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RESUMEN

Se desarrollaron pruebas de produccion de acido lactico, a escala de
laboratorio, utilizando la cascara de platano verde como material base para preparar
el sustrato. La cascara de platano recolectada es el material residual de una planta
industrial que emplea platano verde para la elaboracion de frituras, en la cual se
procesa un promedio de 2,180 kg de platano al mes; lo que brinda una disponibilidad
de 450.39 kg de cascara de platano al mes en la empresa.

La obtencion de &cido lactico se derivd a partir de dos sistemas de
biotransformacion: el primer sistema que emplea una hidrolisis quimica con H2SOa4
al sustrato para que produzca azlcares reductores para la fermentacion lactica con
Lactobacillus delbrueckii, y el segundo sistema que emplea una hidrolisis
enzimatica por accion microbiana con Aspergillus oryzae al sustrato para que
produzca azucares reductores para la fermentacion lactica con Lactobacillus
delbrueckii.

El primer sistema hidrolizado quimicamente en un autoclave con H2SOa4
5% p/v en una proporcion 2:1 en relacion a la cascara de platano, obtuvo la mayor
concentracion de azucares reductores (32.14 g/L) alos 15 minutos en condiciones
de 15 psiy 121 °C; la fermentacion lactica seguida logré la mayor concentracion de
acido lactico (22.70 g/L) a las 132 horas de incubacién en condiciones de 40 °C, pH
de 7, inoculo del 2% v/v dentro de un sistema anaerdébico. El rendimiento obtenido

4 g azlcares reductores

en la hidrélisis quimica y la fermentacién lactica fueron 0.35 - -
g cascara de platano

g acido lactico

0.250 , respectivamente.

g cascara de plitano

El segundo sistema hidrolizado enziméaticamente por accidon microbiana con
Aspergillus oryzae en una proporcion de inoculacion del 10% v/v en relacion a la
cascara de platano, obteniendo la mayor concentracién de azulcares reductores
(32.24 g/L) a las 48 horas de incubacion en condiciones de 32 °C y 70% de
humedad; la fermentacion lactica seguida logré la mayor concentracién de acido
lactico (13.6710 g/L) a las 96 horas de incubacion en condiciones de 40 °C, pH de
7, inoculo del 2% v/v dentro de un sistema anaerdbico. El rendimiento obtenido en
la hidrdlisis enzimética por accion microbiana y la fermentacion lactica fueron

0.1171

g azicares reductores g acido lactico
.0507

- p > - , respectivamente.
g cascara de platano g cascara de plitano
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INTRODUCCION

La evaluacion de la disponibilidad de un desecho agroindustrial para ser
convertido en un residuo y usarse como materia prima para elaborar productos con
mayor valor agregado mediante procesos ambientalmente amigables, conociendo
los componentes nutricionales del residuo y las requerimientos de la ruta productiva;
son estudios necesarios para contribuir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) ratificados por El Salvador.

La practica comun derivada del post-consumo de productos agricolas es que
los residuos no sean reutilizados y sean abandonados en el lugar donde se
generaron, convirtiéndose en contaminantes de suelos y aguas subterraneas; o se
gestione la disposicion normalizada segun la legislacion del pais. Una caracteristica
principal de los residuos agroindustriales es que el contenido de materia orgénica,
constituida por diferentes porcentajes de celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina.

Existen investigaciones que han obtenido &cido lactico planteando diversos
mecanismos de reaccion a partir de diferentes tipos de sustratos organicos, esta
investigacion se desarrollé utilizando la cascara de platano como sustrato; debido
a componentes nutricionales especificos que satisfacen necesidades metabdlicas
de los microorganismos usados dentro de las rutas fermentativas descritas:

i. La primera que oxide carbohidratos a azucares fermentables mediante
hidrolisis quimica con H2SOa4, seguida de una fermentacion lactica con
Lactobacillus delbrueckii.

ii. La segunda que oxide carbohidratos a azucares fermentables mediante
hidrélisis enzimatica por accién microbiana del Aspergillus oryzae,
seguida de una fermentacion lactica con Lactobacillus delbrueckii.

La bioproduccién de &cido lactico a partir de los residuos organicos en la
industria alimentaria para utilizar la capacidad de un microorganismo fermentador,
posibilita: la obtenciébn de bioplasticos para disminuir la dependencia de los
derivados del petroleo; su uso como regulador de potencial de hidrogeno (pH) y su
aplicacién hidratante como astringente en la industria cosmética; entre otros.

El estudio del efecto de la variacion de los parametros de operacion del
biorreactor (pH, temperatura, cantidad de sustrato, requerimiento de nutrientes y
tiempo de residencia), permitira el calculo de los rendimientos de los procesos de
transformacion descritos en los sistemas de produccion de &cido lactico; y concluir
en base a resultados la ruta de produccion mas eficiente.




CAPITULO I.

FUNDAMENTOS TEORICOS DE
LA INVESTIGACION.



1.1. GENERALIDADES DE LA Musa paradisiaca

Segun Lavanya, K. (2016), la Musa paradisiaca es una planta mono-
herbacea perteneciente a la familia Musaceae, distribuida en los paises tropicales
y subtropicales; a menudo erroneamente referido como un "arbol", es una hierba
grande, carnosa, muy jugosa, que es un cilindro de peciolo-hoja hasta alcanzar una
alturade 6 a 7.5 my que surge de un rizoma carnosa o cormo. Las hojas son tiernas,
lisas, alargada o eliptica de 4 6 5 a 15 por tallo, dispuestos en espiral y se
despliegan, a medida que crece la planta con una tasa de uno por semana.

La inflorescencia, un punto de crecimiento transformado, es un punto
terminal de cambio fuera del corazon en la punta del tallo; que al principio es grande,
oval alargado, y afilando brote revestido de color parpura. A medida que se abre se
ve que las flores delgadas, tubulares y blancas dentadas ricas en néctar, se agrupan
en filas dobles vertidas a lo largo tallo floral y cada racimo es cubierto por una capa
gruesa, cerosa como la bractea, parpura por fuera y roja oscura por dentro. Las
flores femeninas ocupan de la quinta a decimoquinta hilera inferior de cada racimo.

Por encima de las flores femeninas puede haber algunas hileras de flores
hermafroditas o neutras, mientras que las masculinas nacen en las filas superiores.
Las bracteas maduran pronto y los frutos crecidos en cada racimo se convierten en
una "mano" de platanos, y el tallo se cae con el peso hasta que el manojo esté al
revés. La fruta cambia de verde oscuro a amarillo o rojo, o, en algunos casos, de
verde a blanco.

]

\ ,'F
Wil

Figura 1.1: Representacion de Musa paradisiaca (Bernard, P., 1842).
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Se ha demostrado que los extractos de tallo de Musa paradisiaca poseen
alcaloides, esteroides como [3-sitosterol, saponinas, flavonoides como quercetina,
azucares reductores, taninos y antraquinonas (Lavanya, K., 2016).

1.1.1. PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE Musa paradisiaca EN EL
SALVADOR

Segun un reporte del 2016 el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, por sus siglas en inglés: United States Department of Agriculture),
la produccién de platano en El Salvador se encuentra dispersa en pequefias
explotaciones de 0.7 ha a 175 ha (1 a 250 manzanas) ubicadas a lo largo y ancho
del territorio. La superficie dedicada a la produccién de platano en El Salvador ha
incrementado progresivamente entre las temporadas 2009/2010 y 2014/2015,
detallado a continuacion:

Tabla 1.1: Superficie dedicada a la produccion de platano en El Salvador (USDA, 2016).

Afio Superficie (Ha) Produccion (Tm)
2009/2010 806 42,778
2010/2011 898 43,912
2011/2012 1,049 25,680
2012/2013 2,557 81,036
2013/2014 2,240 75,801
2014/2015 2,285 80,110

Desde el afio 2013; la producciéon de platano cambidé su orientacion de
atender la demanda local en su totalidad, a través de mercados informales y
supermercados, que exigen altos niveles de formalidad en sus operaciones
comerciales, a la combinacién de exportacién de platano a los Estados Unidos y
consumo local.

SIMBOLOGIA

N CUERPOS DE AGUA
[l BANANO PLATANO

Figura 1.2: Distribucion geografica de productores de banano y platano en El Salvador (USDA, 2016).
6



Desde la fase de la produccién de las frutas hasta su llegada al consumidor

final, existen diversos canales utilizados para su comercializacion. En la figura 1.3,
con linea amarilla se muestran las principales rutas de comercializacion del platano:

Importador
Mercado Mayorista Industrial
(S
PYBES Empacador/Exportador J
Productor Nacional . — J % Consumidor

—.‘ Intermediario V—I Sup do|

»] Mercado Institucional

—l—l Mercado Detallista

Vi.
Vii.

viii.

Figura 1.3: Estructura de la cadena de distribucion de frutas de El Salvador (USDA, 2016).

Descripcién de la estructura de la cadena de distribucién de la figura 1.3:
Productor nacional: Son los productores salvadorefios pequefios o grandes
de frutas, con caracteristicas econdmicas de produccion variantes.
Importador: Son empresas dedicadas a la importacion de frutas.

Mercado mayorista: Este eslabon de la cadena est4 conformado por los
dos principales mercados mayoristas: La Tiendona y el Mercado Central.
Intermediario: La cantidad de intermediarios de finca es muy grande y los
nexos con los productores son cercanos, aunque no llegan a establecerse
relaciones formales; extraen el producto y lo distribuyen a mercados locales.
Mercado detallista: Los detallistas son personas que poseen en su mayoria
sus propios medios de transporte y que adquieren la produccion en los
mercados mayoristas para luego colocarla en los mercados municipales o
comercializarla en el mercado formal.

Industrial: Esté integrado por la industria procesadora de alimentos.
Empacador/exportador: empresas asociadas al empacado y exportacion
de ciertos rubros fruticolas.

Supermercados: Las tres cadenas principales de supermercados que
distribuyen la fruta son Walmart, Callejas (Super Selectos) y PriceSmart.
Mercado institucional: estan conformados por empresas e instituciones
gue demandan generalmente volimenes constantes de produccion.

En cuanto al mercado del platano en particular, este es abastecido por

importaciones provenientes de Guatemala, Honduras y Nicaragua en menor escala;
en su mayoria es producto de segunda calidad y bajo precio.




1.1.2. DISPONIBILIDAD DEL PLATANO PARA USO INDUSTRIAL DE LA
CASCARA EN EL SALVADOR

El platano es un producto de origen vegetal considerado dentro de la dieta
alimenticia de los salvadorefios, segun la Federacidon de Asociaciones Regantes de
El Salvador (FEDARES) se requiere cerca de 1 millbn de quintales anuales de
platano para satisfacer el consumo en fresco de la poblacion salvadorefia.

La demanda es de dos tipos: consumo fresco y de materia prima para la
elaboracion de frituras de forma industrial como artesanal. De acuerdo a
estimaciones con base a estadisticas oficiales del Banco Central de Reserva (BCR)
y la Direccion General de Economia Agropecuaria (DGEA) del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAG), en El Salvador el consumo muestra una tendencia
creciente por el crecimiento poblacional y su diversificacion; la Divisién de
Estadisticas Agropecuarias en sus anuarios estadisticos reportan para el platano
datos de produccion nacional, importaciones y exportaciones del afio 2011 al 2016:

Tabla 1.2: Datos de produccién, importacion y exportacion de platano en El Salvador (USDA, 2016).

Afio Agricola | Produccidon Nacional Importaciones Exportaciones
2011-2012 25,681 Tm 62,423 Tm N/A
2012-2013 81,033 Tm 63,202 Tm N/A
2013-2014 75,801 Tm 68,307 Tm 582 Tm
2014-2015 80,110 Tm 70,067 Tm 2,769 Tm
2015-2016 77,955 Tm 74,912 Tm 2,936 Tm

Para el afio agricola 2015-2016 reportan un consumo directo dentro del pais
de 149,931 toneladas métricas de platano distribuido en los tipos de demanda
anteriormente mencionadas. En base a la cantidad de consumo anual,
segmentando los 149,931 toneladas métricas en 118,955 toneladas métricas de
fruto (79.34%) y en 30,976 toneladas métricas de cascara de platano (20.66%).

La capacidad instalada de la empresa muestreada esta limitada actualmente
al aprovechamiento de 27 toneladas métricas de platano, la empresa forma parte
de las plantas de produccion que elaboran en el pais las frituras de platano que
aprovechan un porcentaje del producto que se dividen en consumo directo (desecho
directo) o por la industria (residuo con la capacidad de ser materia prima para
produccion de nuevos materiales).

1.1.3. PROPIEDADES Y COMPOSICION DE CASCARA DE Musa paradisiaca

La fibra vegetal se clasifica en dos tipos: soluble e insoluble; la parte soluble
puede contribuir a equilibrar el nivel de colesterol en la sangre, prevenir el cancer




de colon, regular el transito intestinal y disminuir altos niveles de glucosa en la
sangre, y la parte insoluble referida a la celulosa, lignina y algunas hemicelulosas;
es fundamental para el transito intestinal ya que la celulosa tiene un efecto laxante
mayor al de la fibra soluble, lo cual combate el estrefiimiento (Moreira, K., 2013).

La Musa paradisiaca es una planta medicinal que ha reportado poseer
propiedades farmacoldgicas tales como: prevenir y tratar calculos renales,
antioxidante, antibacteriano, antidiabético, previene ulceras, antidiarreico, hipo
colesterolémico, hepato protector, antidoto de veneno de serpiente, cicatrizacion de
heridas, crecimiento de cabello y actividad anti fungica (Lavanya, K., 2016).

La cascara de platano esta compuesta por una matriz lignoceluldsica, la cual
consiste de lignina, hemicelulosa y celulosa. La celulosa puede ser transformada a
azucares para la produccion de componentes de valor agregado por fermentacion.
Por lo tanto, es recomendable llevar a cabo un pretratamiento con el fin de acceder
ala celulosay la hemicelulosa para produccion de estos azucares. El pretratamiento
acido y térmico es usado para exponer estos componentes (Duque, S.H., 2014).

Tabla 1.3: Composicion de los remanentes del platano (Moreira, K., 2013).

Componentes Cascara de platano verde | Cascara de platano maduro
% Humedad 91.62 95.66
% Proteina Cruda 5.19 4.77
% Fibra Cruda 11.58 11.95
Energia bruta, kcal 4,383 4,592
% Calcio 0.37 0.36
% Fosforo 0.28 0.23
% Cenizas 16.30 14.58

La céscara de platano verde tiene un contenido muy alto de taninos, que
confieren un sabor astringente a la fruta y limitan su digestibilidad. Sin embargo,
conforme avanza la maduracion de la fruta los taninos se transforman y se pierde
el sabor astringente; mientras que la cascara de platano madura contiene 2.7% de
fructosa, 3.2% de glucosay 7.8% de sacarosa (valores aproximados en base seca).

1.2. GENERALIDADES DEL ALMIDON PRESENTE EN LA CASCARA DE
PLATANO

Segun Melo, D. (2015), el almidén es un biopolimero extraido de diversas
fuentes naturales como tubérculos, cereales, legumbres y frutos inmaduros; es de
gran importancia por constituir la mayor fuente de nutricion para animales y
humanos, es una materia prima importante para la industria por ser un material
renovable, abundante, biodegradable y de bajo costo.




Hay un creciente interés por la obtencién de almidon a partir de fuentes no
convencionales por presentar propiedades fisicoquimicas y funcionales diferentes
a los almidones convencionales aislados de maiz, arroz, trigo y papa. El platano se
ha estudiado como una fuente alterna para la obtencién de almidén y se ha
resaltado su potencial debido a sus propiedades fisicas, quimicas y funcionales, a
su digestibilidad, modificacion quimica y usos industriales.

El almidon presente en la cascara de platano puede ser utilizado para el
desarrollo de nuevos productos debido a sus caracteristicas y propiedades: la
temperatura de gelatinizacion del almidon de la cascara de platano es de 65 °C, en
funcion de la concentracion de sacarosa,; la viscosidad final incrementa en relacion
con el enfriamiento de los almidones y se asocia con el fenébmeno de retrogradacion
y con el contenido de amilosa.

1.2.1. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ALMIDON

El almidén es el principal polisacéarido de reserva de la mayoria de los
vegetales, y la principal fuente de calorias de la mayoria de la humanidad. No es
una sustancia Unica, al proceder de distintas fuentes varian en su composicion, pero
tienen en comun estar constituidos por amilosa y amilopectina, ambas formadas por
unidades de glucosa, unidas por enlaces a-glucisidicos; la amilopectina (80% del
almidon) y amilosa (20% del almidon) difieren en estructura molecular, propiedades
fisicas y biolégicas. Segun el Portal Quimico de la Facultad de Ciencias Médicas de
la Universidad de San Carlos (USAC), 2005; la amilosa, es un polimero con las
unidades de anhidro glucosas presentes y unidas en su mayoria por enlaces
glucosidicos a-(1-4), dando lugar a una cadena lineal.
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Figura 1.4: Segmento de amilosa del almidén (USAC, 2005).
La otra fraccion del almidon es la amilopectina, que son moléculas mas

grandes que la amilosa y contienen enlaces glucosidicos a-(1—4) y a-(1—6) y
ramificaciones que dan a su forma molecular la semejanza a un arbol.
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Figura 1.5: Segmento de amilopectina del almidén (USAC, 2005).

1.2.2. HIDROLISIS DEL ALMIDON A AZUCARES FERMENTABLES

La hidrdlisis, o ruptura de las moléculas en medio acuoso, tiene como
finalidad la transformacion de los polimeros de glucosa (almidén y celulosa) en
azucares sencillos, consiste en la doble descomposicién de la molécula de agua
(H+y OH-) con otro compuesto, en la cual sus atomos forman otra especie quimica.
Por la naturaleza disolvente del agua, también puede efectuarse la hidrélisis
mediante adicion de un acido o una enzima (Herrera, A., 2013).

Tanto la amilosa como la amilopectina dan por hidrdlisis total, inicamente D-
glucosa, por hidrdlisis parcial en condiciones adecuadas, pueden obtenerse los
correspondientes tri y tetrasacaridos (Geissman, T., 1974).

1.2.3. HIDROLISIS ACIDA DEL ALMIDON

La hidrdlisis 4cida consiste en un proceso quimico que, mediante el empleo
de catalizadores &cidos, transforma las cadenas de polisacaridos en sus
mondmeros elementales (Oliva, J., 2003).

Este tipo de hidrdlisis puede realizarse empleando diferentes clases de
acidos como el acido sulfuroso, clorhidrico, sulfurico, fosférico, nitrico y féormico con
variaciones en las condiciones de concentracién y temperatura (Galbe, M., 2002);
de este proceso se obtiene una fraccion liquida rica en azucares fermentables y una
fraccion solida compuesta de celulosa y lignina (Morales, S., 2015).

Sin embargo, solo los acidos clorhidrico y sulfarico han sido empleados a
escala industrial. En la hidrdlisis acida, el ion hidronio (H30+) realiza un ataque
electrofilico sobre el &tomo de oxigeno del enlace glucosidico a (1 — 4) (figura 7a).

En el paso siguiente, los electrones en uno de los enlaces carbono-oxigeno
se mueven sobre el atomo de oxigeno (figura 1.7 b) para generar un intermedio de
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carbocatién inestable de alta energia (figura 1.7 c¢). El intermedio de carbocation es
un acido de Lewis, por lo que posteriormente reacciona con agua (figura 1.7 d), una
base de Lewis, que conduce a la regeneracion de un grupo hidroxilo (figura 1.7 e).

La concentracion del acido, el pH, la temperatura y tiempo de hidrolisis son
los parametros de los cuales depende el grado de degradacion. Por ello, las
reducciones del peso molecular y de la viscosidad son inversamente proporcionales
al poder de reduccion que aumenta por accion del acido (Herrera, A., 2013).
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Figura 1.6: Mecanismo de hidrdlisis acida del almidén (Hoover, 2000).

La concentracion del 4cido, el pH, la temperatura y el tiempo de hidrdlisis son
los parametros de los cuales depende el grado de degradacion. Por consiguiente,
las reducciones del peso molecular y la viscosidad son inversamente proporcionales
al poder de reduccion que aumenta por accion del &cido (Herrera, A., 2013).

1.2.4. HIDROLISIS DEL ALMIDON A PARTIR DE MICROORGANISMOS

Tradicionalmente el proceso para la obtenciéon de dextrosas a partir del
almidon se realizaba en medio acido (pH 2 y a 140 °C), pero con los avances de la
industria biotecnoldgica, se ha logrado investigar y trabajar con diferentes
microrganismos que produzcan enzimas capaces de romper cadenas del almidon.

Las enzimas son los principios activos de los microorganismosy, en realidad,
son las responsables de las biorreacciones; tienen una importancia creciente en el
desarrollo industrial sostenible: éstas pueden sustituir, en algunos procesos, a
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productos quimicos toxicos 0 corrosivos, pueden evitar trabajar en condiciones
extremas de operacion y pueden desactivarse y descomponerse en productos mas
simples totalmente biodegradables (CAR/PL, 2003).

Segun Sanchez, O. (2005), el almidon fue tradicionalmente hidrolizado
mediante acidos, pero la especificidad de las enzimas, sus condiciones suaves de
reaccion y la ausencia de reacciones secundarias han hecho que las amilasas sean
los catalizadores usados para esta tarea; siendo las mas conocidas la a-amilasa y
la B-amilasa, las primeras desdoblan el almidén en glucosa y maltosa, y la segunda,
convierte la totalidad del almidén en glucosa.

Existen dos fases dentro del proceso de hidrélisis enzimatica, primero, la
licuefaccion y segundo, la sacarificacion. La licuefaccion se lleva a cabo en
presencia de a-amilasa o B-amilasa, a altas temperaturas (de 90 a 110 °C) para el
rompimiento de los granulos de almidon, condicion necesaria para el tratamiento
enziméatico. El producto de esta etapa es una solucion de almidén que contiene
dextrinas (oligosacaridos compuestos por varias unidades de glucosa, los
resultantes de la hidrdlisis) y pequefias cantidades de glucosa. El almidén licuado
se somete a sacarificacibn a menores temperaturas (de 60 a 70 °C) con
glucoamilasa o pollulanasa, la cual hidroliza las dextrinas hasta glucosa.
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Figura 1.7: Mecanismo de hidrélisis enzimatica del almidén (Sanchez, O., 2005).
Al utilizar amilasas, es preciso mantener un proceso de coccidn que
favorezca la dispersion y la aceleracion del rompimiento de las cadenas de almidon.
Las amilasas actuan sobre el almidén dependiendo de su origen (Herrera, A., 2013).
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1.3. ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA CASCARA DE PLATANO

La cascara de platano esta compuesta por una matriz lignoceluldsica, la cual
consiste de una matriz de carbohidratos, compuesta de celulosa y lignina enlazada
por cadenas de hemicelulosa, pero el compuesto que constituye en mayor
porcentaje (base seca) a la cascara es el almidén.

La composicion generalizada de la cascara del platano en estado verde
permite conocer la constitucién de este material y su potencial aprovechamiento.
En la tabla 1.4, segun Duque, S. (2014) se presenta la composicion aproximada de
la cascara de platano verde en porcentaje peso:

Tabla 1.4: Composicion aproximada de la cascara de platano verde (Duque, S., 2014).

COMPONENTE % COMPOMENTE %
Humedad 21.60 Almiddn 5.23
Materia seca Amilosa 1.49
Proteina 1.35 Amilopectina 3.74
Leucina 0.09 Fibra 5.67
Valina 0.07 Celulosa 1.68
Thr (trecnina) 0.07 Hemicellulose 1.08
Phe (fenilalanina) 0.07 Lignina 2.90
lle {Isoleucina) 0.05 Azucares 0.71
Lys (Lisina) 0.05 Glucosa 0.33
His (Histidina) 0.03 fructosa 0.36
Trp (Triptafano) 0.02 Sacarosa 0.02
Met [Metionina) 0.01 Cenizas 1.25

K 1.12
Glu (Acido glutamico) 0.25 Ca 4.72E-02
Asp (Acido Aspartico) 0.19 p 4 90E-02
Gly (Glicina) 0.09 Mg 1.90€E-02
Ala (Alanina) 0.08 Na 1.23E-02
Ser (Serina) 0.08 Fe 5.43E-04
Pro (Prolina) 0.07 Cu 2.55E-05
Arg (Arginina) 0.06 Zn 4.77E-04
Tyr (Tirosina) 0.04 Mn 2.72E-04
Cys (Cisteina) 0.03 Pectina 3.71
Grasas 0.49 GalA (Ac. galacturonico ) 3.71
Laurico (12:0) 3.72E-03
Myristic (14:0) 0.02
Pentadecanoic (15:0) 0.01
Palmitico (16:0) 0.19
Stearic (C18:0) 0.02
Arachidic (C20:0) 0.01
Oleico (C18:1) 0.02
Linoleic (C18:2) 0.11
Alfa Linoleic (C18:3) 0.12
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1.4. ANTECEDENTES DEL ACIDO LACTICO

El &cido lactico un acido carboxilico con un grupo hidroxilo en el carbono
adyacente al grupo carboxilo lo cual da lugar a actividad Optica y lo convierte en un
acido a-hidroxilico (AHA) de férmula molecular CsHesOs. Existen dos isGmeros
opticos y una forma racémica constituida por fracciones equimolares de ambos
isbmeros L(+) y D(-). Es uno de los primeros productos organicos conocidos, fue
descubierto aislandolo de la leche agria en 1780 por el quimico sueco Scheele, fue
reconocido como producto de fermentacion por Blondeaur en 1847 y Littlelon en
1881 inicia la fermentacion a escala industrial (Serna-Cock, L., 2005).

Existen dos formas de obtener este acido: la sintesis quimica y la via
biotecnolégica (Estela, W., 2007). La sintesis quimica esta basada en la reaccion
de acetaldehido con acido cianhidrico (HCN) para obtener lactonitrilo y ser
hidrolizado a acido lactico, otro tipo de reaccion se basa en la reaccién a alta presion
de acetaldehido con monoéxido de carbono y agua en acido sulfirico como
catalizador (Serna-Cock, L., 2005). La via biotecnoldgica se basa en la fermentacién
de sustratos ricos en carbohidratos por bacterias u hongos, depende del tipo de
microorganismo y sus parametros de operacion (Hofvendahl, K., 2000).

El &cido lactico tiene diversas aplicaciones en la industria: en la farmacéutica
como electrolito y fuente de minerales; en la cosmética como buffer, antimicrobiano
y agente rejuvenecedor; en la quimica como neutralizante, solvente y limpiador; y
en la alimentaria como acidulante, preservante y antimicrobiano. Es gracias a la
diversidad de aplicaciones que este acido tiene que se han realizado distintos
estudios para su obtencion, la mayoria se han llevado a cabo con las bacterias acido
lacticas (BAL) y hongos filamentosos del género Rhizopus (R) (Garcia, C., 2010).

Al utilizar bacterias en la produccion de &cido lactico por fermentacion se
busca que sean preferiblemente: termofilas, de rapida fermentacién y se usen
sustratos baratos con adicion minima de nutrientes nitrogenados que crezcan en
condiciones de valores bajos de pH, que presenten poca produccion de biomasa y
una despreciable cantidad de subproductos (Akerberg, C., 1998).

Segun Serna-Cock, L. (2005), Lactobacillus delbrueckii es el microorganismo
mas utilizado de las BAL en la produccion a gran escala de acido lactico, debido a
la ventaja de producir inicamente isdbmeros L(+), consumir eficientemente glucosa
y ser termofilo con temperatura 6ptima de crecimiento a 41.5 °C; esto reduce los
costos de enfriamiento y esterilizacion, y riesgos de contaminacion microbiologica
en el fermentador. Este microorganismo crece Optimamente a un pH entre 5.5y 6.5,
demandando continuamente ser neutralizado a medida se produce acido lactico.
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La fermentacién fungica tiene la ventaja de requerir un medio simple para
producir acido lactico, pero también tiene requerimientos elevados de aireacion.
Haung produjo &cido lactico a partir de aguas residuales que contenian fécula de
patata utilizando R. oryzae y R. arrhizus.; y Tay inmovilizé R. oryzae en lecho fibroso
con glucosa y almidon para producir acido lactico (Garcia, C., 2010).

La dificultad que presenta la produccion de acido lactico con mohos es su
forma fisica, ya que el gran tamafio de los micelios o sus agregados puede provocar
un aumento en la viscosidad del medio de fermentacion que incrementa la demanda
de oxigeno y resistencia a la transferencia de masa en el proceso fermentativo,
disminuyendo los rendimientos en conversion (Dong-Mei, B., 2003). Como la forma
fisica del crecimiento del hongo esta influenciado por el pH del medio, la agitacién,
la aireacion, el nivel de indculo y la concentracion de sustrato; éstas variables son
manipuladas para disminuir la viscosidad en el medio de cultivo (Bulut, S., 2004).

Gil, R. (2008), en su investigacion produjo acido lactico a partir de residuos
de cascara de naranja y propone un proceso para la obtencion de este acido a partir
de la biotransformacién de céscara y bagazo de naranja en fase sélida con
Rhizopus oryzae. Recomienda llevar a cabo estudios mas detallados encaminados
a obtener mejores condiciones de biorreaccion que lleven al R. oryzae a consumir
los azlcares degradados durante la hidrélisis de la cascara de naranja y que al
mismo tiempo permitan ofrecer un mayor rendimiento en la produccion de acido
lactico durante su desarrollo. Concluye que la biotransformacién y la secuencia de
separacion juegan papeles muy importantes en la obtencion del acido.

Segun Garcia, C. (2010), Rivas produjé acido lactico de la mazorca del maiz
por sacarificacion y fermentacion simultanea utilizando Lactobacillus rhamnosus;
Wee informo la produccion econdmica de acido L(+) lactico de melaza de azucar
por fermentacion batch con Enterococcus faecalis; y Kourkoutas utilizé para la
produccion del acido lactico Lactobacillus casei inmovilizado en trozos de frutas.

En la produccién biotecnoldgica de acido lactico con bacterias o con hongos
se han investigado sustratos que disminuyan los costos de produccion: materiales
celulésicos, licores sulfiticos, granos dafados, sustratos amilaceos como desechos
agricolas y porciones comestibles de granos o tubérculos (Fausto, F., 1997). Sin
embargo, segun Hofvendahl, K. (2000) la produccion requiere los siguientes pasos:

i.  Hidrdlisis del sustrato hasta azucares fermentables.

ii.  Fermentacion de azlcares a acido lactico.
iii. Separacidon de biomasa y particulas sélidas del medio de fermentacion.
iv.  Purificacion del acido lactico obtenido.
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1.5. GENERALIDADES DEL ACIDO LACTICO

El acido lactico, acido 2-hidroxipropanoico, es un compuesto organico (acido
carboxilico con un grupo hidroxilo en el carbono adyacente al grupo carboxilico); en
solucion puede perder el hidrégeno unido al grupo carboxilo y convertirse en el
anion lactato. Es muy versatil utilizado en las industrias quimica, farmacéutica de
alimentos y del plastico. Fue descubierto en 1780 por el quimico Scheele, quien lo
aislo de leche agria, fue reconocido como producto de fermentacién en 1847.

El acido lactico, o su forma ionizada, el lactato, es un monocarboxilico de
tres atomos de carbono y un grupo alcohol en el carbono central. Es un liquido
incoloro, soluble en éter, miscible con agua y alcohol e insoluble en cloroformo, éter
del petréleo y disulfuro de carbono.

o)

H,C
OH

HO
Figura 1.8: Estructura molecular del acido lactico (Barragan, A., 2012).
El &cido lactico en dosis altas es irritante y corrosivo. La ingestion accidental
de una solucién concentrada de acido puede causar vémitos violentos colapso
circulatorio y hematemesis, también puede producir perforacion estomacal.

Este es un compuesto que puede sufrir diversas conversiones quimicas
resultando ser compuestos potencialmente Utiles para la industria como lo son el
propilenglicol, el 6xido de propileno y el acido polilactico (PLA). Ademas, es
fuertemente higroscopico, es soluble en éter, miscible con agua y alcohol e insoluble
en cloroformo, éter de petréleo y disulfuro de carbono. Su producciéon ha venido
aumentando con el tiempo debido principalmente al desarrollo de los polilactatos,
debido a que ambas formas isoméricas del acido lactico pueden ser polimerizados
y producidos con diferentes propiedades dependiendo de la composicion.

1.5.1. ENANTIOMEROS (ISOMEROS OPTICOS) DEL ACIDO LACTICO

En quimica, los enantiémeros (del griego 'évavTioc', enantios, "opuesto”, y
'uépog', méros, "parte" o "porcidon"), también llamados isémeros Opticos, son una
clase de estereoisbmeros tales que en la pareja de compuestos la molécula de uno
es imagen especular de la molécula del otro y no son superponibles.

Las dos formas enantiomeras tienen las mismas propiedades fisicas excepto
la interaccion con la luz polarizada en un plano, dependiendo de la direccion del
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mismo se asigna una denominacion: dextrogiro (D-) si lo hace hacia la derecha
(sentido horario), y levégiro (L+) si lo hace girar hacia la izquierda (sentido anti
horario). Su comportamiento frente a la luz polarizada se debe a que la molécula
carece de plano de simetria, distinguiendo dos isbmeros especulares.

Tabla 1.5: Propiedades fisicoquimicas del acido lactico (Serna-Cock, L., 2005).

