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RESUMEN

Se observa que la produccion de plasticos en muy pocos afios provocara la
escasez generalizada de muchos recursos naturales no renovables, en base a ello
se busca implementar nuevos métodos y materias primas que cuenten con las
mismas caracteristicas. El suero de leche supone una forma de generacion de
nuevos materiales similares al PET a través de una serie de tratamientos. Esta
investigacion busca la sintesis de acido polilactico PLA a partir de suero de leche
de bufala, se llevd a cabo la toma de medidas fisicoquimicas del suero como
parametro para la mejor obtencion del crecimiento bacteriano, estas pruebas
comprendieron la toma de pH, densidad, acidez titulable, cuantificacion de
proteinas. Para realizar la obtencién de poliacido lactico fue necesario llevar a
cabo la activacidbn microbiana de diferentes cepas de bacterias acido lacticas
liofilizadas (StreptococcusthermopHilus), (Lactobacillus delbrueckii) por medio de
cuatro fermentaciones con dos tipos de sustratos: suero desproteinizado y sin
desproteinizar. Con la siembra de dichas colonias bacterianas el crecimiento de
los microorganismos se presentd en funcion de intervalos de horas dadas por
diluciones (0, 24, 48, 72 y 96), las dos curvas de crecimiento bacteriano fueron
similares, pero se evidencié un mayor crecimiento; en este caso la fermentacion
realizada con suero sin desproteinizar, tuvo un mayor crecimiento en biomasa con
respecto al desproteinizado, esto se vio influenciado a la presencia de proteinas
del suero, las cuales brindaron una fuente de nitrdgeno necesario como nutriente
para el crecimiento microbiano. Se analizaron los resultados en un disefio
experimental ANOVA un solo factor, para identificar y explicar qué tipo de suero
presentd una 6ptima concentracion, se evidencié poca dispersion de los datos,
siendo la hipotesis alterna pertinente para afirmar que el uso de suero sin
proteinas difiere significativamente en la sintesis de PLA. A través del método
ROP (apertura abierta del anillo) se permitié la esterificacion del di éster de 4cido
lactico denominado lactida en donde se obtuvo para la muestra (Suero sin
desproteinizar) 0,853 gramos y (Suero desproteinizado) 0,90 gramos, en
presencia de acido sulfarico al 60% v/v. Tras la sintesis de lactida a PLA en
presencia de metanol y cloruro de estafio Il como catalizador, a temperatura de
60°C; se obtuvo que la muestra (Suero sin desproteinizar) tiene un rendimiento de
18,5% de producto del polimero secado, siendo este el de mayor rendimiento en
comparacion con el rendimiento del suero desproteinizado de 15,83%. Para
demostrar la presencia de acido poli-lactico se efectio la prueba de
espectroscopia infrarroja, donde se observd que el espectro del suero sin
desproteinizar se asemejo a la muestra del PLA comercial, en donde el pico de la
cristalinidad se visualiz6 una curva mas similar en el espectro de la longitud de
onda desde 1500-1750 (cm-1).

Palabras claves: Acido lactico, acido-polilactico, fermentacion lactica, suero de
leche de Bufala, polimerizacion.
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ABSTRACT

It is observed that the production of plastics in very few years will cause the
generalized scarcity of many non-renewable natural resources, based on this it is
sought to implement new methods and raw materials that have the same
characteristics. Whey is a way of generating new materials similar to PET through
a series of treatments. This research seeks the synthesis of polylactic acid PLA
from buffalo whey. Physicochemical measurements of serum were carried out as a
parameter for the best obtaining of bacterial growth, these tests included taking pH,
density, titratable acidity, quantification of proteins. To obtain lactic polyacid, it was
necessary to carry out the microbial activation of different strains of Iyophilized
lactic acid bacteria (StreptococcusthermopHilus), (Lactobacillus delbrueckii) by
means of four fermentations with two types of substrates: serum deproteinated and
not deproteinized. With the sowing of these bacterial colonies the growth of
microorganisms was presented as a function of intervals of hours given by dilutions
(0, 24, 48, 72 and 96), the two bacterial growth curves were similar, but greater
growth was evidenced; in this case the fermentation carried out with serum without
deproteinizing, had a greater growth in biomass with respect to deproteinized, this
was influenced by the presence of whey proteins, which provided a source of
nitrogen needed as a nutrient for microbial growth. The results were analyzed in a
single factor ANOVA experimental design, to identify and explain which type of
serum had an optimal concentration, showed little dispersion of data, where the
alternative hypothesis is relevant to state that the use of serum without proteins
differs significantly in the synthesis of PLA. Using the ROP method (open opening
of the ring) the esterification of lactic acid di ester called lactide was allowed where
it was obtained for the sample (serum without deproteinization) 0,853 grams and
(serum deproteinized) 0,90 grams, in the presence of 60% v/v. After the synthesis
of lactide to PLA in the presence of methanol and tin chloride Il as catalyst, at a
temperature of 60°C; it was obtained that the sample (Serum without
deproteinization) has a yield of 18.5% of dried polymer product, this is the highest
yield compared to the yield of the dephennized serum of 15.83%. In order to
demonstrate the presence of polylactic acid, the infrared spectroscopy test was
carried out, where it was observed that the spectrum of the serum without
deproteinization resembled the sample of the commercial PLA, where the
crystalline peak was observed a more similar curve in the wavelength spectrum
from 1500-1750 (cm-1).

Keywords: Lactic acid, polylactic acid, lactic fermentation, buffalo milk whey,
polymerization.
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1. INTRODUCCION

Los polimeros son compuestos cuya identidad como macromoléculas, formadas
por enlaces covalentes entre unidades mas pequefias llamadas monoémeros, fue
propuesta por Staiidinger en 1922, Desde entonces se han desarrollado un sin
namero de aplicaciones de estos materiales, desde las fibras, las llantas, los
empaques, los polimeros de ingenieria, hasta los implantes, las suturas, los lentes
de contacto, las matrices para cultivo de tejidos, entre otras. Su costo
relativamente bajo, su resistencia a la corrosion, su baja densidad, y sus
propiedades mecénicas ha permitido sustituir los metales en muchas aplicaciones,
a tal punto que el siglo XX fue denominado la Edad del Plastico.?

La aplicacion del plastico se ha estandarizado en algunos campos industriales,
particularmente en Colombia “Dentro de las aplicaciones mas importantes en las
cuales se utilizan los plasticos se destaca el sector de envases y empaqgues con
un 54% de participacion, cuyo uso se da en productos alimenticios, cosméticos,
aseo; seguido del sector de la construcciéon con un 22 % donde se destacan
productos como tuberias, pisos, tejas, etc.”®. Sin embargo, la produccién de
polimeros provenientes de combustibles fosiles ha generado polémica por la
afectacion al medio ambiente y el impacto generado por su proceso de
produccion, en donde en los ultimos afios se ha evidenciado la disminucion de las
reservas de éstos compuestos organicos, especialmente el petroleo. Dentro del
desarrollo de la industria se han producido polimeros sintéticos de gran impacto;
como afirma Mueller: “La gran mayoria de los polimeros sintéticos se ha disefiado
para aplicaciones en ambientes hostiles que requieren una gran resistencia a
diferentes esfuerzos y condiciones extremas y por lo tanto no son facilmente
degradables debido a su origen reciente, la naturaleza no ha alcanzado a crear

enzimas capaces de degradarlos”.*

‘A nivel mundial, el consumo de plastico ha incrementado exponencialmente,
mientras en el afio 1950, la produccion era de tan solo 1,5 millones de toneladas,
en el afio 2018 se alcanzé una produccion de alrededor de 359 millones de
toneladas. La mitad de la produccion mundial se realiza en Asia (50,1%), Europa y
Norte América (incluyendo México) cuentan con una participacion del 18,5% y

! STAUDINGER, H., FRITSCHI, J. Helvética Chimica Acta, 5. 1922. p.785-806

2 ZULUAGA, F.: Algunas aplicaciones del acido poli-L-lactico. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 (142):
125-142, 2013. ISSN 0370-3908.

® ACOPLASTICOS: Plasticos en Colombia: Evolucién de las principales variables en el trienio
2016-2018

* MUELLER, R. J. 2006. Biological degradation of synthetic polyesters—enzymes as potential
catalysts for polyester recycling, Proceedings of. Biochemistry. Citado por ZULUAGA, F. Algunas
aplicaciones del &cido poli-I-lactico. Revista Académica Colombiana de Ciencia. Vol. 37.
2013.p.126
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17,7% por ciento respectivamente. Por otra parte, Latinoamérica cuenta con una
participacion del 4%, donde Colombia representa el 0,3%”.

Con respecto a ello, la ONU Medio Ambiente menciona que “Sélo se ha reciclado
9% de los 9.000 millones de toneladas de plastico que se han producido en el
mundo. La mayor parte ha terminado en vertederos, basureros, o en el medio
ambiente. Si contindan los patrones de consumo y las practicas de gestion
actuales, para 2050 habra alrededor de 12.000 millones de toneladas de basura
plastica en vertederos y espacios naturales”.® En ese entonces, si el aumento en
la produccién de plastico mantiene su ritmo vigente, la industria de este polimero
consumira 20% de la produccién global de petréleo’. Analizando detenidamente
las cifras se observa que la produccién de plasticos en muy pocos afios provocara
la escasez generalizada de muchos recursos naturales no renovables, y es por
ello que a nivel mundial se vive una gran zozobra pese al dafio ambiental tan
marcado que se ha generado en los ultimos afios; con base a ello, se busca
implementar nuevos métodos y materias primas que cuenten con las mismas
caracteristicas para erradicar tanto su produccién como su contaminacion.

En los Ultimos afios se han estudiado otras alternativas a los plasticos
tradicionales cuyas propiedades son similares, tales como los bioplasticos®. Estos
engloban un conjunto de materiales plasticos con diferentes caracteristicas:
biodegradables (aquellos que algunos microorganismos pueden consumir y
transformar basicamente en agua, diéxido de carbono y nuevos microorganismos)
y los bio-basados (material que deriva parcial o totalmente de recursos
renovables, principalmente vegetales)®. Segun los datos de European Bioplastics,
se estima que, en 2023, la produccién global de bioplasticos ascienda a unos
2.620 millones de toneladas, siendo los bioplasticos PLA y PHA los que mas
aumenten en produccion; hasta la fecha, los sectores donde los plasticos
biodegradables se utilizan mas son: en el embalaje flexible (44%), embalaje rigido
(15%) y la agricultura (13%)*°

® Plastic Europe 2018
® ONU Medio Ambiente. Plasticos de un solo uso: hoja de ruta para la sostenibilidad. (Rev-ed.,
2018. p.vi;6).
" World Economic Forum (2016). The New Plastics Economy. Rethinking the future of plastics,
January

Agencia europea de los productos quimicos (ECHA). https://echa.europa.eu/es/hot-
topics/bisphenol-a
°s. Ghosh, R. Gnaim, S. Greiserman, L. Fadeev, M. Gozin, and A. Golberg. 2019. “Macroalgal
biomass subcritical hydrolysates for the production of polyhydroxyalkanoate (PHA) by Haloferax
mediterranei”. Bioresource Technology

European Bioplastics. 2018. “Bioplastics. Facts and Figures”. https://docs.european-
bioplastics.org/publications/ EUBP_Facts and _figures.pdf
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Segln Khan'! en su investigacion afirma que “El agua potable, a pesar de ser una
de las matrices mas importantes para la preservacion de la humanidad, se
contamina indiscriminadamente por las actividades antrépicas, llevando a los
investigadores a buscar metodologias eficientes para su recuperacion”. En el
sector industrial de lacteos se genera dicho residuo contaminante que conlleva a
grandes afectaciones sobre el agua, puesto que el lacto suero segin Valencia?
‘la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) del suero lacteo varia entre 20.000 y
50.000 mg de O,/L. En otras palabras, cerca de 0,25 a 0,30 litros de suero sin
depurar equivalen a las aguas negras producidas en un dia por una persona. Por
esta razon, gobiernos de varios paises exigen a las industrias de derivados lacteos
una produccion limpia”.

El lactosuero es un subproducto de la industria quesera con un elevado potencial
para la obtencién de productos y componentes con valor agregado, en los que
como Correa afirma “sus componentes pueden ser empleados en la industria de
alimentos, o incluso en la industria farmacéutica como diluyentes, emulsificadores
0 protectores de compuestos farmacoldgicos. Las formas de aprovechamiento de
este componente permiten la obtencibn de componentes principales como
proteina, lactosa, grasa y agua, a partir de procesos como la filtracion por
membranas, la hidrdlisis, la fermentacion y aprovechamiento biolégico a partir de
microorganismos para la produccién de bio-peliculas y/o biopolimeros.”*

Con base en lo anterior, se busca dar una solucién definitiva y eficaz a la
problematica actual, definiendo la pregunta problema como: ¢Qué aspectos se
deben evaluar para la sintesis de poliacido lactico (PLA) a partir del suero de la
leche de bufala como recurso para sustituir los productos derivados del petréleo, y
que a su vez mitiguen la contaminacion y favorezcan al desarrollo sostenible del
medio ambiente?

El uso de los polimeros de la petroquimica ha traido muchos beneficios a la
humanidad, sin embargo, el ecosistema se dafla considerablemente como
resultado del uso de materiales no degradables para la fabricacion de articulos
desechables. Este impacto ambiental es motivo de preocupacion creciente, los
métodos alternativos de disposicion son limitados, asi como los recursos
petroleros, por lo que es necesario hallar sustitutos duraderos, especialmente,

' KHAN, S..et al. Extreme weather events: Should drinking water quality management systems
adapt to changing risk profiles?. Water Res. 2015, 85, 124 -136. DOl
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2015.08.018.

2 VALENCIA, D..et al. La industria de la leche y la contaminacién del agua-Elementos, 2009, Vol
73(1), p 27 — 31.

¥ CORREA, J. and MOSQUERA, W. Aprovechamiento del lactosuero y sus componentes como
materia prima en la industria de alimentos. Limentech ciencia y tecnologia alimentaria issn 1692-
7125. Universidad de la Amazonia. 2015. volumen 13, no. 1. p.88.
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para las envolturas de corta duracién y las aplicaciones desechables.** El acido
polilactico (PLA), sintetizado a partir del suero de leche procedente del residuo en
la produccion de quesos, es una de las propuestas con gran avance en un mundo
susceptible a la necesidad de proteger el medio ambiente que contempla la
capacidad de crear productos de recursos sostenibles que sirvan de abono al
término de su vida util.

