determinacion del pH se realiza con un pH-metro o un papel indicador que mide el
potencial de hidrogeno en una solucion.

Metodo de Biuret para cuantificacion de proteinas: El método de Biuret se realiza la
prueba por medio de la norma AOAC 1999 [4] la cual se basa en la formacion de un complejo
coloreado entre el Cu®* y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medio bésico. EI Cu®* se

acompleja con NH,". La intensidad de coloracion es directamente proporcional a la cantidad de
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proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de manera que pocas sustancias
interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y sélo se recomienda para la cuantificacion de
proteinas en preparados muy concentrados (por ejemplo en suero).

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

Para esto se preparan los reactivos en balones aforados de 100 y 250 mL y se prepara una
solucién patrén de albumina de 10 mg/mL y en 6 tubos de ensayo adicionar: (1 mL de agua: (0,2
mL de SLN y 0,8 mL de agua); (0,4 mL de SLN y 0,6 mL de agua); (0,6 mL de SLN y 0,4 mL de
agua); (0.,8 mL de SLN y 0.2 mL de agua) y (1 mL de SLN) respectivamente. El suero se toma 5
mL de muestra y se hace pasar por una centrifuga a 5.000 rpm durante 20 minutos y se guarda el
sobrenadante, se toma en un tubo de ensayo 0,5 mL de muestra de sobrenadante y se adiciona 0,5
mL de agua y en cada tubo de ensayo se adiciona 4 mL del reactivo de Biuret.

Prueba de Fehling para azucares reductores: Mediante la NTC 1779 [5] se realiza el
método el cual consta del reactivo del mismo nombre en donde se utilizan dos diluciones de Fehling
Ay Fehling B, las cuales producen el ion Cu** debido al complejo de iones tartrato en medio bésico
(" OH) de color azul-verdoso a Cu® que precipita en forma de Cu,O rojo ladrillo.

Manifestando la presencia de azUcares reductores (aldolasas: glucosas, ribosa, eritrosa, etc.),
ya que realiza un reaccion redox en el grupo aldehido del azlcar es oxidado a grupo acido por el
Cu?* que se reduce a Cu”.

Este método utiliza dos diluciones, una que es Fehling A en donde se adiciona CuSQ4-5H,0 y
se disuelve con agua destilada en un balén aforado de 100 mL; Fehling B donde se preparar al 15%
sal de Rochelle (tartrato de sodio y potasio) en solucion acuosa al 5% de NaOH. Se toma 10 mL de
suero y es aforado en un balén de 100 mL y se realiza una solucién de glucosa el 0.5 % como
patrén en un baldn aforado. Se toman 5 mL de la soluciones de Fehling A y B en erlenmeyers de
100 mL y se afiade 20 mL de agua destilada con 2 ¢ 3 gotas de azul de metileno. En una bureta de
50 mL se va adicionando la solucién patrén de glucosa mientras la solucion de Fehling esta en

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

Metodo de diluciones y conteo en placa. EI método de diluciones consta de adicionar a
tubos de ensayo con 9 mL de solucion de agua peptona al 0,1%; se adiciona a un primer tubo de
ensayo 1 mL de caldo fermentativo durante las horas de fermentacion, luego realizando una
dilucion en serie tomando 1 mL del tubo anterior y adiciondndolo a uno siguiente se procede a
sembrar en placas de Petri lo que facilita el conteo en placa encontrando el nimero de colonias por

el factor de dilucion dando UFC/mL en la Figura 1 se ilustra el procedimiento.

1wl 1l 1L Tl 1mL

|#

- - *, a

Indcuto 9 mi de caldo
ongnal on cada Wudo

Divciones 1:10 1:100 ‘nooo 1:10 000 1:100 000

S l l
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110 1:100 1:1000 lnoom 1:100 000

Calouio: numero do colonias on 1a pIaca X INversa 00 1 GluoOn 00 13 MUestra » NUMED do dactonas'mi.
(Por opomplo, & 0 cbsorvan 32 colonias on 1 DIaCa COMeSPONdanto a ka dilucion 1/10 000,
ol recuonto o4 32 x 10 000 » 320 000 bacteras'ml de muestra )

Figura 1. Procedimiento del método de diluciones para el conteo en placa.
Fuente: Leccién 18. Medidas directas del crecimiento microbiano, Universidad
Nacional a distancia (UNAD), extraido de: <http://goo.gl/XT6pWh>