Formula molecular: CsHeO3

Formula quimica semi-desarrollada: | H;C-CH(OH)-COOH
Nombre quimico: Acido Léctico

Nombre IUPAC: Acido 2-Hidroxipropanoico
Punto de fusion: L(+)y D(-): 52.8a54 °C
Punto de ebullicion: 125-140 °C

Calor de combustién: 3,616 call/g

Viscosidad: 40.33 mNsm™

Densidad: 1.249

Constante dieléctrica: 22¢

El &acido lactico tiene dos enantidmeros (isomeros o6pticos): Uno es el
dextrégiro acido D-(-)-lactico o d-acido lactico y el otro es el levogiro acido L-(+)-
lactico o {-acido lactico, que es el que tiene importancia bioldgica.

H
/k""OH
HO-C CHs
Acido Lactico Acido LActico
L-(+) + 3.8¢ D-(-) - 3.8°

Figura 1.9: Enantidmeros del acido lactico (Barragan, A., 2012).

1.5.2. PROCESOS DE OBTENCION DEL ACIDO LACTICO

La sintesis quimica comercial se lleva a cabo con la reaccion en fase liquida
y a presion atmosférica de cianuro de hidrégeno y acetaldehido, catalizada por una
base, para formar lacto-nitrilo, el cual es recuperado por destilacion e hidrolizado a
acido lactico utilizando HCI o H2SO4 concentrado para producir acido lactico crudo
y sal de amonio. El acido lactico crudo es esterificado con metanol, produciendo
lactato de metilo, para recuperarse y purificarse por destilacion e hidrolizarse con
agua bajo un catalizador acido produciendo &cido lactico puro. La principal
desventaja es la obtencion de mezclas racémicas de acido D(-) y L(+) lactico.

La produccion biotecnoldgica esta basada en la fermentacion de sustratos
ricos en carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar
enantiomeros D(-) o L(+), Optimamente activos. La produccion biotecnologica
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depende del tipo de microorganismo utilizado, la inmovilizacién o recirculacién del
microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de nitr6geno,
el modo de fermentacion empleado y la formacion de subproductos.

. o ‘ 0 OH
Cianuro de hidrogeno + Il e |
Acetaldehido = lactonitrilo CH;—C—H + HCN ——» CH;—CH—CN
Hidrolisis Destilacion
OH OH O

| [l
CH;—CH—CN + % H,S0, + 2H,0 —» CH;—CH—C—OH + % (NH,),S0,

Y
Esterificacion <|>H ﬁ (l)H ﬁ
con alcohol CHy;—CH—C—OH + CH;—OH = CH;—CH—C—0—CH, + H,0

T Evaporacion y/o
Hidrolisis #— DORs ”y/
destilacion
4

OH O OH O

| ” Catalizador

CH3;=CH—C—0—CH; + H,0 = CH;—CH—C—0OH + CH,—OH

Figura 1.10: Secuencia de produccion de acido lactico por sintesis quimica (Gil, R., 2008).

Los requerimientos nutricionales son complejos debido a su limitada
habilidad para sintetizar aminoacidos y vitamina B. La mayoria de BAL producen
Unicamente una forma isomérica de &cido lactico. Las especies de los géneros
Aerococcus, Carnobacterium, producen Unicamente isémeros L(+), mientras las
especies del género Leuconostc producen Unicamente isémeros D(-).

Sin embargo, algunas BAL producen formas racémicas donde el isbmero
predominante depende de cambios en la aireacion, cantidad de NaCl, tipo de
fermentacion, incrementos en pH y concentracion de sustrato.

1.5.3. USO DEL ACIDO LACTICO DENTRO DE LA INDUSTRIA PRODUCTIVA

El &cido lactico y sus derivados como sales y ésteres, son utilizados segun
sus especificaciones de manera amplia en (Serna-Cock, L., 2005):

a) En laindustria alimenticia se usa como acidulante y conservante.
b) La industria quimica se usa como solubilizador y agente controlador de pH.
c) En las curtiembres es utilizado para remojar los cueros y desencalarlos.
d) En la produccion de pinturas y resinas, se usa como solvente biodegradable.
e) En la industria textil ayuda en el tefiido e impresion.
f) En la agricultura se utiliza como acidulante.
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g) Enlaindustria de plasticos se usa como precursor del &cido polilactico (PLA).
h) En la industria farmacéutica, sus sales de hierro y calcio tienen un importante
uso en la produccién de medicamentos.

Las especificaciones de calidad dependen del uso, la tabla 1.8 muestra las
especificaciones del acido lactico en la industria farmacéutica y de alimentos de
Estados Unidos, basada en especificaciones de Food Chemical Codex (FCC).

Tabla 1.6: Especificaciones de calidad el acido lactico (Serna-Cock, L., 2005).

Parametro Grado farmacéutico | Grado FCC | Grado Alimenticio
Pureza (%) 88 95-105 80
Cloruros (%) 0.008 0.2 0.02
Sulfatos (%) 0.02 0.25 0.05
Arsénico (mg/kg) 4 3 0.2
Metales pesados mg/kg) 33 10 10
Hierro (mg/kg) 10 10 10
Cenizas (%) 0.1 0.1 0.1

1.5.4. ACTUALIDAD DEL CONSUMO, PRODUCCION Y COMERCIALIZACION
DEL ACIDO LACTICO

Histéricamente el uso del &cido lactico ha incrementado como intermediario
en procesos quimicos especificos y de aplicabilidad en sectores alimenticios,
farmacéuticos y biotecnolégicos a tal punto que puede ser catalogado como
‘commodity” (producto destinado a uso comercial) en la presente década con una
tendencia clara al incremento de su uso, produccidn y comercializacion.

Segun Grand View Research, Inc. (2017), en el afio 2016 el tamafio del
mercado del acido lactico y acido polilactico (PLA) se valoré en $2.08 billones y
$1.29 billones, respectivamente. Las proyecciones del mercado muestran un
aumento significativo dentro del periodo de prondstico del estudio de mercado
desde el afio 2014 al afio 2025, debido al aumento de uso en empaques, cuidado
personal y textiles. La demanda creciente de acido lactico como precursor de la
produccion de PLA se espera que conlleve a una demanda de al menos los
préximos ocho afos.

La demanda global para el acido lactico en 2016 fue de 1,220,000 toneladas
y se proyecta que para 2025 alcance un crecimiento a 1,844,560 toneladas con una
tasa anual compuesta de crecimiento (CAGR, siglas en inglés) del 16.2% del 2017
al 2025. El incremento de uso en cremas, champus, y productos del cuidado de la
piel que aumenten la claridad de la piel, mejoren el coldgeno y la sintesis de
elastina, aceleren la exfoliacion y regeneracion celular, se esperan que impulsen la
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expansion de la industria en el periodo de prondstico. EI aumento en la demanda
de productos de cuidado personal, permitiendo la introduccion de productos mas
sofisticados desarrollando formulas para grupos particulares de consumidores y
creando nuevos caminos de crecimiento para el mercado del &cido lactico.

Las aplicaciones emergentes de los bioplasticos en conjunto con favorables
regulaciones de uso de biomateriales, se proyecta un aumento en la demanda del
acido polilactico hasta el 2024. Incrementar la demanda de empaques de PLA
promueve las soluciones medioambientalmente amigables y ayuda al aumentar las
apariciones de productos para el crecimiento de la industria.

El aumento de la conciencia de los consumidores respecto a la necesidad de
empaques sostenibles, confiables y ambientalmente amigables, proyectan una
demanda global de PLA para el periodo de pronéstico. La industria textil es otro
sector importante con una gran tasa de crecimiento y demanda, debido a que el
acido polilactico ofrece suavidad y telas agradables. Adicionalmente el PLA posee
excelente humedad, resistencia UV, baja flamabilidad y formacion de vapores.

El segmento industrial se valué en $950.5 millones en 2016 y se espera que
aumente significativamente como resultado de un incremento en el uso del producto
en el sector quimico y maritimo como agente descalcificador y removedor de
resinas poliméricas en el fondo de los barcos. El segmento del cuidado personal se
proyecta que crezca significativamente con una CAGR, siglas en inglés del 16.3%
desde 2017 al 2025 como resultado del crecimiento en la demanda de perfumes
mayoritariamente en Medio Oriente, América Latina y Africa Occidental. Ademas,
la introduccion de productos manufacturados y faciles de usar al viajar se espera
gue estimulen el tamafio del mercado hasta el 2024.

m Empaque
Textiles

m Agricultura
Transporte
Electrénicos

B 0tros

Figura 1.11: Volumen del mercado de acido lactico por aplicacion, %. (Grand View Research, 2017).
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1.6. GENERALIDADES DE BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

La biotecnologia es el conjunto de técnicas que utilizan la manipulacién de
organismos vivos para usos especificos o componentes sub-celulares (procesos
biologicos), para obtener o transformar sustancias utiles con el fin de desarrollar
procesos, 0 proporcionar servicios que mejoran la vida.

La creciente atencion que ha tenido la biotecnologia en la industria se debe
a la demanda de procesos tecnificados que sean mas limpios y presenten una
alternativa sostenible a los procesos tradicionales. La biotecnologia moderna tiene
un gran potencial para satisfacer necesidades criticas de alimentacion, agricultura,
cuidados sanitarios y combate a los efectos negativos del cambio climatico.

Aplicacién de microorganismos y sistemas o procesos
biolégicos en las industrias manufactureras y de servicios

ADN Recombinante
Ingenieria genética

Donador de ADN
Vector de ADN
Hospedador de ADN
Producto deseado

‘ \ Enzimas

Vacunas

Sustancias
quimicas
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Anticuerpos
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Enzimas y biocatalizadores
— —
Elaboracion de / Sustancias
alimentos quimicas
Equipos de
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~
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Alcohol, = | > Hidrégeno,

por gjemplo, por ejemplo,
de azacar de fotélisis
cana
Metano,
por ejemplo, digestores
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Figura 1.12: Aplicacion de los microorganismos dentro de la industria productiva (CAR/PL, 2003).

La biotecnologia microbiana trabaja con los microorganismos y los procesos
gue proceden de los mismos a nivel industrial, con la intencion de obtener productos
de interés para el ser humano. Se aplica el aislamiento, seleccién y conservacion
de microorganismos industriales, asi como los factores ambientales que modifican
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su crecimiento para la obtencion de metabolitos primarios y secundarios en las
principales industrias de interés biotecnologico (disolventes, aditivos, polimeros,
productos alimenticios, sanitarios y agricolas).

a)

b)

La biotecnologia microbiana se puede dividir en dos fases distintas:

Tecnologia microbiana tradicional: implica la fabricacién a gran escala de
productos que los microorganismo son capaces de fabricar normalmente. La
tarea del microbidlogo es modificar el proceso para aumentar el rendimiento.
Tecnologia microbiana con organismos alterados genéticamente:
mediante procesos de ingenieria genética. La tarea del microbidlogo es
modificar el microorganismo para aumentar el rendimiento deseado.

El crecimiento microbiano comprende distintas etapas:

1)

2)

3)

4)

Fase de latencia: posterior a la inoculacion de una poblacion bacteriana
el crecimiento inicia al alcanzar la fase de latencia, esta representa un
periodo de transicion para los microorganismos cuando son transferidos
a una nueva condicion. En esta fase se producen las enzimas necesarias
para que crezcan en un nuevo medio sin incremento en el nUmero de
células; pero si en la actividad metabdlica, contenido proteico y ADN.
Fase exponencial o logaritmica: periodo en el que el microorganismo
crece exponencialmente. Bajo condiciones apropiadas la velocidad de
crecimiento es maxima, las condiciones ambientales (temperatura, medio
de cultivo, etc.) afectan la velocidad de crecimiento exponencial.

Fase estacionaria: una poblacion de cultivos en recipientes cerrados no
puede crecer indefinidamente de forma exponencial. Las limitaciones de
crecimiento ocurren por agotar nutrientes esenciales, acumulacion de
productos toxicos, saturaciéon de células en el espacio disponible o
combinacion de estas.

Fase de muerte: Sila incubacién continla después de que una poblacion
microbiana alcanza la fase estacionaria, las células pueden continuar
vivas y seguir metabolizando hasta iniciar una disminucion progresiva en
el namero de células viables que comience la fase de muerte.

Hay dos tipos basicos de metabolitos microbianos:

Metabolito primario: es el que se fabrica durante la fase exponencial
del crecimiento del microorganismo.

Metabolito secundario: es el que se fabrica cerca del final de la fase
exponencial, con frecuencia cerca de la fase estacionaria.
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Figura 1.13: Curva de crecimiento bacteriano (llse Valderrama Heller, 2008).

1.6.1. ENZIMAS PRODUCIDAS A PARTIR DE BIOTECNOLOGIA

Las enzimas son moléculas de proteicas que actian como catalizadores de
reacciones quimicas, de sintesis y degradacion de compuestos; éstas se
encuentran en todos los seres vivos y son piezas esenciales en su funcionamiento.
En reacciones enzimaticas, estas actian sobre moléculas denominadas sustratos;
gue se convierten en moléculas complejas denominadas productos.

Es importante destacar que las enzimas no modifican el balance energético
ni el equilibrio de aquellas reacciones en las que intervienen: su funcién se limita a
ayudar a acelerar el proceso de forma catalitica. La actividad biocatalitica como
metabolito primario de los microorganismos hace que éstos como seres
unicelulares sean usados de forma eficaz como enzimas extracelulares; las cuales
debido a que poseen puentes disulfuro facilitan su aislamiento y purificacion,
generan mayor volumen, son mas puras y estables. Tanto un hongo como una
bacteria pueden ser utilizados para producir enzimas.

Las enzimas amioliticas estan distribuidas ampliamente en la naturaleza,
actuan hidrolizando uniones entre residuos de glucosa adyacentes. El tipo de unién
hidrolizada asi como el producto final de la hidrélisis es caracteristico de cada tipo
enzima. El término amilasa fue usado originalmente para designar a enzimas
capaces de hidrolizar uniones glicosidicas del tipo a-1,4 de amilosa, amilopectina,
glucogeno y sus productos de degradacion. Se pueden agruparse segun su patrén
de hidrdlisis en seis diferentes clases:

i. Enzimas que hidrolizan sélo uniones a-1,4 deteniéndose algunos

residuos antes de un punto de ramificacién (a-1,6). Dentro de estas
categorias se encuentra la B-amilasa.
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ii.  Enzimas que hidrolizan so6lo uniones a-1,4 sin ser afectadas por enlaces
a-1,6. Dentro de esta categoria se encuentra la a-amilasa.

iii.  Enzimas que hidrolizan enlaces a-1,4 y a-1,6. Dentro de esta categoria
se encuentra la glucoamilasa.

iv.  Enzimas que hidrolizan solamente enlaces a-1,6. se pueden mencionar
enzimas desramificantes como la pululanasa y la isoamila.

v. Enzimas que hidrolizan enlaces a-1,4. S6lo en cadenas lineales de muy
pocos residuos. se puede mencionar la enzima a-glucosidasa.

vi. Enzimas que hidrolizan el almidon a ciclodextrinas. Dentro de esta
categoria se encuentra la amilasa producida por Bacillus macerans.

1.6.2. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL Aspergillus oryzae

El Aspergillus oryzae es un moho aerobio que consiste en filamentos largos,
a modo de hilos de células ramificados cuyo conjunto forma un micelio, masa
enredada o agregado analogo a tejido. Estas células se conocen como cenociticas
y poseen tabiques transversales llamados septos, con un poro uUnico o multiples
poros, que permiten fluir al citoplasma; denominandose septada y se componen de
una pared celular externa que contiene el citosol y los organulos (Prescott, L., 2002).

La estructura microscopica es unica: tienen células tabiculares y conidioforas
cuya cabeza esté localizada en el extremo de la misma, compuesta por una vesicula
rodeada por una corona de fidlides en forma de botella directamente insertadas
sobre la vesicula. De las fialides se desprenden las esporas o conidios. Las colonias
en un inicio son blancas y esterelladas, en etapa de esporulacién son verde claro.

Los mohos crecen mejor en habitats oscuros y hUmedos, pero se encuentran
donde haya materia organica disponible. La mayoria de los hongos son saprofitos,
obteniendo sus nutrientes de materia organica muerta. Al igual que numerosas
bacterias, los hongos liberan exoenzimas hidroliticas que digieren a sustratos
externos. Después absorben los productos solubles. Son quimioorganoheteroétrofos
y emplean compuestos organicos como fuente de carbono, electrones y energia.

El glucégeno es el polisacarido de almacenamiento primario en los hongos.
La mayoria de los hongos emplean hidratos de carbono (preferiblemente glucosa o
maltosa) y compuestos nitrogenados para sintetizar sus propios amino-acidos y
proteinas. (Prescott, L., 2002). El método de reproduccion asexual es la produccion
de esporas. La divisibn Ascomycota contiene hongos llamados ascomicetos,
denominados comunmente como hongos de saco por su estructura reproductora
caracteristica: el asea, reproduciéndose mediante conidiosporas
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En parte de la identificacién de especies dependen de las diferencias en sus
cabezas conidiales asi como la morfologia y disposicion de los conidios.

Conidios

Fialide

Vesicula

Conidiéforo

Figura 1.14: Conidéforo del Aspergillus.

El Aspergillus oryzae es un hongo usado en la cocina japonesa por su
potencial amiolitico con la facultad de excretar grandes cantidades de diferentes
tipos de enzimas capaces de hidrolizar polisacaridos como el almidon y llevarlos a
monosacaridos por medio de las enzimas a-amilasa y glucoamilasa, con la
posibilidad de producir proteasa.

La enzima primaria secretada por este moho filamentoso se llama amilasa,
esta enzima es mas eficiente a una temperatura de 35 a 40 °C.
Los miembros del género Aspergillus son distintos de otros microbios debido al
hecho de que utilizan tanto un sistema metabdlico primario como secundario,
dependiendo de sus acidos carboxilicos.
= Elmetabolismo primario del Aspergillus oryzae recibe su energia a través del
contacto con fuentes de energia, luego secreta enzimas que degradan las
proteinas y los enlaces peptidicos dentro del almidon y los convierten en
aminoacidos y azlcares para el consumo.
= El metabolismo secundario utiliza compuestos acidos para suprimir las vias
metabdlicas, otorgando la capacidad al Aspergillus oryzae de modificarse de
acuerdo con su ambiente actual, son capaces de aumentar o disminuir su
aptitud para permitir una eficiencia metabdlica éptima.

El Aspergillus oryzae la fermentacion en sustrato solido (SSF), un proceso
utilizado para hacer diferentes tipos de alimentos de la salsa de soja al sake y
vinagre debido a su capacidad de secretar enzimas utiles. Se utiliza en el cultivo de
sake rociandose sobre arroz, cebada o soja y fermentado a una temperatura ideal
inferior a 45 °C, se espolvorea sobre el grano y el hongo (llamado tane kojio “semilla
koji” por los japoneses) crece en el grano cocido al vapor, que luego aumenta la
temperatura y el nivel de humedad para permitir la propagacion.

26



Las enzimas que segrega descomponen los almidones y proteinas dentro de
los granos y lo convierten en aminoacidos y azucares, micelios debidamente
cultivados se caracteriza por filamentos blancos esponjosos que cubren el exterior.

Tabla 1.7: Taxonomia del Aspergillus oryzae.

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae
Genero: Aspergillus
Especie: Aspergillus oryzae

1.6.3. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DEL Lactobacillus delbrueckii

Los Lactobacillus son bacilo microaerofilos de un género de bacterias Gram
positivas anaerobias aerotolerantes, denominadas asi debido a que la mayoria de
sus miembros convierten la lactosa y algunos monosacéridos en &cido lactico,
dando lugar a la fermentacion lactica de dos tipos:

a) Homofermentativos: dan lugar a acido lactico como producto principal de
fermentacion, algunos ejemplos son los Lactobacillus.

b) Heterofermentativos: producen ademas de &acido lactico, dioxido de
carbono, etanol y otros productos volatiles; como el Lactobacillus fermenti.

La produccion de acido lactico hace gue su ambiente sea &cido, lo cual inhibe
el crecimiento de bacterias patégenas. Algunas especies de Lactobacillus se usan
industrialmente para la produccion de yogur y de otros alimentos fermentados; son
los Unicos seres vivos que no requieren hierro para vivir y tienen una tolerancia
extremadamente alta al peroxido de hidrégeno.

En su metabolismo, los lactobacilos van de la vida anaerobia a la aerobia.
Estos microorganismos carecen de sistemas de citocromos para ejecutar la
fosforilacién oxidativa y no poseen enzimas superéxido dismutasas ni catalasas.
Los miembros de este género transforman glucosa, hexosas aldehidicas similares,
carbohidratos y alcoholes polihidroxilicos, en acido lactico por fermentacion.

El Lactobacillus delbrueckii es una bacteria en forma de bacilo (bastoncillo),
gram positiva y son inmdviles, comun para la especie es su capacidad de fermentar
sustratos de azucar en acido lactico levagiro (90% en su transformacién) de manera
anaerobica, por término medio la sacarosa y la maltosa. Hay cuatro subespecies
diferenciadas por sus metabolitos y su genética interna conocida hasta la fecha.
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Las propiedades que definen a Lactobacillus delbrueckii como una bacteria
homofermentiva de &cido lactico no estan limitadas por su producto final metabdlico.

Tabla 1.8: Taxonomia del Lactobacillus delbrueckii.

Dominio: | Bacteria

Grupo: Terrabacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales

Familia: Lactobacillaceae
Genero: Lactobacillus
Especie: | L. delbrueckii

Como habitante de productos lacteos fermentados y productores de acido
lactico, el Lactobacillus delbrueckii es la causa de su ambiente &acido, los
requerimientos nutricionales se adaptan al ambiente de la bacteria; incluyendo a
aminoacidos, vitaminas, carbohidratos y acidos grasos insaturados. Tiene una
temperatura 6ptima de crecimiento de 40 a 44 °C en condiciones anaerobias. Los
requerimientos de nutrientes incluyen: fosfato de piridoxamina, acido timidinico,
caseina, e histidina y las series de péptidos son estimulantes para su crecimiento.

1.7. FERMENTACION LACTICA Y MICROORGANISMOS FERMENTADORES

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representado
por varios géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y metabdlicas en
comun. En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no
moviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y
benzidina negativas, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y
producen acido lactico como principal producto de fermentacién de carbohidratos.

Ademas, las BAL son acido tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de
pH tan bajos como 3.2, otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crece a pH
entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios donde otras
bacterias no aguantarian la aumentada actividad producida por acidos organicos.

La produccion biotecnoldgica esta basada en la fermentacion de sustratos
ricos en carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar
enantiomeros D(-) o L(+), 6pticamente activos. La produccion biotecnolégica
depende del tipo de microorganismo utilizado, la inmovilizacion o recirculacion del
microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de nitrogeno,
el modo de fermentacion empleado y la formacion de subproductos.
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En el uso de bacterias para la produccion de &cido lactico por fermentacion
se prefiere que sean termdfilas, que fermenten rapido y consuman la mayor
cantidad de sustrato de facil adquisicion, alto rendimiento en la formacion de acido
lactico L(+) con la adicién minima de nutrientes nitrogenados, que se desarrollen en
condiciones de valores de pH acidos, que tengan poca produccién de biomasa y
una cantidad pequefia de metabolitos secundarios.

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes esta basada en principio
en la morfologia, modo de fermentacién del sustrato (homo y heterofermentativas),
el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion del acido producido,
habilidad para crecer a alta concentracion de sal y tolerancia a cambios de pH.

Los microorganismos mas utilizados para obtener 4cido lactico son cocos y
bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, no esporulados, inmdviles y
catalasa negativo, pertenecientes a géneros Aerococcus, Tetragenococcus,
Carnobacterium, Vagococcus, Weissella, Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus
Streptococcus, Pediococcus y Enterococcus (Serna-Cock, L., 2005).

La mayoria de estos microorganismos BAL utilizan carbohidratos como las
hexosas necesitan requerimientos nutricionales complejos debido a su limitada
habilidad para sintetizar aminoacidos y vitaminas del grupo B (lactoflavina, tiamina,
biotina, acido nicotinico, acido pantoténico y &cido félico):

Existen dos tipos de fermentaciones lacticas:

a) Fermentacion homolactica. Todos los miembros del género Streptococcus,
pediococcus y muchas especies de Lactobacillus fermentan la glucosa
fundamentalmente para la obtenciéon de energia y donde el producto de
desecho es el acido lactico con poca acumulacién de otros productos finales.

El acido lactico se produce en condiciones anaerobias, la
fermentacion responde a la necesidad de la célula de generar la molécula
nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD+), que ha sido consumida en el
proceso energético de la glucolisis. En esta reaccion la célula transforma y
oxida la glucosa en un compuesto de tres atomos de carbono, el &cido
pirdvico se reduce a &acido lactico por acciébn de la enzima lactico
deshidrogenasa, obteniendo dos moléculas de ATP; sin embargo en este
proceso se emplean dos moléculas de NAD+ gue actian como aceptores de
electrones y pasan a formar el NADH (forma reducida de NAD+) actuando
como dador de electrones, pasa en la tercera etapa de la via glucolitica.

La fermentaciéon homolactica puede ademas dar lugar a una mezcla
de &cidos cuando existe una concentracién de glucosa limitante, cuando se
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incrementa el pH, se aumente la temperatura o se fermentan azlcares
diferentes a la glucosa; en este caso radica en el metabolismo del piruvato,
el cual ademas de producir &cido lactico produce formiato y acetil-CoA por la
enzima piruvato formiato liasa.

b) Fermentacidn heterolactica. En este tipo de fermentacion solo la mitad de
la glucosa se convierte en acido lactico, el resto se transforma en una mezcla
de anhidrido carbénico (CO2z), &cido férmico, acido acético, etc. Algunas
bacterias lacticas carecen de la enzima fructosa-1,6-P aldolasa, por lo que
no pueden utilizar la ruta glucolitica para el metabolismo de hexosas. En este
caso los azucares se pueden incorporar a la ruta de las pentosas fosfato. A
grandes rasgos se puede establecer una similitud entre esta ruta y la
glucolisis. Las reacciones son diferentes, pero se pueden estructurar en
fases con mismas funciones, algunas bacterias heterolacticas son del género
Leuconostoc y Lactobacillus en diferentes condiciones a su fermentacion.
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Figura 1.15: Fermentaciones homolactica y heterolactica. (Stanier, R., 2011).
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CAPITULO II.

METODOLOGIAS DE ANALISIS
PARA LA OBTENCION DE
ACIDO LACTICO.
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En el presente capitulo se detallaran las metodologias de los procedimientos
experimentales empleados en la investigacion: incluyendo la metodologia de
inoculacién de Aspergillus oryzae y Lactobacillus delbrueckii, la determinacion de
las propiedades de la cascara de platano, la verificacion de los procesos de
transformacion investigados cuantificando carbohidratos totales, carbohidratos
reductores totales, carbohidratos no reductores, y acido lactico; exponiendo tanto
los parametros de operacion controlados como estudiados en el desarrollo de los
procedimientos. Se detalla el equipo utilizado para la produccién de acido lactico y
la metodologia de calculo del rendimiento del proceso.

2.1. PRETRATAMIENTO DE LA CASCARA DE PLATANO

Segun Barrientos, L.E. (2016), los procedimientos que se deben de realizar
posterior a la recoleccion de la muestra de cascara de platano son los siguientes:

a) Acondicionamiento de la cdscara de platano: la materia prima es lavada
y posteriormente clasificada por su estado, eliminando los restos de basura.
Una vez realizado el acondicionamiento, la materia prima es procesada.

b) Tratamiento fisico de la cascara de platano: La reduccion del tamafio de
la materia prima es uno de los métodos efectivos para aumentar la
accesibilidad de las enzimas a la lignocelulosa, utilizando la molienda se
logra reducir el tamafio de las particulas y la cristalinidad de la lignocelulosa,
aumentando el &rea de superficie y reducir el grado de polimerizacion.

El pretratamiento permitié que el rendimiento en la hidrdlisis de la cascara de
platano aumentara, existen diferentes métodos desarrollados para diversas clases
de sustratos; sin embargo, ningin método de pretratamiento propuestos se puede
aplicar en forma genérica a diferentes materias primas (Claassen, P., 1999).

Tabla 2.1: Métodos de pretratamiento para hidrdlisis de cascara de platano (Claassen, P., 1999).

Métodos Procedimiento Observaciones
Secado Deshidratacion Deshidratacion del susthrg';gsen horno a 65 °C por 24
Pulverizado Molienda Reduccion de tamafio de particula hasta obtener un polvo
mecanico entre 37 um (U.S. Mesh 400) y 105 pym (U.S. Mesh 140).

|. Determinacién de porcentaje de humedad (método en estufa de aire).
Referencia: Instituto Nacional de Normalizacién (INI), NCh 841 OF78.

El método se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de masa
de la muestra desecada hasta su constancia en estufa de aire, se aplica a alimentos
sélidos, liquidos o pastosos no susceptibles a degradacion a temperatura superior
a 105 °C. Es inadecuado para productos con sustancias volatiles distintas del agua.
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Procedimiento: Método en estufa de aire

I. Efectuar el analisis por triplicado.

II. Colocar beaker de 250 ml por 1 hora en estufa a la temperatura de secado
del producto (65 °C).

lll. Empleando pinzas trasladar el beaker al desecador y enfriar de 30 a 45 min.

IV. Pesar el beaker en balanza semianalitica. Registrar (M1).

V. Pesar la muestra dentro del beaker. Registrar (M2).

VI. Colocar la muestra dentro de la estufa a 65 °C y tiempo de 24 horas.

VIl.Sacar la muestra de la estufa, enfriar en desecador durante 30 a 45 min.
Pesar la muestra desecada (M3).

El contenido en agua de la muestra se calcula por diferencia de peso y se
expresa en % de humedad (g de H20/100 g de muestra):
M2 — M3

M2 — w1 o0

%H =

2.2. PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE CASCARA DE
PLATANO POR HIDROLISIS QUIMICA Y FERMENTACION LACTICA
CON Lactobacillus delbrueckii

Para llegar a obtener 4cido lactico a partir de cadscara de platano es necesario
reducir las cadenas de almidén que componen el sustrato, es por ello que se lleva
a cabo una hidrdlisis, que convertird al carbohidrato en azlcares reductores.

Segun Villa-Veléz, H. (2012), las mejores condiciones para realizar una
hidrélisis mas eficiente de las cascaras de platano, pueden darse a temperaturas
altas o bajas, para la variable concentracion de acido sulfirico (H2SO4) no fue
encontrado un efecto significativo sobre la respuesta, sin embargo, la variable de
concentracion de la cascara por mililitro de acido esta sujeta a la concentracion de
acido sulfurico donde fue observado una fuerte influencia sobre las respuestas.

El proceso de hidrolisis quimica se llevo a cabo dentro de un autoclave
Tuttnauer, modelo 3870EL-D, a una temperatura de 121 °C y presion de 15 psi, en
una relaciéon de 2:1 para el acido sulfarico 5% p/v y gramos de cascara de platano
molida, respectivamente. Luego de la hidrdlisis acida se reajusté el pH del medio
para que éste esté en condiciones para llevar a cabo la fermentacién lactica; este
ajuste de pH se hizo con KOH al 10 N.

Existen dos tipos de fermentaciones que se llevan a cabo en las industrias
alimenticias: cultivo en estado solido (SSF: solid state fermentation) y cultivo
sumergido (SmF: submerged fermentation). En el primero el sustrato a transformar
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por el microorganismo es un solido, en el segundo, los nutrientes se encuentran en
forma soluble en un medio liquido (Aidoo, K., 1982; Hesseltine, C., 1972). En los
SmF los microorganismos se desarrollan flotando libremente en el volumen de
medio de cultivo o formando agregados mas o menos esféricos (pellets) en el caso
de los cultivos de hongos (Conalepfelixtovar, 2012).

La fermentacion con Lactobacillus delbrueckii se desarroll6 en cultivo
sumergido en un reactor diferente al que se realizara la hidrélisis acida, pero se
fortificd con ciertos compuestos para crear un nuevo medio de cultivo que cuente
con los nutrientes necesarios para el desarrollo de esta bacteria; este cultivo
sumergido fue anaerobio y discontinuo, en donde los microorganismos crecen a
partir de una limitada cantidad de medio hasta que se agota un nutriente esencial o
se acumulan productos téxicos hasta inhibir crecimiento (Conalepfelixtovar, 2012).

2.3. PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE CASCARA DE
PLATANO POR HIDROLISIS ENZIMATICA CON Aspergillus oryzae Y
FERMENTACION LACTICA CON Lactobacillus delbrueckii

El almidén es una larga cadena de monosacaridos que estan unidos gracias
a enlaces glucosidicos; la enzima producida por el Aspergillus oryzae, a-amilasa,
se encargara de romper estos enlaces, creando maltotriosa y maltosa a partir de la
amilosa, y maltosa, glucosa y a-dextrinas a partir de amilopectina (Sierra, C., 2012).

Para este estudio se ha escogido trabajar con cultivo en estado sélido, de
este tipo de fermentacién se distinguen dos clases, la primera se refiere a aguellos
cultivos en los que el material sélido, insoluble en agua y humedecido, actua al
tiempo como principal fuente de nutrientes y como soporte fisico para el
microorganismo, en ocasiones el sustrato es enriquecido con nutrientes adicionales
para mejorar la produccion (Kumar, P., 1987; Lonsane, B., 1985; Rao, P., 1993). En
la segunda clase se consideran los cultivos en los que el soporte es un sélido
nutricionalmente inerte que actida Unicamente como lugar de anclaje del
microorganismo, y que, para el cultivo, se embebe en una solucion nutritiva
(Pastrana, L., 1996). El primer tipo de fermentacién con cultivo sélido, donde el
soporte del microorganismo coincide con el sustrato, método adoptado para realizar
la hidrélisis de la cascara de platano.