Mercedes afirma “en estos ultimos afios se han desarrollado operaciones en
planta piloto para realizarlo a gran escala para la produccién econémica de
polimeros PLA, usados para aplicaciones de empaques de alimentos, dispositivos
moviles y fibras textiles”. El acido polilactico (PLA) es uno de los mas utilizados,
sin embargo, aun hay mucho por hacer en cuanto a su tecnologia de produccion,
debido a que es necesario el desarrollo de procesos menos costosos y mas
ecolégicos para el medio ambiente.

La polimerizacion del acido lactico da lugar a polimeros de acido polilactico (PLA)
que, con otras moléculas poliméricas naturales, permiten la obtencion de
productos reabsorbibles y biodegradables'®. Entre los materiales plasticos
biodegradables, el PLA es uno de los de mayor potencial para sustituir a los
plasticos convencionales por sus excelentes propiedades fisicas y mecanicas; v,
porque puede procesarse utilizando las maquinarias existentes con solo ajustes
menores. El PLA es también un material altamente versétil que puede elaborarse
con distintas formulaciones para satisfacer la mayor parte de las especificaciones
de los productos®’. Mezclado con distintos polimeros naturales permite desarrollar
materiales con mejores propiedades de resistencia al agua®®.

Cuervo afirma que “en la industria quesera el queso es elaborado mediante la
acidificacion de la leche, la cual produce la precipitacién de proteinas conocidas
como la caseina, a la que se refiere como cuajada. Durante este proceso de
elaboracion se obtienen subproductos y dentro de esos esta el suero, el cual
posee proteinas como lacto albumina, lactoferrina y lacto globulina, asi como

1 Sun, X.S.; Seib, P. (2001) Biodegradable plastics from wheat starch and polylactic acid.
(www.kswheat.com/ research/ 2001 KSU Research/ Projects/biodegradable.htm)
(www.ecologycenter.org/iptf/plastic types/ bioplasticsfromwheat.html.)
> MERCEDEZ, Karina. Estudio de factibilidad técnico- econémico en la instalacién del biopolimero
acido polilactico (PLA) a partir del lactosuero. Tesis para optar al titulo de ingeniero
%uimico.2015.p.1.

Lozano, J.A. (1999) Las Tecnologias. Tejidos sin tejer.
(canales.laverdad.es/cienciaysalud/7 2 15.html.)
o Biopolymers as viable alternatives to common plastic materials. (2000) Galactic Laboratories.
gSitio web de Galactic Laboratories: www.lactic.com) (www.nf-2000.org/secure/Fair/S1264.htm)
® Biresaw, G. et al. (2003) Compatibility in polylactic acid based blends. Research Proyect:
Development of new bio-based materials for metal working applications. American Institute of
Chemical Engineers.
(www.ars.usda.gov/research/publications/Publications.htm?seq no 115=1487 42)

18



http://www.nf-2000.org/secure/Fair/S1264.htm

lactosa, grasa y otros minerales presentes en la leche”.*® Con el fin de obtener un
mayor beneficio sobre el subproducto, la elaboracion de &cido lactico ha
incrementado para los diversos usos de la industria cosmética, alimenticia como
sales, quimica y ésteres.

En base a dicha idea, se plantea la posibilidad de encontrar un sustituto de los
polimeros sintéticos a partir del suero de la leche de bufala, mostrando el avance y
los retos que tiene esta linea de investigacion en la que se comprometen
importantes esfuerzos econémicos y humanos. De esta forma, se constituye un
interesante y prometedor campo de accion para la industria del plastico.

¥ CUERVO, Laura et al., Sintesis de &cido poliactico, proveniente del suero de queseria nivel
laboratorio. Revista Iberoamericana. 2017. Vol. (18). p. 2.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la sintesis de poli4cido lactico (PLA) a partir del suero de la leche de
bufala.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

° Establecer las caracteristicas fisico-quimicas (acidez titulable, densidad,
pH, cuantificaciébn de proteinas y azlcares reductores del suero de la leche de
bufala).

° Sintetizar &cido lactico por medio de fermentacion a partir de
microorganismos acido lactico.

° Aplicar el proceso de separacion del acido lactico de la fermentacién para

su posterior proceso de polimerizacién a poli-acido lactico mediante el método de
apertura del anillo (ROP).
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3. MARCO TEORICO

Los productos derivados de la leche, en especial, constituyen un gran compendio
de propiedades nutricionales y funcionales; en donde particularmente, el lacto
suero se ha convertido en una materia prima conveniente para obtener diferentes
productos a nivel tecnoldgico. Justamente, su utilizacion en diversos procesos en
los dltimos aflos va acompafada de la realizacion de investigaciones,
constituyéndose hoy en dia en uno de los campos relevantes en la investigacion;
de esta manera fortalece e incrementa el valor nutricional y potencial en el
mercado de este producto. Por esta razon, se parte de las siguientes definiciones
con el fin de contextualizar el campo aplicativo del siguiente proyecto.

3.1 LECHE

La leche es el alimento mas completo, debido a que posee la capacidad de
proveer nutrientes y la energia suficiente para el crecimiento correcto de los
mamiferos; por tal funcion, también es un alimento perecedero. La composicion de
la leche depende de muchos factores que tienen que ver con las practicas de
produccion, manejo, cria, alimentacion y clima. Segun Zamoran “los principales
constituyentes de la leche son agua, grasa, proteinas, lactosa y sales minerales,
siendo el 87% agua y la restante materia seca disuelta o suspendida en el agua”.*
De ella se puede obtener una gran diversidad de productos lacteos (queso, crema,
mantequilla, yogurt, helados, etc.) cuyas caracteristicas se pueden ver afectadas

en dependencia de los procesos a los que sea sometida.

Los mamiferos en sus primeros dias de vida dependen directamente del alimento
gue obtienen de la leche materna, el hombre la ha aprovechado para su
alimentacion, empleandola directamente y transformandola en productos como el
yogurt, suero, mantequilla, entre otros. Su industrializacion la ha catalogado como
una de las materias primas de gran transformacién a nivel agroindustrial,
permitiendo obtener una cantidad mayor de productos derivados de la leche para
la nutricibn humana.

20 ZAMORAN,Darvin. Proyecto de Cooperacion de Seguimiento para el Mejoramiento Tecnoldgico
de la Produccion Lactea en las Micros y Pequefias Empresas de los Departamentos de Boaco,
Chontales y Matagalpa. Instituto Nicaragliense de Apoyo a la Agencia de Cooperacion Pequefa y
Mediana Empresa (INPYME) Internacional del Japon (JICA). p. 5.
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Se espera que durante el siglo XXI el consumo mundial de productos lacteos
frescos y productos lacteos procesados crezcan, segun las estadisticas de las
FAO “se estima un crecimiento del 2.1% anual y 1.7% anual, respectivamente”,
debido al creciente incremento del consumo en paises desarrollados. Los paises
en desarrollo consumen sobre todo productos procesados, su consumo per capita
del queso afirma la FAO crecera en una “tasa de 0.9% anual, de mantequilla a
1.2% anual, de LEP a 1.6% anual, LDP a 2.1% anual” #. De esta forma se
presenta en la llustracion 1 las tasas de crecimiento anual de consumo por
persona de productos lacteos frescos, quesos, mantequilla, leche descremada en
polvo, y leche entera en polvo

llustracién 1 Tasas de crecimiento anual de consumo per capita de productos
lacteos

W Productios Ecieos frescos OQueso O Manfequilia | Leche descremada en polva O Leche entera en polvo

-2
2007-2016 |

v g

20 7-2026 | 2007-2016 20 7T-2028

Paises desamollados Paizes en desanmollo

Fuente: OCDE/FAO (2017)%

La leche se define segun el (Decreto 616 del 2006) como “el producto de la
secrecion mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros
sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios completos, sin ningun tipo de
adicién, destinada al consumo en forma de leche liqguida o a elaboracién
posterior”.?® La leche es considerada emulsién ya que tiene gotas de grasa en
agua; Yy, también un coloide porque posee macromoléculas como lo son las
proteinas, las cuales se encuentran en suspension en la fase liquida de la leche.
Su composicion varia de acuerdo a su origen, pues se ve influenciada no solo
segun el tipo de raza, sino por su alimentacion y zona climatica donde se
encuentre, dichos componentes seran descritos en la Tabla 1.

! OCDE/FAO ,Lacteos y sus productos, en OCDE-FAQO Perspectivas Agricolas 2017-2026, OECD
Publishing 2017, Paris.

?2 Fuente: OCDE/FAO (2017), “OCDE-FAO Perspectivas Agricolas”, Estadisticas de la OCDE
sobre agricultura (base de datos).

> DECRETO 616. Reglamento Técnico sobre los requisitos que debe cumplir la leche para el
consumo humano que se obtenga, procese, envase, transporte, comercializa, expenda, importe o
exporte en el pais, 28 febrero del 2006, capitulo 1.p. 4.
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Tabla 1 Componentes generales de la leche en diferentes especies por cada 100
g

Nutriente (gr.) Vaca Bufala Mujer
Agua 88 84 87.5
Energia (Kcal). 61 a7 7.0
Proteina 3.2 3.7 1.0
Grasa 3.4 6.9 4.4
Lactosa 4.7 5.2 6.9
Minerales 0.72 0.79 0.20

Fuente: 1 Agudelo, Divier., et al Composicién nutricional de la leche de ganado vacuno®

3.1.1 El agua. El agua es la fase dispersante, en la cual los glébulos grasos y
demas componentes de mayor tamafio se encuentran emulsionados o
suspendidos. Las sustancias proteicas se encuentran formando un coloide en
estado de “sol” liofobo (caseina y globulina) o lidfilo (albumina), mientras que la
lactosa y las sales se hallan en forma de solucion verdadera. Agudelo afirma que
“el peso especifico de la leche oscila entre 1.027 y 1.035, con una media de 1.032.
El punto de congelacion se encuentra por término medio entre -0.54°C y -0.55°C
(valores limites: -0.51°C y -0.59°C) en virtud de la lactosa y sales disueltas; la
técnica de su determinacion se llama crioscopia y ha sido también adoptada en el
examen de la leche para determinar posibles adulteraciones por adiciéon de
agua”®. También puede influir sobre el punto de congelacién de la leche la
acidificacion, en cuyo caso el punto crioscopico disminuye. El calentamiento de la
leche origina la elevacion del punto de congelacion.

3.1.2 Grasa. La grasa en la leche esta presente como glébulos, compuestos por
triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos, esteroles, carotenoides y
vitaminas. Tiene una membrana que estd conformada por fosfolipidos,
lipoproteinas, agua ligada, entre otros componentes; y, en su interior triglicéridos,
diglicéridos, monoglicéridos, acidos grasos, esteroles, carotenoides y vitaminas.

3.1.3 Proteinas. La proteina contenida en la leche es del 3,5% (variando desde el
2.9% al 3.9%). Agudelo afirma que “esta “proteina lactea” es una mezcla de
numerosas fracciones proteicas diferentes y de pesos moleculares distintos. Las
protel'nzaes se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%) y proteinas séricas
(20%)™.

24 AGUDELO, Divier., et al Composicion nutricional de la leche de ganado vacuno. Revista
Lasallista de Investigacion.2005.Vol 2.p. 38-42.

*® |bid.p.42.

?® AGUDELO.Op.Cit.,p.42.

23



3.1.4 Lactosa. Denominada el azucar de la leche, estd compuesta por galactosa
y glucosa, esté presente como una soluciéon molecular.

3.1.5 Minerales. La leche de vaca contiene sodio, potasio, magnesio, calcio,
manganeso, hierro, cobalto, cobre, fésforo, fluoruros, yoduros. Ademas, se
reconoce la presencia de otros en cantidades vestigiales, como el aluminio,
molibdeno y plata. En la membrana de los glébulos grasos se encuentran en
mayor concentracion el calcio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, fésforo y zinc.
Una parte de los metales, sobre todo los alcalinos y los halégenos, se encuentran
libres en forma de iones en solucién. El calcio, por el contrario, se halla en su
mayor parte ligado a la caseina.

3.2 SUERO

El suero es un subproducto residual que esta presente en la transformacién de la
leche en queso, también se le denomina lactosuero, y este surge de la
precipitacion de la caseina la cual es un aglomerado de ese tipo de proteina que
son liposolubles y producen el queso; Cuervo afirma que “se estima que para
elaborar un 1 kilogramo de queso se necesita 10 litros de leche que producen 9
litros de suero como subproducto”®’. Parafraseando Cuervo?® el lactosuero tiene
una gran cantidad de proteinas hidrosolubles presentes en agua denominadas
seroproteinas las cuales son lactoalbumina, lactoglobulina, inmonoglobulina,
glicomacropéptidos, lactoferrina y lactoperoxidasa; ademas también estan
presentes lactosa, vitaminas y minerales que estan disueltos en agua.

Antiguamente, el suero era considerado un desecho e incluso se consideraba
contaminante, pero debido a la cantidad de componentes que posee en especial a
su contenido proteico, es muy nutritivo y se utiliza actualmente en nuevos
procesos, ya sea para elaborar yogurt o para la produccion de prebidticos.
Considerando los componentes del suero por su valor tecnoldgico, nutricional,
farmacoldgico, fisiologico, etc., esta “materia prima” adquiere potencial riqueza
para la industria de derivados lacteos. Esto motivé a cambiar su clasificacion, y
pasoé de ser un “desecho” a ser un “co-producto”. De ahi la importancia de generar
un portafolio de aplicaciones industriales, con el fin de evitar la contaminacion
medio ambiental y recuperar, “con creces” el valor monetario de este producto. Es
el coproducto mas abundante de la industria lactea, resultante después de la
precipitacion y la remocién de la caseina de leche, durante la elaboracién del
qgueso y la fabricacion de caseina. Es de dificil aceptacion en el mercado, ya que
sus caracteristicas no lo hacen apto para su comercializacion directa como suero
liquido. Se ha encontrado en la actualidad muchos beneficios con respecto a la
salud que ofrece el suero, ya que puede brindar beneficios en la nutricion infantil y

?’ CUERVO, Laura et al., Sintesis de &cido poliactico, proveniente del suero de queseria nivel
laboratorio. Revista Iberoamericana. 2017. Vol. (18). p. 2.
28 H
Ibid. p.2.
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para ancianos, pero no solo beneficia la nutricion, sino que es considerado un
alimento dinamico debido a que ayuda a regular la motilidad intestinal. A
continuacion, en la Tabla 2 se describen los constituyentes del suero de queso y
de caseina.