Espectroscopia infrarroja: Este método utiliza el espectro electromagnético de la parte
infrarroja, donde la rotacion y vibracion de las moléculas tienen niveles energéticos que al ser
sometidas las muestras por haces de luz infrarrojos estos excitan a los electrones de las moléculas o
de los enlaces de las moléculas, si la frecuencia irradiada es igual a una de las frecuencias incluidas
en las ondas componentes del rayo, hay absorcion de los haces de luz. Lo que permite determinar la
cantidad de energia absorbida en diferentes longitudes de onda. Cuando se escanea el espectro con
un rayo monocromatico, este cual cambia de longitud de onda a través del tiempo, se utiliza una

transformada de Fourier para medir todas las longitudes de onda a la vez y asi encontrar un espectro

201 Rev. Iberoam. Polimeros y Materiales, 18(4), 193—214 (2017)



Rev. 1beroam. Polimeros y Materiales Volumen 18(4), Julio de 2017
Cuervo y Echeverry Acido polilictico proveniente del lactosuero

de tramitancia o absorbancia, el cual muestra a cuales longitudes de onda la muestra absorbe el IR,
y permite una interpretacion de qué enlaces estan presentes.

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

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

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

Esta prueba se realiza en un difractometro MagixPro PW-2440 Philips, la muestra es puesta
sobre una celda de vidrio (amorfo) y permite que el haz de rayos X incida sobre la muestra. Puesto
que el PLA se ha venido estudiado su cristalinidad por su periodicidad en el mondémero, la

difraccion de rayos X permite demostrar la presencia de este.

RESULTADOS

Fermentacion y crecimiento microbiano: En la fermentacion se realizo el método de
diluciones para conteo en placa con el fin de observar el crecimiento microbiano de la simbiosis
propuesta entre los microorganismos Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus. Se
realizd la comparacion del comportamiento del crecimiento en dos sustratos que son suero
desproteinizado y suero sin desproteinizar en la Tabla 3 se muestra los resultados obtenidos en el
conteo en placa por los factores de dilucion cada 24 horas. EI nimero inicial de colonias es tomado
de la siembra del inoculo y se realizé hasta una dilucién de 10* e igualmente se realizé para la

siembra de 24 horas, se realizaron diluciones de 10° en la siembra de 48 horas y posteriormente a
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las de 72 y 96 horas, se realizaron diluciones de 10° para poder realizar el conteo, véase Tabla 5,
esto puede darse puesto que las dos bacterias se tardan en adaptarse al medio. En la Figura 1 se
puede observar la tendencia en las dos curvas donde es similar pero una es de mayor crecimiento
que la otra, para este caso la fermentacion realizada del suero sin desproteinizar tiene un mayor
crecimiento en biomasa con respecto al desproteinizado esto puede estar influenciado a la presencia
de proteinas del suero, las cuales brindan una fuente de nitrdgeno necesario como nutriente para el
crecimiento microbiano. En esta misma grafica evidencia un periodo de latencia en el crecimiento

microbiano durante la fermentacion.

Tabla 3. Conteo microbiano.

Suero Suero sin
Desproteinizado Desproteinizar
Horas |UFC/mL R1 |UFC/mL R2 |UFC/mL R1 [UFC/mL R2
0 2.500 3.000 7.500 8.500
24 10.000 10.500 18.500 245.000
48 575.000 635.000 1.380.000 1.475.000
72 15.550.000 | 1.610.0000 | 17.600.000 | 19.350.000
96 15.600.000 | 16.200.000 | 17.600.000 | 19.500.000

Tabla 5. Promedio de conteos microbianos.

SUERO SIN | SUERO CON
PROTEINAS| PROTEINAS
Horas UFC/mL UFC/mL

0 2.750 8.000

24 10.250 131.750

48 605.000 1.427.500

72 15.825.000 18.475.000

96 15.900.000 18.550.000
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En la Figura 1 se puede observar la tendencia en las dos curvas donde es similar pero una es
de mayor crecimiento que la otra, para este caso la fermentacion realizada del suero sin
desproteinizar tiene un mayor crecimiento en biomasa con respecto al desproteinizado esto puede
estar influenciado a la presencia de proteinas del suero, las cuales brindan una fuente de nitrogeno

necesario como nutriente para el crecimiento microbiano.
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Figura 1. Promedio del crecimiento microbiano del suero sin desproteinizar y del suero desproteinizado

La produccion de acido lactico al finalizar la fermentacion fue de 11,05 y 9,81 g/L como se

puede observar en la Tabla 6 para los diferentes tipos de suero.

Tabla 6. Produccion promedio de é&cido
lactico de los dos tipos de suero.