Siendo las enzimas a-amilasa y $-amilasa producidas por el hongo las que
hidrolizan las cadenas de carbohidratos presentes en la cascara de platano, se
propone primeramente trabajar la formacion de un extracto enzimatico, colocando
5 gramos de cascara molida en 20 ml de una solucion nutritiva (metodologia se
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expondra en el capitulo 3) e inoculando con 1 ml de Aspergillus oryzae dentro de
un erlenmeyer de 250 ml, siendo incubado el tiempo 6ptimo para la formacion de
enzimas, este extracto enzimatico se coloca después en una cierta cantidad de
cascara molida de platano para dar paso a la formacion de azlcares reductores.

Resumiendo: el proceso de hidrdlisis enzimatica consiste inicialmente en la

obtencién de un extracto enzimético que se adiciona posteriormente a una cierta
cantidad de cascara molida de platano para que hidrolice el almidén presente.

Segun Lonsane, B., (1985), algunas variables que condicionan los cultivos

en estado sélido y deben ser tomadas cuenta son:

Contenido en humedad del sustrato: se encuentra en funcién de la
naturaleza del mismo, los requerimientos del microorganismo y el tipo de
producto final, muy relacionado con la actividad del agua (a,,). La humedad
para el Aspergillus oryzae en el crecimiento del hongo son del 40% y en el
crecimiento de las enzimas producidas son del 70% (Sanchez, S., 2017).
Temperatura: una consecuencia del metabolismo de los microorganismos
es una elevacion de la temperatura de los fermentadores, en mayor medida
en zonas internas del sustrato; afectando el crecimiento, germinacién de las
esporas y la formacion del producto. En condiciones de laboratorio el calor
generado se disipa sin dificultad, siendo necesario un aporte externo de
energia para mantener una temperatura adecuada para los cultivos; el
crecimiento del Aspergillus oryzae se trabajé en una incubadora (Lab Gravity
Convection Incubator, Precision Scientific-Modelo 4) a temperatura de 32 °C,
ya que la temperatura 6ptima para la formacion de amilasas con el hongo es
de 30 a 35 °C (Sanchez, S., 2017), y para la activacion de las enzimas se
realiz6 un bafio maria a las temperaturas de 37 °C y 67 °C por cuarenta
minutos cada una, ya que son las temperaturas 6ptimas para la produccion
de las a-amilasas y p-amilasas, respectivamente.

Aireacion y agitacion: la aireacion depende del tipo de microorganismo y el
estado del sustrato (fermentacién en estado sélido), el grado de eliminacion
tanto del calor como del CO: y el espesor de la capa de sustrato empleada.
La aireacion se dio dentro de los Erlenmeyer ya que los tapones fueron de
gazay papel crepe (permite el paso de oxigeno). La agitacion se llevo a cabo
de forma mecanica con agitador magnético en el momento que se adiciono
el extracto enzimético a la cascara de platano molida.

. pH: el control de este parametro se vuelve un poco dificil para este tipo de

cultivos, pero poseen una relativa estabilidad con el indicador; en ocasiones
resulta conveniente realizar la humectacion del sustrato con soluciones
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tampodn para evitar cambios de pH en &reas localizadas, sobre todo en los
casos en que los cultivos no se someten a agitacion y la fuente de nitrégeno
se suministra como sales de amonio, circunstancias que promueven bruscos
descensos de pH. (Torrado, A., 1993). Se realizaron las lecturas de pH en el
rango entre 5y 7 al extracto enzimatico con la ayuda del pHmetro Fisher
Scientific Accumet basic AB15 Plus, posterior al método DNS.

Posterior a la hidrélisis con Aspergillus oryzae se realizé la fermentacion
lactica con Lactobacillus delbrueckii en un reactor diferente al empleado en la
hidrélisis enzimatica, con cultivo sumergido, asegurando que el medio tenga las
condiciones necesarias para el buen crecimiento de la bacteria y de acido lactico.

2.4. NECESIDADES NUTRICIONALES DE LOS MICROORGANISMOS A
INOCULAR

Cumplir las necesidades nutricionales de los microorganismos es esencial
para la produccién de metabolitos deseados como precursores del acido lactico.

2.4.1. Aspergillus oryzae

Un cultivo solo crecerd en un medio de cultivo si contiene todos los nutrientes
necesarios en una forma disponible y si son adecuados el resto de los factores del
medio ambiente (Conalepfelixtovar, 2012). Los residuos agroindustriales son
consideran generalmente los mejores sustratos para procesos de fermentacion en
estado solido, la produccion de enzimas por SSF no es excepcién (Ellaiah, P. 2002).

Los microorganismos aerobios en general necesitan fuentes de vitaminas,
minerales, agua, nitrégeno, energia, carbono, oxigeno (Hernandez, A., 2003):

a) Fuente de energia: en su mayoria los microorganismos aprovechan los
compuestos de carbono como fuente de energia, los mas empleados son los
carbohidratos, que tienen la ventaja de ser ademas fuente de oxigeno,
hidrogeno y energia metabdlica.

b) Fuente de nitrégeno: el nitrdgeno es un elemento importante en la
composicién de los microorganismos, pude tener dos origenes, nitrdgeno
organico (aminoacidos, urea, proteinas, pirimidinas, purinas) y nitrégeno
inorganico (amonio, nitrato, nitritos, gas amonio, nitrégeno molecular).

c) Fuentes de otros elementos: se requieren de otros elementos en menor
cantidad para la subsistencia de los microorganismos, por ejemplo, los
fosfatos que constituyen la fuente de fésforo que actuara como buffer (se
agregan en exceso para que no se agoten en el proceso), otros elementos
son azufre, potasio, magnesio, calcio, cloro (como macronutrientes); y
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cobalto, cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc (como micronutrientes),
generalmente se encuentran presentes como impurezas en otros.

d) Factores de crecimiento: son necesarios para el crecimiento de los
microorganismos, hay que adicionarlos ya que muchos no pueden
sintetizarlos, se clasifican en vitaminas (tiamina, biotina, acido nicotinico,
riboflavina, piridoxal, etc.), aminoacidos (arginina, lisina, triptéfano, acido
glutamico, etc.), factores miscelaneos (acidos grasos, Tween 80, esteroles).
Se tomo6 como base para la construccion del medio de cultivo del Aspergillus

oryzae la tabla nutricional del arroz, ya que en este cereal es muy utilizado como

sustrato del Aspergillus para la produccién de alimentos fermentados. El porcentaje
de carbono en el arroz japonés es 91% y 9% de proteina.

Tabla 2.2: Contenido nutricional de variedades de arroz (FAO, 2004).

Tipo de arroz | Proteina (g/100 g) | Hierro (mg/100 g) | Cinc (mg/100 g) | Fibra (g/100 g)
Blanco pullido 6.8 1.2 0.5 0.6
Integral 7.9 2.2 0.5 2.8
Rojob 7.0 55 3.3 2.0
Parpura 8.3 3.9 2.2 1.4
Negro 8.5 3.5 - 4.9

Tabla 2.3: Cantidades nutricionales minimas para crecimiento del Aspergillus oryzae (Hernandez, A., 2003)

Compuesto Cantidad minima | Fuente de medio
Fuente de carbohidratos Almidon, azdcares 25 g/L Céscara de platano
reductores
Fuente de Nitrégeno Proteina 2.25g/L Cascara de platano
Fuente de manganeso MnSO4 0.05 g/L Enriquecido
Fuente de calcio CaCOs3 0.005 mg/L directamente

2.4.2. Lactobacillus delbrueckii

Los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los
requerimientos nutricionales, los medios en que se desarrollan deben contener
ciertos macro y micro nutrientes para que los procesos metabodlicos y de crecimiento
realizados por los microorganismos se concreten sin problema (Barragan, A., 2012).

La familia BAL no requieren carbohidratos como fuente de energia y de
carbono solamente, sino también de nucle6tidos, aminoacidos y vitaminas para su
crecimiento en un medio definido (Hébert, E., 2004). Segun Samaniego, L. (2000),
generalmente estos requerimientos variados suelen suplirse cuando el medio de
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cultivo contiene carbohidratos fermentables, peptona, extracto de carne y extracto
de levadura por eso, estos compuestos se incluyen en el medio Man, Rogosa,
Sharpe (M.R.S.). Segun Wang, M. (2010), la composicién aproximada de la cascara
de platano verde (tabla 2.4); se presenta la siguiente tabla para llevar a cabo la
fermentacion con Lactobacillus delbrueckii para un litro de agua destilada:

Tabla 2.4: Cantidades nutricionales minimas para el Lactobacillus delbrueckii (Hernandez, A., 2003).

Cantidad Fuente en medio
Compuesto - :
minima fermentativo
Hidrolisis del almidon de
Fuente de carbono Azucares reductores 25 g/L , i
la cascara de platano
Fuente de Nitrégeno Proteina 5g/L Céscara de platano

Complejo B (B1,Bs,B12) | Extracto de levadura 14 g/L

Fuente de fosforo KoHPO4 1lg/L Enriquecido

Fuente de magnesio MgSOg4 0.58 g/L directamente
Fuente de manganeso MnSO4 0.2g/L

2.5. METODOLOGIA DE INOCULACION DE LOS MICROORGANISMOS

Un in6culo es una concentracion definida de microorganismo capaz de

garantizar las condiciones Optimas de fermentacion en un volumen dado de sustrato
para obtener el maximo de viabilidad de microorganismo y evitar pérdida de
metabolitos de interés. El valor del in6culo dependera del microrganismo, tipo de
medio, proceso de fermentacion y valor de metabolito deseado; en la preparacion
del inéculo se implica el desarrollo de una poblacién de microorganismo desde su
estado de conservacion hasta obtener la suspension viable y apta para reproducirse
y producir metabolitos. Etapas de preparacion del indculo (Prescott, L., 2002):

Reactivacién del microorganismo: Es la etapa secuencial de activacion
del microorganismo puro, que inicia con la conservacion de este ultimo, para
hacerlo viable para sus usos posteriores. Estos pueden estar conservados
en crioviales, en suspension, liofilizado, tubos de agar inclinados, etc.
Dependiendo de su método de conservacién, serd su procedimiento de
activacion que puede ser desde la hidratacion con agua destilada estéril para
luego promover su crecimiento con medios de cultivo liquidos enriquecidos
y se incuba de acuerdo las condiciones idoneas del microrganismo.
Etapa de adaptacion del microorganismo: Esta etapa tiene como objetivo
gue el microorganismo crezca dentro del sustrato, no siendo el medio ideal:
a) Primera fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 50%
del medio ideal para el microorganismo y se le agrega el otro 50% del
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sustrato (tomando como base la cantidad de azucares del medio ideal
como el 100%), ajustar pH al del medio ideal con NaOH 1 NGO HCI1 Ny
esterilizar a 121 °C y 15 psi; tomar un indculo del microorganismo para la
adaptacion de la etapa de reactivacion y sembrar en el medio preparado
en una relaciéon 1:9, incubar a la temperatura 6ptima de crecimiento por
48 horas, después se coloca el medio con el microorganismo en
refrigeracién a 4 °C hasta su uso (puede durar 7 dias).

b) Segunda Fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 25%
del medio ideal para el microorganismo y se le agrega el otro 75% del
sustrato (tomando como base la cantidad de azucares del medio ideal
como el 100%), ajustar pH al del medio ideal con NaOH 1 NGO HCI1 Ny
esterilizar a 121 °C y 15 psi; tomar un indculo del microorganismo para la
adaptacion de la etapa de la primera fase y sembrar en el medio
preparado en una relacion 1:9, incubar a la temperatura Optima de
crecimiento por 48 horas, después se coloca el microorganismo con el
medio en refrigeracién a 4 °C hasta su uso (puede durar 7 dias).

Propagacién y cosecha del microorganismo en medio sélido: Se toma
el microorganismo de la etapa de adaptacion de la segunda fase y se coloca
por extendido en placa Petri o botellas Roux conteniendo medio de cultivo
nutritivo sélido (agar), incubar a las condiciones idéneas del microorganismo
hasta que se prolifere el crecimiento de este. La cosecha se realiza después
de la proliferacién del microorganismo por medio de lavado con solucién
salina y perlas de ebullicién y se recolectan los lavados en un frasco para
luego estandarizar la concentracién de esta solucion con microorganismo
gue posteriormente sera la que servira como inoculo.

. Estandarizacion del microorganismo: Se involucra la solucién cosecha de

microorganismo para encontrar su concentracion en unidades formadoras de
colonias (UFC), se determinara por método directo de cuantificacion de
células en una cascada de dilucién en solucidon salina hasta donde sea
posible la cuantificacion de la poblacion de microorganismo en placa Petri
(entre 30 y 300 UFC) por vertido en placa. Esta etapa es fundamental para
tener reproducibilidad a la hora de realizar las fermentaciones.
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T

1/10  1/100 17103 17/10*  1/10° 1/10°
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Conteo  Factor  concentracion de
Placa  dilucion  microorganismo en
por mililitro en la muestra
original
Figura 2.1: Procedimiento de estandarizacidon de microorganismos (Akerberg, C., 1998).
Es importante conservar los microorganismos de trabajo con viabilidad
durante un periodo de tiempo, los cultivos de microorganismos con determinadas

caracteristicas son esenciales para la mayoria de los ensayos de microbiologicos.

Conservar un cultivo es un requisito indispensable para buenas practicas de
laboratorio, los microorganismos tienen una tendencia inherente a mutar cuando se
le subcultiva con frecuencia, con la finalidad de mantener las cepas durante largos
periodos de tiempo sin que se produzcan cambios en éstas. Hay varios métodos
para conservar microorganismos dependiendo el tiempo que se les desee mantener
viables y de sus caracteristicas fisioldgicas: métodos de largo y corto plazo.

Congelacion: las células no disponen de

agua en forma liquida, lo que impide su
crecimiento.

LARGO PLAZO

Liofilizacion: el agua es eliminda de una
sustancia congelada.

Métodos de

conservacion de
microorganismos

Subcultivo: repique periédico del cultivo
en medio nutritivo fresco.

CORTO PLAZO

Capa de aceite: se cubre completamente
el cultivo después de su desarrrollo.

Figura 2.2: Métodos de conservacion de microorganismos.
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2.5.1. INOCULADO DE Aspergillus oryzae EN CASCARA DE PLATANO PARA
LA HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ALMIDON

Antes de la incubacion es importante que los requerimientos nutricionales
del sustrato se cumplan en el medio, el pH y las condiciones ambientales estén
controlados. La cepa del microorganismo Aspergillus oryzae que se utilizara para el
estudio de produccién de azucares fermentables a partir del almidon de la cascara
de platano en una presentacion de bolsa de 10 gramos de microorganismo
liofilizado. Se utilizaron agar y caldo Sabouraud 2% dextrosa, consultar: “Anexo 4:
Datos técnicos de reactivos utilizados”.

Para la inoculacién es necesario preparar los reactivos que seran utilizados
en el procedimiento de inoculacion: Solucion salina pH 6: NaCl al 0.9% p/v, sulfato
de manganeso 0.05 g/L, extracto de levadura (consultar: “Anexo 4: Datos técnicos
de reactivos utilizados”); 14 g/L, acido citrico 2 N como regulador de pH,
polisorbato 80 0.5% p/v. Etapas de inoculacién del proceso (Prescott, L., 2002):

|. Etapa de reactivacién del microorganismo: pesar 1 gramo de Aspergillus

oryzae liofilizado y colocarlo en 100 ml de caldo Sabouraud; incubar por 72

horas a 32 °C. Después de incubado, se puede guardar el cultivo madre en

refrigeracion (de 4 a 8 °C) por 30 dias.
Il. Etapa de adaptacién del microorganismo:

a) Primera fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 50%
de caldo Sabouraud (10 g/L) y se le agrega el otro 50% (27.78 g/L) de
cascara de platano (tomando como base la cantidad 20 g/L de azlcares
del caldo Sabouraud como el 100%), ajustar pH entre 5.7 + 0.2 con NaOH
1 N o HCI 1 N vy esterilizar a 121 °C y 15 psi; tomar un indculo para la
adaptacion de la etapa de reactivacion y sembrar en el medio preparado
en unarelacién 1:9, incubar a la temperatura 32 °C por 48 horas, después
se coloca el medio con el microorganismo en refrigeracion a 4 °C hasta
su uso (puede durar 7 dias).

b) Segunda Fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 25%
del caldo Sabouraud (5 g/L) y se le agrega el otro 75% (41.67 g/L) de
cascara de platano (tomando como base la cantidad 20 g/L de azUcares
del caldo Sabouraud 100%), ajustar pH 5.7 = 0.2 con NaOH 1 N o HCI
1 Ny esterilizar a 121 °C y 15 psi; tomar un in6culo del microorganismo
para la adaptacién de la etapa de reactivacion y sembrar en el medio
preparado en una relacion 1:9, incubar a la temperatura 32 °C por 48
horas, después se coloca el microorganismo con el medio en
refrigeracion a 4 °C hasta su uso (puede durar 7 dias).
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lll. Propagacion y cosecha del microrganismo: del cultivo donde se ha
adaptado el microorganismo en la segunda fase, se tomara 1 ml y se
inoculara por extendido en placa sobre una caja Petri (diametro 90 mm y
altura 20 mm) contiendo aproximadamente 20 ml de agar Sabouraud; luego
sellar la placa y cultivar a 32 °C hasta que el microorganismo esporule y
cubra toda la placa (aproximadamente 7 a 14 dias). De las cajas Petri con el
Aspergillus oryzae esporulado se recolectara y suspenderan en la solucion.

IV. Estandarizacién del microorganismo: se realizan diluciones sucesivas de
10?1 a 10! en solucién salina y se sembraran por el método de vertido en
placas por triplicado conteniendo agar Saboraud en condiciones estériles;
bajo cabina de flujo laminar, luego incubar las placas a 20 °C por 5 dias.

V. Recuento de colonias en placa: se escogen las placas de la dilucién que
permita contabilizar adecuadamente las que muestren entre 30 y 300
colonias (debera ser el promedio del conteo de las placas que se llevo por
triplicado en cada dilucion), los resultados se expresan en unidades
formadoras de colonias por gramos (UFC/ml).

Ufc.ml ! = N°de colonias en placa(entre 30 y 300) = inverso de la dilucion * 10

VI. Inoculacion: de la solucién estandarizada se inocula al 10% en base al
volumen del medio semisolido del biorreactor y se homogenizara antes de
colocarlo a fermentar de manera semisélida (condiciones aerdbicas).

2.5.2. INOCULADO DE Lactobacillus delbrueckii PARA LA FERMENTACION
LACTICA EN LICOR DE HIDROLISIS ACIDA O ENZIMATICA

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron M.R.S. Caldo y M.R.S. Agar:
fueron desarrollados por Man, Rogosa y Sharpe (de ahi el nombre) para proveer un
medio que pudiera evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y de otras
bacterias acido lacticas. EI medio de cultivo permite un abundante desarrollo de
todas las especies de lactobacilos. La peptona y glucosa constituyen la fuente de
nitrogeno, carbono y otros elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. El
monoleato de sorbitan, magnesio, manganeso y acetato, aportan cofactores y
pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de amonio actla
como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias gram negativas.

Se utilizé6 agar y caldo M.R.S., consultar: “Anexo 4: Datos técnicos de
reactivos utilizados”. Etapas de inoculacion del proceso (Prescott, L., 2002):

|. Siembra, caracteristicas y especificaciones del microorganismo
Lactobacillus delbrueckii: para realizar el proceso fermentativo se utilizo el
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cultivo liquido WLP677 Lactobacillus delbrueckii, marca White Labs, con
namero de lote: 1033431. Los medios de cultivo a utilizar seran caldo y agar
M.R.S. Para la inoculacién es necesario preparar los reactivos que seran
utilizados en el proceso de inoculacion: solucién buffer pH 6.0 y glicerina.

. Etapa de reactivacion del microorganismo: se inoculan 5 ml de cultivo

liquido WL677 en 50 ml de caldo M.R.S. y se incubara a 40 °C durante 72
horas. Se guardard el cultivo madre en refrigeracion (de 4 a 8 °C) por 7 dias.
Etapa de adaptacion del microorganismo.

a) Primera fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 50%
de caldo M.R.S. (10 g/L) y se le agrega el otro 50% (312.5 ml/L) del licor
hidrolizado de la cascara de platano por accion enzimatica (tomando
como base la cantidad 20 g/L de azucares del caldo M.R.S. como el
100%), ajustar pH 6.5 £ 0.2 con NaOH 1 N 6 HCI 1 N y esterilizar a
121 °Cy 15 psi; tomar un indculo del microorganismo para la adaptacion
de la etapa de reactivacion y sembrar en el medio preparado en una
relacion 1:9, incubar a la temperatura 40 °C por 48 horas, después de la
incubacion colocar el medio con el microorganismo en refrigeracion a
4 °C hasta usarse (el microorganismo puede vivir 7 dias en refrigeracion).

b) Segunda Fase: se prepara un nuevo medio de cultivo, tomando un 25%
del caldo MRS (5 g/L) y se le agrega el otro 75% (468.7 ml/L) del licor
hidrolizado de la cascara de platano por accion enzimética (tomando
como base la cantidad 20 g/L de azucares del caldo M.R.S. como el
100%), ajustar pH 6.5 £ 0.2 con NaOH 1 N 6 HCI 1 N y esterilizar a
121 °Cy 15 psi; tomar un in6culo del microorganismo para la adaptacion
de la primera fase y sembrar en el medio preparado en una relacion 1:9,
incubar a 40 °C por 48 horas, después de la incubacién colocar el medio
con el microorganismo en refrigeracién a 4 °C hasta usarse.

IV. Propagacion y cosecha del microrganismo: del cultivo de adaptacion de

VI.

la segunda fase se toma 1 ml y se inocula por extendido en placa sobre una
caja Petri (diametro 90 mm y altura 20 mm) contiendo aproximadamente
20 ml de agar MRS; se cultiva a 40 °C por 72 horas y se recolecta.

Estandarizacion del microorganismo: se realizan diluciones sucesivas de
10 ta 10 ! en solucién buffer y se sembraran por el método de vertido en
placas de Petri por triplicado, conteniendo agar M.R.S. esterilizadas bajo
cabina de flujo laminar; luego incubar placas a 40 °C por 48 horas.

Recuento de colonias en placa: se escogen las placas de la dilucion que
permita contabilizar adecuadamente las que muestren de entre 30 y 300
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colonias (debe ser el promedio del conteo de las placas que se llevo por
triplicado en cada dilucién), los resultados se expresan en unidades
formadoras de colonias por gramos (UFC/ml)

Ufc.ml ! = N°de colonias en placa(entre 30 y 300) = inverso de la dilucion * 10

La solucion estandarizada de trabajo (cosecha del microorganismo) se
ocupara como el inoculo a una concentracion del 2% v/v con respecto al volumen
del biorreactor a condiciones de fermentacion sumergida (anaerdbicas).

VIl.Conservacion del microrganismo: después se efectuara una inoculacion
de 5 ml del cultivo reactivado en 45 ml de caldo M.R.S conteniendo el 10%
(v/v) de glicerol, se colara este caldo inoculado en crioviales de 1 ml;

posteriormente se guardara estos crioviales en ultra congelador a -70 °C.

2.6. METODOLOGIA DE VERIFICACION DE PROCESOS QUIMICOS Y
METABOLICOS PROPUESTOS UTILIZANDO LOS PARAMETROS DE
OPERACION DEL BIORREACTOR EN CADA ETAPA

La verificacion de los procesos quimicos y metabdlicos se realizdé segun la
tabla 2.5, para verificar avance acorde al tiempo hasta concentraciones constantes.

Tabla 2.5: Metodologias de verificacidn procesos quimicos y metabdlicos propuestos.

Tipo de Etapas en T Verificacion de procesos propuestos
Procesos - pH " - p
muestra biorreactor | (C) Metodologia Tiempo | Método

|. Determinacion o

2 s O Carbohidratos Ar;f;gsl S}
3 25 Hidrélisis 21 | Na Totales P 2
o 5 = quimica Il. Determinacion K]
c o5 o Cada 5 =
IS :g Azlcares B @
% 2 g Reductores g
< 53 IIl. Determinacion | Antes del s}
® T% £ Fermentacion Azucares proceso y =
\% i Lactobacillus | 40 | 6.5-7.0 Reductores al finalizar :
O o delbrueckii IV. Determinacién | Cada 12 @
N Acido Léctico horas w

|. Determinacion @

2 8 8 o Carbohidratos | ~ANtes del r
= = Hidrolisis con Totales proceso ‘D
> PR Aspergillus 32 | 5.0-70 [ Determinacid -
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Determinacion de carbohidratos totales por espectrofotometria visible
(método de fenol-sulfarico). Cristancho, L., Monroy, R. (2014).

La medicibn de la concentracion de carbohidratos solubles por

espectrofotometria se basa en la utilizacion del método colorimétrico de fenol-
sulfarico (consultar: “Anexo 4: Datos técnicos de reactivos utilizados”), que
depende de la deshidratacion de sacéridos derivados de hidrolizados al furfural
visibles a 490 nm. Para hexosas (hidroximetil furfural, HMF) y para pentosas (metil
furfural).

La reaccion que se verifica en la metodologia de la tabla 2.6, es:

FENOL + H,S0,(concentrado) + CARBOHIDRATO ——— HMF (amarillo naranja)

a)

b)

Preparacion de la muestra: A 1 ml de alicuota de una solucién de hidratos
de carbono se mezcla con 1 ml de solucion acuosa al 5% de fenol en un
tubo de ensayo. Posteriormente, se afiade 5 ml de &cido sulfarico
concentrado rapidamente a la mezcla. Luego los tubos de ensayo se dejan
en reposo durante 10 min, se agitan durante 30 segundos y se colocan
durante 20 min en un bafio de agua a temperatura ambiente para el
desarrollo de color. El blanco y la solucion patron se preparan conforme al
procedimiento anteriormente descrito, utilizando el carbohidrato de interés.
Finalmente se lleva a una celda donde se deposita en el espectrofotometro
para programar la longitud de onda a 490 nm y se lee la absorbancia.
Preparacién de la curva patrén: Se procede a determinar las diferentes
concentraciones de la glucosa partiendo de 0.01 % que indica 0.1 gramos
en 1000 ml de agua. Los datos técnicos pueden consultarse en el “Anexo
4: Datos técnicos de reactivos utilizados”. Posteriormente se toman
alicuotas de 0.1; 0.2; 0.3 y se afora a 1.0 ml con agua destilada. Por ultimo,
se aflade el fenol y el acido sulfurico siguiendo la metodologia anterior, para
leer en espectrofotometro.

Resultados: Para leer los resultados de la muestra analizados, es
necesario graficar absorbancia vs concentracion de cada solucion estandar
preparada. La ecuacion de linealidad que arroje la grafica de la curva patron
se toma como referencia para calcular la concentracion del azucar presente
en la muestra. Luego se procede a medir la absorbancia de la muestra de
interés y graficar la tendencia del factor de correlacion lineal (R?), la
absorbancia de la concentracién conocida es la variable independiente. Ver
Tabla 3.2 de la Seccién 3.2.1.
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Tabla 2.6: Soluciones estandar para curva carbohidratos totales (Cristancho, L., 2014).

Patrén Fenol Concentracién
N° de Agua H,50,
glucosade 5% glucosa
tubos (ml) (ml)
0.1 g/L (ml) (ml) (ng/ml)
Blanco 0.0 1.0 1.0 5.0 0
1 0.1 0.9 1.0 5.0 10
2 0.2 0.8 1.0 5.0 20
3 0.3 0.7 1.0 5.0 30
4 0.4 0.6 1.0 5.0 40
5 0.5 0.5 1.0 5.0 50
6 0.6 0.4 1.0 5.0 60
7 0.7 0.3 1.0 5.0 70
8 0.8 0.2 1.0 5.0 80

Il. Determinacion de azUcares reductores totales por espectrofotometria
visible (método DNS). Cristancho, L., Monroy, R. (2014).

Los azucares reductores poseen un grupo carbonilo libre formando un grupo
hemiacetal que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros
compuestos. El método de Miller o DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) como reactivo
tiene la capacidad de oxidar los azUcares reductores mostrando un comportamiento
diferencial hacia mono y disacéaridos, dando resultados colorimétricos que se puede
medir con una longitud de onda de 575 nm, consultar: “Anexo 4: Datos técnicos
de reactivos utilizados”.

En disolucién alcalina el azucar se hidroliza produciendo un compuesto que
se reduce a un grupo nitro del DNS, para ser el producto mono amino
correspondiente. Esta reaccién da un producto colorido en soluciéon alcalina
(Southgate, D.A.T., 1991).

La reaccion que se verifica en la metodologia de la tabla 2.7, es:

OH O OH O

0
ON o

+3 R H _ - +3R

+3 OH- +2H:0
NO,

Figura 2.3: Reaccion de glucosa con DNS en medio alcalino (Southgate, D.A.T., 1991).

Un mol de azucar reacciona con un mol de acido 3,5-dinitrosalicilico, dando
lugar a una reaccion estequiomeétrica que permite conocer la cantidad de azucares
reductores presentes en la muestra. La reaccion es colorimétrica, el acido 3,5-
dinitrosalicilico es de color amarillo, mientras que la apariciéon de acido 3-amino, 5-
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nitrosalicilico provoca un viraje a pardo oscuro, cuya intensidad sera proporcional a
la cantidad de azucares reductores (Casablanca, E., 2009). Por esta razén, el
meétodo no es recomendable para muestras coloreadas.

a)

b)

Preparacion de la muestra: Se toma 1 ml de la solucion acuosa de la
muestra que haya sido filtrada con anterioridad, enseguida se adiciona 1ml
del reactivo de DNS y se calienta por 15 minutos en bafio maria a 100 °C.
Se deja enfriar y se diluyen con 10 ml de agua destilada. Se lee absorbancia
junto con el blanco a la misma longitud de onda que la curva patron.
Preparacién del reactivo del &acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS): Se
prepara afiadiendon 10 g de DNS y 300 g de tartrato de sodio y potasio (sal
de Rochelle) a 800 ml de NaOH 0.5 N y se calienta suavemente para
disolver los reactivos. El volumen se completa hasta 1 L con agua destilada.
Preparacion de la curva patron: Se procede a determinar las diferentes
concentraciones de la glucosa partiendo de 0.1 % que indica 1.0 gramos en
1000 ml de agua. Los datos técnicos pueden consultarse en “Anexo 4:
Datos técnicos de reactivos utilizados”. Posteriormente se toman
alicuotas de 0.1; 0.2; 0.3 y se completa a volumen para 1.0 ml con agua
destilada. Se aflade a cada tubo 1 ml del reactivo de DNS con agitacion
constante. Finalmente, se lleva a bafio maria a 100 °C durante 15 minutos
se deja enfriar y se afiade 10 ml agua destilada. Se determina la absorbancia
de cada tubo a 575 nm. Ver Tabla 3.3 de la Seccion 3.2.2.

Tabla 2.7: Soluciones estandar para curva carbohidratos reductores totales (Cristancho, L., 2014)

N° de Patron glucosa Agua DNS Agua Concentracion

tubos de 1.0 g/L (ml) (ml) (ml) (ml) (ug/ml)

Blanco 0.0 1.0 1.0 10.0 0
1 0.1 0.9 1.0 10.0 100
2 0.2 0.8 1.0 10.0 200
3 0.3 0.7 1.0 10.0 300
4 0.4 0.6 1.0 10.0 400
5 0.5 0.5 1.0 10.0 500
6 0.6 0.4 1.0 10.0 600
7 0.7 0.3 1.0 10.0 700
8 0.8 0.2 1.0 10.0 800

d) Resultados: Mismo procedimiento detallado para la determinacion de

carbohidratos totales por espectrofotometria visible (método fenol-sulfurico).

Determinacion de carbohidratos no reductores por método algebraico.

La cuantificacién de los azlcares no reductores se obtiene por diferencia

entre los carbohidratos totales y los azucares reductores totales. Método indirecto.
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ANR = CT — ART
Donde: ANR: Azucares no reductores, CT: Carbohidratos totales y ART: Azlcares
reductores totales.
V. Determinacion colorimétrica de acido lactico utilizando FeClz como
indicador por espectrofotometria visible. Pacios, A. (2009).

La cuantificacion de acido lactico se puede realizar por diferentes métodos.
En el trabajo se utilizara el método colorimétrico: se toman 10 ml de muestra,
se adicionan 5 ml de FeCls y se lleva a aforo de 50 ml con agua destilada.

Se prepara un blanco con agua para calibrar el equipo y se lee la absorbancia
en la muestra a A=435 nm. La solucion de cloruro férrico se prepara pesando 0.5 g
de FeCls, adicionando 1 ml de HCI 0.1 N y completando a 50 ml con agua destilada,
la lectura debe ser inmediata porque este reactivo se descompone rapido con la luz.

Consultar:: “Anexo 4: Datos técnicos de reactivos utilizados”.

Tabla 2.8: Determinacidn de acido lactico por colorimetria (Pacios, A., 2009).