Tabla 2 Composicion aproximada del lactosuero

Constituyente Suero d? queso Suero doe caseina
Solido totales 6.4 6.5
Agua 93.6 93.5
Grasa 0.05 0.04
Proteina 0.55 0.55
NNP 0.18 0.18
Lactosa 4.8 4.9
0.5 0.8
Cenizas (Sales minerales) -

Calcio 0.043 012
Fosforo 0.040 0 065
Sodio 0.050 0'050
Potasio 0.16 016

_ Cloruro 0.11 011
Acido lactico 0.05 O 4

Fuente: TETRAPAK. Procesado del lactosuero. Manual de Industria Lactea®

3.2.1 Tipos de lacto suero. De acuerdo con su origen y a los métodos de
coagulacion de la leche para la produccién de quesos se clasifican de la siguiente
manera:

3.2.1.1 Lacto suero dulce. Ramirez afirma que este tipo de lactosuero es aquel
“Liquido sobrante de la precipitacion de las proteinas por hidrdlisis especifica de la
k-caseina, por coagulacién enziméatica, con pH préximo al de la leche inicial y sin
variacién de la composicién mineral”*°

3.2.1.2 Lacto suero acido. “Liguido sobrante obtenido después de la coagulacién
acida o lactica de la caseina. Presenta un pH cercano a 4,5 debido a la produccién
de acido lactico y alto contenido de minerales (mas del 80% de los minerales de la
leche de partida).”!. De acuerdo con la Tabla 3 se identifica las propiedades
expresadas en lactosa, proteinas, materia grasa y minerales del lactosuero dulce y
lactosuero acido

29TETRAPAK. Procesado del lactosuero. Manual de Industria Lactea. Traducido por: LOPEZ G.
Antonio. A. MADREID VICENTE EDICIONES. 1996. Capitulo 15. Madrid Espafia. p. 331-354
¥ RAMIREZ, Juan. Aprovechamiento industrial del lactosuero mediante procesos fermentativos.
Escuela de Ingenieria de Alimentos, Universidad del Valle, Cali, Colombia. 2011.p.2
% Ibid.p.2.
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Tabla 3 Composicion media del lactosuero.

Propiedad ‘ pH (20°C) ‘ Lactosa ‘ Proteinas ‘ Materia grasa | Minerales
Leche 66-69 42-55 25-35 3.0-50 07-1.0
Lactosuero dulce 6,4-6,6 51 06-07 0,02 04-05

Emmental 55 09 1 05
Gamembert 5,1 0,9 0,3 06
Cheddar 49 0,8 0,5 05
Cottage 49 08 0,1 05
Feta 47 08 0,3 05
Fresco 47 09 0,3 07
Lactosuero acido 44-46 42 06-07 0,1 07-08

Fuente: INDA, A. Optimizacion de rendimiento y aseguramiento de inocuidad en la industria de la
queseria. Organizacion de los Estados Americanos (OEA): 2000; p. 63.%

Segln lo citado, Tetrapak® afirma segln sus estadisticas que “anualmente se
producen 190 millones de toneladas de suero por afio proveniente de la
produccion de queso (94%) y caseina (6%) con un crecimiento anual del 2 por
ciento; actualmente, el 70 por ciento se industrializa, especialmente en paises
desarrollados, y un 30 por ciento se emplea en la alimentacién animal, como
fertilizante o como residuo”.

3.2.2 Aprovechamiento industrial. “El lacto suero es un producto rico en
nutrientes; por ejemplo, 1.000 litros de lacto suero contienen mas de 9 kg de
proteina de alto valor biolégico, 50 kg de lactosa y 3 kg de grasa de leche. Esto
equivale a los requerimientos diarios de proteina de cerca de 130 personas y a los
requerimientos diarios de energia de mas de 100 personas.”®*. Lamentablemente,
en la mayoria de las fabricas queseras en Latinoamérica, una pequefia cantidad
de lacto suero se emplea para alimentar cerdos o terneros y el resto se vierte en
efluentes, originando la contaminacion del suelo y el medio ambiente. No usar el
lacto suero como alimento es un enorme desperdicio de nutrimentos.
“‘Recientemente se ha tomado conciencia de su importancia por su elevado valor
nutricional, tanto para el hombre como para el ganado”®

%2 INDA, A. Optimizacion de rendimiento y aseguramiento de inocuidad en la industria de la
(S:Lueserl’a. Organizacion de los Estados Americanos (OEA): 2000; p. 63.

TETRAPAK. Suero lacteo, clave en la innovacion de alimentos. En: Finanzas. Revista Portafolio
virtuallen linea].(24de junio de 2019). Disponible
en:<http://www.portafolio.co/economia/suerolacteo-clave-la-innovacion-alimentos>. [Citado el 8 de
marzo de 2016].

** INDA, A. Queso. México: Organizacion de los Estados Americanos, OEA, 2000.
% ABAIGAR, A. El lactosuero en la alimentacion del ganado porcino. ITG ganadero, 1982
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3.3 ORIGEN Y PROCEDENCIA DE LA LECHE DE BUFALA

Para establecer el consumo y la produccion de la leche Bufalina, es necesario
identificar el origen y distribucién de esta especie en el mundo. Para ello, Patifio
afirma que “El bufalo al igual que los bovinos, son clasificados zool6gicamente en
la familia Bovidae y en la subfamilia, bovinae. Los bovinos pertenecen a la especie
Bos taurus y los bufalos a la Bubalus. Dentro de ésta encontramos a su vez tres
sub especies, Bubalis, Karebau 6 Carabao y Fulvus. La especie Bubalus también
es clasificada como Bufalo de agua (Bubalus bubalis bubalis) y de pantano

(Bubalus bubalis karebau)”®.

En primer lugar, existen tres tipos de especies de Bufalos, en los que se constatan
segun la clasificacion otorgada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) la cual consiste en la siguiente:

El bdfalo de agua (Bubalus bubalis) contribuye con una parte importante de
la produccién lechera mundial y en varios paises es el principal animal
productor de leche. La mayor parte de los bufalos pertenecen a los
pequefios productores de los paises en desarrollo, que crian uno o dos
animales en sistemas mixtos de produccién agricola y ganadera. Los bufalos
de agua se clasifican en dos subespecies: el bufalo de rio y el bufalo de
pantano. Los bufalos de rio constituyen aproximadamente el 70 por ciento de
la poblacion mundial de bdfalos de agua. La leche de bufalo de rio
representa una parte sustancial del total de la produccién lechera en la India
y Pakistan; también es importante en el Cercano Oriente. Los bufalos de
pantano son mas pequefos y sus rendimientos lecheros son inferiores a los
del bufalo de rio. Estan presentes principalmente en Asia oriental y se usan
principalmente para tracciéon animal. Las budfalas de rio generalmente
producen entre 1 500 y 4 500 litros de leche por lactacion. Tienen una vida
productiva considerablemente mayor que la del ganado vacuno, puesto que
proporcionan crias y leche hasta después de los 20 afios de edad.®’

% PATINO, E. Produccién y calidad de la leche bufalina. Articulo de revisién. Universidad Nacional
del Nordeste. Argentina.2008. ISBN N° 978-987-05-5097-6. p.198.

87 Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Portal lacteo
de animales lecheros. [en linea] 13 de junio de 2019.Disponible en Internet:
http://www.fao.org/dairy-production-products/production/productiondairy-animals/productiondairy-
animalswater-buffaloes/es/
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3.3.1 Paises productores de leche bufalina. Dentro de los principales factores
que limitan la produccién comercial de leche de bufala son la edad tardia del
primer parto, la estacionalidad reproductiva, el prolongado intervalo entre partos y
el largo periodo de secado. Sin embargo, en los Ultimos decenios, especialmente
en Bulgaria, China, Egipto, India y Pakistan, diferentes programas de cria han
intentado mejorar el rendimiento lechero de la bdfala de rio. De esta manera se ha
logrado categorizar las razas lecheras especializadas de bufalos mas conocidas
tales como la Murrah, Nili-Ravi, Kundi, Surti, Jaffarabadi, Bhadawari y Mehsana.

Para precisar cifras, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) afirma que:

La poblacién mundial de bufalos de agua es de alrededor de 168 millones de
cabezas: més del 95 por ciento se encuentra en Asia; el 2 por ciento en
Africa, particularmente en Egipto; otro 2 por ciento en América del Sur, y
menos del 1 por ciento en Australia y Europa. Es decir, que de forma
sintetizada los paises con la mayor cantidad de bufalas lecheras son la India,
Pakistan, China, Egipto y Nepal. En Pakistan, Egipto y Nepal hay mas
bufalas lecheras que vacas lecheras, pero los mayores productores de
leche de bufala de agua son la India y Pakistan, donde las bufalas producen
mas leche que el ganado vacuno®

3.3.2 Panorama Nacional Colombiano. Por otro lado, afio tras afo la leche de
bdfalo y sus productos derivados se establecen como una actividad productiva
préspera y con proyeccion; muestra de ello no solo son las cifras, sino los
indicadores econdmicos. De acuerdo con datos suministrados por la Asociacion
Colombiana de Criadores De Bufalos (Asobufalos), la produccion de leche de
bufala en 2019 tendra un alcance de 126 millones de litros. Si bien la participacion
de este producto en la obtencién total de leche es baja, actores del sector
indicaron que afo tras afio toma més fuerza. Con base en lo anterior, se presenta
la llustracion 2 que describe la produccién de leche de bufala en Colombia,
expresando el crecimiento anual, los litros de leche por bdfala, la poblacion
bufalina y su distribucion en los predios.

%8 Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Op.Cit.,
p.1l.Portal lacteo de animales lecheros. [en linea] 13 de junio de 2019.
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llustracion 2 Produccion de leche de Bufala en Colombia
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DE 308.580 ANIMALES
DISTRIBUIDOS EN 4.007
PREDIOS

Fuente: ICA Ministerio de Agricultura (2019)39

Por otra parte, empresas como Colanta compra 20.000 litros de leche de bufala al
dia en los departamentos de Coérdoba, Antioguia, Magdalena y Sucre,
equivalentes aproximadamente a 4.000 cabezas de ganado, considerando una
produccion promedio por bufala de 4.5 litros diarios. Conjuntamente, el
departamento con mayor procedencia de ganado bufalino en Colombia es
Cérdoba, como se muestra en la llustracion 3.

llustracién 3 Procedencia del ganado bufalino por departamentos

PROCEDENCIA DEL GANADO BUFALINO
IV trimestre 2018

| L 3
Cordoba 1.782 e
Antioquia 1.543 ‘ 7 .—‘
Santander 1480 |
sucre 672
Cesar 469

Fuente: ICA Ministerio de Agricultura (2019)*

Esto se puede contrarrestar con las cifras obtenidas el afio pasado, en donde la
produccién de leche de bufala fue de 99 millones de litros. Esto implicaba que para
lograr esta cifra fueron necesarias 146.317 cabezas, que dieron 3,6 litros diarios.
Para este afio, segun el estimado con base en el inventario ganadero por
vacunacién, seran 186.155 animales que aportaran la misma cantidad diaria. El

% GONZALES, José. Durante 2017 la produccion de leche de bufala fue de 174 millones de litros,
11,2% mas que en 2016. Agro-negocios [en linea] 11de abril de 2018. Editorial la republica.
Disponible en Internet: https://www.agronegocios.co/agricultura/durante-2017-la-produccion-de-
leche-de-bufala-fue-de-174-millones-de-litros-112-mas-que-en-2016-2711273

“0 ARISTIZABAL, Maria. Colombia busca cerrar este afio con 403.700 cabezas de bufalo en el
territorio. Agro-negocios [en linea] 22 de mayo de 2019. Editorial la republica. Disponible en
Internet: https://www.agronegocios.co/ganaderia/colombia-busca-cerrar-este-ano-con-403700-
cabezas-de-bufalo-en-el-territorio-2864197
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promedio de lactancia es de 270 dias al afio, dicha informacion se completa con lo
descrito en la llustracion 4, identificando el sacrificio de bufalos, y la produccion en
litros para el afio 2018 y 2019.

llustracion 4 Inventario Bufalino en Colombia

INVENTARIO BUFALINO EN COLOMBIA SACRIFICIO DE BUFALOS
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Fuente: ICA Ministerio de Agricultura (2019)**

Segun el Censo Pecuario, se cuenta con una poblacion bufalina de 336.417
animales distribuidos en 2.319 predios. Esta poblacién de bufalos se concentra
principalmente en los departamentos de Cordoba (26,55%), Antioquia (16,61%),
Santander (13,84%), Magdalena (7,51%) y Bolivar (7,34%) que agrupan el 71,84%
del total. Justamente Alba Suarez, directora de Asobufalos, menciona que
Colombia tiene todo para ubicarse en mercados internacionales. Los derivados de
bafala son muy apetecidos en Estados Unidos y son referentes en segmentos de
la alta cocina o gourmet, tal como lo indica la llustraciéon 5. El crecimiento o la
oferta dependen de la capacidad de los productores para abastecer la industria de
leche de calidad y buena composicion, que es la que necesitan los industriales
para poder exportar. El principal producto derivado de la leche de bufala en
Colombia es el queso mozzarella, seguido del yogurt y arequipe. Es un mercado
gue ha venido creciendo, sin embargo, falta mucho para su desarrollo si se
compara con la variedad y oferta de los derivados de la leche de vaca.