Horas Prom RS Prom RC
g/L g/L
0 2511 2511
24 4.6125 4,9725
48 6.9975 7.83
72 8.19 9.0225
96 9.81 11.0475
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Se realizan calculos para el crecimiento microbiano con un ajuste lineal utilizando logaritmo
natural para encontrar la velocidad especifica de crecimiento estas fueron para el suero
desproteinizado 0,0757 h* y para el suero sin desproteinizar de 0,088 h™* donde se puede apreciar
que la velocidad especifica segun la ley de velocidad son similares para ambos tipos de sustrato
siendo ligeramente mayor la del suero sin desproteinizar. Se procede a realizar los célculos de los
pardmetros cinéticos que permiten predecir el comportamiento de la produccion de acido lactico de
los microorganismos trabajados. En el presente trabajo se reporta un rendimiento para lactosuero
desproteinizado del 22,12% y para el suero sin desproteinizar arroja un rendimiento del 24,78%,
también se evidencia un consumo de azlcar del 93% para ambos tipos de sustrato.

Como se menciono anteriormente se encontrd un ajuste con la ecuacion de Hanes donde esta
presenta la velocidad en cada tiempo y el sustrato consumido (la velocidad para cada tiempo se
determina multiplicando la cantidad de microorganismos y las velocidades especificas encontradas
de la ley de velocidad), se encuentran un valor de R? de 0,9181 para suero desproteinizado y un R
de 0,8961 para suero sin desproteinizar como se pueden apreciar en la Figura 3, donde se puede
determinar que el ajuste de Hanes fue el méas adecuado para los datos iniciales del crecimiento

microbiano y consumo de sustrato.

0.025
0.02
y =0.0053x-0.0044
R?=0.9181
0.015
y =0.0016x-0.0013
£ o001 R = 0.8961
)
0.005
0 1 2 3 4 5 6
-0.005
S
—@— Suero desproteinizado Suero sin desproteinizar
--------- Lineal (Suero desproteinizado) Lineal (Suero sin desproteinizar)

Figura 32. Ajuste lineal método Hanes.
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Se presenta a continuacion los parametros encontrados con el ajuste del método de Hanes,

véase Tabla 7.

Tabla 7. Parametros calculados.

Parametros RS RC
cinéticos

Hmax N 188.679 | 625
km 0,8301 0.8125

Separacion. Luego de realizar el proceso descrito de separacion en el embudo de decantacion
para el suero con proteinas se observa una emulsion en medio de las dos fases de interés, esto puede
ser formado por las proteinas no reaccionantes, el agua y el éter dietilico, como no habia forma de
determinar que posee esa fase debido a la falta de equipos para analizar se procedié a retirar al
momento de determinar la cantidad de volimenes. La Tabla 8 muestra a continuacion los

volimenes al iniciar y finalizar la extraccion liquido-liquido segun balance de materia calculado.

Tabla 8. Volumen de los compuestos en la
extraccion al: iniciar y finalizar.

Tipo de Suero Eter | Etery| materia

suero | fermentado | dietilico| acido| organica

RS (mL) 250 250 | 220 | 150

RC (mL) 250 250 220 250

Las pérdidas de materia en el suero con proteinas son de 130 mL donde pueden estar en la
emulsion ya mencionada y debido a que el éter dietilico a condiciones normales de temperatura y
presion se volatiliza. La concentracion de acido lactico después de finalizar la extraccion es de 8,74
g/L, luego se elimina el disolvente por medio del rota evaporador, obteniendo un volumen de &cido
lactico de 10 mL, de esta cantidad de volumen se tomé 1 mL para realizar la prueba de

espectroscopia infrarroja.

206 Rev. Iberoam. Polimeros y Materiales, 18(4), 193—214 (2017)



Volumen 18(4), Julio de 2017
Acido polilictico proveniente del lactosuero

Rev. 1beroam. Polimeros y Materiales
Cuervo y Echeverry

Mientras que las pérdidas en el suero sin proteinas son de 30 mL donde puede ser por
volatilidad del disolvente, la concentracion en este tipo de suero de &cido lactico fue de 7,75 g/L,
después de retirar el disolvente se obtuvo un volumen de &cido lactico de 11 mL, donde 1 mL se
utiliza para realizar la prueba de espectroscopia infrarroja.

Una vez obtenidos los valores de concentracion para ambos tipos de suero después de la
extraccion se proceden a realizar los porcentajes de recuperacion los cuales son: para el suero sin
desproteinizar del 79,1% y para el suero desproteinizado del 78,9%.