Estandar Blanco| 1 | 2 |3 |4 | 5|6 | 7|8 9
Concentracion (ppm) 0 20 |30 (40 |50| 60| 70 | 80|90 | 100

2.7. DETERMINACION DE PARAMETROS DE OPERACION DEMANDADOS
POR EL Aspergillus oryzae Y EL Lactobacillus delbrueckii

Los procesos fermentativos dependen de las condiciones a las que se el

sustrato del microorganismo (definidas para la investigacion en la tabla 2.9), como:

a) Concentracién del azUcar: Sistema tipico, la concentracion de la sustancia
convertible se reduce gradualmente desde un valor alto hasta un minimo.

b) Control de pH del medio: El ajuste del pH del sustrato a un valor éptimo
inicial antes de la inoculacién de los microorganismos es una parte de la
preparacion del sustrato. El pH inicial éptimo depende de la especie de
microorganismo a usar, de la reaccion deseada y de las condiciones del
proceso (el ajuste del pH se realizard con CaCOs al 10% y KOH 10 N).

c) Control de temperatura: La temperatura 6ptima de crecimiento microbiano
debe de ser constante durante todo el proceso de fermentacién. Para esto
se utilizaron incubadoras con temperaturas controladas.

d) Contaminacion: Los procesos fermentativos no son exitosos si se posee
una contaminacion indeseada en del biorreactor, evitandose al trabajar en:

i.  En areas con condiciones asépticas, con camaras de flujo laminar.
ii.  Todo el material que se utilizara estara estéril via calor humedo

48



iii.  Se tienen microorganismos puros.
iv.  Soluciones, medio de cultivos y sustratos estériles.
v. Aire estéril (fermentacion aerdbica).

e) Agitacion: Es importante que se mantenga la homogeneidad en todo el
biorreactor, para el Lactobacillus delbrueckii la agitacion fue constante y para
el Aspergillus oryzae se agitd la mezcla del extracto enzimético.

Tabla 2.9: Consideraciones de parametros de operacion demandados por los microorganismos.

Parametros de Tiempo de Control Tiempo de Control
proceso Aspergillus oryzae Lactobacillus delbrueckii
Concentracion de Al inicio del proceso y cada 12 Al inicio y al final del proceso
azucares reductores horas. '
Temperatura Temperatura controlada constantemente en incubadora.
pH Al inicio del proceso. Al el Egorzso e 12

La oxigenacion del reactor sera
Aireacion de forma natural, sin necesidad
de equipos de aireacion.
Siempre se trabajara en ambiente controlados (cabina de flujo
laminar Labconco, clase I, tipo A2) y equipos, reactivos estériles.
Se realizara cuando se adicione
el extracto enzimatico sobre la

Condiciones anaerébicas todo
el tiempo de fermentacion.

Contaminacién

Agitacion cascara de platano por 30 min a Agitacion constante a 120 rpm.
120 rpm.

Concentracion de . Al inicio del proceso y cada 12
No aplica.

acido lactico horas.

2.7.1 DESCRIPCION DE EQUIPO UTILIZADO EN LA PRODUCCION DE ACIDO
LACTICO

|. Biorreactor discontinuo por lotes. Se utilizaron tres tipos de reactores
variando volumen y sus especificaciones:

a) Biorreactor de borosilicato 500 ml: 8 cm de diametro de la base, tres
boquillas con diferente altura y diametros: las laterales poseen una altura
de 14 cm con diametro interno de 2 cm y la central de 15 cm con diametro
interno de 1.5 cm. Cada boquilla posee una tapadera con acoplamiento
diferente: una lateral sin orificio de salida con tapadera de rosca, la central
con orificio en el que se acopla una valvula de borosilicato de 2.5 mm y
una lateral con orificio en el que se acopla una varilla de vidrio en forma
de L invertida de 18 cm en lado largo y 7 cm en lado corto con un didmetro
interno de 0.7 cm. Este biorreactor se utilizo en la etapa de fermentacion
lactica en ambos sistemas de hidrolisis.
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b) Biorreactor Erlenmeyer Kimax de 250 ml: 7.9 cm de didmetro de la
base, 3.3 cm diametro de la boquilla, altura total de 13 cm y altura del
cono 9.5 cm. Este biorreactor se utilizo para la hidrolisis enzimatica.

c) Frasco de borosilicato Pyrex de 500 ml con tapén de rosca de
propileno y anillo de vertido resistente a autoclave: 8.9 cm de
didmetro de la base, 4.5 cm de didmetro de la boquillay 17.6 cm de altura.
Este biorreactor se utilizo tanto para hidrolisis &cida como enzimatica.

Figura 2.4: Biorreactores de borosilicato utilizados en la investigacion.

II. Cadmara ambientadora de anaerobiosis. Acoplamiento de sistema que
produzca CO: (a partir de la reaccién de HCI 2 N con NaHCOg3) seguida por
una trampa de agua, unidas por mangueras de 0.5 cm de diametro, se
utilizar4 ademas una bomba de presion de vacio Gast, modelo DOA-P104-
AA, para asegurar la ambientacién anaerdbica del biorreactor en el proceso
de fermentacion lactica durante los muestreos del avance de la reaccion.

i

Figura 2.5: CAmara de anaerobiosis, trampa de agua y biorreactor de fermentacion lactica.
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2.8. METODOLOGIA DE CUANTIFICACION Y PURIFICACION DEL ACIDO
LACTICO A NIVEL INDUSTRIAL

Segun Komesu, A. (2017), los procesos de separacion son esenciales para
la industria quimica y otras industrias relacionadas. Aproximadamente entre el 40%
y el 70% de los costos operativos y capital son asociados con etapas de separacion.

En los procesos de produccion de acido lactico, el desarrollo de un método
eficaz de separacion y purificacion del acido a partir del caldo de fermentacion es
en extremo importante para la viabilidad econémica. Aunque la diferencia entre el
punto de ebullicion del acido lactico y el agua es relativamente grande, es casi
imposible obtener acido lactico puro cristalino. Esto se debe a que el acido lactico
tiene una alta afinidad por el agua y un dimero de lactato se forma cuando las
concentraciones de acido lactico son suficientemente altas.

El proceso de elaboracién del acido lactico de una manera clasica implica
una serie de tratamientos como precipitacion, filtracion convencional, acidificacion,
adsorcion de carbono, evaporacion, cristalizacion y otros. El nimero de etapas de
tratamiento influye fuertemente en la calidad y el precio del producto.

Hay una limitada informacion de fuentes publicas sobre los procesos de
recuperacion de productos industriales, sin embargo; las etapas de separacién se
discuten ampliamente en la literatura como la precipitacion, extraccion de solvente,
procesos de separacién por membrana, entre otros. Los procesos de separacion
por membrana incluyen osmosis inversa, electrodialisis y ultrafiltracion.

Eficiencias de rendimientos y purezas de acido lactico pueden obtenerse a
partir de estas tecnologias de purificacidon, y se han desarrollado varios avances,
pero aun muchos inconvenientes son reportados. En el proceso de precipitacion,
estos inconvenientes incluyen el alto costo de los reactivos, la necesidad de filtrar y
otros procesos de separacién cuando un producto de alta pureza es requerido.

Desde el punto de vista ambiental, la generacién de grandes cantidades de
aguas residuales es un inconveniente importante. Ademas, para producir una
tonelada de &cido lactico es requerida una tonelada de sulfato de calcio de bajo
costo, lo que se traduce problemas graves para el tratamiento de residuos.

En la extraccion con disolvente, una amplia area de intercambio es necesaria
para una separacion eficiente, lo que requiere equipo costoso. Su aplicacién in situ
en la fermentacion extractiva esta limitada por la recuperacién del disolvente
realizada en etapas de separacion y la alta toxicidad del extracto para los
microorganismos. Los procesos de separacion por membrana son tecnologias
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prometedoras, pero el alto costo de las mismas, los problemas de polarizacién e
incrustaciones limitan el uso de procesos de electrodidlisis a gran escala.

En los dltimos afios, se han completado muchos estudios que han intentado
resolver los problemas del proceso tradicional de separacion mediante el uso de
técnicas de destilacion no tradicionales, tales como la destilacidn reactiva y
destilacion molecular. Otro enfoque que vale la pena es la fermentacion de lactatos
organicos como lactatos de aminio (dilactato de piperazinio, dilactato de
hexametilendiamina y lactato de imidazol) para fabricar acido lactico de alta pureza.

Ademas, se requieren nuevos estudios sobre los procesos de recuperacion
de acido lactico para desarrollar un proceso mas eficiente y econémicamente
atractivo para aplicaciones industriales.

2.9. METODOLOGIA DE CALCULO DE RENDIMIENTOS DE METODOS DE
PRODUCCION PROPUESTOS EN EL BIORREACTOR

El rendimiento de los procesos metabdlicos de los microorganismos dentro
del biorreactor se definid por la tasa de conversiéon de cada una de las etapas
asociadas al procedimiento detalladas previamente y exponiendo el procedimiento
de realizacion en el proximo capitulo:

a) Convertir almidon a azucares reductores (hidrdlisis quimica o enzimatica por
accion microbiana).

b) Conversion de azucares reductores, producidos a partir de la hidrolisis
guimica o enzimatica por accion microbiana, a acido lactico posterior a la
hidrdlisis quimica de lactato de calcio producido en la fermentacion.

c) Conversidn de cascara de platano verde a acido lactico.

mproducto obtenido

Rendimiento =
Myeqctivo alimentado

La cantidad de producto obtenido en cada etapa del proceso productivo del
acido lactico se encuentra mediante la realizacion de las pruebas de determinacién
de la conversion mencionadas anteriormente, con el proceso especifico para ello.

La simplicidad de la ecuacion para el calculo del rendimiento de la reaccion
metabdlica de los microorganismos es debido a la aplicacion generalizada del
concepto de conversion quimica.
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CAPITULO III.

ETAPA EXPERIMENTAL:
OBTENCION DE ACIDO
LACTICO.
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En el presente capitulo se detallaran los procedimientos empleados y los
resultados obtenidos derivados de la ejecucion de la etapa experimental de la
investigacion, basados en las metodologias detalladas en el capitulo anterior. Se
detallan las variables experimentales a estudiar y las establecidas previamente para
realizar la investigacion, en cada sistema de biotransformacion propuesto: hidrdlisis
acida con fermentacion lactica e hidrolisis enzimatica con fermentacion lactica.

3.1. DETERMINACION DE VARIABLES EXPERIMENTALES

En un experimento el investigador provoca una situacion para introducir
determinadas variables fijas manipuladas por él, para controlar el aumento o
disminucién de esa variable, y su efecto en las conductas observadas. El
investigador maneja deliberadamente la variable experimental y luego observa lo
gue sucede en situaciones controladas. Se debe considerar los pardmetros de

operacion de los microorganismos, ver Tabla 2.9 de la Seccién 2.7.

Tabla 3.1: Variables fijas y de estudio en la investigacion.

Variables de

Proceso Variables fijas ;
estudio
Cantidad de cascara molida (90.79 g/ 1L de licor).
C Temperatura (121 °C).
H'g(r:?(;':'s Concentracién del acido (H2SO4, 5% p/v).
Presion (15 psi). Tiempo de
Sin agitacion. hidrolisis.

Cantidad de cascara molida (215.56 g/ 0.8 L de licor).
Temperatura de crecimiento de Aspergillus oryzae (32 °C).

Produccién de

Hidrolisis con | Temperatura de trabajo: a-amilasa (37 °C), 3 amilasa (67 °C). azlcares
Aspergillus Concentracién del inéculo (10% p/v). reductores.
oryzae Agitacion del extracto enzimatico por 30 min (120 rpm).
pH (5.5)
Humedad 70%
Cantidad de azucares reductores (32 g/L). Tiempo de

Fermentacion

Temperatura (40 °C).

fermentacion.

con T o 0
Lactobacillus o Concentracion o_IeI inoculo (2/_o VIv). _
. Agitacion constante (agitador magnético, 120 rpm). Produccion de
delbrueckii Lo o
pH (7) acido lactico.
3.2. CONSTRUCCION DE CURVAS PATRONES PARA LECTURA DE LOS

RESULTADOS DE LA ETAPA EXPERIMENTAL

Se aplicardn las metodologias de analisis para determinar carbohidratos
totales (método de fenol-sulfarico), para determindar azlucares reductores totales
(método DNS) y para determinar acido lactico (método de cloruro férrico), en ellas
se explica también como se obtiene la curva patrén para cada metodologia.
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Con los datos originados a partir de las aplicaciones de las diferentes
metodologias y empleando Excel, se presentan a continuacioén las curvas patrones

obtenidas con los correspondientes analisis estadisticos para validarlas.

3.2.1. CURVA PATRON DE CARBOHIDRATOS TOTALES

La tabla 3.2 muestra los resultados de emplear el método fenol-sulfarico
descrito en la seccion 2.6 (Diagrama de procedimiento: Anexo 1, Figura A.1):

Tabla 3.2: Mediciones para curva patrén carbohidratos totales.

N° de | Patron almidén | Agua | Fenol 5% | H,SO, | Concentracion Absorbancia

tubo 0.1 g/L (ml) (ml) (ml) (ml) (ppm) 6 (ug/ml)

Blanco 0 1 0.5 2.5 0 0.000
1 0.1 0.9 0.5 2.5 10 0.075
2 0.2 0.8 0.5 2.5 20 0.157
3 0.3 0.7 0.5 2.5 30 0.232
4 0.4 0.6 0.5 2.5 40 0.295
5 0.5 0.5 0.5 2.5 50 0.376
6 0.6 0.4 0.5 2.5 60 0.461
7 0.7 0.3 0.5 2.5 70 0.522
8 0.8 0.2 0.5 2.5 80 0.613

0.700

0.613
0.600
0.522

0.500 0.461
§ 0.400 0.376
= 0.295
2 0.300
2 0.232

0.200 0.157

0.100 0.075

0.000
0.000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
ppm y = 0.0076x + 0.0005
R? =0.9992

Figura 3.1: Curva patrdn carbohidratos totales, ppm vs absorbancia.

La validacion estadistica de la curva patron de carbohidratos totales por
espectrofotometria visible por el método fenol-sulfurico, puede consultarse en
“‘“Anexo 2: Validaciones estadisticas de curvas patron de la investigaciéon”;
presentados en la primera seccién.
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3.2.2. CURVA PATRON DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES

La tabla 3.3 muestra los resultados de emplear el método DNS descrito en
la seccion 2.6 (Diagrama de procedimiento: Anexo 1, Figura A.2):

Tabla 3.3: Mediciones para curva patrén carbohidratos reductores totales.

N°de | Patrén almidén | Agua DNS Agua Concentracion Absorbancia
tubo 1.0 g/L (ml) (ml) (ml) (ml) (ppm) 6 (ug/ml)
Blanco 0 1 1 10 0 0.000
1 0.1 0.9 1 10 100 0.061
2 0.2 0.8 1 10 200 0.158
3 0.3 0.7 1 10 300 0.232
4 0.4 0.6 1 10 400 0.310
5 0.5 0.5 1 10 500 0.402
6 0.6 0.4 1 10 600 0.492
7 0.7 0.3 1 10 700 0.576
8 0.8 0.2 1 10 800 0.670
0.800
0.700 0.670
0.600 0.576
0.492
0.500
© 0.402
2 0.400
S 0.310
g 0.300 0.232
0.200 0.158
0.100 0.061
0.000
0.000
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
-0.100
ppm y =0.0008x - 0.0151

R?=0.9985

Figura 3.2: Curva patrén carbohidratos reductores, ppm vs absorbancia.

La validacion estadistica de la curva patron de carbohidratos reductores
totales por espectrofotometria visible por el método DNS, puede consultarse en
‘Anexo 2: Validaciones estadisticas de curvas patron de la investigacion”;
presentados en la segunda seccion.
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3.2.3. CURVA PATRON DE ACIDO LACTICO

La tabla 3.4 muestra los resultados de emplear el método cloruro férrico
descrito en la seccion 2.6 (Diagrama de procedimiento: Anexo 1, Figura A.3):

Tabla 3.4: Mediciones para curva patrén de acido lactico.

N° de ) Pf_;ltrén acido Solucion | Concentracion Absorbancia Promedio_
tubos | lactico 1 g/L (ml) | FeCls (ml) (ng/ml) absorbancia
Blanco 0 5 0 0.000 0.000
1A 0.5 5 10 0.026
1B 0.5 S) 10 0.022 0.026
1C 0.5 S) 10 0.029
2A 1.0 5 20 0.058
2B 1.0 5 20 0.051 0.053
2C 1.0 S) 20 0.051
3A 15 5 30 0.074
3B 1.5 5 30 0.078 0.078
3C 1.5 S) 30 0.083
4A 2.0 5 40 0.106
4B 2.0 5 40 0.106 0.106
4C 2.0 3) 40 0.106
5A 25 5 50 0.129
5B 25 5 50 0.125 0.126
5C 2.5 S 50 0.125
6A 3.0 S) 60 0.152
6B 3.0 5 60 0.154 0.154
6C 3.0 S) 60 0.155
TA 3.5 5 70 0.179
7B 3.5 5 70 0.18 0.178
7C 3.5 3) 70 0.176
8A 4.0 5 80 0.202
8B 4.0 5 80 0.203 0.203
8C 4.0 S) 80 0.204
9A 4.5 5 90 0.229
9B 4.5 5 90 0.229 0.227
9C 4.5 S) 90 0.223
10A 5.0 5 100 0.253
10B 5.0 5 100 0.251 0.251
10C 5.0 S) 100 0.248
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0.300

0.251

0.250 0.227
0.203

0.200 0.178
©
S 0.154
S 0150
s 0 0.126
8 0.106
3 .

0.100 0.078

0.053
0.050 STIE
0.000
0.000
0 20 40 60 80 100 120
ppm y = 0.0025x + 0.0022

R?=0.9996

Figura 3.3: Curva patrén acido lactico, ppm vs absorbancia.

La validacion estadistica de la curva patron de &cido lactico por lecturas de
espectrofotometria visible por el método FeCls, puede consultarse en “Anexo 2:
Validaciones estadisticas de curvas patrén de la investigacion”; presentados
en la tercera seccion.

3.3. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE CASCARA DEL PLATANO

La finalidad de una toma de muestra es obtener una parte representativa del
producto, para luego someterlo a un determinado ensayo (quimico y microbiologico)
y conseguir resultados fiables sobre su estado, es necesario que el producto en el
momento del analisis, relina las mismas condiciones quimicas y microbiologicas
gue tenga al ser muestreado.

Para definir el procedimiento de recoleccion de la cascara del platano a
utilizarse como materia prima de las pruebas de obtencion de acido lactico se tomo
en cuenta los criterios de los manuales de buenas practicas definidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) para recoleccion de muestras sélidas.

Materiales
e Bolsas estériles.
e Mascarillas. e Gabacha.
e Redecilla para cabello. e Guantes estériles.
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Procedimiento: Recoleccién de la cascara de platano (Anexo 1, Figura A.4)

I. Identificar una muestra representativa del proceso productivo de la empresa
de la cual se extraeré la cascara.

Il. Recolectar inocuamente la muestra en bolsas estériles con el equipo de
recoleccion personal adecuado.

lll. Rotular la muestra recolectada con los datos: fecha, hora y condicion.

IV. Transportar la muestra al Laboratorio Central Max Bloch, Ministerio de Salud
de El Salvador; instalacion donde seran tratadas.

3.4. TRATAMIENTO PREVIO A RECOLECCION DE LA MUESTRA

La empresa seleccionada y en la disposicion para realizar el muestreo del
residuo agroindustrial derivado de la elaboracion de frituras de platano es la planta
industrial ubicada en la Carretera Panamericana, Santa Tecla, La Libertad.

La empresa se dedica a la importacion, representacion y co-distribucion de
marcas en el mercado, con cobertura nacional de canales de distribucion modernos
(supermercados y almacenes) y tradicionales (mayoreo y detalle). El tratamiento al
platano verde posterior a la recepcion en planta industrial consiste en: desinfeccion,
bafo de oxidacién (en caliente con aguayy cal, este proceso afecta en la disminucién
de la cantidad de azUcares totales en la cascara), pelado manual y clasificacion.

La cantidad de platano procesada semanalmente por la empresa es
suficiente para desarrollar un procedimiento de recoleccién de la cascara de platano
para el aprovechamiento de la misma como desecho agroindustrial para la
transformacion biotecnoldgica que la empresa seleccionada estimé conveniente.

3.5. RECOLECCION DE LA CASCARA DEL PLATANO

Bitacora de recoleccion de muestra de cascara de platano:

a) Fechay horade recolecciéon: 16/08/2017, 8:00 a.m.

b) Lugar recoleccién: Km. 91/2 Carretera Panamericana, La Libertad..

c) Peso dela muestra: 25.63 kg.

d) Material utilizado para la recoleccion: Gabacha, mascarilla, guantes,
bolsas de polietileno, redecilla de pelo, todos los materiales estériles.

e) Lugar de recepcion: Unidad de aseguramiento de calidad, area de
microbiologia de medicamentos del Ministerio de Salud de El Salvador.

f) Hora derecepcién: 9:30 a.m.

g) Hora de inicio del procesamiento: 10:00 a.m. (remocién de puntas y
tallos del fruto, luego secado en la estufa).
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3.6.

PROCEDIMIENTO DE TRATAMIENTO PRELIMINAR DE LA CASCARA
DE PLATANO

El objetivo es garantizar las caracteristicas fisicas necesarias a la cascara
de platano para hacer posible los procedimientos de hidrdlisis del almidén por la via
qguimica (&cido sulfarico) y enzimatica por accién microbiana (Aspergillus oryzae),
con el fin de obtener el maximo rendimiento en la obtencién de glucosa.

Materiales
e TermbOmetro. e Jarra de vidrio con tapadera de
e Espatula. 1000 ml.
e Cinta adhesiva indicadora de e Vaso de precipitado de 500 ml.
esterilizacion. e Bandejas perforadas de acero
e Papel crepe para autoclave. inoxidables.
Equipos

e Tamizador con Mesh No. 140.

e Licuadora, Laboratory Blender Waring Commercial, modelo 31BL91 (7010).
e Horno Fisher Scientific, modelo 255G, serie 200.

e Autoclave Tuttnauer, modelo 3870EL-D.

Procedimiento: Tratamiento preliminar de la cascara (Anexo 1, Figura A.5)

VI.
VII.

VIII.

Colocar la cascara de platano recolectada en el procedimiento 3.3 sobre
las bandejas de acero inoxidable perforadas, esparcidas uniformemente.
Secar las bandejas en el horno a una temperatura de 65 °C 24 horas.
Enfriar a temperatura ambiente (de 20 a 25 °C) por 2 horas.

Moler las cascaras en licuadora por 2 minutos.

Tamizar la cascara con Mesh No. 140, recoger el cernido del proceso de
tamizado y reprocesar lo retenido a la etapa 5 del presente procedimiento.
Recolectar todo el cernido del tamizado en la jarra de vidrio y reservar.
Colocar la cascara que se llevara al proceso de produccion de acido lactico
en vaso de precipitado, luego tapar con papel crepe y cerrarlo con el cordel,
colocando sobre el papel crepe la cinta testigo de esterilizacion.

Esterilizar la cascara en la autoclave a 121 °Cy 15 psi por 15 minutos, dejar
enfriar y guardar para ser utilizada en la produccion de acido lactico.
Caracterizar la cascara tomando una muestra esterilizada, cuantificando
azucares reductores, totales y no reductores (por diferencia algebraica) en
la cascara de platano (seccion 2.6: método DNS, fenol-sulfurico).
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3.7. PORCENTAJE DE HUMEDAD EN LA CASCARA DE PLATANO PARA
USO INDUSTRIAL Y LA COMERCIALIZADA A NIVEL MINORISTA

Se trabajo a una temperatura en la estufa de 65 °C, por 24 horas y con dos
tipos de muestras por triplicado: cascara de platano de la empresa muestreada y
cascara de platano del Mercado Central (ver seccién 3.8); los valores obtenidos de
peso de las muestras de cascara de platano de ambos lugares de abastecimiento
se presentan en la tabla 3.5. El método utilizado se describe en la seccién 2.1.

Tabla 3.5: Masas de muestras de cdscara de platano para obtenciéon de % humedad.

Muestra / Masa M1 (g) M2 (g) M3 (g)
Céscara MC1 104.13 198.02 116.532
Cascara MC2 104.13 177.583 113.567
Cascara MC3 104.13 185.460 115.158
Cascara ES1 104.13 221.190 117.609
Céscara ES2 104.13 215.192 116.215
Céscara ES3 104.13 198.562 115.211

Doénde: MC: Mercado Central, ES: Empresa Seleccionada, M1: masa
beaker, M2: masa beaker + muestra, y M3: masa beaker+ muestra desecada.
Utilizando la ecuacion de seccidn 2.1, se procede a encontrar el porcentaje

M2-M3
* 100
M2-M1

de humedad contenida en las cascaras de platano: %H =

Tabla 3.6: Porcentaje de humedad en muestras de cascara de platano.

Muestra % Humedad % Humedad promedio
Cascara MC1 86.791
Cascara MC2 87.152 86.794
Cascara MC3 86.440
Cascara ES1 88.485
Cascara ES2 89.119 88.623
Cascara ES3 88.266

3.8. COMPARACION DE PORCENTAJE DE HUMEDAD, CARBOHIDRATOS
TOTALES Y REDUCTORES EN MUESTRAS DE CASCARA DE PLATANO

El proceso industrial ocupado por el la empresa (tratamiento con agua
caliente y cal) para remover la cascara de platano, ocasiona la pérdida de cierta
cantidad de carbohidratos en ella, es por esto que se tuvo la necesidad de verificar
el porcentaje real de carbohidratos totales y reductores de la cascara de platano
obtenida de la planta de alimentos de la empresa, al mismo tiempo se realizaron
lecturas de carbohidratos totales y reductores a cascara de platano del Mercado
Central por ese proceso industrial para corroborar los valores de la tabla 1.4.
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Siguiendo los procedimientos de la seccion 2.6 por espectrofotometria
visible utilizando el método fenol-sulfdrico para carbohidratos totales, método DNS
para carbohidratos reductores totales y método de azlcares no reductores por
diferencia, para la cascara de platano de la empresa y Mercado Central, se tiene:

Tabla 3.7: Resultados de las muestras de cascaras de platano verde.

o % Carbohidratos | % Azucares | % Azlcares no
0
Muestra totales (base reductores reductores
Humedad
seca) (base seca) (base seca)
Mercado Central 86.794 45.7 5.01 40.69
Empresa Seleccionada 88.623 36 0.0 36

Existe una diferencia en los porcentajes de carbohidratos totales (9.7% base
seca, diluida por el bafio térmico con cal), carbohidratos reductores totales (5.01%
base seca, diluida por el bafio térmico con cal) y carbohidratos no reductores (4.69%
base seca) en las muestras de cascara de platano, atribuida a la dilucion de los
mismos por el bafio. Pese a esta diferencia se trabajo con la muestra de la empresa
por ser un residuo agroindustrial que no compromete la seguridad alimentaria.

3.9. PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO LACTICO POR HIDROLISIS
QUIMICA Y FERMENTACION LACTICA (Lactobacillus delbrueckii)

Descripciéon de los procedimientos empleados para la produccion de acido
lactico a partir del sistema de biotransformacion propuesto por hidrélisis quimica y
fermentacion lactica con Lactobacillus delbrueckii.

3.9.1. PREPARACION Y CALCULO PARA LA CONSTRUCCION DE LA CURVA
DE HIDROLISIS QUIMICA DE LA CASCARA DE PLATANO

El objetivo de esta etapa fue hidrolizar los almidones de la cascara de platano
hasta llegar a azUcares reductores ocupando para esto acido sulfarico, temperatura
y presion. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, se hizo por triplicado.

Reactivos
e Cascara de platano (seccion e KOH 10 N.
3.6 romano IX). e Acido sulfarico 5% p/v.

Materiales
e Espatula, embudo y agitador e Jeringa de 20 ml.
e Filtros de jeringa con e Beaker de 50 ml.
membrana celulosa 0.45um. e Balénde 1Ly 100 ml.
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Equipo
e Autoclave Tuttnauer, modelo 3870EL-D.
e Balanza semianalitica A&D Weighing, modelo GF-600.
e Frasco de borosilicato Pyrex de 500 ml con tap6n de rosca autoclaveable.
e pHmetro Fisher Scientific accumet basic AB15 Plus.
e Pipeta monocanal, Thermo electron Finnpipette 100-1000 pL, modelo 4500.
e Pipeta electronica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 4620080.

Procedimiento: Construccion curva hidrélisis quimica (Anexo 1, Figura A.6)

I.  Pesar en balanza semianalitica y colocar la cascara de platano (ver
seccion 3.6 romano IX) en un frasco de 500 ml con tapén de rosca.

II.  Agregar acido sulfurico al 5% p/v a la cascara platano en relacion de 2:1.

lll. Llevar el frasco que contiene la cascara platano con acido sulfurico al
autoclave a condiciones de 121 °Cy 15 psi.

IV. Realizar corridas en el autoclave a intervalos de 5 minutos (0, 5, 10, 15y
20 minutos), enfriar a temperatura ambiente (de 20 a 25 °C) y llevar entre
5y 6 el pH con KOH 10 N, lecturas de manera continua con el pHmetro.
Nota: los intervalos de la hidrélisis se deben a la programacion del equipo.

V. Colocar la cascara hidrolizada en un balén de 1 L y aforar.

VI. Tomar una alicuota del romano V y trasladarla a un balén de 100 ml para
su aforo. Esta dilucion debe permitir cuantificar azlcares reductores dentro
de los limites que tiene las curvas creadas a partir de las metodologias
fenol-sulfarico (Anexo 1, Figura A.1) y DNS (Anexo 1, Figura A.2).

VII. Tomar una alicuota de 25 ml del paso 6, colocarlo en un beaker de 50 mly
agregar 0.25 g carbdén activado, agitar y utilizar filtros de jeringa con
membrana de celulosa de 0.45 pum para filtrar.

VIII. Realizar prueba del DNS (ver seccion 2.6) a cada muestra del romano VII.

IX. Realizar la curva de produccién de carbohidratos reductores para la
hidrdlisis quimica (tiempo vs concentracion de carbohidratos reductores).

3.9.2. VERIFICACION Y CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS DE OPERACION
DE LA HIDROLISIS ACIDA

El objetivo es llevar un control sobre los parametros de operacion que
aseguren el buen desarrollo de la etapa de hidrdlisis &cida de la cdscara de platano.

Procedimiento: Verificacion y cumplimiento de parametros de operacion

I.  Monitorear que la temperatura sea de 121 °C, la presion de 15 psi y que el
tiempo establecido se cumpla dentro del autoclave.
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3.9.3. RESULTADOS DEL TRATAMIENTO DE LA HIDROLISIS QUIMICA

Para verificar que los valores obtenidos en cada etapa (las dos hidrélisis y
las dos fermentaciones lacticas), estas se realizaron por triplicado, es decir se
trabajaron tres reactores para cada una de ellas (todos ellos con los mismos
parametros de operacion), y también se trabajaron tres muestras por cada reactor.

Siguiendo los procedimientos descritos en la seccion 3.9.1y seccién 3.9.2,
los valores de tiempo (en minutos, variable independiente), absorbancia leida (para
cada tiempo) y concentracion de azlcares reductores (ppm, variable dependiente);
puede consultarse el “Anexo 3: Resultados de etapa experimental, Tabla A.4”.

La relacion de trabajo que se pide en la seccion 3.9.1 para volumen de acido
sulfurico 5% p/v contra cantidad de cascara molida de platano verde es de 2:1, por
lo que se trabajé con 41 ml de H2SO4 y 20.485 g de cascara de platano en un frasco
de 500 ml autoclaveable (estos valores se escogieron para que la muestrea fuera
representativa), se llevo el frasco al autoclave (121 °C, 15 psi) por cinco minutos, al
finalizar este tiempo se sacO el frasco del autoclave, se enfrio a temperatura
ambiente, se llevo entre 5y 6 de pH con KOH 10N, se traslad6 cuantitativamente a
un balon de 1 L, se tomd una alicuota de 6.78 ml (esta alicuota se escogio pensando
en crear un solucion de azucares reductores de 500 ppm, que es un valor intermedio
en la figura 3.2, ver mas adelante el calculo) y se aforé en un balén de 100 ml, de
esta Ultima dilucion se extrajo 25 ml en un beaker, se le agreg6 0.25 g de carbon
activado y con ayuda una jeringa y membrana de 0.45 pum se filtr6 una muestra para
trabajar el método DNS para la lectura de absorbancia en este tiempo, este mismo
procedimiento efectud para los tiempos de 10, 15, 20 minutos.

Para calcular la alicuota de 6.78 ml se procedi6 asi: se escogid6 como
pardmetro para ver el progreso de la hidrolisis acida una concentracion de 500 ppm
de azucares reductores totales, que es un punto en la figura 3.2 que no se encuentra
en los extremos, luego a partir de los 20.485 g de cascara pesados y del porcentaje
de azucares no reductores encontrados en las cascara de platano (36%) se supo la
cantidad de estos azUcares para ser transformados a reductores:

Azucares no reductores = 20.485 (0.36) = 7.3746 g

Estos gramos, luego de pasar por el autoclave, fueron llevados a un aforo de
1 L (concentracion de 7.3746 g/L 6 7,374.6 ppm), de esta nueva solucion, se debia
tomar una alicuota que se llevaria a un aforo de 100 ml (respetando los 500 ppm
finales que se deseaban) para que el espectrofotometro pudiera realizar la lectura:

500 ppm+100 ml
7374.6 ppm

V1C1 = V2C2; V1 = = 6.78 ml

64



Para encontrar la concentracion a partir de la absorbancia leida con el
espectrofotometro Hach, modelo DR 3900, se utiliz6 la regresion creada por Excel
para la curva patron azucares reductores totales vs absorbancia (Figura 3.2).

Absorbancia = 0.0008*(concentracién, ppm) - 0.0151

Se grafico el tiempo t de reaccién (minutos) contra la concentracion C de
azucares reductores totales (ppm), la ecuaciéon de regresion obtenida es:

C = —0.139907t3 + 3.1244t* + 10.2249t + 105.387 ; R* = 0.988308
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Figura 3.4: Grafica tiempo (minutos) vs concentracion de aztcares reductores (ppm) producidos
por hidrélisis con H504 5% p/v.

Tabla 3.8: Andlisis de varianza (ANOVA) de hidrélisis con H,SO; 5% p/v.