“I GONZALES, José. Produccion de leche de bufala sera de 126 millones de litros en 2019 con
186.155 animales en ordefio. Agro-negocios [en linea] 27 de marzo de 2019. Editorial la republica.
Disponible en Internet: https://www.agronegocios.co/agricultura/produccion-de-leche-de-bufala-
sera-de-126-millones-de-litros-en-2019-con-186155-animales-en-ordeno-2844053
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llustracion 5 Panorama del hato bufalino en Colombia

HATO BUFALINO REAL

Y PROYECTADO

cifras en numero de animales

2010 227.000

2011 265.000
306.000

2013 351.000

2014 407.000

2015 475.000

2016 555.000

2017py 651.000

2018py 763.000

EMPRESAS EXPORTADORAS 2019py 896.000
cifras de 2016 Peso en kilos Valor FOB

Bufalbella 130.628 1IS5$2,62 millones 2o0zopy  1.052.000
s 19.471 US$252.220
Produccion de leche en 2016

14 3,3 millones de litros

64.655 uss2

16.266 US$110.03:

Fuente: ICA Ministerio de Agricultura (2019)*

3.4 PROBLEMATICA DEL SUERO RESPECTO AL MEDIO AMBIENTE

En los dltimos afios el mundo se ha concientizado acerca de la conservacion del
medio ambiente tanto en las industrias como centros urbanos; los crecientes
fendbmenos que se han presentado por efecto invernadero como consecuencia de
la explotacion masiva de hidrocarburos para produccién de combustibles vy
plasticos han generado el aumento de contaminantes del aire, agua y suelo.

Segln Khan® en su investigacion afirma que “El agua potable, a pesar de ser una
de las matrices mas importantes para la preservacion de la humanidad, se
contamina indiscriminadamente por las actividades antrépicas, llevando a los
investigadores a buscar metodologias eficientes para su recuperacion”. El lacto
suero es uno de los materiales mas contaminantes de la industria alimentaria,
puesto que su elevado contenido en materia organica, lo hace un ejemplar rico en
lactosa, principal responsable del mismo, debido a su capacidad para actuar como
sustrato de fermentacion microbiana. En el sector industrial de lacteos se genera
dicho residuo contaminante, que conlleva a grandes afectaciones sobre el agua,
segln Rojas* el lacto suero equivale a "por cada kilogramo de queso elaborado
se generan 9 L de suero, alcanzando una produccién anual de 110 millones de
toneladas en el mundo de este residuo”. Parafraseando lo que expone en sus

“2 ALFONSO, Katerin. El hato bufalino colombiano viene creciendo entre 25% y 30% anualmente.
Editorial La Republica [en linea]. 18 de Diciembre de 2017. Disponible en Internet:
https://www.larepublica.co/economia/el-hato-bufalino-colombiano-viene-creciendo-entre-25-y-30-
anualmente-2582088

> KHAN, S..et al. Extreme weather events: Should drinking water quality management systems
adapt to changing risk profiles?. Water Res. 2015, 85, 124 -136. DOL:
http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2015.08.018.

* ROJAS, A.et al.Produccién de &cido lactico a partir del lactosuero utilizando Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.Rev.Colomb.Quim.2015,Vol.44(3),p.5-
10.DOI: http://dx.doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v44n3.55604.
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aportes Inda*, en la elaboracién de quesos la produccién de lacto suero se ha
constituido como un problema serio para los acuiferos, ya que por cada 1000 L de
lacto-suero se generan aproximadamente 35 kg de demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO).

En otras investigaciones se ha determinado segun Valencia®® que “la Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO) del suero lacteo varia entre 20.000 y 50.000 mg de
O./L. En otras palabras, cerca de 0,25 a 0,30 litros de suero sin depurar equivalen
a las aguas negras producidas en un dia por una persona. Por esta razodn,
gobiernos de varios paises exigen a las industrias de derivados lacteos una
produccion limpia”.

Por otra parte, el contenido de lactosa obtenido por el lacto suero, es una materia
prima interesante para la produccion de &cido lactico, que es muy demandado por
la industria de alimentos, cosméticos, quimicos y farmacos. Hoy en dia, se ha
generado una necesidad por dicho &cido como materia prima para la produccién
del biopolimero denominado acido poli lactico, que es una alternativa
biodegradable, biocompatible, y amigable con el medio ambiente, ademas de
prometer una gran oportunidad para la sustitucion de plasticos derivados de
petroquimicos.

Dicho esto, es posible obtener el 4cido lactico a partir de la sintesis quimica o por
fermentacion de hidratos de carbono, mediante un proceso econdémico y
facilmente disponible. Rojas*’ afirma que “el primer proceso da como resultado
una mezcla racémica de los &cidos lacticos, mientras que el segundo conduce a
un estereoisomero de acido lactico D (-) o L (+)”.

Investigaciones de Boontawan*® enuncian que “el 90,0 % de la produccién mundial
de acido lactico se consigue por fermentacion, lo que muestra la preferencia por
este método frente a la sintesis quimica”. Una de las mayores expectativas ha sido
la reduccién de costos tanto de las materias primas como el mejoramiento de los
niveles de produccion de acido lactico a partir de la fermentacién, por tanto, se ha
planteado reemplazar la obtencion de dicho acido a partir de la fermentacion de
azucares refinados por productos o residuos alimenticios; en este caso, se han
identificado a partir del uso de almidones como del lacto suero; dicho proceso se

** INDA, A. Optimizacién de rendimiento y aseguramiento de inocuidad en la industria de la
ueseria. Organizacion de los Estados Americanos (OEA): 2000; p. 63.

* valencia,D.,et al. La industria de la leche y la contaminacién del agua-Elementos, 2009,Vol

73(1), p 27 - 31.

“"ROJAS, A..et al.Produccién de &cido lactico a partir del lactosuero utilizando Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.Rev.Colomb.Quim.2015,Vol.44(3),p.5-

10.DOI: http://dx.doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v44n3.55604.

“ BOONTAWAN, P..et al. Extractive fermentation of [-(+)-lactic acid by Pediococcus pentosaceus

using electrodeionization (EDI) technique. Biochem. Eng. J. 2011, Vol 54 (3), p 192-199. DOI:

http://dx.doi.org/10.1016/j.bej.2011.02.021
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ha ido adaptando y evaluando a la idea del uso del desarrollo biotecnoldgico para
la produccion del acido lactico, con el objetivo de optimizar el proceso desde el
punto de vista técnico y econdémico, involucrando bacterias lacticas (LAB), algunos
hongos filamentosos como fuentes microbianas principales de &cido lactico y
diferentes cepas.

Lamentablemente, en la mayoria de las fabricas queseras en Latinoamérica, una
pequefia cantidad de lactosuero se emplea para alimentar cerdos o terneros y el
resto se vierte en efluentes, originando la contaminacién del suelo y el medio
ambiente. No usar el lactosuero como alimento es un enorme desperdicio de
nutrimentos. Recientemente se ha tomado conciencia de su importancia por su
elevado valor nutricional, tanto para el hombre como para el ganado. En la
llustracion 6 se presenta un cuadro sinoptico del aprovechamiento industrial del
suero fraccionado.

llustracién 6 Aprovechamiento integral del lacto suero.

Makeiki Seasiked Calcio fécilmente asimilable
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Productos alimenticios
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Lactes ™ Bio-Hidrégeno
Energia - Bio-Metano
Bio-Etanol
Suero fraccionado Farmacia
Materia orgéinica | Finos de caseina | Quesos
| Biofilms
| Proteinas totales
Lactoperoxidasa
Protefnas Lisozima
Protefnas Lacto transferrina
Protefnas solubles fraccionadas B-tactoglobulina
a-lacloalbiimina
Inmunoglobulinas
I Proteinas modificadas

Fuente: BERRUGA, F., Desarrollo de procedimientos para el tratamiento de efluentes de queseria.
Doctoral, Universidad Complutense de Madrid, 1999 Madrid, Espafia.*’

El lactosuero es un subproducto de la industria quesera con un elevado potencial
para la obtencién de productos y componentes con valor agregado, como afirma
Correa “sus componentes pueden ser empleados en la industria de alimentos, o
incluso en la industria farmacéutica como diluyentes, emulsificadores o protectores

49 BERRUGA, F., Desarrollo de procedimientos para el tratamiento de efluentes de queseria.

Doctoral, Universidad Complutense de Madrid, 1999 Madrid, Espafia.
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de compuestos farmacolégicos. Las formas de aprovechamiento de este
componente permiten la obtencibn de componentes principales como proteina,
lactosa, grasa y agua, a partir de procesos como la filtracion por membranas, la
hidrélisis, la fermentacibn y aprovechamiento biolégico a partir de
microorganismos para la produccién de biopeliculas y/o biopolimeros.”. Asi
mismo, la utilizacion del suero lacteo o sus componentes permiten incrementar el
margen de rentabilidad, reducir la contaminaciéon ambiental y una alta posibilidad
de convertirse en sustitutos lacteos en la industria alimentaria.

3.5 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas son bacterias que realizan fermentacion y acidificacion
en la leche para diferentes productos como el yogurt, el queso, kumis, entre otros.
Las bacterias acido lacticas se caracterizan por ser Gram positivas, no
esporuladas, anaerobias facultativas y producen acido lactico a partir de azucares.
Madigan®! en sus escritos describe que las bacterias acido lacticas “generalmente
son bacilos y cocos, producen como uUnico y principal fermento acido lactico
cuando son homofermentativos (en algunos casos son heterofermentativos
producen acido lactico o lactato con etanol y CO,); la energia que obtienen es
exclusivamente mediante fosforilacion a nivel de sustrato donde prefieren lactosa”.

3.5.1 Produccién de acido lactico

El acido lactico 2-hidroxi-propionico es un acido organico que se halla en la
naturaleza en forma de L(+) o D(-) &cido lactico. El &cido lactico se produce
por fermentacion anaerobia de substratos que contengan carbono, ya sean
puros (glucosa, lactosa) o impuros (almidén, mezclas) con bacterias y
hongos. Su trasformacion por via biotecnologica y fermentativa permiten
producir las moléculas de PLA que pueden ser sintetizadas mediante un
proceso de polimerizacion por condensacion de acido lactico a temperatura
no inferior a 120°C, o por debajo de esta temperatura en presencia de
catalizadores. El PLA se caracteriza porque sus propiedades mecéanicas son
buenas en comparacion con otros polimeros termoplasticos (como el PET, el
poliéster termoplastico mas conocido)>?.

El acido lactico puede ser obtenido por via quimica o biotecnolégica. La
producciéon quimica esta basada en la reaccion de acetaldehido con acido

% CORREA, J. and MOSQUERA, W. Aprovechamiento del lactosuero y sus componentes como
materia prima en la industria de alimentos. Limentech ciencia y tecnologia alimentaria ISSN 1692-
7125. Universidad de la Amazonia. 2015. volumen 13, no. 1. p.88.

*> MADIGAN. Michel. T. Capitulo 5: Microbiologia Aplicada. Brock Biologia De Los
Microorganismos. 2009.Madrid Espafa. Editorial Pearson. 122 Edicion. p. 493-496 ISBN
9788478290970.

2 VALERO, M et al., Biopolimeros, avances y perspectivas. Universidad de la Sabana, Medellin.
2013. P. 171-180.
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cianhidrico (HCN) para dar lacto nitrilo, el cual puede ser hidrolizado a acido
lactico; otro tipo de reaccidn se basa en la reaccion a alta presion de acetaldehido
con monoxido de carbono y agua en presencia de &cido sulfarico como
catalizador. La sintesis quimica tiene la desventaja que el 4cido lactico producido
es una mezcla de D y L éacido lactico 6pticamente inactivo segun lo afirma
Litchfield®®. La produccion biotecnoldgica estd basada en la fermentacion de
sustratos ricos en carbohidratos por microorganismos y tiene la ventaja de formar
enantiomeros D(+) 6 L(+), Opticamente activos, tal y como se evidencia en la
llustracion 7.

llustracion 7 Isémeros del acido lactico.

OH / COOH OH
COOH
/ 2 \c/
.. TN )

H CH; CH3”
L (+) lactic Acid D (-) lactic Acid

Fuente Articulo Produccion biotecnoldgica acido lactico. Biopolimeros. Escuela de Ingenierias
Industriales-Uva.p.33. **

3.5.2 Isébmeros provenientes de otros sustratos. Por ejemplo, las bacterias
aisladas en esta investigacion tienen como objetivo el uso en masas de maiz para
consumo humano, razén por la cual se identificaron aquellas cepas que pueden
ser utilizadas para productos alimenticios. La determinacion de isémeros del acido
lactico se realiz6 siguiendo la metodologia basada en una reaccion de oxido-
reduccion enzimatica estéreo especifica catalizada por la enzima lactato-
deshidrogenasa. Esta enzima oxida el lactato en piruvato reduciendo
simultdneamente el isbmero L (+) a D (i) a una forma NAD (NADH), produciendo
una reaccién de acople pues reduce la sal de tetrazolio en presencia de diaforasa.
La sal de tetrazolium se reduce formando un compuesto insoluble rojizo. Con este
método, utilizando el D (i) es posible diferenciar las cepas productoras de acido
lactico D () de las que producen los dos tipos de acido lactico (DL) por la aparicion
de un halo rojizo mas intenso; las cepas productoras exclusivamente del isémero L
(+) se distinguen por la ausencia de color>® como se observa en la llustracién 8.

53 LITCHFIELD, J. 1996. Microbial production of lactic acid. En: Applied Microbiology. 42, 1996;
. 45-95.

b Articulo Produccién biotecnoldgica éacido lactico. Biopolimeros. Escuela de Ingenierias
Industriales — Uva. p.33. Disponible en: http://www.eis.uva.es/~biopolimeros/monica/acido lactico

archivos/image002.jpg

*® Ibid.p.2.
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llustraciéon 8 Isbmeros provenientes de sustrato (masa de maiz)

Fuente S.P. Betancourt Botero et al Rev Argent Microbiolica®®

Menéndez®’ dice “En la produccidn por fermentacién, se busca que los
microorganismos utilizados sean preferiblemente termdfilos, que fermenten rapida
y completamente sustratos baratos, con adicibn minima de nutrientes
nitrogenados, que crezcan en condiciones de valores reducidos de pH, presenten
poca produccion de biomasa y una despreciable cantidad de subproductos”. El
acido lactico puede ser producido por fermentacion dependiendo de las bacterias
utilizadas y puede producir los diferentes tipos de isomeros o en su forma
racémica dependiendo de la bacteria, el pH al que esté trabajando y la
concentracion del sustrato que se le suministre.