Realizando un balance de masa como se muestra en la Figura 4 y utilizando las densidades de
cada una de las sustancias presentes se encuentran las composiciones y fracciones masicas de cada

corriente como se puede ver en la Tabla 9.

EQ0
Y5

F1
Xa
Xd

Figura 4. Balance de materia.

Tabla 9. Balances de masa para los dos tipos de sustrato.

Corriente Suero sin Suero con
proteinas proteinas

Flg 256,1375 256,1375

Xa 0,03829974 0,03829974

Xd 0,96170026 0,96170026

EOg 178,5 178,5

Ya 0 0

Ys 1 1

Elg 211,2 144

Ya 0,03669034 0,0538125

Ys 0,96330966 0,9461875

Rlg 223,4375 290,6375

Xa 0,03468084 0,02666208
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Xd

0,95927916

0,96729792

Xs

0,00604

0,00604

Para determinar la existencia de &cido lactico se realizo la prueba de espectroscopia infrarroja

(FTIR), donde se determinan los grupos funcionales de la muestra, pero antes de esto se hizo pasar

una muestra de acido lactico comercial de grado analitico para tener un punto de comparacion.

A una resolucion de 1/cm se muestran los espectros obtenidos, estos se muestran a

continuacion en los espectros 1 y 2 los resultados obtenidos junto con la lectura de los grupos

funcionales en la Tabla 10.
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Espectro 2. Acido lactico suero con proteinas.
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El primer espectrograma esté relacionado con el resultado de la fermentacion sin proteinas y
el segundo se refiere al resultado de la fermentacién con proteinas. Donde el espectro de acido
lactico producido por el suero con proteinas tiene similitudes con el &cido lactico comercial, aunque
se evidencian mas picos esto puede ser debido a la presencia de trazas de éter en la muestra. La
muestra proveniente del suero desproteinizado evidencia menores bandas asi como estos dos
espectros tienen similitud con el acido lactico comercial, dejando claro la presencia de &cido lactico
después de la etapa de fermentacion y extraccion ya descritas.

Tabla 10. Lectura de los grupos funcionales en
funcidn de la longitud de onda, A.

Grupo Longitud de
onda //cm
O — H (acido) 4.500 — 2.500
C-H 3.000 — 2.500
C = O (grupo carboxilo) 1.800 — 1.650
C-C;C-0 1.500 — 650

s—— - H—

e e e S e e e e e i e
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 0

Espectro 3. PLA de acido lactico comercial.

Polimerizacion: Una vez caracterizado el acido lactico purificado se decidi6 mezclar el
obtenido por el suero con proteinas y con el suero sin proteinas para asi tener una cantidad mayor de
acido lactico y lograr la obtencion del polimero, en el proceso de obtencion de lactida fue mas

acelerada la reaccion a comparacion de la obtenida con acido lactico comercial, como tambiéen es de
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un color ambar mas oscuro, asi como un fluido menos espeso que el anteriormente obtenido pero en

caracteristicas generales se puede afirmar que se produjo lactida.

Una vez obtenida la lactida se realiz6 la polimerizacién de este compuesto observando el

precipitado blanco caracteristico, al terminar la reaccion se realizan procedimientos para obtener el

polimero seco. Una vez obtenido se realiza el ensayo de espectroscopia infrarroja (FTIR), con el fin

de determinar la presencia de los grupos funcionales del polimero, también se pasé por el

espectrofotometro un acido polilactico producido por este mismo método pero con un &cido lactico

comercial al 85%. Se presentan los Espectro 3. y Espectro 4. del PLA producido por el acido

comercial y el &cido lactico producido y purificado (véase Tabla 10).

Espectro 4.

PLA de &cido lactico producido y purificado.
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Difractograma 1. PLA producido de &cido lactico comercial y obtenido y purificado.

Se realizé un ensayo de difraccion de rayos X que permite observar la cristalinidad del
polimero obtenido tanto para el acido lactico comercial como el producido y purificado (véase
Difractograma 1).

DISCUSION DE RESULTADOS

Durante los resultados obtenidos en el conteo microbiano de la fermentacion se comparan
con la concentracién bacteriana reportada por Peralta et al. [6] la cual es de 7.750.000 UFC/mL
este valor fue obtenido a las 48 horas y realizado por el microorganismo Lactobacillus delbrueckii,
a comparacion con lo obtenido en el presente proyecto se puede observar que el valor a ese tiempo
es menor realizando un promedio de los dos tipos de sustrato, puesto que estan los microorganismos
trabajando en asociacion.