Error Estadistico
Estimado Estdndar T Valor-P
10.7322 70.5721 0.152074 0.8793
65.4061 12.2425 5.34252 0.0000
-2.99756 0.744265 -4.02754 0.0001
0.0658531 0.204579 3.21895 0.0016
-0.000747329 0.000259631 -2.87843 0.0046
0.00000338603 0.00000123494 2.74186 0.0068
Andlisis de Varianza

Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
1.92117E6 5 384234 2637.35 0.0000
22727.6 156 | 145.69

1.9439E6 161

Puesto que el valor-P en la tabla 3.8 es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Concentracion y Tiempo con un nivel de
confianza del 95%. Al comprobar la existencia de una relacion estadisticamente
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significativa entre concentracion y tiempo con todos los datos obtenidos de la
hidrélisis quimica de la cascara de platano verde, se procedi6 a la produccion de un
licor rico en azucares fermentables para aprovecharse en la fermentacion lactica.

A partir de la ecuacion generada por el programa Statgraphics Centurion
(2010), se puede llegar a conocer el momento donde la cantidad de azucares
reductores totales alcanza un maximo, siendo la primera derivada de esa funcion:

C’'= —0.419721t* + 6.2488t + 10.2249

Igualando la primera derivada a cero, se obtienen los maximos y minimos de
la regresion para la hidrdlisis quimica de la cascara de platano verde.

t, = —1.4876m 6 t, =16.3756m

Se descarta el primer valor (t1) ya que es negativo, por lo que a los 16 minutos
la produccion de azlcares reductores por hidrélisis con acido sulfarico esta en su
punto mas alto de concentracion. Lastimosamente el autoclave utilizado (Tuttnauer,
modelo 3870EL-D) esta programado y calibrado para trabajar con intervalos de
tiempo de 5 minutos (0, 5, 10, 15 y 20 minutos), siendo entonces el minuto 15 el
escogido para producir el licor rico en azucares reductores. La concentracion de
azucares reductores para el minuto 15 seria entonces:

Cys m = 489.544375 ppm

Para preparar un litro de solucién de azucares reductores con concentracion
de 32 g/L a partir de cascara de platano verde molida y acido sulftrico 5% p/v:

o 489.54 ppm
Rendimiento = ——  * 100 = 97.908%
500 ppm

32 g

0.36

g de cascara = 0.97908 = 9(0.7882 g

ml de H,SO, = 90.7882 g 2 = 181.6 ml

Se peso 90.7882 g de cascara de platano verde a los que se les adicioné
181.6 ml de acido sulfarico 5% p/v, llevandose a un frasco de vidrio autoclaveable,
por 15 minutos, 121 °C, 15 psi al autoclave Tuttnauer, modelo 3870EL-D, finalizados
los 15 minutos, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se neutralizé con KOH
10 N (entre 5y 6), se llevo a aforo de un litro en balon de 1 L.

Para lecturas de absorbancia de hidrolisis quimica, tres alicuotas de 2.5 ml
se aforaron a 200 ml para posterior cuantificacidon de azlcares reductores con
metodologia DNS; los datos se reportan en la tabla 3.9:
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Tabla 3.9: Resultados de hidrélisis de cascara de platano con H,SO4 5% p/v.

Absorbancia | Concentracion (ppm) | Concentracion (g/L)
Muestra 1 0.305 399.50 31.96
Muestra 2 0.307 402.00 32.16
Muestra 3 0.308 403.88 32.31
Promedio 32.14

La concentracion final del licor creado al hidrolizar la cascara de platano
verde con H2SO4 5% p/v es 32.14 g/L, este se enriquecio segun la secciéon 3.9.5
para que el Lactobacillus delbrueckii posea los nutrientes necesarios para crecer.

3.9.4. ETAPA FINAL DE LA HIDROLISIS QUIMICA DEL ALMIDON Y PREVIO
TRATAMIENTO DEL SUSTRATO PARA LA ETAPA FERMENTATIVA

El objetivo es producir un licor con la mayor cantidad de azlcares
fermentables a partir de los resultados donde se obtiene mayor rendimiento del
procedimiento de la seccion 3.9.1, y para preparar las condiciones de nutrientes
necesarias para la etapa de fermentacién lactica. Para asegurar la reproducibilidad
de los resultados, se llevara por triplicado este experimento.

Reactivos
e (Céscara de platano (seccion e KOH 10 N.
3.6 romano IX). e Acido sulfarico 5% p/v.
Materiales
e Sostenedor de filtro con e Beaker de 50 ml.
membrana de 105 mm. e Filtros de celulosa de 0.45 um.
e Espatula. e Agitador de vidrio y magnético.
e Embudo y kitasato. e BaléndellL.
e Jeringa de 20 ml. e Bal6on de 100 ml.
Equipo

e Bomba de presién de vacio Gast, modelo DOA-P104-AA.

e Frasco de borosilicato Pyrex de 500 ml con tapdén de rosca autoclaveable.

e Pipeta monocanal, Thermo electron Finnpipette 100-1000 pL, modelo 4500.
e Balanza semianalitica A&D Weighing, modelo GF-600.

e Hot plate (Cimarec stirring) Barnstead ThermoLyne, modelo SP46920.

¢ pHmetro Fisher Scientific accumet basic AB15 Plus.

e Autoclave Tuttnauer, modelo 3870EL-D.

e Pipeta electronica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
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Procedimiento: Etapa final de hidrdlisis quimica del almidén previo a
fermentacién lactica (Anexo 1, Figura A.7)

I.  Pesar la cascara de platano segun la seccion 3.6 romano IX y colocarla
en un frasco de 500 ml con tapon de rosca autoclaveable,

II. Agregar acido sulfurico 5% p/v en una relacion de 2:1 a la cascara.

lll. Llevar el frasco el autoclave al tiempo donde se produzca mayor cantidad
de azucares fermentables del procedimiento descrito en la seccién 3.9.1.

IV. Llevar el pH de cada reactor entre 5 y 6 con KOH 10N con agitacion
constante y colocar el pH metro para lectura continua a la adicion del KOH.

V. Adicionar agua destilada hasta alcanzar a 32 g/L de azUcares reductores.

VI. Cuantificar los azlUcares reductores por el método DNS (seccion 2.6).

VII. Filtrar el licor neutralizado con ayuda de una bomba al vacio, un kitasato y
con el sostenedor con membrana filtrante de 0.105 mm, para poder trabajar
en la etapa de fermentacion con Lactobacillus delbrueckii.

NOTA: Para superar la concentracion de azucares reductores totales (32 g/L), se
debe emplear otros equipos que puedan trabajar en las nuevas condiciones.

3.9.5. ENRIQUECIMIENTO DE NUTRIENTES MINIMOS PARA OBTENCION DE
ACIDO LACTICO, POSTERIOR A LA HIDROLISIS QUIMICA

El propdsito en esta etapa es llevarle todos los nutrientes que necesita el
microorganismo Lactobacillus delbrueckii para que pueda producir eficientemente
acido lactico con el contenido de azucares fermentables del licor de hidrélisis acida.

Reactivos
e Extracto de levadura. e Licor de la hidrdlisis acida
e Fosfato di-potasico. (seccion 3.5.3, romano IX).
e MgSOsy MnSOa. e NaCl.
e Agua destilada estéril. e KOH 10 N.

Materiales
e Erlenmeyer tap6n de rosca de e 2 Probetas de 500 ml (estéril).

500 ml. e Espatula.
Equipo

e Balanza analitica A&D Weighing, modelo GH-252.
e Autoclave Tuttnauer, modelo 3870EL-D.

Procedimiento: Enriquecimiento de nutrientes posterior a hidrolisis quimica
(Anexo 1, Figura A.8)

I.  Medir 250 ml de licor de la hidrélisis acida en una probeta graduada.
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Il.  Enriquecer el licor de la hidrodlisis acida segun tabla 3.9.
lll.  Mezclar los reactivos en el licor y llevar a pH 7 con KOH 10 N.
IV. Tapar el licor y esterilizar a 121 °C y 15 psi por 15 minutos.

llevandolo a 250 ml con agua destilada estéril (utilizar probeta de 500 ml).

Tabla 3.10: Enriquecimiento nutricional del licor correspondiente a la hidrélisis quimica.

Reactivos Masa del reactivo | Concentracién deseada en licor
Cloruro de Sodio 2.25¢ 9 g/L
Extracto de levadura 35¢g 14 g/L
Fosfato di potésico 0.25¢g 1g/L
Sulfato de Magnesio 0.145¢g 0.58 g/L
Sulfato de manganeso 0.05¢ 0.20 g/L

3.9.6. PREPARACION Y CALCULO DE INOCULO Lactobacillus delbrueckii

Ajustar de nuevo el volumen del licor perdido en el proceso de esterilizado

Llevar una cantidad conocida y necesaria de microorganismo Lactobacillus

delbrueckii al biorreactor para que este proporcione la méaxima eficiencia de la
conversion de azucares reductores a acido lactico. Para asegurar reproducibilidad

de los resultados, este experimento se desarrollara por triplicado.

Reactivos

e Solucidn estandarizada de Lactobacillus delbrueckii (seccién 2.5.2), con una

concentracion de 3.1x108 UFC/ml.
e Licor de la hidrdlisis acida de la seccién 3.9.5.

Materiales
e Pipeta electronica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
Equipo
e Biorreactor de borosilicato de 500 ml con tres boquillas.
e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.
e Cabina de flujo laminar Labconco, clase Il, tipo A2.

Procedimiento: Preparacidon y calculo de in6culo Lactobacillus delbrueckii
(Anexo 1, Figura A.9)

l. Colocar 250 ml del licor de la hidrélisis acida en el biorreactor.

II. Inocular, dentro de la cabina de flujo laminar, con la solucién estandarizada
de microorganismo Lactobacillus delbrueckii al biorreactor al 2% con
respecto al volumen del licor puesto en el biorreactor (250 ml); la cantidad

de in6culo serd de 5 ml de la solucién estandarizada.
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3.9.7. VERIFICACION Y CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS DE OPERACION

DEL BIORREACTOR PREVIO A FERMENTACION LACTICA

Establecer las condiciones oOptimas de funcionamiento del biorreactor y
definir los controles fisicoquimicos que se llevaran en el tiempo de fermentacion.

Reactivos
e HCI2N. e Bicarbonato de sodio.
e Solucion de CaCOs 10% plv. e Agua destilada estéril.
Materiales
e Tapaderas. e Agitador magnético.
e Mangueras conectoras. e Trampa de agua para CO:..
e Camara de anaerobiosis. e Filtro de agua.
Equipo

ncubadora (Lab Gravity Convection Incubator) Precision Scientific.

e Bomba de presién de vacio Gast, modelo DOA-P104-AA
e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.

e Cabina de flujo laminar Labconco, clase Il, tipo A2.

e Termometro.

Procedimiento: Verificacion y cumplimiento de parametros de operacion del

biorreactor previo a fermentacion lactica (Anexo 1, Figura A.10)

Cada vez que se termine de muestrear se debera:

VI.

VII.
VIII.

Trabajar en la cabina de flujo laminar.

Ajustar el pH del biorreactor de 500 ml que contiene el licor de la hidrolisis
acida con carbonato de calcio a 7.0.

Colocar todos los dispositivos de funcionamiento del biorreactor (camara
ambientadora anaerobica, filtro de agua, magneto, trampa de agua para
COg2, tapaderas, bomba al vacio y mangueras conectoras).

Encender la bomba de vacio y esperar a generar vacio dentro del
biorreactor, cerrar las valvulas (la valvula donde se muestrea siempre debe
estar cerrada), desconectar la bomba y acoplar la trampa de COo.

Colocar en la camara ambientadora de anaerobiosis 15 g bicarbonato de
sodio y 100 ml acido clorhidrico 2 N, abrir inmediatamente valvulas Ay B.
Antes de cerrar las valvulas A y B, cerciorarse que la trampa de CO2 no
siga expulsando gas.

Desacoplar la cAmara ambientadora de CO: y el filtro de agua.

Colocar el biorreactor montado sobre un agitador magnético que girara a
120 rpm y a 40 °C y la trampa de CO:2 dentro de la incubadora.
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IX. Monitorear y muestrear cada 12 horas para cuantificar la formacion de acido
lactico y para mantener el pH en 6ptimas condiciones.
a) Muestreo: recoger 10 ml de licor del biorreactor.
b) pH: medirlo a 10 ml de muestra y ajustarlo a 7 en biorreactor con CaCOs.
c) Temperatura: debera ser constante a 40 °C (incubadora y biorreactor).
d) Condiciones anaerdbicas: después del muestreo utilizar la caAmara de
agregando 15 g de bicarbonato de sodio y 100 ml de HCI 2 N.

3.9.8. CUANTIFICACION DE ACIDO LACTICO PRODUCIDO EN BIORREACTOR

Contabilizar la concentracidon de acido lactico contra tiempo producida por el
Lactobacillus delbrueckii. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, se
llevara por triplicado este experimento.

Reactivos
e Acido sulfarico 2N. e Licor fermentado de la
e Agua destilada. seccion 3.9.7.
Materiales
e Balon de 200 ml. e Filtro de celulosa 0.45 pm.
Equipo

e Hot plate (Cimarec stirring) Barnstead ThermoLyne, modelo SP46920.

e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.

e Centrifuga Thermo Scientific, Labofuge 200.

e Pipeta monocanal, Thermo electron Finnpipette 100-1000 pL, modelo 4500.
e Pipeta electrénica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
e Espectrofotometro Hach, modelo DR 3900.

Procedimiento: Cuantificacion de acido lactico producido en el biorreactor
(Anexo 1, Figura A.3)

I.  Tomar 5 ml de la muestra obtenida en la seccion 3.9.7.

II. Llevar la muestra a bafio maria a 75 °C en hot plate por 10 minutos, esto
con el fin de pasteurizarla.

lll. Dejar que la muestra llegue a temperatura ambiente.

IV. Ajustar el pH de la muestra aproximadamente a 3.3 con H2SOa4 2N.

V. Llevar la muestra cuantitativamente a un balon de 200 ml, agregar solucién
previamente preparada de FeCls (método cloruro férrico, secciéon 2.6)
para cuantificar el &cido lactico producido, en una relacion de 10 ml de FeCls
por cada 100 ml de solucion total, se afora con agua destilada.

VI. Del aforo tomar una alicuota de 10 ml, centrifugarla a 3,500 rpm por 15 min.
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VII. Filtrar el sobrenadante a 0.45 pm.

VIII. Leer absorbancia a 435 nm (método cloruro férrico, seccion 2.6).

IX. El monitoreo termina cuando ya no hay cambio significativo entre una
muestra y otra, las lecturas se realizan cada 12 horas, se debera hacer
lectura de azUcares reductores totales cuando termine el proceso de
fermentacion lactica (método DNS, seccion 2.6).

3.9.9. RESULTADO DE FERMENTACION LACTICA DEL LICOR PRODUCIDO
POR HIDROLISIS QUIMICA CON Lactobacillus delbrueckii

Las muestras tomadas para realizar las mediciones de absorbancia con el
método cloruro férrico, seccion 2.6, tuvieron que ser diluidas para que las lecturas
se mantuvieran dentro de la curva concentracion de acido lactico vs absorbancia.

Siguiendo los procedimientos descritos en la seccién 3.9.6, seccion 3.9.7 y
seccion 3.9.8; pueden consultarse los valores de tiempo (variable independiente),
absorbancias (para cada tiempo) y concentracion de acido lactico (variable
dependiente) en el “Anexo 3: Resultados de la etapa experimental, Tabla A.5”.

El porcentaje de inoculacion del Lactobacillus delbrueckii fue del 2%,
teniendo un volumen de licor de 250 ml, entonces la inoculacion fue de 5 ml, esta
se realizé dentro de una cabina de flujo laminar Labconco, clase I, tipo A2; una vez
inoculado se conectaron todos los dispositivos necesarios para crear el ambiente
anaerobico que necesita para crecer y se incub6 (Lab Gravity Convection Incubator)
a 40 °C, cada 12 horas se tomaba una muestra de 10 ml de los tres biorreactores,
a estas muestras se les tomaba el pH y se llevaba con carbonato de calcio el pH de
los tres reactores a 7 (este valor es muy importante, ya que el Lactobacillus
delbrueckii es sensible a ambientes acidos), una vez terminado el muestreo, se
conectaban nuevamente todos los dispositivos para establecer una vez mas el
ambiente anaerobico y posteriormente se trasladé el biorreactor a la incubadora.

De cada uno de los tres birreactores se tomaron 5 ml (a estas alicuotas no
se les elevaba el pH a 7), que se llevaron a bafio maria (75 °C, 10 minutos), se
dejaban enfriar a temperatura ambiente, se ajustaban los pH a 3.3 con acido
sulfarico 2 N y se transferian cuantitativamente a balones de 200 ml, se adicioné a
cada baléon una solucién previamente preparada de FeCls, para realizar la
cuantificacion de acido lactico por el método de cloruro férrico, en la relacion de 10
ml por cada 100 ml de solucion total, es decir que se adiciono en total 20 ml de esta
solucion a cada balon de 200 ml, posteriormente se aforaba con agua destilada, de
esta ultima solucion preparada se tomaba 10 ml que se centrifugé a 3500 rpm por
15 minutos, filtrandose el sobrenadante a 0.45 um, y se leia absorbancia a 435 mn.
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Para encontrar la concentracion a partir de la absorbancia leida con el
espectrofotometro Hach, modelo DR 3900, se utilizo la regresion creada por Excel:

Absorbancia= 0.0025*(concentracion, ppm) + 0.0022

Se graficé el tiempo t de produccion de acido lactico (horas) vs concentracion
C (g/L), la ecuacion de regresion obtenida es:

24 7 T T T T | —
L R-cuadrada=995817 porciento -
% 20 [~ R-cuadrada (ajustada por g} = 99 6693 porciento .
g [ Errorestandar del est. =0 483202 -
qu 16 |— Error absoluto medio = 0.374462 _
o [ Estadistico Durbin-Watson = 0.352113 (P=0.0000} ]
E 12 [ Autocorrelacion de residuos lag 1=0.823013 T
o - il
o : ]
= 8 — _
3] - ]
§ al —
0 _— 1 1 1 1 1 1 __

0 30 60 90 120 150

TIEMPO (horas)

Figura 3.5: Grafica tiempo (horas) contra concentracién de acido lactico (g/L) producidos por con

los azucares provenientes de hidrdlisis con H,S04 5% p/v.

C = —3.59001E77t* + 8.69871E~ 5t — 5.16178E~3t% + 0.17292t — 0.710881; R? = 0.996817

Tabla 3.11: Analisis de varianza (ANOVA) de fermentacion lactica de la hidrdlisis quimica.

Error Estadistico

Pardmetro Estimado Estdndar T Valor-P
CONSTANTE | -0.710881 0.420418 -1.69089 0.0939
TIEMPO 0.17292 0.0340646 5.07623 0.0000
TIEMPOA2 -0.00516178 0.000840429 -6.14183 0.0000
TIEMPOA3 0.0000869871 0.00000794616 10.9471 0.0000
TIEMPOM -3.59011E-7 2.53167E-8 -14.1808 0.0000

Analisis de Varianza
Fuente Suma de cuadrados | G/ Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Modelo 7530.53 4 1882.63 8063.20 0.0000
Residual 24.0489 103 | 0.233485
Total (corr) | 7554.58 107

Puesto que el valor-P en la tabla 3.11 es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Concentracién de acido lactico y Tiempo con un
nivel de confianza del 95%. En vista de que si se pudo comprobar la existencia de
una relacion estadisticamente significativa entre concentracion y tiempo con todos
los datos obtenidos de la fermentacion lactica a partir del licor creado por la hidrolisis
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guimica de la cascara de platano verde, se procedio a verificar en qué tiempo la
concentracion de acido lactico se encuentra en su maximo punto, esto a través de
la primera derivada de la ecuacion generada por el programa Statgraphics
Centurion (2010):

C’'= —1.436004 - 10~°t> + 0.0002609613t* — 0.01032356t + 0.17292

Igualando la primera derivada a cero, se obtienen los maximos y minimos de
la regresion para la fermentacion lactica a partir del licor generado por hidrolisis
guimica de la cascara de platano verde.

t; = 23.3053 + 18.6567i horas
t, = 23.3053 — 18.6567i horas 06
t; = 135.117 horas

Se descartan los dos primeros valores (t1 y t2) ya que son imaginarios, por lo
gue a las 135 horas (5 dias con 15 horas) la produccién de acido lactico a partir del
licor de la hidrélisis con acido sulfdrico esta en su alta concentracién, para las 135
horas (valor tedrico, a partir de la regresion) es:

C135 horas = 23.3384 g/l

La concentracion de &cido lactico promedio a las 132 horas (valor que se
obtuvo del trabajo en el laboratorio, ver Anexo 3, Tabla A.5) es:

C132 horas = 22.7008 g/l

3.9.10. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DEL BIORREACTOR

I.  Calcular el rendimiento del biorreactor para la etapa de hidrélisis acida
utilizando los datos de los muestreos donde la concentracién obtenida de
azucares reductores es maxima (ver seccion 4.1.1).

Il. Calcular el rendimiento del biorreactor para la etapa de fermentacion lactica
utilizando los datos de los muestreos donde la concentracién obtenida de
acido lactico es maxima (ver seccion 4.1.2).

3.10. PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE LA
CASCARA DE PLATANO MEDIANTE HIDROLISIS ENZIMATICA POR
ACCION MICROBIANA DEL Aspergillus oryzae Y FERMENTACION
LACTICA CON Lactobacillus delbrueckii

Descripcion de los procedimientos empleados para la produccion de acido
lactico a partir del sistema de biotransformacion de hidroélisis enzimatica por accion
microbiana (Aspergillus oryzae) y fermentacion lactica (Lactobacillus delbrueckii).
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3.10.1. PREPARACION Y CALCULO DEL INOCULO DE Aspergillus oryzae

PARA EXTRACTO ENZIMATICO

Llevar la cantidad determinada de Aspergillus oryzae al biorreactor que
contiene cierta cantidad de cascara molida de platano hidratada con solucion
nutritiva, para que se produzcan las enzimas necesarias para la posterior hidrolisis;
estas enzimas se extraeran (como extracto enzimatico) para la conversion del
almidon de la cascara de platano a azucares fermentables, por triplicado.

Reactivos

e Solucion estandarizada de
Aspergillus oryzae al 5.7x10°
UFC/ml (seccion 2.5.1).

Materiales

e Espatula
e (Gazay papel crepe.

Equipo

e Cabina de flujo laminar
Labconco, clase II, tipo A2.

e Autoclave Tuttnauer, modelo
3870EL-D.

e Cascara de platano
esterilizada.
e Buffer fosfato pH 5.5

e Pipeta monocanal, Thermo
Electron 100-1000 pL

e Monitor de humedad Fisher
Scientific, 4040.

e 18 erlenmeyer Kimax, 250 ml.

¢ Incubadora Precision Scientific.

Procedimiento: Preparacion y calculo de In6culo de Aspergillus oryzae
(Anexo 1, Figura A.11)

I.  Colocar 5 g de cascara de platano en cada uno de los Erlenmeyer.

Il. Humedecer la cascara de platano con solucién nutritiva pH 6 en una
relacion de 1:4 buscando gelatinizar la cascara molida (ver tabla 3.10).

lll. Llevar al autoclave los 18 Erlenmeyer, a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.

IV. Inocular el biorreactor en cabina de flujo laminar al 10% v/v, respecto al
volumen del medio semisélido, con la solucion estandarizada de Aspergillus
oryzae. Tapar los Erlemeyer con gasa, algodon (torundas) y papel crepe.

V. Colocar los Erlemeyer sobre recipientes que contengan agua (para
mantener la humedad, alrededor de 70%) en la incubadora a 32 °C.

Tabla 3.12: Solucién nutritiva para hidratacion de medio Aspergillus oryzae.

Compuesto Concentracion
NaCl 0.9 % p/v
MnSQO4 0.05 g/L
Extracto de levadura 14 g/L
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3.10.2. VERIFICACION Y CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS DE OPERACION
DE HIDROLISIS ENZIMATICA POR ACCION MICROBIANA

El objetivo es controlar aquellos parametros de operacion que aseguren el
buen crecimiento del Aspergillus oryzae en cascara de platano para la Optima
produccion del extracto enzimatico.

Equipo

Incubadora (Lab Gravity Convection Incubator) Precision Scientific.

Monitor de humedad Fisher Scientific, 4040.

Procedimiento: Verificacion y cumplimiento de parametros de operacién

Monitorear que la temperatura sea de 32 °C dentro de la incubadora con
ayuda del monitor de humedad (alrededor de 70%).

3.10.3. PREPARACION Y CALCULO PARA LA REALIZACION DE LA CURVA DE
HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ALMIDON

El objetivo es verificar en qué tiempo la produccion de azucares reductores
es maxima, partiendo del almidén de la cdscara de platano y extracto enzimético
del Aspergillus oryzae preparando condiciones requeridas por fermentacion lactica.

Reactivo

Muestras en erlenmeyer
(seccion 3.10.1 romano V).

Materiales

Balon de 200 ml.
Espétula.
Kitasato.

Carbon activado.
Solucién salina 0.9% plv.

Beaker de 250ml.
Agitador magnético.
Frasco lavador.

Filtro de membrana de celulosa regenerada Sartorius, poro 0.45 pum.

Pipeta monocanal, Thermo electron Finnpipette 100-1000 pL, modelo 4500.
Pipeta electrénica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
Sostenedor de filtro con membrana de filtracion de 0.105 mm.

Equipo

Hot plate (Cimarec , Barnstead
ThermoLyne, SP46920.
Recipiente de plastico con
tapdn de rosca.

Maquina para bafo maria Shel
Lab, modelo WS17.

Espectrofotometro Hach,
modelo DR 3900.

Cabina de flujo Ilaminar
Labconco, clase I, tipo A2.
Balanza analitica A&D

Weighing, modelo GH-252.
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Procedimiento: Procedimiento de construccién de curva de hidrélisis

VI.

VII.

VIII.

enzimatica por accion microbiana (Anexo 1, Figura A.12)

Trabajar en cabina de flujo laminar y cada 12 horas se tomaran los tres
Erlenmeyer inoculados con Aspergillus oryzae correspondiente; agregarles
20 ml de solucion salina y raspar con espatula para homogenizar.
Agitar lo obtenido del paso anterior por 30 minutos en hot plate a 120 rpm.
Filtrar con ayuda del sostenedor de filtro con membrana de filtracion de
0.105 mm, kitasato y bomba al vacio, para obtener el extracto enzimatico.
Realizar la metodologia DNS (seccidn 2.6) al extracto enzimatico. Pesar
en balanza analitica 0.1735 g de cascara molida que se colocara en un
recipiente de plastico con tapon de rosca (esta cantidad pesada se basa en
la concentracion final deseada de azlcares reductores totales: 25 g/L y
servird para construir la curva de tiempo vs concentracion),
Adicionar a la cascara del paso anterior 0.5 ml de solucién salina y llevar a
bafio maria a 75 °C por 10 minutos (para gelatinizar), dejar enfriar y agregar
2 ml de extracto enzimatico.
Llevar a la maquina de bafio maria los contenidos del paso anterior, por 40
minutos a 37 °C (temperatura a la cual trabaja la enzima a-amilasa) y por
40 minutos a 65 °C (temperatura en la que trabaja la enzima 3-amilasa).
Trasladar cuantitativamente a un balon de 200 ml la cascara de platano del
paso anterior y aforar con agua destilada.
Realizar lectura de azlcares reductores totales por el método del DNS
(seccidn 2.6), se debe considerar que al tomar una alicuota del balén para
realizar este método se debe agregar carbon activado (por cada 25 ml de
muestra, son 0.25 g de carbén activado) y filtrar con filtro de 0.45 um.
Realizar la curva de produccion de azucares reductores (tiempo vs
concentracion de azucares reductores, AHE), en esta curva solo se
presentara lo hidrolizado por el extracto.

ART = AHE + AEE

Dénde: ART: Azlcares reductores totales, AHE: AzuUcares hidrolizados
enzimaticamente y AEE: Azucares en el extracto enzimatico.

X.

Tomar en cuenta que los valores de cantidad de cascara, solucion salina 'y
volumen de extracto enzimatico van a cambiar cuando se quiera producir
el licor que se utilizara en la posterior fermentacién lactica (debido a que los
valores optimizan recursos en la construccién de la curva concentracion vs
tiempo), las cantidades a ocupar para crear el licor son: cascara molida:
10.4167 g, solucion salina: 30.02 ml y extracto enzimatico: 119.98 ml.
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3.10.4. RESULTADOS HIDROLISIS ENZIMATICA POR ACCION MICROBIANA
CON Aspergillus oryzae

Siguiendo los procedimientos descritos en la seccién 3.10.1y seccién 3.6.2,
se presenta en el “Anexo 3: Resultados de la etapa experimental, Tabla A.6” los
valores de tiempo (en horas, variable independiente), absorbancia (para cada
tiempo), concentracion de azucares reductores totales en el licor (en ppm, variable
dependiente), concentracion de azUcares reductores en el extracto enzimatico y la
cantidad de azlcares creados por hidrolisis enzimatica.

Se peso 5 g de cdscara molida para 18 erlenmeyer, esto para la creacion de
la curva de produccioén de azucares reductores, y se les adicioné 20 ml de solucion
nutritiva, se llevo al autoclave Tuttnauer, por 15 minutos (15 psi, 121°C), se llevo a
temperatura ambiente y se inocul6 al 10% v/v (2 ml), posteriormente los erlenmeyer
inoculados se muestrean cada 12 horas en la incubadora (32 °C, 70% de humedad).

Al cumplirse los intervalos de 12 horas, se tomaban tres erlenmeyer, a los
cuales se le afiadia 20 ml de solucion nutritiva, se raspaba y se agitaba por 30 min
en hot plate, se filtraba y se leia la absorbancia (por triplicado) para saber la cantidad
de azulcares reductores que se encontraban en el extracto (metodologia DNS).
Posteriormente se pesaba 0.1735 g de cascara de platano (esta cantidad para
reducir los materiales a ocupar, posteriormente se explicara el célculo de esta
medida), al que se le adicionaban 0.5 ml de solucién salina y se llevaba a bafio
maria (75 °C, 10 minutos), se dejaba enfriar y se agregaba 2 ml de extracto
enzimético, esta mezcla luego era llevada a bafios maria de 37 °C y otro de 65 °C
(40 minutos cada una), transferir cuantitativamente a balén de 200 ml y se aforaba
con agua destilada (esto con el fin de que el espectrofotbmetro fuera capaz de
realizar una lectura confiable), finalmente se toma una alicuota para método DNS.

Se busca crear una solucién de 25 g/L de azlcares reductores totales al
pesar 0.1735 g de céscara de platano, los azUcares no reductores en ella sera:

Azucares no reductores = 0.1735 * 0.36 = 0.06246 g

Volumen total = 2 ml de extracto + 0.5 ml de sin salina = 2.5 ml

0.06249 g
0.00251

Para encontrar la concentracion a partir de la absorbancia leida con el

espectrofotometro Hach, modelo DR 3900, se utilizo la regresion creada por Excel.

Concentracion azucares reductores deseados = = 24.984 g/l

Absorbancia = 0.0008*(concentracion, ppm) - 0.0151
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Se debe tomar en cuenta que en el extracto enzimatico se formaron azlcares
reductores (estos le sirven como alimento al Aspergillus oryzae para crear luego
enzimas hidrolizantes del almiddn), es decir que la concentracion final de azlUcares
reductores totales en el licor es una suma de los azucares formados en el extracto
enzimatico y los azucares formados por hidrdlisis enzimatica del almidén presente
en la cascara de platano verde.

ART = AHE + AEE

Donde: ART: AzUcares reductores totales, AHE: AzuUcares hidrolizados
enziméticamente y AEE: AzUcares en el extracto enzimatico.

Estos azlcares reductores totales y azucares hidrolizados enziméaticamente
se leen con ayuda del espectrofotometro, del “Anexo 3. Resultados de la etapa
experimental, Tabla A.6” se pueden crear tres graficas (tiempo vs concentracion
de azucares reductores totales en el licor, tiempo vs concentracion de azlcares
reductores en el extracto y tiempos vs concentracion de azucares reductores
hidrolizados por el extracto enzimatico, se grafiaron estos comportamientos, la
ecuacion de regresion y el trabajo estadistico para los datos obtenidos:

40 [ ]

G - 1 ]
= 30— 1 —
..g - _
o — -
q — —
In_: - _
= 20 - .
3 B R-cuadrada = 96.2708 parciento _
= - R-cuadrada (ajustada por g 1) = 96.2004 porciento -
8 10 I Error estandar del est. = 170182 N
- Error absoluto medio = 141014 |

B Estadistico Durbin-Watson = 0.21835 (P=0.0000) ]

L Autocorrelacion de residuos lag 1= 0826485 _

0 1 . . . 1 . . . 1 L

(=T

20 40 60
Tiempo (horas)

o]
o

Figura 3.6: Grafica tiempo (horas) contra concentracién de azticares reductores totales en el
licor (g/L) producidos por hidrélisis enzimatica con Aspergillus oryzae.

Cricor = —9.00866E~5t3 — 0.0115414t2 + 1.54831t — 7.61804
R? = 0.9627

Cuicor: Concentracion azlcares reductores en el licor (g/L); t: tiempo (horas)
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Tabla 3.13: Analisis de varianza (ANOVA) de azticares reductores totales en el licor producidos

por hidrdlisis enzimatica con Aspergillus oryzae.