Dominguez® en sus escritos menciona que los “microorganismos que pueden
utilizarse para la produccién de &cido lactico, pertenecen a los géneros
Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus y Aerococcus; pero
ademas es posible usar cepas de hongos como Rhizopus que producen &cido L(+)
lactico”. Lactobacillus delbrueckii es el microorganismo utilizado en la produccion
industrial, este ha presentado una ventaja ya que consume eficientemente la
glucosa, y al ser un microorganismo termdfilo de un rango de temperatura 6ptima
de crecimiento entre los 45 a 62°C, permite reducir costos de enfriamiento y
esterilizacion, asi como los riesgos de contaminacion microbiologica en el
fermentador. Algunos tipos de bacterias productoras de isémeros L+ y D- son
presentados en la llustracion 9.

® BETANCOURT, SP. et al. Deteccion de isémeros del acido lactico: metabolitos de bacterias
acido lacticas aisladas de masas acidas fermentadas colombianas. Rev Argent Microbiological.
;45(3):205-206. Universidad del Valle, Colombia. 2013.p.1

" MENENDEZ, |. El &cido lactico ejemplo del aprovechamiento quimico de residuos. 1999.
Disponible en http://teleline.terra.es/personal/forma_xxi/cono7.htm.

*® DOMINGUEZ, J.et al. Effect of the Operational Conditions on The L-Lactic acid production by
Rhizopus oryza”e. En: Ciencia y Tecnologia de alimentos.1999. Vol 2, N° 3. pp.113-118.
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llustraciéon 9 Tipos de bacterias productoras de Isbmeros L+ y D-

- L. casser

= L. de{bruec:ku L(+) lAactico
= L. acidophilus _

- L. helveticus } DL IActico
- L. vulgaris -

= L. lactis } D(-) lactico

Fuente Chemical market reporter - volume 260 no.g>

Como menciona Menéndez®, en la actualidad, aproximadamente el 90 % del
acido lactico es producido a través de fermentacion bacteriana y el resto
sintéticamente por la hidrdlisis de lactonitrilo. Por otro lado, Kadam afirma que “en
la fermentacidn bacteriana se emplean microorganismos, pertenecientes al género
Lactobacillus, para que la fermentacion del sustrato sea rapida y completa, con el
minimo uso de nutrientes nitrogenados, en condiciones de valores de pH
reducidos y altas temperaturas para que genere poca biomasa y despreciable
cantidad de subproductos.”®

La produccion fermentativa ofrece ventajas de la utilizacion de carbohidratos
renovables, asi como, de la produccion del acido D-L lactico y acido L-lactico
Opticamente puro. La aplicacibn mas interesante del &cido lactico radica en la
posibilidad que ofrece de producir poli (acido lactico) (PLA). Industrialmente se
utilizan como sustratos, sacarosa proveniente de azucar de cafia y remolacha
azucarera, lactosa proveniente de lactosuero, y dextrosa procedente de almidon
hidrolizado. Segin Menéndez®®“la sacarosa refinada y glucosa son los mas
utilizados, otros posibles sustratos son materiales celuldsicos y licores sulfiticos,
aunque estos precisan de pretratamiento”. También es posible usar melazas,
aunqgue plantean problemas en las etapas de recuperacion.

Por otro aspecto, es necesario resaltar lo constatado por Serna-Cock y Rodriguez-
de Stouvenel quiénes afirman que “la eficacia del proceso biotecnoldgico se mide
en términos de concentracion de &cido lactico, rendimiento en producto
relacionado con el sustrato consumido y velocidad de produccion, es muy variado
y estos parametros estan marcadamente dependientes del microorganismo

59 Chemical market reporter - volume 260. Disponible en:

https://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com/2011/08/poliacido-lactico-pla.html
60 MENENDEZ, I. El acido lactico ejemplo del aprovechamiento quimico de residuos. Trabajo
Especial de grado, IUTAG, Coro, Venezuela.1997

KADAM, S. ee al. Strain improvement of lactobacillus delbrueckii ncim 2365 for lactic acid
production. Process Biochemistry. 2006 41(1).p.120-126.

MENENDEZ, I. El é&cido lactico ejemplo del aprovechamiento quimico de residuos. 1999.
Disponible en http://teleline.terra.es/personal/forma xxi/cono7.htm.
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utilizado, de la fuente de carbono, de la fuente de nitrogeno, del pH, la temperatura
y del modo de fermentacion.”®®

3.5.3 Fermentacion del acido lactico. La fermentacién, en su acepcion estricta,
se refiere a la obtencién de energia en ausencia de oxigeno y generalmente lleva
agregado el nombre del producto final de la reaccion. Pasteur la denominoé la vie
sans l'air o “la vida sin aire”. De acuerdo con Steinkraus®, “sirve para cinco
propdsitos generales: 1) Diversificacion de sabores, aromas y texturas. 2)
Preservacion de cantidades sustanciales de alimentos a través de acido lactico,
etanol, &cido acético y fermentaciones alcalinas. 3) Enriquecimiento de sustratos
alimenticios con proteina, aminoacidos, acidos grasos esenciales y vitaminas. 4)
Detoxificacion durante el proceso de fermentacion alimenticia. 5) Disminucion de
los tiempos de cocinado y de los requerimientos de combustible”. La fermentacion
del lacto suero, uno de los procesos que ha permitido valorizar este coproducto, es
una interesante area de investigacién para la industria lactea. Yang y Silva®,
proveen diversas posibilidades de transformacion, principalmente del lactosuero
permeado. El lactosuero posee todos los macro y micronutrientes y elementos
traza que los microorganismos (M.O.) necesitan para realizar el proceso
fermentativo. EI componente mas utilizado en estos procesos es la lactosa.

En la llustracion 10 se presenta, de forma simplificada, la ecuacién de obtencion
de diversos productos a partir de lacto suero, siguiendo la ruta de la lactosa.

3 SERNA-COCK Y RODRIGUEZ-DE STOUVENE. Produccién biotecnolégica de acido lactico.
Ciencia y Tecnologia de Alimentos. 2005 Vol. 5, No 1. p 54-65.

64 STEINKRAUS.K,H.Handbook of indigenous fermented foods,1995 2nd ed. New York: Marcel
Dekker.

%5 sILvA and YANG., Kinetics and stability of a fibrous-bed bioreactor for continuous production of
lactic acid from unsupplemented acid whey”.1995. Journal of Biotechnology, vol.41(1), p. 59 70.
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llustracién 10 Ecuacion general de transformacion de lactosuero siguiendo la ruta
de la lactosa

Lactosuero :
+ H,Q —f-galsctosidsss_, Galactosa + Glu cosa + Lactosa
"Lactosa"
Alcohol, Bacteriocinas,
Bebidas, Biomasa,
Galactosa

Biogases, Biopolimeros,
Lactosa + + % g P . +CO, + Energia
P Enzimas, Insecticidas,

Glucosa )

Solventes, Tensoactivos,

Vitaminas, etc.

Fuente: PANESAR, J.F,et al. Bioutilisation of whey for lactic acid production”. 2007.Food
Chemistry, Vol 105(1), p 1-14.%°

El proceso comienza con la extraccion o concentracion de la lactosa por alguna de
las técnicas del fraccionamiento; a continuacion, generalmente, se realiza la
hidrolisis de esta, total o parcial, dependiendo del tipo de fermentacion microbiana
y del producto por obtener. Con la hidrdlisis de la lactosa se logra incrementar
notablemente el nUmero de bio-productos. Sin embargo, Medina menciona que “el
proceso de hidrélisis al vapor es el método més factible para la obtencion del 4cido
lactico, ya que permite aumentar el rendimiento del proceso en menor tiempo de
extraccion, ademas que no se utilizan agentes contaminantes que puedan ser
toxicos para el ambiente.”®’. La llustracion 11 indica la ruta de transformacién
biotecnolégica del lactosuero.

®® PANESAR, J.F,et al. Bioutilisation of whey for lactic acid production”. 2007.Food Chemistry, Vol
105(1), p 1-14

®" MEDINA, J. et al. Obtencién de acido lactico por fermentacién del mosto del fruto de Cuiji
(prosopis juliflora) y su posterior poli- condensacion con zinc metélico a poli (acido lactico). Revista
Ingenieria UC. Universidad de Carabobo, Venezuela.2014. Vol. 21, No. 2.p9.
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llustracién 11 Diagrama de blogues simplificado de la transformacion lactosuero
mediante fermentacion

Elaboracion de Queso I >| Lactosuero
- -
Cueso Fraccionamiento
(MF,. UF, OIl, etc)
e anismoe v Suplementos Hidrolisis del sustrato hasta azucares
croons ¥ Sup fermentables (B-galactosidasa)
Ll Fermentacion de azucares

L l

Separacion de bI.DITIEISE ¥ partll:l:d!-as solidas Purifi ion del prod obtensdo
del medio de fermentacion

Fuente: SERNA, C.,et al. Produccion biotecnoldgica de acido lactico: Estado del Arte.2005
.,Ciencia y Tecnologia Alimentaria, vol. 5(1), p.54-65.68

3.5.4 Polimeros del acido lactico. Debido a la busqueda de nuevas tecnologias
y generacion de productos, la polimerizacién del acido lactico da lugar a polimeros
en este caso de acido poli- lactico (PLA) que, con otras moléculas poliméricas
naturales, segin lo afirmado por Lozano® estas “permiten la obtencién de
productos reabsorbibles y biodegradables.”

Dentro de los materiales biodegradables conocidos, el poliacido lactico es uno de
los bioplasticos de mayor potencial para la sustitucion de plasticos convencionales
derivados del petréleo, pues estos a su vez poseen excelentes propiedades fisicas
y mecdanicas, ademas de que su proceso de elaboracién utiliza las maquinarias
existentes con solo ajustes menores. Segun lo mencionado por Galactic” “el PLA
es también un material altamente versatil que puede elaborarse con distintas
formulaciones para satisfacer la mayor parte de las especificaciones de los
productos”. Es asi que Biresaw’ describe en sus informes que la mezcla con
polimeros naturales permite desarrollar materiales con mejores propiedades de
resistencia al agua.

Este polimero de &cido polilactico (PLA) es totalmente compostable en
condiciones normales. De contar con un equipo adecuado se puede convertir en
monomero y posteriormente reconvertirlo a polimero. Como alternativa, puede

® SERNA, C..et al. Produccion biotecnoldgica de acido lactico: Estado del Arte.2005 .,Ciencia y
Tecnologia Alimentaria, vol. 5(1), p.54-65.

LOZANO, J. 1999. Las Tecnologias. Tejidos sin tejer. Disponible en
http://www.canales.laverdad.es/cienciaysalud/7_2_15.html.
" GALACTIC LABORATORIES. Biopolymers as viable alternatives to common plastic materials.,
2000. Disponible en http://www.lactic.com.
" BIRESAW, G. Compatibility in polylactic acid based blends. Research Proyect: Development of
new bio-based materials for metal working applications. 2003 American Institute of Chemical
Engineers.
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biodegradarse en agua, dioxido de carbono y material organico. Al final del ciclo
de vida de un producto basado en PLA, éste puede descomponerse en sus partes
mas simples de manera que no quede ninguna sefial del producto original.
Estudios recientes en la Universidad de la Florida segin Balkcom’® “esta
desarrollando una tecnologia de composteo a escala industrial que consiste en un
proceso anaerdbico secuencial en batch conocido como SEBAC. Este método
puede emplearse para transformar una cantidad significativa de desechos en un
compost utilizable”.

3.6 POLIMEROS A PARTIR DE FUENTES BIODEGRADABLES

Justamente, Paris afirma que “la obtencién de polimeros del suero de la leche a
partir de bacterias puede ser beneficioso por tres razones: puede mejorar este
residuo industrial para producir un producto de valor afadido, puede ayudar a
disminuir el problema de contaminacién ambiental y puede eliminar los costos del

tratamiento requerido para el suero antes de desecharlo”’>.

Como dice Reddy”, los biopolimeros, que en su mayor parte proceden de
recursos renovables, se convierten en una interesante alternativa para la industria
de los plasticos. Estos bioplasticos pueden procesarse mediante las mismas
tecnologias que los materiales termoplasticos convencionales, tales como
extrusion, inyeccién o soplado. Asi, Villada y Acosta” los polimeros basados en
recursos renovables o biodegradables estan generando un creciente interés, tanto
en la sociedad en general como en la industria de los plésticos, asi como en el
sector agricola, ya que supondria una salida de sus productos hacia mercados
diferentes.

A la hora de hablar de polimeros se encuentra una clasificacion extensa, dentro de
la cual se establece un tipo amigable con el medio ambiente, el polimero
biodegradable, que es aquel que puede ser descompuesto en su totalidad por el
medio ambiente, reduciendo asi el impacto ambiental que estos materiales
producen. Por lo tanto, de acuerdo con esta definicion, Viteri afirma que “cuando
un envase plastico biodegradable es desechado al final de su vida atil, comienza a
transformar su estructura molecular, y por lo tanto sus propiedades fisicas y
quimicas, debido a la influencia de agentes ambientales. Asi, el polimero es

2 BALKCOM, M. Notes from the packaging laboratory: Polylactic acid an exciting new pakaging
material. edis.ifas.ufl.edu/AE210. 2002.

" PARIS, X.Obtencion de exopolisacaridos de interés industrial a partir del lactosuero y permeatos.
Tesis de doctorado. Facultad de microbiologia, Universidad de Granada. Granada, Espafia. 2009.

.246.

94 REDDY, M.M., Vivekanandhan, S., Misra, M., Bhatia, S.K. and Mohanty, A., Biobased plastics
and bionanocomposites: Current status and future opportunities, Progress in Polymer Science.2013
® VILLADA H.S. y ACOSTA H.A., Biopolimeros naturales usados en empaques biodegradables,
Temas Agrarios. 2017. 12 (2), p. 5-13
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transformado en sustancias simples 0 en componentes menores como agua,
diéxido de carbono y biomasa que finalmente se asimilan al medio ambiente.””®

Conforme a la relevancia actual de la produccion de biopolimeros a partir de
fuentes biologicas, Arrieta afirma que “el desarrollo de envases basados en
polimeros obtenidos a partir de fuentes renovables y con caracteristicas
biodegradables ha cobrado especial interés en la industria del envase alimentario
debido a que representan una alternativa prometedora para remplazar a los
polimeros convencionales derivados del petréleo cominmente utilizados para este
fin’’’. Justamente, cuando se habla de biopolimeros también se eleva la
connotacion de aquellos cuya procedencia es de origen bioldgica y para ello es
necesario constatar como dice Sharma’®, los plasticos son de base bioldgica y
biodegradables, como son el polidcido lactico (PLA), los pohidroxialcanoatos
(PHA), polibutileno succinato (PBS), y el almidén termoplastico (TPS). Del mismo
modo, el PLA destaca por su capacidad de ser desintegrado rapidamente en
ambientes de compostaje, tal como se presenta en la llustracion 12 en donde se
muestran  distintas peliculas aditivadas de este material que han sido
desarrolladas en el Laboratorio de Envases (LA BENCHILE) de la Universidad de
Santiago de Chile.