También se realiza una comparacion con un proceso Similar pero en un suero
desproteinizado y suplementado reportado por Jackymec et al. [7] donde obtuvieron 36,7 g/L de
acido lactico después de la fermentacion, esto quiere decir que se obtiene una mayor concentracion
de producto al realizar la fermentacion con suero desproteinizado y suplementado, también el hecho
de eliminar las proteinas al comenzar la fermentacion evita que al finalizar el proceso hallan
dificultades en la eliminacion de proteinas no reaccionantes como sucedio en este caso que no se

eliminaron sino hasta la fase de extraccion, la cual es recomendable hacerla con un medio lo mas
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clarificado posible para tener menos sustancias involucradas en esta fase y sélo tener a groso modo
agua y acido lactico. El rendimiento calculado es comparado con el reportado por Rojas et al. [8]
donde realizan una relacion de gramos de producto con respecto a gramos de sustrato consumido el
cual fue del 10%, mientras que en el presente trabajo se reporta un rendimiento para lactosuero
desproteinizado del 22,12% y para el suero sin desproteinizar arroja un rendimiento del 24,78%,
también se evidencia un consumo de azUcar del 93% para ambos tipos de sustrato.

La separacion se realiza una comparacion con el porcentaje obtenido por Cuellar [1] donde
arroja un valor del 79,18% para éter dietilico. En el presente trabajo los valores de concentracion
para ambos tipos de suero después de la extraccion se proceden a realizar los porcentajes de
recuperacion los cuales son: para el suero sin desproteinizar del 79,1% vy para el suero
desproteinizado del 78,9%, estos fueron valores cercanos y tienen una remocién significativa de
acido lactico de la fase orgéanica. Ya que se queria observar la presencia del &cido lactico después de
la separacion en el espectrograma, estos se comparan con el espectro obtenido por Lépez et al. [9]
donde el acido lactico manejado es de caracteristicas similares en el espectro infrarrojo, en el cual

las caracteristicas en los grupos funcionales estan presentes y son similares.

Intensity (u.a.)

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

polylactic acid-kaolinite 1% (PI.AK 1), and polylactic acid-kaolinite 5% (PLAKS).

Difractograma 2. PLA con aditivos y puro. Fuente: J. Cortes et al., 2016.
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Ademas, como se mencioné anteriormente, se realiza otro espectrograma donde el espectro
obtenido del polimero proveniente del &cido lactico comercial es de caracteristicas similares en los
picos de los grupos funcionales a lo reportado por Lopez et al. [9] asi como el polimero obtenido
por el acido lactico producido y purificado presenta los mismos picos en las bandas un poco
reducidos pero se pueden considerar la presencia de estos grupos funcionales. Y con el fin de
demostrar la obtencion del PLA se realizan los difractogramas donde el difractograma del PLA
producido por el &cido lactico comercial presenta un pico en el angulo de cristalinidad
caracteristico, el cual estd entre 15 y 20°, estos son comparados con lo reportado por Pages et al.
[10] se presentan mas picos debido a la pureza del polimero puesto que dificilmente se logré secar y
pueden existir residuos de metanol, cloruro de estafio o lactida que aun no ha reaccionado
totalmente. En el estudio realizado por Cortes [11] donde se puede apreciar un pico representativo
en 18,54°, el cual se presenta en el difractograma 3.

Del mismo modo se evidencia el pico representativo pero en una menor proporcion para el
polimero de acido lactico producido y purificado, esto puede ser por la pureza de &cido lactico que
se obtuvo. Ademas se observan otros picos en ambos difractogramas de los polimeros obtenidos,

asociados a impurezas como lactida que no reacciona y no se logra retirar.

CONCLUSIONES

» Se reafirman los pardmetros tomados de la vigilancia tecnoldgica que rigen la fermentacion
de lactosuero para la produccién de acido lactico por via fermentativa utilizando los
microorganismos propuestos, los cuales son: T = 42°C; pH: 5,5y 150 rpm.

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

« El grado de purificacion obtenido después de la extraccién liquido—liquido usando éter
dietilico fue de 78,9 y 79,1% siendo el mayor el suero con proteinas, donde la diferencia en los
porcentajes de recuperacion es despreciable.

« De acuerdo a los difractogramas y espectrogramas se determina la presencia del polimero
ya que contiene el pico representativo de la cristalinidad y contiene los grupos funcionales

correspondientes respectivamente, demostrando la obtencién del &cido polilactico.
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