Error Estadistico
Parametro Estimado Estandar T Valor-P
CONSTANTE | -7.61804 0.970184 -7.85216 0.0000
TIEMPO 1.54831 0.093678 16.528 0.0000
TIEMPOA2 -0.0115414 0.00255173 -4.52297 0.0000
TIEMPOA3 0.0000900866 0.0000204585 -4.40339 0.0000
Analisis de Varianza
Fuente Suma de cuadrados | GI | Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Modelo 11887.8 3 3962.59 1368.21 0.0000
Residual 460.492 159 | 2.89618
Total (corr) | 12348.3 162

Puesto que el valor-P en la tabla 3.13 es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Concentracion de azucares reductores totales

en el licor y el tiempo con un nivel de confianza del 95%.

4

CONCENTRACION EXTRACTO (g/l)
%)
| T T T 1 | T T T 1 | T T T 1 | T T T 1 |

R-cuadrada = 98 9488 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.|.) = 98 9288 porciento

Error estandar del est. = 0.104766
Error absoluto medio = 00822817

Estadistico Durbin-Watson = 0.53515% (P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos lag 1= 0.709614

o o
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40
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Figura 3.7: Grafica tiempo (horas) contra concentracion de azticares reductores totales en el

60

extracto enzimatico (g/L) del Aspergillus oryzae.

«©
o

Coxtracro = —2.89998E~5t3 + 0.0010188t2 + 0.0993981¢t — 0.28126

R? = 0.9895

Cextracto: Concentracion azucares reductores en extracto (g/L); t: tiempo (horas)
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Tabla 3.14: Analisis de varianza (ANOVA) de azlicares reductores totales en el extracto

enzimatico producidos por hidrélisis enzimatica con Aspergillus oryzae.

Error Estadistico
Parametro Estimado Estandar T Valor-P
CONSTANTE | -0.28126 0.0597255 -4.709922 0.0000
TIEMPO 0.0993981 0.00576691 17.2359 0.0000
TIEMPOA2 0.0010188 0.000157087 6.4856 0.0000
TIEMPOA3 -0.0000289998 0.00000125944 -23.0259 0.0000
Analisis de Varianza
Fuente Suma de cuadrados | GI | Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Modelo 164.264 3 54.7546 4988.66 0.0000
Residual 1.74515 159 | 0.0109758
Total (corr) | 166.009 162

Puesto que el valor-P en la Tabla 3.14 es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Concentracion de azucares reductores totales

en el licor y el tiempo con un nivel de confianza del 95%.
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Concentracion Azlcares
Hidrolizados enzimaticamente (g/l)
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Error estandar del est = 1 61223

Error absoluto medio = 1.31827
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Figura 3.8: Grafica tiempo (horas) contra concentracion de aztcares reductores totales

hidrolizados por el extracto enzimatico (g/L) del Aspergillus oryzae.

Cazripro = —3.20871E~5¢3 — 0.013579¢2 + 1.34951¢ — 7.05552

R? = 0.9445

Caz. HiDrRO: Concentracion azucares reductores hidrolizados por extracto (g/L); t:

ti

empo (horas)
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Tabla 3.15: Analisis de varianza (ANOVA) de aztcares reductores hidrolizados por extracto

enzimatico producidos por hidrélisis enzimatica con Aspergillus oryzae.

Error Estadistico
Parametro Estimado Estdndar T Valor-P
CONSTANTE | -7.05552 0.91911 -7.67647 0.0000
TIEMPO 1.34951 0.0887464 15.2064 0.0000
TIEMPOA2 -0.013579 0.0024174 -5.6172 0.0000
TIEMPOA3 0.0000320871 0.0000193815 -1.65556 0.0998
Analisis de Varianza
Fuente Suma de cuadrados | GI | Cuadrado medio Razdn-F Valor-P
Modelo 7036.34 3 2345.45 902.35 0.0000
Residual 413.284 159 | 2.59927
Total (corr) | 7449.62 162

Puesto que el valor-P en la Tabla 3.15 Andlisis de ANOVA es menor que
0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre la concentracion de
azucares hidrolizados por el extracto enzimatico y tiempo, nivel de confianza 95%.

En vista de que si se pudo comprobar la existencia de una relacion
estadisticamente significativa entre concentracion de azucares reductores en el
licor y tiempo, entre concentracion de azucares reductores en el extracto y tiempo,
y entre concentracion de azucares reductores hidrolizados por el extracto y tiempo;
con todos los datos obtenidos de la hidrdlisis enzimatica por accidon microbiana de
la cascara de platano verde, se procedi6 a la produccién de un licor rico en azlcares
fermentables que pueda ser aprovechado la posterior fermentacion lactica.

A partir de la ecuacién generada por el programa Statgraphics Centurion
(2010) se puede llegar a conocer el momento donde la cantidad de azucares

reductores totales del licor alcanza un maximo, siendo la primera derivada de esa
funcién:

Cuicor’ = —0.00027026¢2 — 0.0230828t + 1.54831

Igualando la primera derivada a cero, se obtienen los maximos y minimos de

la regresion para la hidrolisis enziméatica por accion microbiana de la cascara:
t; = —129.611 horas 6 t, = 44.2013 horas

Se descarta el primer valor (t1) ya que es negativo, por lo que a las 44 horas
la produccion de azlcares reductores por hidrdlisis enzimatica por accién
microbiana esta en su punto mas alto de concentracion.

La concentracion de azucares reductores para las 44 horas seria entonces:

CLicora4 horas = 30.4895 g/l
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También es importante conocer el tiempo donde la concentracion de
azucares reductores producidos por el extracto enzimatico esta en su punto mas
alto, para esto se tomara la ecuacion generada para el comportamiento de los datos
obtenidos, se derivara y se igualara a cero:

CAZ.HIDRO, = _962613E_5t2 + 0027158t - 134‘951
t; = —325.233 horas 6 t, = 43.1052 horas

Se descarta el primer valor (t1) por ser negativo, entonces a las 43 horas la
produccion de azucares reductores obtenidos por medio del extracto enzimatico
estad en su maximo punto, se presenta a continuacion esta concentracion

CazHIDRO 43 HoRAs = 23.3147 g/l

Para preparar aproximadamente 800 ml de solucion de azucares reductores
con concentracidon cercana a 32 g/L a partir de cascara de platano verde molida y
el extracto enzimatico creado por Aspergillus oryzae, se procedié de la forma:

Se trabajo con 32 erlenmeyer (esa cantidad con el fin de crear tres licores para ser
utilizados en la fermentacion lactica), a los que se les agregd 5 g de cascara a cada
uno (160.0 g de céascara en total), 20 ml de solucién nutritiva (640 ml en total), 2 ml
de in6culo de solucion estandarizada (64 ml en total), se dejaron en la incubadora
por 48 horas, pasado este tiempo se recolectd el extracto enzimatico (640 ml
aproximadamente, se tomo tres alicuotas de 1 ml para hacer metodologia DNS);
aparte se gelatiniz6 55.56 g de cascara (para obtener una concentracién de
azucares no reductores de 25 g/L=55.56 g*0.36/0.8 L) con solucion salina (160 ml)
a una temperatura de 75 °C por 10 minutos, se dejaba enfriar y se agregaba los
640 ml del extracto enziméatico, esta mezcla luego era llevada a bafio maria primero
de 37 °C y después de 65 °C (40 minutos cada una), finalizado este tiempo, se dej6
enfriar y se tomé tres muestras de 2.5 ml que se transferian cuantitativamente a
balones de 200 ml y se aforaba con agua destilada (esto con el fin de que el
espectrofotometro fuera capaz de realizar una lectura confiable), finalmente se toma
una alicuota para realizar la metodologia DNS.

Para lecturas de absorbancia del licor creado por hidrélisis enzimatica por
accién microbiana, se tomaron tres alicuotas de 2.5 ml, las que se llevaron a aforo
de 200 ml, finalmente se cuantificd azlcares reductores con la metodologia DNS:
La concentracion final del licor a partir de cascara de platano con Aspergillus oryzae
es 32.243 g/L, pero la concentracion creada por el extracto enzimatico es 25.23 g/L.
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Tabla 3.16: Resultados de hidrélisis de cascara de platano con Aspergillus oryzae.

N° de tubo Licor 1 Licor 2 Licor 3 Promedio
Absorbancia del Licor 0.308 0.308 0.306
Concentracion de azucares 403.88 403.88 401.38 403.04
reductores del Licor (ppm)
Concentracion de azticares
reductores del Licor (g/L) 32.310 32.310 32.110 32.243
Gramos de Azdcares reductores 0.0808 0.0808 0.0803 0.0806
del licor en la muestra de 2.5 ml
N° de tubo Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3 Promedio
Absorbancia del extracto 0.054 0.056 0.055
Concentracion de azucares 86.375 88.875 87.625 87.625
reductores del extracto (ppm)
Concentracion de azticares
4 . . .
reductores del extracto (g/L) 3.4550 3.5550 3.5050 3.5050
Gramos de Azucares reductores 0.0086 0.0089 0.0088 0.0088
del extracto en la muestra de 1 ml
Aztcar h'd'°"(z;/°f;' CED A 25.400 25.200 25.100 25.233

3.10.5. ENRIQUECIMIENTO POSTERIOR A HIDROLISIS ENZIMATICA DE
NUTRIENTES MINIMOS PARA TRANSFORMACION A ACIDO LACTICO

El propésito en esta etapa es agregar todos los nutrientes que necesita el
Lactobacillus delbrueckii para que pueda producir eficientemente acido lactico con
el contenido de azucares fermentables del licor hidrolizado con Aspergillus oryzae.

El extracto enzimético ya cuenta con los requerimientos nutricionales
minimos que permitan el crecimiento del Lactobacillus delbrueckii, por lo que no es
necesario adicionar ningun nutriente en esta etapa. Ver reactivos, material y equipo
en seccién 3.9.5y el procedimiento experimental en Anexo 1, Figura A.8.

3.10.6. PREPARACION Y CALCULO DEL INOCULO Lactobacillus delbrueckii

Llevar una cantidad conocida y necesaria de microorganismo Lactobacillus
delbrueckii al biorreactor para que este proporcione la maxima eficiencia de la
conversiéon de azucares reductores a acido lactico.

Reactivos
e Solucion estandarizada de Lactobacillus delbrueckii (seccion 2.5.2), la
solucién debera tener una concentracion de 3.1x108 UFC/ml.
e Licor de la hidrdlisis acida de seccion 3.9.5.

Materiales
e Pipeta electronica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
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Equipo
e Biorreactor de borosilicato de 500 ml con tres boquillas.
e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.
e Cabina de flujo laminar Labconco, clase II, tipo A2.

Procedimiento: Preparacion y calculo de in6culo Lactobacillus delbrueckii
(Anexo 1, Figura A.9)

I.  Colocar 250 ml del licor de la hidrolisis enzimatica en el biorreactor.

Il. Inocular, dentro de la cabina de flujo laminar, con la solucion estandarizada
de microorganismo Lactobacillus delbrueckii al biorreactor al 2% con
respecto al volumen del licor puesto en el biorreactor (250 ml); la
inoculacién seria de 5 ml de la solucién estandarizada.

3.10.7. VERIFICACION Y CUMPLIMIENTO DE PARAMETROS DE OPERACION
DEL SISTEMA DE BIOTRANSFORMACION

Establecer las condiciones oOptimas de funcionamiento del biorreactor y
definir los controles fisicoquimicos que se llevaran en el tiempo de fermentacién
para la obtencién de &cido lactico.

Reactivos
e HCI2N. e Bicarbonato de sodio.
e Solucidn de CaCOs 10% pl/v. e Agua destilada estéril.
Materiales
e Tapaderas. e Agitador magnético.
e Mangueras conectoras. e Trampa de agua para CO:..
e Camara de anaerobiosis. e Filtro de agua.
Equipo

Incubadora (Lab Gravity Convection Incubator) Precision Scientific.
e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.
e Cabina de flujo laminar Labconco, clase II, tipo A2.
e TermOmetro de mercurio.
e Bomba de presion de vacio Gast, modelo DOA-P104-AA.

Procedimiento: Verificacién y cumplimiento de pardmetros de operacién del
sistema de biotransformacion (Anexo 1, Figura A.10)

I.  Trabajar en la cabina de flujo laminar.
Il.  Ajustar el pH del biorreactor de 500 ml que contiene el licor de la hidrolisis
enzimatica con carbonato de calcio a 7.0.
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lll. Colocar todos los dispositivos de funcionamiento del biorreactor (camara
ambientadora anaerobica, filtro de agua, magneto, trampa de agua para
COg2, tapaderas, bomba al vacio y mangueras conectoras).

IV. Encender la bombay esperar a generar vacio dentro del biorreactor, cerrar
las valvulas, desconectar la bomba y acoplar la trampa de COo..

V. Colocar en la camara de anaerobiosis 15 g bicarbonato de sodio y 100 ml
acido clorhidrico 2 N, y abrir inmediatamente las vélvulas Ay B.

VI. Antes de cerrar las valvulas A y B, cerciorarse que la trampa de CO2 no
siga expulsando gas.

VIl. Desacoplar la camara ambientadora de CO: y filtro de agua.

VIII. Colocar el biorreactor dentro de la incubadora y la trampa de CO2, este
debera estar montado sobre un agitador magnético a 120 rpm y a 40 °C.

IX. Monitorear y muestrear cada 12 horas para cuantificar la formacion de acido
lactico y para mantener el pH en Optimas condiciones.

a) Muestreo: recoger 10 ml de licor del biorreactor.

b) pH: medir el pH a los 10 ml de muestra y luego ajustar el pH del
biorreactor con carbonato de calcio a 7.0.

c) Temperatura: La temperatura deberd ser constante de 40 °C en la
incubadora y dentro del biorreactor.

d) Condiciones anaerdbicas: después del muestreo utilizar la camara de
anaerobiosis, agregar 15 g de bicarbonato de sodio y 100 ml de HCI 2 N.

3.10.8. CUANTIFICACION DEL ACIDO LACTICO PRODUCIDO EN BIORREACTOR

Contabilizar la concentracion de acido lactico contra tiempo producida por el
Lactobacillus delbrueckii. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados, se
llevara por triplicado este experimento.

Reactivos
e Acido sulfarico 2N. e Licor de la seccion 3.10.7.
Materiales
e Balon de 200 ml. e Filtro de membrana 0.45 pm.
Equipo
e Hot plate (Cimarec stirring hot plate) Barnstead ThermoLyne, modelo

SP46920.
e pHmetro Fisher Scientific, accumet basic AB15 Plus.
e Centrifuga Thermo Scientific, Labofuge 200.
e Pipeta monocanal, Thermo electron Finnpipette 100-1000 pL, modelo 4500.
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e Pipeta electronica, Thermo Scientfic Finnpipette Novus 1-10 ml 46200800.
e Espectrofotdmetro Hach, modelo DR 3900.

Procedimiento: Cuantificacion de acido lactico producido en el biorreactor
(Anexo 1, A.3)

l.  Tomar 5 ml de muestra de la seccion 3.10.7.

[I. Llevar la muestra a bafio maria a 75 °C en hot plate por 10 minutos, esto
con el fin de pasteurizarla.

lll. Dejar que la muestra llegue a temperatura ambiente.

IV. Ajustar el pH de la muestra aproximadamente a 3.3 con H2SO4 2N.

V. Llevar la muestra cuantitativamente a un balén de 200 ml, agregar solucién
previamente preparada de FeCls (método cloruro férrico, seccion 2.6) para
cuantificar el &cido lactico producido, en una relacion de 10 ml de FeCls por
cada 100 ml de solucién total, se afora con agua destilada.

VI. Del aforo tomar una alicuota de 10 ml, centrifugarla a 3500 rpm por 15 min.

VII. Filtrar el sobrenadante a 0.45 pm.

VIII. Leer absorbancia a una longitud de onda de 435 nm (método cloruro férrico,
seccion 2.6).

IX. El monitoreo termina cuando ya no hay cambio significativo entre una
muestra y otra, las lecturas se realizan cada 12 horas, se deberd hacer
lectura de azulcares reductores totales cuando termine el proceso de
fermentacion lactica (método DNS, seccidn 2.6).

3.10.9. RESULTADOS DE LA FERMENTACION LACTICA CON Lactobacillus
delbrueckii A PARTIR DEL LICOR PRODUCIDO POR LA HIDROLISIS
ENZIMATICA POR ACCION MIROBIANA CON Aspergillus oryzae

Las muestras tomadas para realizar las mediciones de absorbancia con el
método FeCls, seccidon 2.6, tuvieron que ser diluidas para que las lecturas se
mantuvieran dentro de la curva concentracion de acido lactico vs absorbancia.

Siguiendo los procedimientos descritos en la seccién 3.10.6, seccion 3.10.7
y seccion 3.10.8, se presenta en el “Anexo 3: Resultados de la etapa
experimental, Tabla A.7” los valores de tiempo (en horas, variable independiente),
absorbancias y concentracion de acido lactico (en ppmy g/L, variable dependiente).

El porcentaje de inoculacion del Lactobacillus delbrueckii fue del 2%,
teniendo un volumen de licor de 250 ml, entonces la inoculacion fue de 5 ml, esta
se realizé dentro de una cabina de flujo laminar Labconco, clase I, tipo A2; una vez
inoculado se conectaron todos los dispositivos necesarios para crear el ambiente
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anaerdbico que necesita este microorganismo para crecer y se llevd a una
incubadora (Lab Gravity Convection Incubator) Precision Scientific a 40°C, cada 12
horas se tomaba una muestra de 10 ml de los tres biorreactores, a estas muestras
se les tomaba el pH y se llevaba con carbonato de calcio el pH de los tres reactores
a 7 (este valor es muy importante, ya que el Lactobacillus es muy sensible a
ambientes acidos), una vez terminado el muestreo, se conectaban nuevamente
todos los dispositivos para establecer una vez mas el ambiente anaerdbico y
posteriormente se traslado el biorreactor a la incubadora.

De cada uno de los tres biorreactores se tomaban 5 ml (a estas alicuotas no
se les elevaba el pH a 7), que se llevaron a bafio maria (75 °C, 10 minutos), se
dejaban enfriar a temperatura ambiente, se ajustaban los pH a 3.3 con acido
sulfurico 2 N y se transferian cuantitativamente a balones de 200 ml, se adicion6 a
cada balon una solucién previamente preparada de FeCls, para realizar la
cuantificacion de &cido lactico por el método de cloruro férrico, en la relacién de 10
ml por cada 100 ml de solucion total, es decir que se adiciond en total 20 ml de esta
solucién a cada bal6n de 200 ml, posteriormente se aforaba con agua destilada, de
esta Ultima solucién preparada se tomaba 10 ml que se centrifugd a 3500 rpm por
15 minutos, filtrdndose el sobrenadante a 0.45 um, y se lee absorbancia a 435 nm.

Para encontrar la concentracion a partir de la absorbancia leida con el
espectrofotometro Hach, modelo DR 3900, se utilizo la regresion creada por Excel:

Absorbancia= 0.0025*(concentracién, ppm) + 0.0022
Se pudo grafico el tiempo de produccion de &cido lactico (horas) vs su
concentracion (g/L) para cada hora, la ecuacion de regresion y trabajo estadistico:

15 [T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]

_ 12— —
‘I‘:‘n - —
g L _
2 r |
[ B R-cuadrada = 29.3114 porciento i
E 6 R-cuadrada (ajustada por g.l.} = 99 2877 porciento |
% L Error estandar del est. = 0.288177 _
8 L Error absoluto medio = 0.218344 ]
31— Estadistico Durbin-Watson = 0.358694 (P=0.0000) —

- Autocorrelacion de residuos lag 1=0.818738 -
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Figura 3.9: Grafica tiempo (horas) contra concentracion de acido lactico (g/L) producidos por los
azlcares provenientes de hidrdlisis enzimatica con Aspergillus oryzae.

88



C = (9.59753E)¢t3 — (3.36618E~3)t2 + 0.379261t — 0.0549765

R? =0.993114

C: Concentracion &cido lactico (g/L); t: tiempo (horas)

Tabla 3.17: Andlisis de varianza (ANOVA) de fermentacion lactica de la hidrdlisis enzimatica.

Error Estadistico
Pardmetro Estimado Estandar T Valor-P
CONSTANTE | -0.0549765 0.156531 -0.351219 0.7263
TIEMPO 0.379261 0.0100325 37.8033 0.0000
TIEMPOA2 -0.00336618 0.000177062 -19.0114 0.0000
TIEMPOA3 0.00000959753 9.0204E-7 10.6397 0.0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de cuadrados | GI | Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Modelo 1012.05 3 347.349 4182.61 0.0000
Residual 7.225 87 | 0.0830459
Total (corr) | 1049.27 90

Puesto que el valor-P en la tabla 3.17 es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre Concentracion y Tiempo con un nivel de
confianza del 95%. En vista de que si se pudo comprobar la existencia de una
relacion estadisticamente significativa entre concentracion y tiempo con todos los
datos obtenidos de la fermentacion lactica a partir del licor creado por la hidrolisis
enzimatica por accion microbiana de la cascara de platano verde, se procedio a
verificar en qué tiempo la concentracion de acido lactico se encuentra en su maximo
punto, esto a través de la primera derivada de la ecuacion generada es:

C" = 2.879259E — 5t% — 0.00673236t + 0.379261

Igualando la primera derivada a cero, se obtienen los maximos y minimos de
la regresion para la fermentacién lactica a partir del licor generado por hidrolisis
guimica de la cascara de platano verde.

t; = 94.6384 horas t, = 139.184 horas

Los dos valores (t1 y t2) pueden ser tomados, ya que son reales, pero si se
toma en cuenta la tendencia de la curva, esta nos indica que no existira tanta
diferencia entre estos dos tiempos para la concentracion de acido lactico generado,
lo que si cuenta son las horas extra invertidas de un tiempo a otro, aun asi se
resolverd la ecuacion de regresion de concentracion de acido lactico vs horas.

La concentracién de acido lactico para las 94 y 139 horas (valores tedricos a
partir de la regresion) es entonces, respectivamente:

Co4 horas = 13.8235 g/l C139 horas = 13.3996 g/l
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La concentracion de acido lactico promedio para las 96 horas (valor que se
obtuvo en el trabajo de laboratorio, ver Anexo 3, Tabla A.7) es:

Co6 horas = 13.6710 g/1

3.10.10. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DEL BIORREACTOR

I.  Calcular el rendimiento del biorreactor para la etapa de hidrélisis enzimatica
por accion microbiana con Aspergillus oryzae, utilizando los datos de los
muestreos donde la concentracion obtenida de azlcares reductores es
méaxima (ver seccién 4.1.3).

II. Calcular el rendimiento del biorreactor para la etapa de fermentacion lactica
utilizando los datos de los muestreos donde la concentracién obtenida de
acido lactico es maxima (ver seccion 4.1.4).

90



CAPITULO IV.
ANALISIS DE RESULTADOS.
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En el presente capitulo se detallaran los rendimientos de los resultados
obtenidos derivados de la ejecucion de los procedimientos de la etapa experimental
de la investigacion, basados en las metodologias detalladas en el capitulo dos del
presente trabajo de graduacion. El analisis de los resultados sera detallado posterior
al desarrollo de los célculos de los rendimientos.

4.1. RENDIMIENTO DEL BIORREACTOR EN LA OBTENCION DE ACIDO
LACTICO Y COMPARACION ENTRE AMBOS PROCESOS

Se procede a calcular los rendimientos generados en la conversion de ambos
tipos de hidrdlisis y la fermentacion lactica del trabajo de investigacion.

4.1.1. RENDIMIENTO HIDROLISIS ACIDA DE LA CASCARA DE PLATANO

De acuerdo a los valores obtenidos en la seccién 3.9.3 detallados en el
Anexo 3: Resultados de etapa experimental, Tabla A.4, se obtiene:

v Rendimiento de hidrélisis acida:

g / I AzUcares reductoreSaximo

Rendimientohidrélisis = g ;
/l Azucares no reductores

3214 g/l g azucares reductores
RhidTéliSiS = 90.7882 2 0.36 = 0.9834 7
( : g cascara * 0. /11) g azucares no reductores

v" Rendimiento del proceso:

g / I AzUcares reductoresSsximo

R =
procese 9/ | cdscara de platano
3214 g/l g azUcares reductores
Rproceso = , = 0.3540 y v
90.7882 g cascara/l g cascara de platano

4.1.2. RENDIMIENTO DE FERMENTACION LACTICA DEL LICOR CREADO A
PARTIR DE HIDROLISIS ACIDA DE LA CASCARA DE PLATANO

De acuerdo a los valores obtenidos en la secciéon 3.9.9 “detallados en el
Anexo 3: Resultados de la etapa experimental, Tabla A.5, se obtiene:
v Rendimiento fermentacion lactica:
g/l acido lactico

Rfermentacién -

g / I AzUcares no reductoressximo

22.7008 g/1 g acido lactico
Rfermentaci()n =577, = 07063 .
32.14 g/l g azucares no reductores
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v" Rendimiento global del proceso:
g/l acido lactico

R =
globat g/l cascara de platano
22'7008% g acido lactico
Rgiobar = cascara - 0— —
90.7882 9—T— g cascara de platano

4.1.3. RENDIMIENTO HIDROLISIS ENZIMATICA POR ACCION MICROBIANA
DE LA CASCARA DE PLATANO

NOTA: Para estos rendimientos se debe tener en cuenta que los gramos de cdscara
total ocupados son los de los 41 Erlenmeyer (para realizar el extracto enziméatico) y
los gramos pesados para ser hidrolizados por el extracto (cascara hidrolizada).

De acuerdo a los valores obtenidos en la seccién 3.10.4 detallados en el
Anexo 3: Resultados de la etapa experimental, Tabla A.6, se obtiene:

v" Rendimiento de hidrélisis enzimatica por acciéon microbiana:

g . . .
/ | Azucares reductores hidrolizadossyimo

Ryinorioio =
adrotists 9 / | Azlcares no reductores
25.233 g/l g azlcares reductores hidrolizados
hidrolisis = ——5e 5 — — 1.0093 p
25g/l g azucares no reductores

v" Rendimiento del proceso:

g / I AzUcares reductoreSsximo

R =
procese 9/ ] cdscara hidrolizada
25.233 g/! g azucares reductores
Rproceso = = 0.3633 P ; ;
55.56 g/o o] g cascara hidrolizada

v Rendimiento total:

g / I AzUcares reductoreSaximo

R =
fotat 7 g / I cascara de platano verde ocupada
25.233 g/l g azucares reductores
Rivtal = =0.1171 - -
(160 g + 55.56 g)/o . g cascara de platano

4.1.4. RENDIMIENTO DE FERMENTACION LACTICA DEL LICOR CREADO DE
LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA CASCARA DE PLATANO

NOTA: La misma consideracion de la nota de la seccién 4.1.
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De acuerdo a los valores obtenidos en la seccién 3.10.9 se detallan en el
Anexo 3: Resultados de la etapa experimental, Tabla A.7, se obtiene:

v Rendimiento fermentacion lactica:
g/l 4cido lactico

R ]
fermentacion = g / | Azlicares no reductoresyyimo
R _ 136710 g/l 0.5418 g acido lactico
fermentacion = 95933 g/l g azucares no reductores

v" Rendimiento global del proceso:

9/, acido lactico 13.6710 g/1 g acido lactico
= = 0.1968 —; - -
g/l cascara hidrolizada ~ ©5-56 .9/ g cascara hidrolizada

0.81

Rglobal =

v" Rendimiento total:
g/l 4cido lactico

R =
global = g / I cascara de platano total ocupada
R B 13.6710 g/1 — 0.0507 g acido lactico
global = (160 g + 55.56 g)/o ol o g cascara de platano

4.2. AZUCARES NO FERMENTADOS EN PROCESOS DE PRODUCCION
DE ACIDO LACTICO

Se presenta a continuacion las lecturas finales de las absorbancias para
azucares no fermentados en los dos procesos de produccién de acido lactico:

Tabla 4.1: Aztcar no fermentada en la produccidon de acido lactico de hidrdlisis acida.

o Promedio Concentracion de | Azucar reductor del | Concentracion de
N° de . , . :
absorbancia de azulcar no fermentada | licor en la muestra | azucar reductor del
tubo . . .
azlcar no fermentada en licor (ppm) () licor (g/L)
Reactor 1 0.024 48.88 0.0098 3.91
Reactor 2 0.017 40.13 0.0080 3.21
Reactor 3 0.013 35.13 0.0070 2.81
Promedio 41.38 0.01 3.31

Tabla 4.2: Azucar no fermentada en la produccidon de acido lactico de hidrdlisis enzimatica.

N° de Promedio Concentracion de | Azucar reductor del | Concentracion de
absorbancia de azucar no fermentada | licor en la muestra | aztcar reductor del
tubo , . .
azucar no fermentada en licor (ppm) (g) licor (g/L)
Reactor 1 0.103 147.63 0.0295 11.81
Reactor 2 0.098 141.38 0.0283 11.31
Reactor 3 0.110 156.38 0.0313 12.51
Promedio 148.46 0.03 11.88
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4.3. ANALISIS GLOBAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Se presenta a continuacion la tabla resumen de rendimientos de procesos
(ver unidades en seccion 4.1):

Tabla 4.3: Rendimientos de los procesos investigados.

Rhidrélisis Rproceso RFermentacién RGlobal RTotal
Hidrolisis acida 0.9834 0.3540 N/A N/A 0.3540
F 6n lacti y
SCEE T G CETE N/A N/A 0.7063 0.2500 0.2500
hidrdlisis acida
Hidrolisis enzimatica 1.0093 0.3633 N/A N/A 0.1171
F 6n lacti 2
ermentacion lactica después N/A N/A 0.5418 0.1968 0.0507
hidrdlisis enzimatica

A partir de los resultados obtenidos del

proceso de produccion de acido

lactico mediante la cascara de platano por hidrélisis quimica y fermentacion
anaerobica con Lactobacillus delbrueckii se puede determinar lo siguiente:

a.

En la hidrolisis quimica, el tiempo donde mayor azlcares reductores se
obtienen a nivel de laboratorio es de 15 minutos, después de ese tiempo
(20 minutos) los azucares reductores hidrolizados inician un proceso de
degradacion y en la Figura 4.7 se puede observar una disminucion.

En la fermentacion lactica a partir de la hidrolisis quimica el tiempo donde
alcanza su mayor produccion es a las 132 horas, después de este tiempo
la produccién de acido lactico se detiene.

Valorando la propuesta del “proceso de produccién de &cido lactico a
partir de la cascara de platano por hidrélisis quimica y fermentacion
anaerébica con lactobacillus delbrueckii” a partir de los resultados
obtenidos en el laboratorio se puede concluir para una futura
industrializacion basado en su rendimiento global que es mayor al del
“proceso de produccion de acido lactico a partir de la cascara de platano
mediante hidrdlisis enzimética por accién microbiana del Aspergillus
oryzae y fermentacién anaerobica con Lactobacillus delbrueckii”

La identificacion de los nutrientes de la ciscara de platano en cada proceso
es de vital importancia para saber cuales son las fortificaciones nutricionales
gue se deberan hacer para que los microrganismo puedan hacer las
transformaciones metabdlicas eficientemente para la produccion de acido
lactico en el trayecto fermentativo.
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CONCLUSIONES

1. Laventaja que se tiene de usar cascara de platano como materia prima para
la produccion de acido lactico esta en su composicion, ya que es rica en
compuestos basicos y necesarios para el crecimiento del Aspergillus oryzae
y del Lactobacillus delbrueckii, logrando asi que la cantidad de elementos
para enriquecer el sustrato sean minimos (extracto de levadura, sulfato de
manganeso, fosfato de sodio, cloruro de sodio).

2. Se trabajaron dos sistemas de transformacién, cada uno de estos contaba
con dos etapas: la hidrolisis del almidon de la cascara de platano y la
fermentacion lactica de los azlcares reductores creados por esas hidrélisis.
El primer sistema contaba con una hidrdélisis quimica de la cascara en la cual
se obtuvo una concentracion de azUcares reductores de 32.14 g/L y al
fermentarlos se obtiene una concentracion de acido lactico de 22.70 g/L. El
segundo sistema contaba con una hidrdlisis enzimatica con Aspergillus
oryzae de la cascara en la cual se obtuvo una concentracion de azucares
reductores de 25.23 g/L y al fermentarlos se obtiene una concentracién de
acido lactico de 13.67 g/L.

3. Para producir aproximadamente 20 ml de extracto enzimatico del Aspergillus
oryzae que sea capaz de hidrolizar 0.6246 g de almidon de la céascara de
platano (1.735 g de cascara de platano al 36% p/p de almidon), se necesita
un area del biorreactor de 46.57 cm?y un espesor de sustrato de 0.5 cm para
la inoculacién en estado sélido del Aspergillus oryzae; dando una relacion de
1 g de azulcar hidrolizada por 74.56 cm? de area. Para llevar este proceso a
escala industrial se presentaria la limitante de la capacidad instalada y los
costos generados para cumplir condiciones de incubacion (32 °C, 70% H).

4. En los dos sistemas creados para elaborar acido lactico a partir de cascaras
de platano verde, se pudo obtener este producto, pero con diferentes
concentraciones, rendimientos, tiempos de produccion y costos. Para el
primer sistema los rendimientos en base a masa de platano total ocupada
fueron: hidrélisis del almidéon de la cascara con &cido sulfirico 5% p/v de

g azicares reductores
0.354

y fermentacion lactica con Lactobacillus delbrueckii

g cascara de platano

de 0.250

g acido lactico

7 ciscara de piatano ; para el segundo sistema los rendimientos en base

a masa de platano total ocupada fueron: hidrdlisis enzimatica por accion
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1 g azicares reductores

microbiana del almidén del Aspergillus oryzae de 0.117

g cascara de platano

fermentacion lactica con Lactobacillus delbrueckii de 0.0507 —Ja¢ide tactico

g cascara de platano

El bajo rendimiento global que se obtuvo del proceso de “Hidrdlisis
Enzimatica-Fermentacion Lactica” comparado con “Hidrolisis Acida-
Fermentacion Lactica” pueda ser por la calidad de azucares reductores
obtenidos del almidon de la céscara (entre mayor cantidad de glucosa
obtenida mayor rendimiento en la fermentacion lactica); en la hidrolisis
enzimatica se obtiene una variedad de azucares reductores tales como
glucosa, maltosas y dextrinas; en la hidrdlisis acida se obtiene en su mayoria
de azucares reductores como glucosa.