® VITERI, A. Polimeros biodegradables. Importancia y potenciales aplicaciones. Universidad
nacional de educacion a distancia trabajo de grado de master universitario en ciencia y tecnologia

guimica 2018. p.7.

" ARRIETA, M et al., Peliculas de mezclas de PLA-PHB para aplicaciones de envases

alimentarios sostenibles. Revista de plasticos modernos: Ciencia y tecnologia de polimeros.2016.
Vol. 111, N°. 710 .p.1.

® SHARMA, VP and Singh RL. Degradable polymers and plastics of the future: steps toward
environmental sustainability, regulations and safety aspects. Ed. Singh RL, Springer, Cham,
Suiza.2017
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llustracion 12 Peliculas de PLA desarrolladas en diferentes compostajes

LA PLA/30B PLA/TI PLA/Cina PLA/C30B/Ti PLA/C30B/Cina Compost

0 Dia
1 Dia
3 Dia

7 Dia

I

|

14 Dia

—
=
-

UdeSantiago
de Chile

Fuente Ensayo de desintegracion de distintas peliculas basadas en PLA: fuente (Archivo
LabenChile USACH®

Los biopolimeros se pueden clasificar segun su fuente, de las cuales se analizan
los mas importantes del mercado, divididos en tres subgrupos: polimeros basados
en recursos renovables (almidon y celulosa), polimeros biodegradables basados
en mondémeros bio-derivados (aceites vegetales y acido lactico) y biopolimeros
sintetizados por microorganismos (polihidroxialcanoatos (PHA)).

El poli- &cido lactico se caracteriza porque sus propiedades mecanicas son
buenas en comparacion con otros polimeros termoplasticos (como el PET, el
poliéster termoplastico mas conocido). EI PLA también presenta buenas
propiedades de barrera frente a olores y sabores. De igual forma, tiene alta
resistencia a grasas y aceites por lo que es apropiado para el envasado de
aceites, productos secos y perecederos. Para mejorar sus propiedades el PLA
puede modificarse con agentes plastificantes 0 mezclandolo con otros polimeros.
El PLA ha sido utilizado en aplicaciones biomédicas en sistemas de liberacién
controlada de farmacos, gracias a su biocompatibilidad y biodegradabilidad.

Por ejemplo, las botellas son la aplicacion mas novedosa del PLA que ofrece sus
mejores prestaciones en agua, leche y yogurt, aceite vegetal y zumos frescos. No
asi en bebidas carbonatadas, para las cuales su barrera a los gases no es
suficiente. La empresa britanica Belu Water vende una botella de agua hecha con
PLA desde julio 2005 (véase en la llustracion 13).

" RODRIGUEZ, F Contribuciones cientificas y tecnolégicas.2018. Vol. 43 | N° 2 | p. 29-37. Citado
por Envases de alimentos y medio ambiente: desafios para avanzar por una sociedad eco-
amigables.
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llustracion 13 Botella a partir de PLA

Fuente 5 Interempresas.net80

3.6.1 Acido polilactico (PLA). El poliacido lactico (APL) es un polimero
termoplastico, amorfo o semicristalino, de alta resistencia mecanica, de plasticidad
térmica, maleable, biodegradable, estudios describen su utilidad segin Sanchez®
en “la liberacién controlada de farmacos y la industria alimenticia para la
elaboracién de plastico”.

Segln Sharma®? “el poliacido lactico o acido polilactico (PLA) es un poliéster
alifatico termopléastico derivado de recursos renovables, de productos tales como
almidon de maiz (en los Estados Unidos), tapioca (raices, o almidén
principalmente en Asia) o cafia de azucar (en el resto de mundo)”. Se pueden
biodegradar bajo ciertas condiciones, tales como la presencia de oxigeno, y es
dificil de reciclar.

El nombre de "acido polilactico" debe utilizarse con precaucion, ya que no se
ajusta a las nomenclaturas estandar (como la IUPAC) y que podria dar lugar a la
ambigledad (PLA no es un poliacido, sino mas bien un poliéster).

Guerra y Vallejo® lo describen como un “material altamente versatil, que se hace a
partir de recursos renovables al 100%, como maiz, la remolacha, el trigo y otros
productos ricos en almidén. Este acido tiene muchas caracteristicas equivalentes,
e incluso mejores que muchos plasticos derivados del petréleo, lo que hace que
sea eficaz para una gran variedad de usos”.

80 Interempresas.net. Disponible en: http://www.interempresas.net/Plastico/Articulos/11866-

Sembrar-maiz-para-obtener-plasticos.html

® SANCHEZ, J. Acido polilactico, polimero biodegradable base de materiales sintéticos.
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo. Michuacan, México. 2014.Disponible en
http://www.monografias.com/trabajos66/acidopolilactico/acido-polilactico.shtml

% SHARMA, VP and Singh RL. Degradable polymers and plastics of the future: steps toward
environmental sustainability, regulations and safety aspects. Ed. Singh RL, Springer, Cham,
Suiza.2017.

% GUERRA, F. Y VALLEJO, H. Aplicaciones de los polisacaridos en la obtencion de
biopolimeros:POLI (Acido lactico). Quimica y tecnologia de macromoléculas. 2005. Disponible en
http://www.eis.uva.es/~macromol/curso0809/pla/Pag%20web/acido% 20polilactico.html
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El acido polilactico (PLA), es un biopolimero termoplastico cuya molécula
precursora es el Acido lactico. En otras descripciones Serna® ha descrito que
“debido a su biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad, éste
biopolimero ha encontrado numerosas aplicaciones ya que presenta un amplio
rango inusual de propiedades, desde el estado amorfo hasta el estado cristalino;
propiedades que pueden lograrse manipulando las mezclas entre los isémeros D(-
)y L(+), los pesos moleculares, y la copolimerizacion”.

Desde el afo de 1845 el PLA se ha venido estudiando y realizando
investigaciones a lo largo de la produccion de este, Pelouze condensé acido
lactico por medio de una destilacion con agua para formar PLA de poco peso
molecular y un dimero ciclico del acido lactico llamado lactida. En el afio 1894,
Bischoff y Walden intentaron sin éxito la produccién de PLA a partir de la lactida
(Diéster de acido lactico).

El descubrimiento del &cido poli lactico (PLA) empez6 en 1932 por el cientifico de
Dupont llamado Wallace Carothers quien realizo un producto de bajo peso
molecular al calentar acido lactico al vacio, en 1954 se patento el proceso. “El
acido poli lactico PLA es un poliéster biodegradable, termorresistente,
termoestable, obtenido mediante recursos renovables como el maiz, la remolacha,
el trigo y otros productos ricos en almidén. “ ®. Sus ventajas sobre plasticos
derivados del petroleo se deben a sus propiedades las cuales se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4 Propiedades fisicas del Acido Polilactico

Formula [CSH rJsz}n
Peso molecular (Kda) 50 -750
Punto de fusion (°C) 178
Densidad (g/cma3) 1.25
Viscosidad (cps) 061-82
% Cristalinidad 15 -74
Fuerza de tensidon (Mpa) 40 - 60
Mdodulo de tension (Gpa) 3-4
Temperatura Max. Usada (°C) 50 -125
Tg temperatura de transicion vitrea 60 - 65

% SERNA, L.et al, Acido Polilactico (PLA): Propiedades y Aplicaciones. Departamento de
Ingenieria de Alimentos, Universidad del Valle. Revista de Ingenieria Univalle. 2003 Vol. 5. N° 1.
Disponible en http://revistaingenieria.univalle.edu.co:8000/index.php/inycompe/article/viewFil
e/61/60

®LITCHFIELD, J. H. Microbiological production of lactic acid. 1996. Adv. Appl. Microbiol. , 42, 45-
95.
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Fuente: Articulo Acido Polilactico (PLA): Propiedades y aplicaciones de L.Serna C y colaboradores
et al, afio 2003.%°

Las aplicaciones tradicionales de polimeros sintéticos se basan principalmente en
su inercia a degradaciones ambientales (hidrélisis, oxidacion, la biodegradacion, y
asi sucesivamente). El rapido aumento en el volumen de uso de polimeros
sintéticos ha contribuido a problemas de gestién de residuos sélidos en los ultimos
afios. La gestion total de residuos de polimeros requiere combinaciones
complementarias de reciclaje, la incineracion para la energia, y la biodegradacion.
Los polimeros preparados a partir de recursos renovables y sostenibles se pueden
disefiar con facilidad, sintetizado, y dirigido por rutas compatibles con el medio
ambiente y pueden ser eliminados después de su uso por biodegradacion
(compostaje, etc.). Los polimeros biodegradables son necesarios en el disefio,
sintesis y aplicaciones de implantes biomédicos y sistemas de liberacion de
farmacos. Desde 1970, algunos componentes han recibido una atencién creciente,
tales como los poliésteres alifaticos, entre ellos, el polihidroxibutirato microbiano
(PHB), y sus copolimeros y acido polilactico (PLA), y sus copolimeros.

El PHB es el material de almacenamiento de energia para ciertas bacterias y los
esfuerzos para comercializarlo y sus copolimeros como materiales estructurales y
de paquetes no han tenido éxito debido a su alto costo, y la dificultad en el
procesamiento térmico. EI PLA de la polimerizacion de acido lactico es un
producto de fermentacién de polisacaridos de bajo costo, es un producto que se
produce a partir de una combinacion de biotecnologia y tecnologia quimica. El
PLA y sus copolimeros estan sujetos a revision y relacionados especialmente en
las areas de aplicacién biomédica.

3.6.2. Polimerizacién del poliacido lactico. Medina constata que “El acido
lactico puede polimerizarse para convertirse en poliacido lactico por dos métodos
tradicionales: la policondensacion directa y la policondensacion por apertura del
anillo. EI método de policondensacion directa se inicia con una oligomerizacién o
deshidratacion donde se esterifica por medio de una destilacion reactiva al vacio y
posteriormente, una segunda etapa de polimerizacion, en presencia de un

catalitico a alta temperatura y vacio™’.

De manera mas especifica en la polimerizacion por condensacion, la reaccion
toma lugar entre dos moléculas polifuncionales para producir una gran molécula
polifuncional con posible eliminacion de pequefias moléculas como el agua. La

% Fuente: Articulo Acido Polilactico (PLA): Propiedades y aplicaciones de L.Serna C vy

colaboradores et al, afio 2003.

87 MEDINA, J et al.,. Op.Cit., p.52.
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policondensacion de acido lactico se realiza, por lo general, en masa por
destilacion del agua de condensacion, con o sin catalizador, mientras el vacio y la
temperatura aumentan de forma progresiva. Aunque los poliésteres de alto peso
molecular y buenas propiedades mecanicas son dificiles de obtener, las
propiedades de los oligdmeros de acido lactico pueden ser controladas por el uso
de diferentes catalizadores y agentes de funcionalizacion, o por la variacion de las
condiciones de polimerizacion.

La mayor desventaja de esta técnica de sintesis es que no produce PLA de alto
peso molecular, debido a su complicacion en la eliminacién de impurezas y agua.
Otras desventajas de esta técnica son la necesidad de grandes reactores,
evaporacion, recuperacion de disolventes y el aumento de racemizacion; es decir,
el proceso de cambio de un compuesto Opticamente activo en un compuesto
racémico 0 una mezcla 6pticamente inactiva de las formas R (rectus, derecha) y S
(sinister, izquierda) correspondientes.

Particularmente, la reaccion de polimerizacion del &cido lactico por el mecanismo
de policondensacion por fusion directa (como se presenta en la llustracion 14) es
de gran importancia cuando se desean obtener polimeros de bajo peso molecular,
principalmente para aplicaciones médicas, debido a la facilidad del proceso y el
bajo costo. Un ejemplo de esto es la elaboracion de dispositivos para la liberacion
controlada de medicamentos.

llustracién 14 Reaccion de polimerizacion del acido lactico por los métodos
policondensacion directa y apertura abierta del anillo (ROP).
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Fuente: Articulo Polimerizacion acido lactico Biopolimeros extraido de:

http://www.eis.uva.es/~biopolimeros/monica/Polimerizaci on.htm

Cabe resaltar que, aunque el poliacido-lactico se produce principalmente a
partir de la lactida por el proceso de apertura de anillo, debido a la posibilidad
de un mejor control sobre el proceso y a que permite obtener polimeros con
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propiedades uniformes y pesos moleculares muy definidos® Sin embargo,
las multiples etapas del proceso y la complejidad de algunas de ellas hacen
que el producto final sea costoso. Por esta razén, cuando se busca PAL de
bajo peso molecular, el proceso de poli condensacion por fusién resulta
atractivo debido a su relativa facilidad y aparente bajo costo.®

Sin embargo, los efectos cinéticos de la etapa de oligomerizacién y las principales
variables de la segunda etapa de policondensacion intervienen variables
relacionadas con la (temperatura, relacion de catalizador y tiempo de reaccion),
como parte de un desarrollo a escala industrial, particularmente para la industria
farmacéutica.