La concentracion de azlcares totales en la cascara de platano varia con
respecto al grado de maduracion de este, la concentracion va disminuyendo
en la cascara en la medida que el proceso de maduracion del fruto va en
aumento, esto es debido a que se extraen azucares reductores de la cascara
para luego ser incorporadas al fruto, por lo que al utilizar cdscara de platano
verde se cuenta con una mayor cantidad de azlcares para ser aprovechadas
en el proceso de produccion de &cido lactico y también se asegura trabajar
con un residuo agroindustrial (siendo este fruto en estado verde el mas
utilizado dentro de la industria alimenticia) que no afectara a la seguridad
alimentaria.

En base a los datos de produccién de la empresa seleccionada del uso del
platano verde como materia prima (2,180 kg/mes), se tendria una
disponibilidad de cascara de platano de 51.2406 kg/mes como materia prima
para la produccion de &cido lactico, dando una produccion mensual de:
a. Método de hidrdlisis acida y fermentacion lactica: 12.8102 kg/mes de
acido lactico.
b. Método de hidrolisis enzimatica por accion microbiana y fermentacion
lactica: 2.5979 kg/mes de &cido lactico.

Los valores de produccién de &cido lactico establecidos en los literales
anteriores podria incrementar: si se contara con mas residuos de cascara de
platano verde de otras industrias alimenticias, incrementando los valores de
concentracion de azucares reductores de 32 g/L (valor maximo alcanzado en
el laboratorio) a 100 g/L (valor 6ptimo acorde a investigaciones bibliograficas)
en el licor previo a la fermentacion lactica.
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OBSERVACIONES

1. El potencial que tiene la cascara de platano para ser aprovechado como
materia prima en diversas industrias (alimento para ganado, abono, fuente
de energia, produccion de alcohol, produccién de papel, plastico, industria
de jabones, industria farmacéutica, industria alimentaria, etc.) es creciente,
derivado de la cantidad de produccién nacional del fruto y las importaciones
gue tienen una tendencia en aumento respecto a los afios, lo que deja una
mayor disponibilidad de este residuo alimenticio para su explotacion.

2. Los rendimientos de produccion de acido lactico a partir de la cascara verde
de platano se hubieran mejorado si:

a. Se hubiera contado con los equipos necesarios en el laboratorio para
elevar la concentracion de azucares reductores de 32 g/L a 100 g/L
previo a la fermentacion lactica, como un evaporador rotario al vacio.

b. La fibra de la cdscara de platano verde hubiese sido removida por
métodos mecanicos (equipos especiales de micro filtracion en el
laboratorio con bombas de impulsién) previo a las hidrolisis, ya que la
fibra afecta el manejo de la muestra haciendo de esta un liquido muy
viscoso, por lo tanto se manejé a concentraciones bajas de azucares
totales de 32 g/L.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar investigaciones especificas orientadas a mejorar el
rendimiento y la optimizacion de los procesos en la obtencidn de acido lactico
haciendo que las variables fijas sean las variables de investigacion, siempre
y cuando se garanticen las condiciones de trabajo de los microorganismos,
con el objetivo de alcanzar un maximo de rendimiento global para hacer
rentable la industrializacion de este producto a partir del residuo del fruto del
platano, las variables de estudio sugeridas son:

a. Mas de 90.79 g/L de cascara de platano verde.

b. Basado en el volumen del reactor que se seleccione: el inéculo de
Aspergillus oryzae menor al 10% p/v y del Lactobacillus delbrueckii
mayor al 2% v/v (concentracion de inoculo vs rendimiento).

c. Una opcion de microorganismos fermentadores lacticos es Rhizopus
oryzae y otros microorganismos del genero Lactobacillus.

d. Una cantidad de extracto levadura mayor a 14 g/L.

e. Realizar pruebas de escalamiento del proceso ensayado a nivel de
laboratorio, con los resultados de la optimizacidén de la concentracion
inicial de azlcares reductores en el substrato.

2. De utilizarse en futuras investigaciones con los sistemas de transformacion
qgue fueron empleados en el presente trabajo de graduacion, se recomienda
encontrar una fuente de abastecimiento de cascara de platano que no posea
un tratamiento preliminar de bafio térmico con CaCOs debido a que los
carbohidratos son diluidos en él y se pierde una cantidad considerable que
podria ser aprovechado por los sistemas de transformacion.

3. En investigaciones bibliograficas consultadas se establece que al alcanzar
rendimientos 6ptimos de produccion de &cido lactico utilizando Lactobacillus
delbrueckii a una concentracion de azucares reductores de 100 g/L, se
recomienda idear un mecanismo para procesar el sustrato y que permita
alcanzar la concentracion planteada de azucares reductores.
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ANEXO 1: Procedimientos de la etapa experimental de la investigacion.

Preparar patrén de glucosa a una concentracion de 0.1 g/l
para construccion de curva patrén de carbohidratos totales.

!

Tomar alicuotas del patrén de glucosa con aumento de 0.1 ml entre ellas, desde el
blanco (0 ml) hasta el tubo 8 (0.8 ml) y aforar a 1 ml con agua destilada.

!

Agregar 1 ml de solucidon de fenol al 5%, agitar por 30 segundos, y adicionar 5 ml
de H,S0O,4 concentrado en las paredes del tubo y reposar por 10 minutos.

v

Agitar por 30 segundos y sumergir cada tubo en bafio de maria a Tamp por 20
minutos. Leer absorbancia a 490 nm y construir curva patrén.

Y

Lectura de
muestras

Tomar alicuota de 1 ml de la muestra de a cuantificar, agregar
1 ml de solucién de fenol al 5% y agitar por 30 segundos.

!

Adicionar 5 ml de H»,SO4 concentrado en las paredes del tubo,
reposar por 10 minutos y agitar por 30 segundos.

Y

Sumergir cada tubo en bafio de maria a Tamp por 20 minutos.

'

Leer absorvancia a 490 nm y cuantificar carbohidratos totales
por inter o extrapolacién de la ecuacion de la curva patrén.

Fin

Figura A.1: Procedimiento de determinacion de carbohidratos totales (Método fenol-sulfirico).
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Inicio

Preparar patron de glucosa a una concentracion de 1 g/l para
construir la curva patron de carbohidratos reductores totales.

Y

Elaborar
solucion DNS

A 800 ml de NaOH al 0.5 N se afiaden 10 g de acido
3,5-dinitro salicilico, y 300 g de tartarato de sodio y potasio.

\
Calentar suavemente con agitacion leve hasta disolver, aforar
a 1L con agua destilada.

|
v

Tomar alicuotas del patron de glucosa con aumento de 0.1 ml entre ellas, desde
el blanco (0 ml) hasta el tubo 8 (0.8 ml) y aforar a 1 ml con agua destilada.

\

Agregar 1 ml de DNS con agitacion constante, sumergir en bafio de maria a 100
°C por 15 minutos, enfriar, leer absorbancia a 575 nm y construir curva patron.

Lectura de
muestras

Tomar alicuota de 1 ml de la muestra de a cuantificar, agregar
carbon activado para clarificacion y filtrar a 0.45 pum.

\

Agregar 1 ml de DNS con agitacion constante, sumergir en
bafio de maria a 100 °C por 15 minutos y enfriar.

i

Leer absorvancia a 575 nm y cuantificar carbohidratos totales
por inter o extrapolacion de la ecuacion de la curva patron.

Fin

Figura A.2: Procedimiento de determinacion de carbohidratos reductores totales (Método DNS).
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Inicio

Preparar solucién de FeCls: 0.5 g FeCls, adicionando 1 ml de
HCl al 0.1 N y aforar a 50 ml en balén volumétrico ambar.

Y

Elaborar
curva patron

Preparar alicuotas con concentracion conocidas de patrén de
acido lactico (0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ppm)

v

Medir absorbancia a 435 nm de cada alicuota y construir la
curva patrén de acido lactico

I
Y

Tomar 5 ml de la muestra de fermentacion recolectada cada 12 horas en el
fermentador, sumergir en un bafio de maria a 75 °C por 10 minutos y enfriar.

Y

Lectura de
muestras

Ajustar el pH a 3.3 con H,S0O4 2N, trasladarla de forma
cuantitativa a balon volumétrico de 200 ml que contenga 20 ml
de solucién de FeCls y aforar con agua destilada.

Y

Centrifugar alicuota de 10 ml a 3,500 rpm por 15 minutos,
filtrar sobrenadante a 0.45 pm y leer absorbancia a 435 nm.

Y

Realizar lectura por el método del DNS hasta que no se presenten cambios de
concentracion de acido lactico significativos entre las muestras recolectadas.

Y

Fin

Figura A.3: Procedimiento de cuantificacion de dcido ldctico producido en el biorreactor.
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Inicio

Identificar una muestra representativa del proceso productivo de la empresa
seleccionada para el muestreo, de la cual se extraera la cascara de platano.

Y

Recolectar inocuamente la muestra en bolsas estériles con el equipo de recoleccién
personal adecuado.

Y

Rotular la muestra recolectada con los datos de fecha, hora y condicion de la muestra.

'

Transportar la muestra a la unidad de aseguramiento de calidad, area de
microbiologia de medicamentos del Ministerio de Salud de El Salvador; instalacion
donde sera tratada para la etapa experimental de la investigacion.

Y

Fin

Figura A.4: Procedimiento de recoleccion de la cdscara de pldatano.
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Inicio

Colocar la cascara de platano recolectada en el procedimiento 3.2 sobre las
bandejas de acero inoxidable perforadas, esparcidas uniformemente sobre ellas.

Y

Secar las bandejas en el horno a una temperatura de 65 °C 24 horas.

Y

Enfriar a temperatura ambiente (20-25 °C) por 2 horas.

Molienda de
muestra

Moler las cascaras en licuadora por 2
minutos.

Y

Tamizar la harina con Mesh No. 140,
recolectar el cernido del proceso de
tamizado y reprocesar lo retenido.

v

Tapar con papel crepe el cernido recolectado en jarra de vidrio, sellarla con papel
crepe y cordel, y colocar la cinta testigo de esterilizacion.

Y

Esterilizar la harina en la autoclave a 121 ° C y 15 psi por 15 minutos, dejar enfriar
y guardar para ser utilizada en la produccion de acido lactico.

Y

Caracterizar la harina tomando una muestra esterilizada, cuantificando azlcares
reductores, totales y no reductores en la harina de cascara de platano.

Y

Fin

Figura A.5: Procedimiento de tratamiento preliminar de la cdscara de platano.
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Inicio

Pesar en balanza semianalitica y colocar la harina de cascara de platano (ver
seccion 3.6, romano IX) en un frasco de 500 ml con tapon de rosca autolaveable.

Y

Agregar acido sulfurico al 5% p/v a la harina de platano en una relacion de 2:1,
llevar al autoclave a condiciones de 121 °C y 15 psi.

Y

onstruccion
curva hidraélisis
guimica

Realizar corridas en el autoclave para 0, 5, 10, 15y 20
minutos a las condiciones del autoclave, enfriar a Tamp.

)

Regular pH entre 5y 6 con KOH al 10 N y aforar de manera
cuantitativa en un balon volumeétricode 1 L.

'

Tomar alicuota para aforar un balén volumétrico de 100 ml,
esta dependera del rango de concentraciones de las curvas
patron de fenol-sulftrico y DNS realizadas.

!

Clarificar una alicuota de 25 ml del balén de 100 ml con 0.25 g
de carb6n activado, agitar y filtrar a 0.45 pm.

v

Realizar la prueba del DNS (seccion 2.6) a la muestra
correspondiente al tiempo de hidrolisis quimica en el
autoclave, tabular y graficar.

Fin

Figura A.6: Procedimiento para la construccion de la curva de la hidrdlisis quimica.
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Inicio

Medir 250 ml de licor de la hidrdlisis acida en una probeta graduada y enriquecer
can: 2.25 g de NaCl, 3.5 g de extracto de levadura, 0.25 g de KaHPO4, 0.145 g de
MgSQO, y 0.05 g de MnSQ,.

!

Mezclar bien los reactivos en el licor dentro del Erlenmeyer de 500 ml y llevar a
pH 7 con KOH 10 N, tapar y esterilizar a 121 °C y 15 psi por 15 minutos.

!

Ajustar de nuevo el volumen del licar perdido en el procesa de esterilizado
llevandolo a 250 ml con agua destilada estéril (utilizar probeta estéril de 500 ml).

Fin

Figura A.8: Procedimiento para enriquecimiento de nutrientes minimos posterior a hidrdlisis quimica.

Inicio

Pesar en balanza semianalitica la harina de cascara de platano ( seccion 3.6,
romano IX para obtener un licor final de 32 g/L) colocarla en frasco de 500 ml.

'

Agregar acido sulfurico 5% p/v en una relacion de 2:1, llevar el frasco al autoclave
a 121 °Cy 15 psi, el tiempo con mayor produccién de carbohidratos fermentables.

v

Llevar el pH de cada reactor entre 5y 6 con KOH 10N con agitacion constante y
colocar el pH metro para lectura continua a la adicion del KOH.

!

Cuantificar los aztcares reductores por el método DNS (seccion 2.6) y adicionar
agua destilada hasta llevar la concentracion a 32 g/l de azucares reductores.

!

Filtrar el licor con bomba al vacio, kitasato y sostenedor con membrana filtrante
de 0.105 mm, para la fermentacién con Lactobacillus delbrueckii.

Fin

Figura A.7: Procedimiento de etapa final de hidrdlisis quimica del almidon previo a fermentacion ldctica.
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Inicio

Reconstitucion de microorganismo Lactobacillus delbrueckii
en solucian buffer fosfato pH 6, caldo M.R.S. y glicerina.

!

Reconstitucion del microorganismo: colocar 5 ml del cultivo liquido de
Lactobacillus delbrueckii (WL677, White Labs) e incubar por 72 horas a 40 °C.

v

Preparacion de cultivo maestro: depositar cultivo reconstituido en caldo M.R.S. al
10% v/v e incubar por 48 horas a 40 °C (puede conservarse por 7 dias a 4 °C).

Y

Preparacion
del in6culo

Diluir 1 ml de cultivo maestro y aforar a 10 ml con buffer fosfato en
vial y extender en placa con agar M.R.S. estéril.

v

Incubar placas a 40 °C por 48 horas para recuento de
colonias en cascada de dilucién hasta alcanzar 30-300 UFC.

'

Colocar 250 ml del licor de la hidrélisis acida en el biorreactor, inocular al 2% con
solucion estandarizada dentro de la cabina de flujo laminar al biorreactor.

Y

Fin

Figura A.9: Procedimiento para la preparacion y cdlculo del indculo de Lactobacillus delbrueckii.
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Trabajar en la cabina de flujo laminar, ajustar el pH del biorreactor de 500 ml que
contiene el licor de la hidrdlisis acida con carbonato de calcio a 7.0.

'

Colocar todos los dispositivos de funcionamiento del biorreactor (camara anaerébica,
filtro y trampa de agua, magneto, tapaderas, bomba al vacio y mangueras conectoras).

Y

Encender la bomba de vacio y generarlo dentro del biorreactor, cerrar valvulas,
desconectar la bomba y acoplar en su lugar la trampa de COs,.

Y

Colocar en la camara de anaerobiosis 15 g bicarbonato de sodio y 100 ml &cido
clorhidrico 2.0 N, abrir inmediatamente las valvulas Ay B, y desacopllar al terminar.

!

Colocar el biorreactor montado sobre un agitador magnético que girara a 120 rpmy a
40 °C y la trampa de CO; dentro de la incubadora.

Muestreo
cada 12 horas

Recolectar 10 ml del licor del biorreactor, medir pH y agustarlo
con CaCO3, mantener los 40 °C constantes en biorreactor.

Y

Ambientar el biorreactor a condiciones de crecimiento del
Lactobacillus delbrueckii con la camara anaerdbica.

Fin

Figura A.10: Procedimiento para el cumplimiento de los paradmetros de operacion del biorreactor.
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Reconstitucion de Aspergillus oryzae en solucién salina pH 4.5:
NaCl 0.9% p/v, polisorbato 80 0.05% p/v y MnSO,4 0.05 g/l.

Y

Reconstitucion del microorganismo: colocar 1 g de microorganismo lliofilizado de
Aspergillus oryzae en 100 ml de caldo Saboraud e incubar por 72 horas a 32 °C.

v

Preparacion de cultivo maestro: depositar 1ml del reconstituido en caja petri con agar
Saboraud e incubar entre 7 a 14 dias a 32 °C (puede conservarse por 30 dias a 4 °C).

Preparacion
del inbculo

Recolectar las esporas de Aspergillus oryzae en las cajas
petri necesarias para alcanzar 10% de indculo.

Y

Suspender cultivos en solucién salina en una proporcion de
2:1 respecto al microorganismo.

Y

Colocar 5 g de harina de cascara de platano en cada Erlenmeyer y humedecerla 1:4
con solucion nutritiva (NaCl 0.9% p/v, MnSO,4 0.05 g/l y extracto de lecadura 14 g/l).

Y

Gelatinizar cascara con solucién nutritiva en autocalve por 15 minutos (121°C y 15 psi).
Inocular en cabina de flujo laminar y tapar torundas de gasa, algodon y papel crepe.

Y

Colocar los Erlemeyer sobre recipientes que contengan agua (para mantener la
humedad, alrededor de 70%) en la incubadora a una temperatura de 32 °C.

Fin

Figura A.11: Procedimiento de inoculacion de Aspergillus oryzae para el extracto enzimadtico.

115



Lectura de
muestras

Dentro de cabina de flujo laminar: tomar cada 12 horas los 3
frascos a homogeneizar y agregar 20 ml de solucion salina.

v

Agitar a 120 rpm por 30 minutos, filtrar a 0.105 mm y realizar
lectura por el método del DNS.

Y

Pesar 0.1735 g de céascara, agregar 0.5 ml de solucién salina
y sumergir en bafio de maria a 75 °C por 10 minutos y enfriar.

Y

Agregar 2 ml de extracto enzimatico, llevar a bafno de maria
por 40 minutos a 37 °C y 65 °C de manera consecutiva.

v

Trasladar cuantitativamente un balén volumétrico de 200 ml,
aforar, clarificar y filtrar para lectura por el método del DNS.

y
Realizar la curva de produccion de carbohidratos reductores totales de la
hidrélisis microbiana por accion del extracto enzimatico.

Fin

Figura A.12: Procedimiento de construccion de curva de hidrdlisis enzimdtica por accion microbiana.
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ANEXO 2: Validaciones estadisticas de curvas patréon de la investigacion.

1. CURVA PATRON DE CARBOHIDRATOS TOTALES

Tabla A.1: Resultados de validacion estadistica de curva patrén de carbohidratos totales.

Estadisticas de la regresidn

Coeficiente de correlacion multiple 0.999586775
Coeficiente de determinacion RA2 0.99917372
RA2 ajustado 0.99905568
Error tipico 0.006377528
Observaciones 9

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad |Suma de cuadrados | Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 0.34428375 0.34428375 8464.705314 4,72081E-12
Residuos 7 0.00028471 4.06729E-05
Total 8 0.34456846
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% | Superior 95% | Inferior 95.0% | Superior 95.0%
Intercepcion 0.000466667 | 0.00391986 0.119051874 0.908578818 | -0.008802329 | 0.009735662 | -0.008802329 | 0.009735662
Concentracion (ppm) 0.007575 8.23335E-05 92.00383315 4.72081E-12 | 0.007380312 | 0.007769688 | 0.007380312 | 0.007769688

Andlisis de los residuales

Observacion | Prondstico Absorbancia Residuos Residuos estdndares

1 0.000466667 -0.000466667 -0.078225872
2 0.076216667 -0.001216667 -0.203946024
3 0.151966667 0.005133333 0.860484594
4 0.227716667 0.004283333 0.718001755
5 0.303466667 -0.008466667 -1.419240823
6 0.379216667 -0.003216667 -0.539199762
7 0.454966667 0.006133333 1.028111462
8 0.530716667 -0.008716667 -1.46114754
9 0.606466667 0.006533333 1.09516221
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Resultados de datos de probabilidad

Percentil Absorbancia
5.555555556 0
16.66666667 0.075
2777777778 0.1571
38.88888889 0.232

50 0.295
61.11111111 0.376
72.22222222 0.4611
83.33333333 0.522
94.44444444 0.613
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Figura A.13: Grdficas resultados validacion estadistica de curva carbohidratos totales.
Figura A.13.a): Grdfica de probabilidad normal.
Figura A.13.b): Grdfica de concentracién (ppm), curva de regresion ajustada.

Figura A.13.c): Grdfica de concentracion (ppm), grdfico de los residuales.
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2. CURVA PATRON DE CARBOHIDRATOS REDUCTORES TOTALES

Tabla A.2: Resultados de validacion estadistica de curva patrén de aztcares reductores totales.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple

0.999258762

Coeficiente de determinacion R"2

0.998518073

RA2 ajustado

0.998306369

Error tipico

0.009516282

Observaciones 9
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de |Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresidn 1 0.4271316 | 0.427131563 | 4716.58 | 3.64818E-11
Residuos 7 0.0006339 | 9.05596E-05
Total 8 0.4277655
Coeficientes |Error tipico | Estadisticot |Probabilidad | Inferior 95% |Superior 95% |Inferior 95.0% | Superior 95.0%
Intercepcién -0.015126667 | 0.0058491 | -2.58617399 |0.03614568 | -0.02895748 | -0.00129586 | -0.02895748 | -0.001295856
Concentracion (ppm)| 0.000843733 | 1.229E-05 | 68.67735155 | 3.6482E-11 | 0.000814683 | 0.00087278 | 0.000814683 | 0.000872784

Analisis de los residuales

Resultados de datos de probabilidad

Prondstico Residuos
Observacion Absorbancia Residuos estandares Percentil Absorbancia

1 -0.015126667 | 0.0151267 | 1.699307276 5.555555556 0

2 0.069246667 |-0.0082467 | -0.92641829 16.66666667 0.061
3 0.15362 0.00468 0.525744252 2777777778 0.1583
4 0.237993333 |-0.0059933| -0.673282169 38.88888889 0.232
5 0.322366667 |-0.0123667| -1.389252973 50 0.31
6 0.40674 -0.00474 | -0.532484563 61.11111111 0.402
7 0.491113333 | 0.0008867 | 0.099606817 72.22222222 0.492
8 0.575486667 | 0.0005133 | 0.05766/7105 83.33333333 0.576
9 0.65986 0.01014 1.139112546 94.44444444 0.67
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Figura A.14: Grdficas de validacion estadistica de curva aziicares reductores totales.
Figura A.14.a): Grdfica de probabilidad normal.
Figura A.14.b): Grdfica de concentracion (ppm), curva de regresion ajustada.

Figura A.14.c): Grdfica de concentracion (ppm), grdfico de los residuales.
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3. CURVA PATRON DE ACIDO LACTICO

Tabla A.3: Resultados de ANOVA con un factor a curva patrén de dcido Ildctico.

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacion multiple | 0.9997808
Coeficiente de determinacion RA2 0.99956165
RA2 ajustado 0.99951295
Error tipico 0.00183384
Observaciones 11

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los F Vol tico de F
. alor critico de
libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 0.069016925 0.069016925 20522.65 2.00005E-16
Residuos 9 3.02667E-05 3.36296E-06
Total 10 0.069047192
Coeficientes Error tipico Estadistico t | Probabilidad | Inferior 95% | Superior 95% | Inferior 95.0% | Superior 95.0%
Intercepcidn 0.002242424| 0.001034424 | 2.167799232 | 0.05832214 | -9.7606E-05 | 0.004582455 | -9.76061E-05 0.004582455
Concentracion
(ppm) 0.002504848 | 1.7485E-05 143.2572999 | 2.0001E-16 | 0.002465295 | 0.002544402 | 0.002465295 0.002544402

Andélisis de los residuales

Observacion |Prondstico Absorbancia Residuos Residuos estandares
1 0.002242424 -0.002242424 -1.288948255
2 0.027290909 -0.001624242 -0.933616574
3 0.052339394 0.000993939 0.571317605
4 0.077387879 0.000945455 0.543448454
5 0.102436364 0.003563636 2.048382633
6 0.127484848 -0.001151515 -0.661892347
7 0.152533333 0.001133333 0.651441415
8 0.177581818 0.000751515 0.431971848
9 0.202630303 0.000369697 0.21250228
10 0.227678788 -0.000678788 -0.39016812
11 0.252727273 -0.002060606 -1.184438937
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Figura A.15: Grdficas de validacion estadistica de curva dcido Ildactico.
Figura A.15.a): Grdfica de probabilidad normal.
Figura A.15.b): Grdfica de concentracion (ppm), curva de regresion ajustada.

Figura A.15.c): Grdfica de concentracion (ppm), grdfico de los residuales.
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ANEXO 3: Resultados de la etapa experimental.

Tabla A.4: Resultados de hidrdlisis de cdscara de platano, H:SO, 5% p/Vv.

MUESTRA DNS Agua Concentracion
Condiciones | N° de tubo gy Absorbancia I
(ml) (ml) (ml) (ppm)
N/A Blanco 1ml H20 1 10 0.000 0.00
Al 1 1 10 0.077 115.13
. A2 1 1 10 0.075 112.63
Omin
(Autod ) A3 1 1 10 0.073 110.13
utociave) B1 1 1 10 0.067 102.63
121°C, 15 psi,
. B2 1 1 10 0.065 100.13
tratamiento
B B3 1 1 10 0.067 102.63
con carbon
. C1 1 1 10 0.061 95.13
activado
C2 1 1 10 0.068 103.88
Cc3 1 1 10 0.061 95.13
D1 1 1 10 0.189 255.13
. D2 1 1 10 0.185 250.13
5min
D3 1 1 10 0.189 255.13
(Autoclave)
. El 1 1 10 0.156 213.88
121°C, 15 psi,
. E2 1 1 10 0.152 208.88
tratamiento
3 E3 1 1 10 0.155 212.63
con carbon
. F1 1 1 10 0.148 203.88
activado
F2 1 1 10 0.144 198.88
F3 1 1 10 0.145 200.13
G1 1 1 10 0.274 361.38
10mi G2 1 1 10 0.273 360.13
min G3 1 1 10 0.273 360.13
(Autoclave)l
. H1 1 1 10 0.279 367.63
21°C, 15 psi,
tratamiento H2 1 1 10 0.270 356.38
) H3 1 1 10 0.268 353.88
con carbén
. 11 1 1 10 0.302 396.38
activado
12 1 1 10 0.306 401.38
13 1 1 10 0.303 397.63
J1 1 1 10 0.367 477.63
1S mi J2 1 1 10 0.367 477.63
min 13 1 1 10 0.369 480.13
(Autoclave)
. K1 1 1 10 0.395 512.63
121°C, 15 psi,
tratamiento K2 1 1 10 0.393 510.13
i K3 1 1 10 0.392 508.88
con carbdn
. L1 1 1 10 0.381 495.13
activado
L2 1 1 10 0.380 493.88
L3 1 1 10 0.381 494.50
M1 1 1 10 0.325 425.13
20 mi M2 1 1 10 0.331 432.63
ot ":'” | M3 1 1 10 0.329 430.13
utoclave
N1 1 1 10 0.267 352.63
121°C, 15 psi,
. N2 1 1 10 0.276 363.88
tratamiento
3 N3 1 1 10 0.267 352.63
con carbon
. 01 1 1 10 0.415 537.63
activado
02 1 1 10 0.404 523.88
03 1 1 10 0.412 533.88
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Tabla A.5: Resultados de fermentacion lactica a partir de licor producido con hidrdlisis quimica.

N° de Muestra Solucién Cf)ncentracién Factor de Cf)ncentracién
Condiciones tubos (mi) FeCl3 10 g/L | Absorbancia | Acido Lactico | dilucion | Acido Lactico
(ml) (ppm) x200/5 (/L)
Oh Blanco | 10 ml H,0 5 0.000 0 0 0
Al 10 5 0.040 15.12 604.8 0.6048
A2 10 5 0.042 15.92 636.8 0.6368
A3 10 5 0.038 14.32 572.8 0.5728
Bl 10 5 0.045 17.12 684.8 0.6848
12h B2 10 5 0.040 15.12 604.8 0.6048
B3 10 5 0.040 15.12 604.8 0.6048
Cc1 10 5 0.039 14.72 588.8 0.5888
C2 10 5 0.041 15.52 620.8 0.6208
Cc3 10 5 0.040 15.12 604.8 0.6048
Al 10 5 0.122 47.92 1916.8 1.9168
A2 10 5 0.124 48.72 1948.8 1.9488
A3 10 5 0.123 48.32 1932.8 1.9328
Bl 10 5 0.125 49.12 1964.8 1.9648
24h B2 10 5 0.124 48.72 1948.8 1.9488
B3 10 5 0.123 48.32 1932.8 1.9328
Cc1 10 5 0.125 49.12 1964.8 1.9648
Cc2 10 5 0.124 48.72 1948.8 1.9488
Cc3 10 5 0.125 49.12 1964.8 1.9648
Al 10 5 0.143 56.32 2252.8 2.2528
A2 10 5 0.143 56.32 2252.8 2.2528
A3 10 5 0.143 56.32 2252.8 2.2528
B1 10 5 0.146 57.52 2300.8 2.3008
36h B2 10 5 0.142 55.92 2236.8 2.2368
B3 10 5 0.142 55.92 2236.8 2.2368
Cc1 10 5 0.144 56.72 2268.8 2.2688
c2 10 5 0.145 57.12 2284.8 2.2848
c3 10 5 0.141 55.52 2220.8 2.2208
Al 10 5 0.171 67.52 2700.8 2.7008
A2 10 5 0.169 66.72 2668.8 2.6688
A3 10 5 0.170 67.12 2684.8 2.6848
B1 10 5 0.172 67.92 2716.8 2.7168
48h B2 10 5 0.174 68.72 2748.8 2.7488
B3 10 5 0.166 65.52 2620.8 2.6208
Cc1 10 5 0.172 67.92 2716.8 2.7168
C2 10 5 0.170 67.12 2684.8 2.6848
Cc3 10 5 0.171 67.52 2700.8 2.7008
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Tabla A.5.a: Resultados de fermentacion ldctica a partir de licor producido con hidrdlisis quimica.

N° de Muestra Solucién Cf)ncentracién Factor de Cf)ncentracién
Condiciones tubos (mi) FeCls 10 g/L | Absorbancia | Acido Lactico | diluciéon | Acido Lactico
(ml) (ppm) x200/5 (g/1)
Al 10 5 0.359 142.72 5708.8 5.7088
A2 10 5 0.360 143.12 5724.8 5.7248
A3 10 5 0.360 143.12 5724.8 5.7248
Bl 10 5 0.361 143.52 5740.8 5.7408
60h B2 10 5 0.359 142.72 5708.8 5.7088
B3 10 5 0.357 141.92 5676.8 5.6768
Cc1 10 5 0.363 144.32 5772.8 5.7728
C2 10 5 0.362 143.92 5756.8 5.7568
Cc3 10 5 0.358 142.32 5692.8 5.6928
Al 10 5 0.489 194.72 7788.8 7.7888
A2 10 5 0.490 195.12 7804.8 7.8048
A3 10 5 0.491 195.52 7820.8 7.8208
Bl 10 5 0.488 194.32 7772.8 7.7728
72h B2 10 5 0.492 195.92 7836.8 7.8368
B3 10 5 0.490 195.12 7804.8 7.8048
C1 10 5 0.491 195.52 7820.8 7.8208
Cc2 10 5 0.490 195.12 7804.8 7.8048
Cc3 10 5 0.488 194.32 7772.8 7.7728
Al 10 5 0.722 287.92 11516.8 11.5168
A2 10 5 0.720 287.12 11484.8 11.4848
A3 10 5 0.720 287.12 11484.8 11.4848
B1 10 5 0.720 287.12 11484.8 11.4848
84h B2 10 5 0.721 287.52 11500.8 11.5008
B3 10 5 0.722 287.92 11516.8 11.5168
Cc1 10 5 0.718 286.32 11452.8 11.4528
Cc2 10 5 0.719 286.72 11468.8 11.4688
Cc3 10 5 0.740 295.12 11804.8 11.8048
Al 10 5 0.880 351.12 14044.8 14.0448
A2 10 5 0.879 350.72 14028.8 14.0288
A3 10 5 0.886 353.52 14140.8 14.1408
B1 10 5 0.881 351.52 14060.8 14.0608
96h B2 10 5 0.874 348.72 13948.8 13.9488
B3 10 5 0.882 351.92 14076.8 14.0768
Cc1 10 5 0.880 351.12 14044.8 14.0448
c2 10 5 0.880 351.12 14044.8 14.0448
Cc3 10 5 0.878 350.32 14012.8 14.0128
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Tabla A.5.b: Resultados de fermentacion ldctica a partir de licor producido con hidrélisis quimica.

N° de Muestra Solucién Cf)ncentracién Factor de Cf)ncentracién
Condiciones tubos (mi) FeCls 10 g/L | Absorbancia | Acido Lactico | diluciéon | Acido Lactico
(ml) (ppm) x200/5 (/L)
Al 10 5 1.156 461.52 18460.8 18.4608
A2 10 5 1.158 462.32 18492.8 18.4928
A3 10 5 1.159 462.72 18508.8 18.5088
B1 10 5 1.157 461.92 18476.8 18.4768
108h B2 10 5 1.157 461.92 18476.8 18.4768
B3 10 5 1.153 460.32 18412.8 18.4128
Cc1 10 5 1.155 461.12 18444.8 18.4448
C2 10 5 1.156 461.52 18460.8 18.4608
Cc3 10 5 1.154 460.72 18428.8 18.4288
Al 10 5 1.405 561.12 224448 22.4448
A2 10 5 1.402 559.92 22396.8 22.3968
A3 10 5 1.403 560.32 22412.8 22.4128
B1 10 5 1.399 558.72 22348.8 22.3488
120h B2 10 5 1.407 561.92 22476.8 22.4768
B3 10 5 1.405 561.12 224448 22.4448
c1 10 5 1.401 559.52 22380.8 22.3808
Cc2 10 5 1.405 561.12 224448 22.4448
Cc3 10 5 1.338 534.32 21372.8 21.3728
Al 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
A2 10 5 1.421 567.52 22700.8 22.7008
A3 10 5 1.419 566.72 22668.8 22.6688
B1 10 5 1.424 568.72 22748.8 22.7488
132h B2 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
B3 10 5 1.421 567.52 22700.8 22.7008
Cc1 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
c2 10 5 1.423 568.32 22732.8 22.7328
Cc3 10 5 1.421 567.52 22700.8 22.7008
Al 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
A2 10 5 1.418 566.32 22652.8 22.6528
A3 10 5 1.417 565.92 22636.8 22.6368
B1 10 5 1.418 566.32 22652.8 22.6528
144h B2 10 5 1.418 566.32 22652.8 22.6528
B3 10 5 1.419 566.72 22668.8 22.6688
Cc1 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
Cc2 10 5 1.420 567.12 22684.8 22.6848
Cc3 10 5 1.419 566.72 22668.8 22.6688
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Tabla A.6: Resultados de hidrdlisis enzimdtica por accion microbiana.

. . | Concentracién de Azicares | N°de tubo |Absorbancia|Concentracién de azicares | Aziicares Azticar
N° de tubo|Absorbancia , . .
Hora (Licor) del Licor azlcares reductores | reductoresen| (extracto |del extracto| reductoresdelextracto |reductoresen| hidrolizada de
(ppm) (g/1) |lamuestra(g) | enzimatico) | enzimatico (ppm) (g/1) |lamuestra(g)| la cascara (g/l)
0 Blanco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1AL 0.074 111.38 8.91 0.022275 1A1 Exti 0.004 23.88 0.955 0.0023875 7
1AL ii 0.076 113.88 9.11 0.022775 1A1 Extii 0.006 26.38 1.055 0.0026375 7
1AL iii 0.075 112.63 9.01 0.022525 1A1 Ext iii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 7
1A2i 0.073 110.13 8.81 0.022025 1A2 Exti 0.005 25.13 1.005 0.0025125 6.8
1A2ii 0.076 113.88 9.11 0.022775 1A2 Extii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 7.1
1A2 iii 0.075 112 8.96 0.0224 1A2 Ext iii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 6.95
1A3i 0.074 110.75 8.86 0.02215 1A3 Exti 0.005 24.5 0.98 0.00245 6.9
1A3ii 0.076 113.88 9.11 0.022775 1A3 Ext ii 0.004 23.88 0.955 0.0023875 7.2
1A3iii 0.075 112.31 8.985 0.0224625 | 1A3 Extiii 0.004 24.19 0.9675 |0.00241875 7.05
1B1i 0.077 115.13 9.21 0.023025 1B1 Exti 0.006 26.38 1.055 0.0026375 7.1
1B1ii 0.078 116.38 9.31 0.023275 1B1 Ext i 0.004 23.88 0.955 0.0023875 7.4
1B1iii 0.076 113.88 9.11 0.022775 1B1 Extiii 0.006 26.38 1.055 0.0026375 7
1B2i 0.078 116.38 9.31 0.023275 1B2 Ext i 0.005 25.13 1.005 0.0025125 7.3
12 1B2ii 0.075 112.63 9.01 0.022525 1B2 Ext i 0.006 26.38 1.055 0.0026375 6.9
1B2iii 0.077 114.5 9.16 0.0229 1B2 Extiii 0.006 25.75 1.03 0.002575 7.1
1B3i 0.076 113.88 9.11 0.022775 1B3 Ext i 0.007 27.63 1.105 0.0027625 6.9
1B3ii 0.077 115.13 9.21 0.023025 1B3 Extii 0.006 26.38 1.055 0.0026375 7.1
1B3iii 0.077 114.5 9.16 0.0229 1B3 Ext iii 0.007 27 1.08 0.0027 7
1C1i 0.074 111.38 8.91 0.022275 1C1 Exti 0.004 23.88 0.955 0.0023875 7
1CLii 0.074 111.38 8.91 0.022275 1C1 Extii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 6.9
1CLiii 0.074 111.38 8.91 0.022275 1C1 Extiii 0.005 245 0.98 0.00245 6.95
1C2i 0.075 112.63 9.01 0.022525 1C2 Ext i 0.004 23.88 0.955 0.0023875 7.1
1C2ii 0.076 113.25 9.06 0.02265 1C2 Extii 0.006 26.38 1.055 0.0026375 6.95
1C2iii 0.075 112.94 9.035 0.0225875 | 1C2 Extiii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 7.025
1C3i 0.075 112.31 8.985 0.0224625 1C3 Exti 0.006 26.06 1.0425 |0.00260625 6.9
1C3ii 0.077 114.5 9.16 0.0229 1C3 Extii 0.005 25.13 1.005 0.0025125 7.15
1C3iii 0.076 113.41 | 9.0725 | 0.0226813 | 1C3 Extiii 0.005 25.59 1.02375 |0.00255938 7.025
2A1i 0.186 251.38 20.11 0.050275 2A1 Exti 0.028 53.88 2.155 0.0053875 15.8
2A1ii 0.187 252.63 20.21 0.050525 2A1 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.7
2ALii 0.187 252 20.16 0.0504 2A1 Extiii 0.029 55.13 2.205 0.0055125 15.75
2A2i 0.185 250.13 20.01 0.050025 2A2 Exti 0.029 55.13 2.205 0.0055125 15.6
2A2i 0.187 252.63 20.21 0.050525 2A2 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.7
2A2 i 0.186 251.38 20.11 0.050275 2A2 Extiii 0.03 55.75 2.23 0.005575 15.65
2A3i 0.186 250.75 20.06 0.05015 2A3 Exti 0.029 54.5 2.18 0.00545 15.7
2A3 i 0.187 252.63 20.21 0.050525 2A3 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.7
2A3iii 0.186 251.69 | 20.135 | 0.0503375 | 2A3Extiii 0.029 55.44 2.2175 |0.00554375 15.7
2Bli 0.183 247.63 19.81 0.049525 2B1 Exti 0.029 55.13 2.205 0.0055125 15.4
2B1ii 0.184 248.88 19.91 0.049775 2B1 Extii 0.028 53.88 2.155 0.0053875 15.6
2B1iii 0.185 250.13 20.01 0.050025 2B1 Extiii 0.029 54.5 2.18 0.00545 15.65
2B2i 0.187 252.63 20.21 0.050525 2B2 Exti 0.028 53.88 2.155 0.0053875 15.9
24 2B2 i 0.185 250.13 20.01 0.050025 2B2 Extii 0.027 52.63 2.105 0.0052625 15.8
2B2iii 0.186 251.38 20.11 0.050275 2B2 Ext iii 0.028 53.25 2.13 0.005325 15.85
2B3i 0.186 251.38 20.11 0.050275 2B3 Exti 0.028 53.88 2.155 0.0053875 15.8
2B3ii 0.186 251.38 20.11 0.050275 2B3 Extii 0.027 52.63 2.105 0.0052625 15.9
2B3iii 0.186 251.38 20.11 0.050275 2B3 Ext iii 0.028 53.25 2.13 0.005325 15.85
2CLi 0.185 249.5 19.96 0.0499 2C1 Exti 0.027 52.63 2.105 0.0052625 15.75
2CLii 0.186 250.75 20.06 0.05015 2C1 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.55
2CLiii 0.185 250.13 20.01 0.050025 2C1 Ext i 0.029 54.5 2.18 0.00545 15.65
2C2i 0.186 251.38 20.11 0.050275 2C2 Exti 0.029 54.5 2.18 0.00545 15.75
2C2ii 0.186 251.38 20.11 0.050275 2C2 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.6
2C2ii 0.186 251.38 20.11 0.050275 2C2 Ext iii 0.029 55.44 2.2175 |0.00554375 15.675
2C3i 0.186 251.06 | 20.085 | 0.0502125 2C3 Exti 0.028 53.88 2.155 0.0053875 15.775
2C3ii 0.187 252 20.16 0.0504 2C3 Extii 0.03 56.38 2.255 0.0056375 15.65
2C3iii 0.186 251.53 | 20.1225 | 0.0503063 | 2C3 Extiii 0.029 55.13 2.205 0.0055125 15.7125
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Tabla A.6.a: Resultados de hidrdlisis enzimdtica por accion microbiana.

R . | Concentracién de Azicares | N°de tubo |Absorbancia|Concentracién de azicares| Azucares Aztcar
N° de tubo |Absorbancia| _ . _
Hora (Licor) del Licor azicares reductores | reductoresen| (extracto |del extracto| reductoresdelextracto |reductoresen| hidrolizada de
(ppm) (g/1) |lamuestra(g) | enzimatico) | enzimatico (ppm) (g/l) |lamuestra(g)| la cascara (g/I)
3A1i 0.285 375.13 30.01 0.075025 3A1 Exti 0.052 83.88 3.355 0.0083875 23.3
3Alii 0.286 376.38 30.11 0.075275 3A1 Extii 0.054 86.38 3.455 0.0086375 23.2
3Aliii 0.284 373.88 29.91 0.074775 3A1 Extiii 0.053 85.13 3.405 0.0085125 23.1
3A2i 0.289 380.13 30.41 0.076025 3A2 Exti 0.054 86.38 3.455 0.0086375 23.5
3A2ii 0.287 377.63 30.21 0.075525 3A2 Extii 0.055 87.63 3.505 0.0087625 23.2
3A2iii 0.288 378.88 3031 0.075775 3A2 Extiii 0.052 83.88 3.355 0.0083875 23.6
3A3i 0.287 377.63 30.21 0.075525 3A3 Exti 0.053 85.13 3.405 0.0085125 234
3A3ii 0.287 377 30.16 0.0754 3A3 Extii 0.055 87 3.48 0.0087 23.2
3A3iii 0.287 377.31 | 30.185 | 0.0754625 | 3A3Extiii 0.054 86.06 3.4425 |0.00860625 233
3B1i 0.288 378.88 30.31 0.075775 3Bl Exti 0.052 83.88 3.355 0.0083875 23.6
3Blii 0.287 377.63 30.21 0.075525 3B1 Extii 0.051 82.63 3.305 0.0082625 23.6
3B1iii 0.288 378.25 30.26 0.07565 3B1 Extiii 0.052 83.25 3.33 0.008325 23.6
3B2i 0.291 382.63 30.61 0.076525 3B2 Exti 0.054 86.38 3.455 0.0086375 23.7
36 3B2ii 0.293 385.13 30.81 0.077025 3B2 Extii 0.052 83.88 3.355 0.0083875 241
3B2iii 0.292 383.88 30.71 0.076775 3B2 Extiii 0.055 87.63 3.505 0.0087625 23.7
3B3i 0.29 380.75 30.46 0.07615 3B3 Exti 0.053 85.13 3.405 0.0085125 23.65
3B3ii 0.29 381.38 30.51 0.076275 3B3 Extii 0.051 82.63 3.305 0.0082625 239
3B3iii 0.29 381.06 | 30.485 | 0.0762125 | 3B3 Extiii 0.052 83.88 3.355 0.0083875 23.775
3CLi 0.289 380.13 30.41 0.076025 3C1Exti 0.053 85.13 3.405 0.0085125 23.6
3Clii 0.294 386.38 3091 0.077275 3C1 Extii 0.055 87.63 3.505 0.0087625 239
3C1iii 0.292 383.25 30.66 0.07665 3C1 Ext iii 0.054 86.38 3.455 0.0086375 23.75
3C2i 0.296 388.88 31.11 0.077775 3C2 Exti 0.055 87.63 3.505 0.0087625 24.1
3C2ii 0.295 387.63 31.01 0.077525 3C2 Extii 0.056 88.88 3.555 0.0088875 23.9
3C2iii 0.296 388.25 31.06 0.07765 3C2 Extiii 0.056 88.25 3.53 0.008825 24
3C3i 0.288 379.19 | 30.335 | 0.0758375 3C3 Exti 0.052 83.88 3.355 0.0083875 23.625
3C3ii 0.288 379.19 | 30.335 | 0.0758375 | 3C3Extii 0.051 82.63 3.305 0.0082625 23.725
3C3iii 0.288 379.19 | 30.335 | 0.0758375 | 3C3 Extiii 0.052 83.25 3.33 0.008325 23.675
4A1i 0.305 400.13 32.01 0.080025 4A1 Exti 0.054 86.38 3.455 0.0086375 25.1
4ALii 0.307 402.63 32.21 0.080525 4A1 Extii 0.056 88.88 3.555 0.0088875 25.1
4A1 i 0.307 402.63 3221 0.080525 4A1 Extiii 0.055 87.63 3.505 0.0087625 25.2
4A2 i 0.304 398.88 31.91 0.079775 4A2 Exti 0.056 88.88 3.555 0.0088875 24.8
4A2ii 0.306 401.38 32.11 0.080275 4A2 Extii 0.055 87.63 3.505 0.0087625 25.1
4A2 iii 0.305 400.13 32.01 0.080025 4A2 Extiii 0.056 88.25 3.53 0.008825 24.95
4A3 i 0.305 399.5 31.96 0.0799 4A3 Exti 0.055 87.63 3.505 0.0087625 24.95
4A3 i 0.307 402 32.16 0.0804 4A3 Extii 0.056 88.25 3.53 0.008825 25.1
4A3 iii 0.306 400.75 32.06 0.08015 4A3 Ext iii 0.055 87.94 3.5175 |0.00879375 25.025
4Bl 0.3 393.88 31.51 0.078775 4B1 Exti 0.057 90.13 3.605 0.0090125 243
4B1ii 0.299 392.63 31.41 0.078525 4B1 Extii 0.058 91.38 3.655 0.0091375 241
4B1 iii 0.3 393.25 31.46 0.07865 4B1 Ext iii 0.058 91.38 3.655 0.0091375 24.15
4B2i 0.302 396.38 31.71 0.079275 4B2 Exti 0.058 91.38 3.655 0.0091375 24.4
48 4B2ii 0.301 395.13 31.61 0.079025 4B2 Extii 0.059 92.63 3.705 0.0092625 24.2
4B2 iii 0.301 395.13 31.61 0.079025 4B2 Ext iii 0.059 92 3.68 0.0092 24.25
4B3 i 0.301 395.13 31.61 0.079025 4B3 Exti 0.058 90.75 3.63 0.009075 24.35
4B3ii 0.3 393.88 31.51 0.078775 4B3 Extii 0.059 92 3.68 0.0092 24.15
4B3iii 0.301 394.5 31.56 0.0789 4B3 Extiii 0.058 91.38 3.655 0.0091375 24.25
4C1i 0.303 397 31.76 0.0794 4C1 Exti 0.056 88.25 3.53 0.008825 24.7
4Clii 0.303 397.63 31.81 0.079525 4C1 Extii 0.057 90.13 3.605 0.0090125 24.6
AC1iii 0.303 397.31 | 31.785 | 0.0794625 | AC1Extiii 0.056 89.19 3.5675 |0.00891875 24.65
4C2i 0.301 395.13 31.61 0.079025 4C2 Exti 0.057 90.13 3.605 0.0090125 24.4
4C2ii 0.298 391.38 3131 0.078275 4C2 Extii 0.057 90.13 3.605 0.0090125 24.1
4C2 iii 0.3 393.25 31.46 0.07865 4C2 Ext iii 0.057 90.13 3.605 0.0090125 24.25
4C3i 0.297 390.13 31.21 0.078025 4C3 Exti 0.056 89.19 3.5675 |0.00891875 24.075
4C3ii 0.298 391.38 31.31 0.078275 4C3 Extii 0.057 90.13 3.605 0.0090125 241
4AC3iii 0.298 390.75 31.26 0.07815 4C3 Ext iii 0.057 89.66 3.58625 | 0.00896563 24,0875
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Tabla A.6.b: Resultados de hidrdlisis enzimdtica por accion microbiana.

. . | Concentracién de Azicares | N°de tubo |Absorbancia | Concentracién de aziicares| Azdicares Aztcar
N° de tubo |Absorbancia| __, -
Hora (Licor) del Licor azdcares reductores | reductoresen | (extracto |delextracto| reductoresdelextracto |(reductoresen| hidrolizada de
(ppm) (g/1) |lamuestra(g) | enzimatico) | enzimatico (ppm) (g/l) |'amuestra(g)| la cascara (g/I)
5A1i 0.201 270.13 21.61 0.054025 5A1 Exti 0.046 76.38 3.055 0.0076375 15.5
S5Alii 0.203 272.63 21.81 0.054525 5A1 Extii 0.045 75.13 3.005 0.0075125 15.8
5Aliii 0.202 271.38 21.71 0.054275 5A1 Extiii 0.046 75.75 3.03 0.007575 15.65
5A2i 0.2 268.88 21.51 0.053775 5A2 Exti 0.048 78.88 3.155 0.0078875 15.2
5A2ii 0.198 266.38 21.31 0.053275 5A2 Ext ii 0.048 78.88 3.155 0.0078875 15
5A2 iii 0.199 267.63 21.41 0.053525 5A2 Ext iii 0.048 78.88 3.155 0.0078875 15.1
5A3i 0.201 269.5 21.56 0.0539 S5A3 Exti 0.047 77.63 3.105 0.0077625 15.35
5A3ii 0.201 269.5 21.56 0.0539 5A3 Extii 0.047 77 3.08 0.0077 154
5A3iii 0.201 269.5 21.56 0.0539 5A3 Ext iii 0.047 77.31 3.0925 |0.00773125 15.375
5B1i 0.204 273.88 21.91 0.054775 5B1Exti 0.043 72.63 2.905 0.0072625 16.1
5B1ii 0.202 271.38 21.71 0.054275 5B1 Extii 0.044 73.88 2.955 0.0073875 15.8
5B1iii 0.203 272.63 21.81 0.054525 5B1 Ext iii 0.044 73.25 2.93 0.007325 15.95
5B2i 0.203 272.63 21.81 0.054525 5B2 Exti 0.045 75.13 3.005 0.0075125 15.8
60 5B2 i 0.203 272.63 21.81 0.054525 5B2 Ext i 0.048 78.88 3.155 0.0078875 15.5
5B2 iii 0.203 272.63 21.81 0.054525 5B2 Ext iii 0.044 73.88 2.955 0.0073875 15.9
5B3i 0.204 273.25 21.86 0.05465 5B3 Exti 0.044 73.88 2.955 0.0073875 15.95
5B3ii 0.203 272 21.76 0.0544 5B3 Extii 0.046 76.38 3.055 0.0076375 15.65
5B3iii 0.203 272.63 21.81 0.054525 5B3 Ext iii 0.045 75.13 3.005 0.0075125 15.8
5CLi 0.203 272 21.76 0.0544 5C1Exti 0.045 74.5 2.98 0.00745 15.8
5C1ii 0.203 272 21.76 0.0544 5C1 Extii 0.045 74.5 2.98 0.00745 15.8
5C1iii 0.203 272 21.76 0.0544 5C1 Extiii 0.045 74.5 2.98 0.00745 15.8
5C2i 0.202 270.75 21.66 0.05415 5C2 Exti 0.047 77 3.08 0.0077 15.5
5C2ii 0.201 269.5 21.56 0.0539 5C2 Extii 0.048 78.88 3.155 0.0078875 15.25
5C2iii 0.201 270.13 21.61 0.054025 5C2 Extiii 0.047 77.94 3.1175 ]0.00779375 15.375
5C3i 0.202 271.38 21.71 0.054275 5C3 Exti 0.046 75.75 3.03 0.007575 15.65
5C3ii 0.202 270.75 21.66 0.05415 5C3 Extii 0.046 76.69 3.0675 |0.00766875 15.525
5C3iii 0.202 271.06 | 21.685 | 0.0542125 | 5C3 Extiii 0.046 76.22 3.04875 |0.00762188 15.5875
6Ali 0.096 138.88 11.11 0.027775 6A1 Exti 0.012 33.88 1.355 0.0033875 8.4
6AL i 0.095 137.63 11.01 0.027525 6A1 Extii 0.014 36.38 1.455 0.0036375 8.1
6ALiii 0.096 138.25 11.06 0.02765 6A1 Ext iii 0.013 35.13 1.405 0.0035125 8.25
6A2 i 0.094 136.38 10.91 0.027275 6A2 Exti 0.014 36.38 1.455 0.0036375 8
6A2 ii 0.095 137.63 11.01 0.027525 6A2 Ext ii 0.014 36.38 1.455 0.0036375 8.1
6A2 iii 0.095 137 10.96 0.0274 6A2 Ext iii 0.014 36.38 1.455 0.0036375 8.05
6A3i 0.095 137.63 11.01 0.027525 6A3 Exti 0.013 35.13 1.405 0.0035125 8.2
6A3 i 0.095 137.63 11.01 0.027525 6A3 Extii 0.014 36.38 1.455 0.0036375 8.1
6A3 iii 0.095 137.63 11.01 0.027525 6A3 Ext iii 0.014 35.75 1.43 0.003575 8.15
6Bl 0.1 143.88 11.51 0.028775 6B1 Exti 0.01 31.38 1.255 0.0031375 9
6B1ii 0.101 145.13 11.61 0.029025 6B1 Extii 0.009 30.13 1.205 0.0030125 9.2
6B1 iii 0.099 142.63 11.41 0.028525 6B1 Ext iii 0.01 30.75 1.23 0.003075 8.95
6B2 i 0.102 146.38 11.71 0.029275 6B2 Exti 0.01 31.38 1.255 0.0031375 9.2
72 6B2 ii 0.1 143.88 11.51 0.028775 6B2 Extii 0.013 35.13 1.405 0.0035125 8.7
6B2 iii 0.101 145.13 11.61 0.029025 6B2 Ext iii 0.012 33.25 1.33 0.003325 8.95
6B3 i 0.101 145.13 11.61 0.029025 6B3 Exti 0.01 31.38 1.255 0.0031375 9.1
6B3ii 0.101 144.5 11.56 0.0289 6B3 Extii 0.011 32.63 1.305 0.0032625 8.95
6B3iii 0.101 14481 | 11.585 | 0.0289625 | 6B3 Extiii 0.011 32 1.28 0.0032 9.025
6CLi 0.098 141.38 11.31 0.028275 6C1 Exti 0.011 32.63 1.305 0.0032625 8.7
6C1ii 0.1 143.88 11.51 0.028775 6C1 Extii 0.012 33.25 1.33 0.003325 8.85
6C1iii 0.099 142.63 11.41 0.028525 6C1 Ext iii 0.011 32.94 1.3175 |0.00329375 8.775
6C2i 0.098 141.38 11.31 0.028275 6C2 Exti 0.012 33.88 1.355 0.0033875 8.6
6C2 ii 0.098 140.75 11.26 0.02815 6C2 Extii 0.014 35.75 1.43 0.003575 8.4
6C2 iii 0.097 140.13 11.21 0.028025 6C2 Ext iii 0.013 34.81 1.3925 |0.00348125 8.425
6C3i 0.099 142.63 11.41 0.028525 6C3 Exti 0.012 33.25 1.33 0.003325 8.75
6C3ii 0.098 141.06 | 11.285 | 0.0282125 6C3 Ext ii 0.013 34.5 1.38 0.00345 8.525
6C3 iii 0.1 143.88 11.51 0.028775 6C3 Ext iii 0.012 33.88 1.355 0.0033875 8.8

129




Tabla A.7: Resultados de fermentacion ldctica a partir de hidrdlisis enzimdtica.

o Solucion co "
Condiciones :‘b(li M:x:;;ra FeCl; 10 g/L | Absorbancia Concentracion acido lactico
(ml) (ppm) (g/L)
Oh Blanco | 10 ml H,0 5 0 0 0
Al 10 5 0.271 107.52 4.3008
A2 10 5 0.273 108.32 4.3328
A3 10 5 0.27 107.12 4.2848
Bl 10 5 0.274 108.72 4.3488
12h B2 10 5 0.269 106.72 4.2688
B3 10 5 0.27 107.12 4.2848
Cc1 10 5 0.272 107.92 4.3168
Cc2 10 5 0.273 108.32 4.3328
Cc3 10 5 0.271 107.52 4.3008
Al 10 5 0.413 164.32 6.5728
A2 10 5 0.415 165.12 6.6048
A3 10 5 0.41 163.12 6.5248
B1 10 5 0.412 163.92 6.5568
24h B2 10 5 0.411 163.52 6.5408
B3 10 5 0.416 165.52 6.6208
C1 10 5 0.413 164.32 6.5728
Cc2 10 5 0.413 164.32 6.5728
c3 10 5 0.414 164.72 6.5888
Al 10 5 0.628 250.32 10.0128
A2 10 5 0.629 250.72 10.0288
A3 10 5 0.629 250.72 10.0288
Bl 10 5 0.627 249.92 9.9968
36h B2 10 5 0.629 250.72 10.0288
B3 10 5 0.625 249.12 9.9648
Cc1 10 5 0.63 251.12 10.0448
Cc2 10 5 0.631 251.52 10.0608
c3 10 5 0.625 249.12 9.9648
Al 10 5 0.723 288.32 11.5328
A2 10 5 0.724 288.72 11.5488
A3 10 5 0.724 288.72 11.5488
Bl 10 5 0.726 289.52 11.5808
48h B2 10 5 0.725 289.12 11.5648
B3 10 5 0.722 287.92 11.5168
Cc1 10 5 0.726 289.52 11.5808
Cc2 10 5 0.723 288.32 11.5328
Cc3 10 5 0.723 288.32 11.5328
Continda...
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Tabla A.7.a: Resultados de fermentacion lactica a partir de hidrdlisis enzimatica.

o Solucién PR P
Condiciones ::b(:)i Mt(x:‘sl;ra FeClI3 10 g/L | Absorbancia Concentracion acido lactico
(ml) (ppm) (/L)
Al 10 5 0.784 312.72 12.5088
A2 10 5 0.787 313.92 12.5568
A3 10 5 0.79 315.12 12.6048
Bl 10 5 0.785 313.12 12.5248
60h B2 10 5 0.786 313.52 12.5408
B3 10 5 0.784 312.72 12.5088
Cc1 10 5 0.78 311.12 12.4448
Cc2 10 5 0.781 311.52 12.4608
c3 10 5 0.785 313.12 12.5248
Al 10 5 0.857 341.92 13.6768
A2 10 5 0.855 341.12 13.6448
A3 10 5 0.856 341.52 13.6608
Bl 10 5 0.857 341.92 13.6768
72h B2 10 5 0.858 342.32 13.6928
B3 10 5 0.854 340.72 13.6288
C1 10 5 0.855 341.12 13.6448
c2 10 5 0.859 342.72 13.7088
c3 10 5 0.859 342.72 13.7088
Al 10 5 0.859 342.72 13.7088
A2 10 5 0.858 342.32 13.6928
A3 10 5 0.86 343.12 13.7248
B1 10 5 0.853 340.32 13.6128
84h B2 10 5 0.86 343.12 13.7248
B3 10 5 0.854 340.72 13.6288
c1 10 5 0.855 341.12 13.6448
c2 10 5 0.855 341.12 13.6448
c3 10 5 0.855 341.12 13.6448
Al 10 5 0.856 341.52 13.6608
A2 10 5 0.861 343.52 13.7408
A3 10 5 0.855 341.12 13.6448
B1 10 5 0.856 341.52 13.6608
96h B2 10 5 0.862 343.92 13.7568
B3 10 5 0.852 339.92 13.5968
Cc1 10 5 0.859 342.72 13.7088
Cc2 10 5 0.853 340.32 13.6128
c3 10 5 0.856 341.52 13.6608
Continda...

131



Tabla A.7.b: Resultados de fermentacion ldactica a partir de hidrélisis enzimatica.

o Solucién - -
Condiciones :Jb(::s Mt(;;sl;ra FeCl; 10 g/L | Absorbancia Concentracion acido lactico
(ml) (ppm) (/L)
Al 10 5 0.853 340.32 13.6128
A2 10 5 0.853 340.32 13.6128
A3 10 5 0.857 341.92 13.6768
B1 10 5 0.857 341.92 13.6768
108h B2 10 5 0.862 343.92 13.7568
B3 10 5 0.863 344.32 13.7728
Cc1 10 5 0.852 339.92 13.5968
Cc2 10 5 0.853 340.32 13.6128
Cc3 10 5 0.854 340.72 13.6288
Al 10 5 0.854 340.72 13.6288
A2 10 5 0.858 342.32 13.6928
A3 10 5 0.854 340.72 13.6288
B1 10 5 0.854 340.72 13.6288
120h B2 10 5 0.854 340.72 13.6288
B3 10 5 0.855 341.12 13.6448
Cc1 10 5 0.857 341.92 13.6768
Cc2 10 5 0.861 343.52 13.7408
c3 10 5 0.86 343.12 13.7248
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ANEXO 4: Datos técnicos de reactivos utilizados.

Tabla A.8: Datos técnicos de reactivos utilizados en el Trabajo de Graduacion.

Nombre del . . Funcion dentro de
. Componentes/ Férmula quimica . :
Reactivo la experimentacion
Composicion tipica en g/L Utilizado para la etapa
Caldo . . ”
Peptona a partir de carne 5.0, de inoculacion del
Sabouraud 2% : . : :
dextrosa Peptona a partir de caseina 5.0, microorganismo
) D(+) Glucosa 20.0. Aspergillus oryzae.
Composicién tipica en g/L -
Agar Peptona a partir de carne 5.0, Utglg?ggcﬂ?;;éi e(;tslpa
Sabouraud 4% | Peptona a partir de caseina 5.0, microoraanismo
dextrosa D(+) Glucosa 40.0, 9

Agar-agar 15.0.

Aspergillus oryzae.

Extracto de

Contiene
Nitrégeno amino 4.76%,
Cenizas 14%,

Utilizado para la etapa
de inoculacion de los
microorganismos

levadura. Materia seca 95.1%, Aspergillus oryzae y
Cloruro de Sodio 0.36%, Lactobacillus
Total de Nitrdgeno 10.80%. delbrueckii.
Composicién en g/L
Proteosa peptona 10.0,
Extracto de carne 10.0,
Extracto de levadura 5.0, Utilizado para la etapa
Dextrosa 20.0, : i
: de inoculacion del
Polisorbato 80 1.0, . :
Caldo M.R.S. : . microorganismo
Citrato de amonio 2.0, :
. Lactobacillus
Acetato de sodio 5.0, delbruecki
Sulfato de magnesio 0.1, '
Sulfato de manganeso 0.05,
Fosfato dipotasico 2.0.,
pH final a 25°C 6.5.
Composicién en g/L
Extracto de carne 8.0,
Peptona A 10.0,
Extracto de levadura 5.0,
Citrato de amonio 2.0, Utilizado para la etapa
Acetato de sodio 5.0, de inoculacion del
Agar M.R.S. | Sulfato de magnesio heptahidratado 0.2, microorganismo
Sulfato de manganeso tetrahidratado 0.05, Lactobacillus
Fosfato dipotasico 2.0., delbrueckii.
Anhidroglusosa 1.0,
Polisorbato 80 1.0,
Agar 12.0,
pH final a 25°C 5.7.
Formula quimica: CeHsOH Utilizado para la
Fenol Peso molecular: 94.11 g/mol, determinacién de

Densidad 1.07 g/ml.

carbohidratos totales.
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Tabla A.8.a: Datos técnicos de reactivos utilizados en el Trabajo de Graduacion.

Nombre del
Reactivo

Componentes/ Férmula quimica

Funcion dentro de la
experimentacion

Acido Sulfdrico

Formula quimica: H2SOa,
Peso molecular: 98.079 g/mol,
Densidad 1.84 g/ml.

Utilizado para la
determinacion de
carbohidratos totales, para
la hidrolisis acida de la
cascara de platano verde
y la cuantificacién de acido
lactico producido.

Glucosa
monohidratada

Férmula quimica:
CH20OH(CHOH)4CHO- H.0
Contiene:

Metales pesados <0.0005%,
Maltosa <0.2%,

Agua 8-10%.

Utilizada para la
determinacion de
carbohidratos totales y
azucares reductores.

Acido 3,5- Formula: C7H4N2O7. Utilizado para la
dinitrosalicilico | Peso molecular: 228.12 g/mol, determinacion de
(DNS) Pureza (HPLC) 297.5% azucares reductores.
P_atton Contiene almidon hidrolizado de Ut|||zaQO bara ki
almidon de ana determinacion de
papa bapa. azucares reductores.
Cloruro de Férmula quimica: FeCls 6H20, Udtgltzea:(rjnoin%irigria
hierro (111) Peso molecular: 270.195 g/mol,

hexahidratado

colorimétrica de acido
lactico.

Acido lactico

Foérmula quimica: C3HeOs,
Peso molecular: 90.08 g/mol,

Utilizado para la
determinacion
colorimétrica de acido
lactico.
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