Partiendo de la informacion dada anteriormente, la IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry), describe en un compendio de tecnologia quimica “la
polimerizacion por rompimiento de anillo (ROP) como una polimerizacion en la que
a partir de un monémero ciclico se obtiene una unidad monomeérica que es aciclica
o contiene menos cantidad de ciclos que el monémero. ROP es el método méas
utilizado para la produccién de poliésteres biodegradables”™

El método ROP, como afirma Baez “es la ruta mas eficaz para la polimerizacion en
masa de lactida. Es generalmente aceptado por los investigadores que los iones
de metales de transicion como el estafio catalizan la polimerizacién y proceda a
través de un mecanismo de insercién. A temperaturas superiores de 150°C la
transesterificacion entre Iactida ciclico y PLA procede a través de la escision de
acilo y los resultados en alto grado de retencién de la estereoquimica de los
mondmeros de lactida”. Catalizadores de estafio son faciimente disponibles y
eficaces. Pueden ser utilizados para los productores a gran escala de PLA. Los
cloruros de estafio (II) y el 2-etilhexanoato de estafio estan aprobados para los
aditivos alimentarios y por lo tanto se utiliza con mayor frecuencia que los demas.
En la mayoria de los casos los iniciadores utilizados en ROP son especies polares
0 i6nicas con las que los monémeros puedan reaccionar. Esta polimerizacion ha
sido realizada con éxito bajo diversos métodos, tales como solucién, en masa,
fusion o suspension. Para uso industrial y comercial a gran escala, es preferible

8 WITZKE, D. R.; et al., Reversible Kinetics and thermodynamics of the homopolymerization of L-
lactide with 2- ethylhexanoic acid tin(ll) salt. Macromolecules 1997; 30:7075-7085.

8 ZHAO, Y. Direct synthesis of poly(D,L-lactic acid) by melt polycondensation and its applications in
drug delivery. J Appl Polym Sci. 2004; 91:2143-2150.

% JUPAC (International Unién of Pure and Applied Chemistry), Citado por GIAROLI, Gisela. y
MAGGIONI, Alfredo. Produccion de poliacidolactico por ROP en la provincial de Buenos Aires.
Estudio de prefactibilidad. Universidad Nacional de Cuyo. 2015.p.58

%' BAEZ GARCIA. José Eduardo. Una Ruta Para Sintetizar Macromoléculas: Polimerizacién Por
Apertura De Anillo (ROP). México, 2016. Articulo Cientifico. Universidad del Papaloapan (UNPA)
En: Aleph-Zero Revista de Educacion y Divulgacion de la Ciencia, Tecnologia e Innovacion. [En
linea].
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hacer la polimerizacidbn en masa y fusion con bajos niveles de catalizadores no
toxicos. EI mecanismo involucrado en ROP puede ser idnico (anidnico o catidnico)
o coordinaciodn-insercion, el cual depende del sistema catalitico que se use. Se ha
encontrado que el trifluorometano, acido sulfénico y su éster metilico son los
anicos iniciadores cationicos que se conocen para polimerizar lacturo. Las
polimerizaciones anidnicas de lacturo proceden por la reaccion nucledfila del anion
con el grupo carbonilo y la posterior ruptura del enlace acilo-oxigeno, lo cual
produce un grupo alcoxido final que continla propagandose.

Especificamente como afirma Pinzén “La policondensacion por apertura del anillo,
luego de una oligomerizaciéon homologa, el oligobmero sintetizado se depolimeriza
con ayuda de un catalitico, al tiempo que por destilaciébn azeotropica (con un
disolvente) o sublimacion (puro) se obtiene el dimero ciclico del acido lactico
(lacturo), el cual, posteriormente es polimerizado con calor, vacio y en presencia
de un catalizador.”®?

El iniciador mas utilizado para la polimerizacion del PLA es el octoato de
estafio con un alcohol (metanol, etanol, propanol, butanol, isopropanol,
isobutanol). Esto se debe a su alta eficiencia catalitica, baja toxicidad,
contacto aprobado con alimentos y drogas y capacidad de dar altos pesos
moleculares con baja racemizacion. El mecanismo de la polimerizacién con
octoato de estafio inicia a partir de compuestos que contienen grupos
hidroxilo, como agua y alcoholes, que estdn presentes en el lacturo
alimentado o se pueden agregar. ElI mecanismo global es del tipo de
"coordinacién-insercion”, que ocurre en dos pasos: En primer lugar, se forma
un complejo entre el monémero y el iniciador, seguido de una reordenacién
de los enlaces covalentes y, a continuacion, el monémero se inserta dentro
del enlace oxigeno-metal del iniciador, su estructura ciclica es abierta a
través de la ruptura del enlace acilo-oxigeno, por lo tanto, el metal se
incorpora con un enlace alcoxido en la cadena de propagacion.®

Se ha encontrado que el rendimiento de polimerizacién y el efecto de trans-
esterificacion se ven afectados por diferentes parametros, tales como la
temperatura, tiempo de polimerizacion, proporcibn monoémero/catalizador y el tipo
de catalizador. La interaccion entre el tiempo y la temperatura es muy significativa
en términos de limitar las reacciones de degradacion, que afectan el peso
molecular y la cinética de reaccion. También se ha demostrado que la longitud de

%’PINZON, J.et al. Polimerizacién de acido lactico mediante policondensacién por fusién directa.
Estudio cinético de la etapa de oligomerizacion. Revista Colombiana de Quimica.2008 35:125-134.
% GIAROLI, N. et al., Produccién de poliacido lactico por ROP. Universidad Nacional de
Cuyo.Provincia de Buenos Aires. 2015.p.58-59.
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la cadena esta controlada por la cantidad de impurezas. En la posterior Ilustracion
15 se identifica el mecanismo de coordinacion e insercion de la molécula de PLA.

llustracion 15 Mecanismo de coordinacion e insercion

- .
Coordinscidn » Insercson A

Donde R= grupo alguilo

Fuente: Extraido articulo produccion de PLA por ROP*

El acido lactico no puede ser directamente polimerizado en un producto util, ya
que cada reaccion de polimerizacibn genera una molécula de agua, cuya
presencia degrada la formacion de la cadena polimérica, hasta el punto de que
sblo se obtienen pesos moleculares muy bajos. En cambio, dos moléculas de
acido lactico se someten a una esterificacion simple y luego cataliticamente se
cicla para hacer un éster de di lactato ciclico. A pesar de que la dimerizacion
también genera agua, puede ser separada antes de la polimerizacion debido a una
caida significativa en la polaridad. EI PLA de alto peso molecular se produce a
partir del éster de di lactato (lactida) por polimerizacion por apertura de anillo
usando por lo general un octoato de estafio como catalizador (a nivel laboratorio
se emplea comunmente cloruro de estafio (Il)). Este mecanismo no genera agua
adicional, por lo tanto, una amplia gama de pesos moleculares puede obtenerse. A
continuacion, en la llustracion 16 se describe de forma gréfica el proceso de
polimerizacion del poliacido lactico.

llustraciéon 16 Polimerizacion PLA
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Fuente 6 CHEMICAL MARKET REPORTER®®

El uso de catalizadores estéreo especificos puede llevar a PLA heterotactico de
mayor cristalinidad. El grado de cristalinidad y otras muchas caracteristicas

% GIAROLI, et al. Op.Cit., p.60.
**Chemical market reporter - volume 260 no.8. disponible en:
https://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com/2011/08/poliacido-lactico-pla.html
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importantes, es en gran parte controlado por la relacion de enantiomeros D y L
que se utiliza, y en menor medida del tipo de catalizador utilizado.

3.6.3. Producto intermedio: Lacturo. EIl dimero ciclico del acido lactico combina
dos de sus moléculas y origina L-Lacturo, D Lacturo y meso-Lacturo (una molécula
de L-acido lactico asociada con otra de D- acido lactico). Una mezcla de L-Lacturo
y D-Lacturo se conoce como Lacturo racémico (rac-Lacturo) cuyos diferentes
isdbmeros se representan graficamente en la llustraciéon 17.

llustracion 17 Diferentes isdmeros del Lacturo

e B g
L-Lacturo Meso-Lacturo D-Lacturo

Fuente: Extraido articulo produccion de PLA por ROP%

El Lacturo es obtenido por la depolimerizacion de PLA de bajo peso molecular,
bajo presiones reducidas para dar una mezcla de L, D y meso-Lacturo. Los
diferentes porcentajes de los isdmeros de lacturo formado dependen de los
isbmeros de &acido lactico alimentados, de la temperatura, de la naturaleza del
catalizador y del contenido de este. Este dimero es el paso intermedio para
obtener un polimero de alto peso molecular, el cual es util si se desea producir
articulos con alta resistencia mecanica.

3.7 METODOS DE IDENTIFICACION DE POLIMEROS

Los materiales termoplasticos pueden ser reutilizados mediante diferentes
procesos de reciclaje, para los cuales, el paso mas importante lo constituye la
clasificacion de los materiales. Las pruebas de laboratorio pueden servir para
determinar los componentes de un material desconocido. Algunos métodos de
pruebas muy sencillas se muestran a continuacién con el fin de dar las pautas
necesarias para identificar facilmente los tipos basicos de polimeros
termoplasticos.

Como dice la Guia de Protocolo de la Escuela de Ingenieria Julio Garavito®’
algunos métodos mas automatizados pueden ser: la clasificacién por densidad en
seco con insufladores, que logra separar los materiales con corrientes de aire

% GIAROLI, et al., Produccién de poliacido-lactico por ROP. Facultad de ciencias aplicadas a la
industria. Universidad Nacional de Cuyo provincia de Buenos Aires. 2015. p.35.

%" ESCUELA DE INGENIERIA JULIO GARAVITO. Guia de protocolo: identificacion de plasticos.
Laboratorio de produccion. 2018p.20.
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fuertes para mover los materiales contaminantes de poco peso, con insuficiencia
para trasladar los materiales mas pesados. Se usan también detectores de rayos
X, que identifican atomos de cloro en el PVC; detectores Opticos que distingan
colores, infrarrojos de onda larga simple para determinar la opacidad y clasificar
en lotes transparentes, transllicidos u opacos; o detectores infrarrojos de onda
larga multiple que pueden comparar la constitucion quimica de un elemento,
comparandola con un patrén.

3.7.1 Espectrofotometria infrarrojo. Para determinar la existencia de acido
lactico se realiza la prueba de espectroscopia infrarroja (FTIR), donde se
determinan los grupos funcionales que contiene la muestra; es decir, que para
determinar el polimero con el método se pasa una muestra del acido polilactico, la
cual debe estar molida en una suspension de nujol en un mortero con unas gotas
de sal de bromuro de potasio (KBr) y se realiza la mediciébn en la muestra al
irradiarse con el rayo infrarrojo y demostrar los enlaces presentes y los grupos
funcionales que tiene dicha molécula. A continuacion, en la llustraciéon 18 se
presenta la lectura de los grupos funcionales con sus respectivas longitudes de
onda del espectro experimental del acido lactico.

La espectrofotometria infrarroja es un método de medida de la absorcion de
la radiacion en un rango de longitudes de onda, cuando ésta pasa a traves
de una capa delgada de sustancia. La espectrofotometria de infrarrojo es un
ensayo de identificacion por excelencia siendo capaz de distinguir sustancias
con diferencias estructurales. De las tres regiones de infrarrojo (cercano,
medio y lejano), la region comprendida entre 4000 a 400 cm-1 es la mas
empleada para fines de identificacion. Sin embargo, en algunos casos es
utilizado con fines cuantitativos. El espectro de infrarrojo (IR) es Unico para
cualquier compuesto quimico con excepcion de los isbmeros oOpticos que
tienen espectros idénticos. En algunas ocasiones, el polimorfismo puede ser
responsable de diferencias en el espectro IR de un compuesto en estado
sélido. Debido al gran numero de valores maximos en un espectro de
absorcion IR, a veces es posible medir cuantitativamente los componentes
individuales de una mezcla con una composicion cualitativa conocida sin
separacion previa. Cuando los ensayos por absorcion infrarroja se aplican
sobre una muestra resultante de la extraccion a partir de una formulacion,
puede que no sea siempre posible una estricta concordancia con el espectro
de referencia. Sin embargo, el espectro del material extraido y el espectro de
referencia deberian alcanzar una similitud cercana. El indice de concordancia
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deberd ser establecido en cada caso particular, con su correspondiente
verificacion.®®

llustracion 18 Espectros experimentales de Acido lactico

ESPFECTROS ACIDO LACTICO

f=TaeTer=y

Fuente: Evaluacién de la sintesis de acido poli lactico proveniente del suero de queseria a nivel
laboratorio®

3.7.2. Difraccién de rayos X. Mediante detectores especiales se puede observar
y medir la intensidad y posicién de los rayos X difractados, y su andlisis posterior
por medios matematicos permite obtener una representacion a escala atomica de
los atomos y moléculas del material estudiado. Esta prueba se realiza en un
difractometro donde la muestra es puesta sobre una celda de vidrio, el cual es
amorfo y permite que el haz de rayos X incida sobre la muestra. Puesto que el
PLA se ha venido estudiado, su cristalinidad por su periodicidad en el monémero,
la difraccion de rayos X, permite demostrar la presencia de este como se
evidencia en la llustracion 19.

Es una técnica experimental para el analisis de materiales, en donde los
rayos X son difractados por los electrones que rodean los &tomos por ser su
longitud de onda del mismo orden de magnitud que el radio atdmico. Al incidir
el haz de rayos X, este contiene informacién sobre la posicién y tipo de
atomos encontrados en su camino. Los cristales, gracias a su estructura
peridédica, dispersan elasticamente los haces de rayos X en ciertas
direcciones y los amplifican por interferencia constructiva, originando un
patrén de difraccion.'®

% E| Tratado de Asuncién, el Protocolo de Ouro Preto y las Resoluciones N° 31/11 y 22/14 del
Grupo Mercado Comun. Farmacopea Mercosur: espectrofotometria infrarrojo. XCVIII GMC-
Brasilia, 29/V/15.p.2.

% CUERVO, L y ECHEVERRY, J Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del
suero de queseria a nivel laboratorio. Proyecto de grado. Universidad de América. Colombia.
2016.p.89-

1% CUERVO, L y ECHEVERRY. Op.Cit., p.52.
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llustracién 19 Difraccion de rayos X del PLA
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Fig. 6: Patrones de difraccion de rayos X de PLA y las mezcdlas.

Fuente: Propiedades fisico-quimicas y antibacteriales de mezclas pla-quitosano obtenidas por
casting con potencial uso como acolchados agricolas.*®

3.8 ASPECTOS ECONOMICOS Y DE MERCADO DE PLASTICOS
BIODEGRADABLES

La produccion de plasticos biodegradables esta experimentando un resurgimiento.
Factores de medio ambiente y de reciclado han incrementado la demanda de
estos productos a base de material biodegradable. Ademas, la creciente elevacién
de los precios debido a la escasez del petréleo es otro factor que favorece su
fabricacion. No existe informacion disponible sobre costos de fabricacion, precios y
producciones de los polimeros biodegradables, en particular, del acido polilactico,
pero la literatura consultada sefala que son productos que estan empleandose en
muy disimiles campos y que, por sus caracteristicas, tienen un futuro promisorio.
Los trabajos sobre plasticos biodegradables evidencian la posibilidad de
aplicaciones potenciales en todos los campos en los que se utilizan hasta ahora
materias plasticas no biodegradables, como los elementos de cubiertos de
plastico, envases de alimentos, hilos, textiles y otros. Polimeros de este tipo
también se utilizan, actualmente, en cirugia y farmacologia. Segun los datos
obtenidos'®®“la compafia PHusis, de Francia, fabrica y comercializa placas o
tornillos biodegradables empleados en ortopedia. Debido a su alto costo, el foco
de atencion inicial del PLA como material para envolturas ha sido en peliculas de
alto valor, contenedores rigidos para bebidas y alimentos termoformados y
papeles recubiertos”. Como las nuevas tecnologias de produccion de PLA pueden
disminuir los costos de produccion, éste puede tener aplicaciones en envolturas
para un mas amplio rango de productos. “Debido a que el PLA puede abrir nuevas

%0 MERINO, D et al. Propiedades fisicoquimicas y antibacteriales de mezclas pla-quitosano
obtenidas por casting con potencial uso como acolchados agricolas. Avances en Ciencias e
Inzgenierl’a - ISSN: 0718-8706 Av. cien. ing.: 7(1), 27-39 (Enero/Marzo, 2016)

192" Fabricar plastico biodegradable a partir del azlicar de betabel o de cereales.
(www.francia.org.mx/medioambiente/inv/ plasticbio-110203.html)
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oportunidades en el embalaje, es necesario entender y describir mejor sus
propiedades como un material de envolver, especialmente para aplicaciones en la
envoltura de alimentos™®. “Estimados recientes colocaban el mercado de PLA
para peliculas y productos de tejidos sin tejer/fibras en unas 122 000 t /afio en el
periodo 2003-2004, 390 000 t/afio en el 2008 y entre 1 184 000 a 1 842 000 t/afio
en el 2010. Estos estimados se consideran muy realistas y, probablemente,
incluso hasta pesimistas. Mas aun, solo abarcan un pequefio por ciento del
mercado existente de los materiales plasticos comunes utilizados para propositos
de envoltura”.*®.

“Uno de los factores que limitaban que el PLA pudiera penetrar en el mercado era
su relativo alto precio, pero con las nuevas plantas de gran capacidad de
produccion que estan entrando en funcionamiento, esto sera cada vez menos un
obstaculo para la sustitucion de los plasticos comunes por PLA. Un modelo
precio/mercado desarrollado por el Grupo PST demuestra que para mercados de
unas 900 000 t/afio el precio de venta del PLA compararia favorablemente con los
materiales plasticos de base petréleo utilizados en la industria de envolturas y
empaque”®.

3.8.1 Firmas y compafiias productoras. Segin Balkcom®®® “el PLA no es un
material nuevo. En 1932 la Dupont fabrico un producto de bajo peso molecular
calentando acido lactico al vacio y en 1954, después de algunos ajustes, se
patenté el proceso. La Cargill Inc. fue una de las primeras que desarrollé los
polimeros del acido lactico”. Las investigaciones de la tecnologia comenzaron en
1987 y en 1992 se inicio la produccion en planta piloto. En 1997, después de
quince afios de investigacion conjunta “la Cargill formd una "joint venture" con la
Dow Chemical Co. Inc. creando la Cargill Dow Polymers (CDP). Esta nueva
entidad comercializa los polimeros y lanz6 formalmente la tecnologia del PLA en el
2001"'%. Recientemente, se completé la construccién de una planta de PLA de la
Cargill Dow Polymers en gran escala en Nebraska, Estados Unidos. “Esta planta
sera capaz de producir hasta 140 000 t/afio utilizando maiz como materia prima.
Se espera que la produccion mas que triplique la actual hasta las 455 000 t/a para
el 2007. También hay planes para construir una planta adicional en Europa. La
arrancada de la planta de la CDP en Nebraska expandira significativamente el

% abricar plastico biodegradable a partir del azlicar de betabel o de cereales.

(www.francia.org.mx/medioambiente/inv/ plasticbio-110203.html)
1% Biopolymers as viable alternatives to common plastic materials. (2000)
Galactic Laboratories. (Sitio web de Galactic Laboratories: www.lactic.com) (www.nf-
2000.org/secure/Fair/S1264.htm)
105 Biopolymers as viable alternatives to common plastic materials. (2000) Galactic Laboratories.
Og).cit.Pg 33.
1% Balkcom, M. et al. (2002) Notes from the packaging laboratory: Polylactic acid an exciting new
Pozgkaging material. (edis.ifas.ufl.edu/AE210)

New production technology of L-lactic acid. (2001). China Chemical Industry News. Volumen 2,
NO1. (CCM>FROC INFO> News Update> 2do Volume NO 1.
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mercado de los polimeros al hacer que el PLA esté disponible en escala
comercial”'®®. "La Divisién de Envolturas de la CDP esta actualmente trabajando
con seis socios de desarrollo entre los cuales esta la Bimo de Italia SPA, la
Mitsubishi Plastics Inc. y la Biocorp de Estados Unidos. CDP espera que muy
pronto los consumidores encuentren los polimeros del PLA en diferentes
aplicaciones™®. Otra firma productora de derivados del &cido lactico es la
PURAC. Esta empez6 en 1935 con la produccion en pequefia escala de acido
lactico a partir de la fermentacion de azucar. PURAC es el mayor y mas experto
productor de acido L (+)-lactico natural, lactatos y gluconatos, con fabricas en
Estados Unidos, Brasil, Espafia y Holanda, ademas de poseer una red de venta a
nivel mundial. PURAC pertenece a la multinacional CSM, especializada en la
produccion y distribucion de ingredientes y componentes para productos
alimentarios. Es el primer productor mundial de acido lactico natural, lactatos y
gluconatos. La Unidad de Negocio de Biomateriales de PURAC ofrece tanto
monomeros lacticos y glicélicos como polimeros y copolimeros biodegradables.
“La MacroPore Biosurgery, fundada en 1996 en San Diego, California, se ha
dedicado a ampliar sus tecnologias de biomateriales para desarrollar y proveer
mejores soluciones médicas en el mercado de la biocirugia. Esta tecnologia de
biomateriales incluye implantes de polimeros bioabsorbibles de uso en
aplicaciones de columna vertebral, neurocirugia y otras aplicaciones
musculoesqueléticas y peliculas delgadas bioabsorbibles para uso en tejidos
blandos”*'°. Entre los productores de equipos e instrumental para cirugia con
polimeros biodegradables esta la firma LactoSorb® “con una gran variedad de
productos que hacen mas simple y practico el trabajo de cirujanos y personal
médico en general”*'*

La Tabla 5 muestra una relacion de compafias que producen materiales
biodegradables de PLA para envolturas.

108 BALKCOM, M. et al. (2002) Notes from the packaging laboratory: Polylactic acid an exciting new

akaging material. (edis.ifas.ufl.edu/AE210)

% BALKCOM, M. et al. (2002) Notes from the packaging laboratory: Polylactic acid an exciting new
Pakaging material.Op.cit.

10 Macropore Biosurgery. (2004) (www.macropore.com/intl_products/eu_s panish.htm.)
" | actoSorb. (wwwi/lorenzsurgical.com/ spanish/CF_lactosorbSE_DE.shtml.)
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Tabla 5 Compafias productoras de materiales biodegradables de PLA para
envolturas.

MNombre comercial Materia prima Compania
productora
PL.A de susro de Arponne Natiomal
leche ¥ cscaras |[Laboratory, Argomnne,
de papa INlinois, EETTLT
Bionolle 1000 Admiddny PLA Showwra Highpolyvimer
Co, Tapdn
EcoFla FL.A Cargill Dow
Folvimers
EcoFla PL.A Cargill Dow
Folvimers
Lacea FPLA de glucosa Mlitswi Chemicals,
Tapdn
Lacty PL.A Shimad=u, JapSn
hazin FLA de almidén Cemplus
de mai= TUniversidad de
MNebraska (Industrial
Apgricultural
Products Center]).
EELILY
MNMatureWorks Starch = Cargill Thoww
Folylactc Acid Folvimers.,
(PLA) Mlinneapcolis, TISA

Fuente: Auras, R. et al. Investigations of poly (lactic acid) as food packaging material. School of
Packaging. (2003) MSU. East Lansing. Michigan. USA. (www.msu.edu/
aurasraf/papersabstract.htm).

3.8.2 Producciéon de PLA en Colombia. En Colombia no se tienen estadisticas
sobre el reciclaje de plasticos. Es evidente que, en la medida en que crezca el
interés de las empresas por trabajar en el tema, serd posible preservar el medio
ambiente y, asi mismo, generarles ahorros.

Segun un reportaje del afio 2009 de la revista Dinero Empresas como PHoenix
Packaging, Control Ambiental y Avianca se convirtieron en las tres primeras
compafias en apostarle a uno de los proyectos mas grandes en materia de
sostenibilidad ambiental en Colombia: el uso de vasos plasticos biodegradables,
fabricados a partir de almidén de maiz, y el seguimiento a cada uno de ellos para
que, una vez cumplan el ciclo de vida, se reciclen y transformen hasta convertirse
en abono natural para las plantas.

Como resultado de la investigacion, encontré que podian reemplazar el
polipropileno, el poliestireno y el pet, que actualmente se usan para la elaboracion
de los vasos plasticos desechables, por almidones de maiz, de los cuales se
extraen azucares para producir acido lactico y luego convertirlo en PLA (Ingeo)
para la produccién de biopolimeros. PHoenix también descubrié que en Colombia
existe una planta de compostaje que tiene la capacidad de incorporar el PLA a sus
procesos para producir biabono. Asi pues, se dio a la tarea de implementar un
modelo de negocio que les permitiera a sus clientes ampliar su compromiso con el
medio ambiente y generar ahorros a largo plazo.

57



Dentro de las Grandes compafias también sobresale: Grethsell es una compaiiia
colombiana, pionera en la fabricacion de peliculas, preformas, tapas y empaques
en PLA (4cido polilactico) derivado del almidon de maiz. La empresa funciona
desde 2011 y fue creada con la Unica finalidad de desarrollar productos para la
industria del envase a partir de bioplasticos y con una baja huella de carbono. Los
envases ofrecidos por esta empresa no producen ningun olor o sabor sobre los
alimentos contenidos, son 100% biodegradables y compostables.

En caso de someterse a procesos de compostaje su degradacion solo tarda 100
dias tras los cuales se convierten en abono y fertilizante; en caso de no pasar por
este proceso (lo cual puede ser muy usual en Colombia debido a los altos costos
del proceso), los empaques ofrecen una reutilizacion prolongada y sostenida como
filamentos para impresoras 3D. En el caso especifico de las botellas, éstas no son
aptas para su uso con bebidas carbonatadas, pero son 6ptimas en aplicaciones de
alimentos; bebidas como lacteos, jugos o agua; cosméticos; productos de aseo y
limpieza del hogar y quimicos.

Actualmente los envases de Grethsell operan en Colombia bajo normas
ICONTEC, y en lugares como Estados Unidos y Europa con normatividad
internacional. Esto quiere decir que si las empresas se comprometen con el
desarrollo de productos biodegradables e invierten en programas que garanticen
la correcta disposicion de los residuos, seré posible generar ahorros a largo plazo
y lograr una mayor afinidad con el consumidor.

3.8.3 Investigaciones de empaques biodegradables. Investigadores de la
Universidad Nacional de Colombia —UN- adelantan tres importantes iniciativas en
el desarrollo de envases y materiales innovadores para la fabricacion de
empaques. Uno de ellos utiliza residuos organicos que normalmente son
desechados, como el bagazo del platano y las vainas de palma, en la elaboracion
de papel. El otro investiga la produccién de peliculas similares al plastico a partir
de la planta con la que se realizan los bizcochos de achira. La tercera iniciativa,
acreedora de un premio a la innovacién en Inglaterra, consiste en un empaque
plastico cuyas caracteristicas permiten extender ampliamente la vida atil de
productos agricolas, como frutas.
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4. METODOLOGIA
4.1 AREA DE ESTUDIO

El presente estudio tiene como finalidad evaluar la sintesis de acido polilactico a
partir del suero de leche de bufala, cuyo lugar de estudio se realizo en la ciudad de
Villavicencio, departamento del Meta, Colombia. Ubicada especificamente en las
coordenadas latitud 4°08’33"N — longitud 73°37°46°0 y de altitud 467 m.s.n.m.**?y
de forma experimental en los laboratorios de Quimica y Agroindustria de la
Universidad de los Llanos, sede Barcelona situada en la ciudad de Villavicencio,
capital del Meta en el km 12 via Puerto Lopez; Coordenadas latitud 4°04'33.78"N,
longitud 73°34'49.50"0, altitud 441 msnm. Las distintas etapas o fases de esta
investigacién (como lo muestra la llustracion 20) corresponden al desarrollo de los
tres objetivos planteados y tomando como referencia el proyecto ejecutado por
Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del
suero de queseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la
Facultad de Ingenierias, 2016, Bogota.

llustracion 20 Etapas de la investigacion

s A s A s A
. .. Fermentacion del suero Separacién por proceso
Caracteristicas fisico- - : L
L desproteinizado y sin extraccion liquido-
quimicas suero o L PR
desproteinizar liquido del acido lactico
_ J _ J _ J
s N s N s N
Polimerizacién por
Activacioén del cultivo Tratamiento suero leche medio de la preparacién
microbiano e inoculacion bufala de diester ciclico de
acido lactico: lactida
_ J _ J _ J
( A ( A ( 3
Aislamiento de las cepas S Sintesis de acido lactico
A ; Preparacion in6culo L o
microbianas a acido polilactico (PLA)
g J g J g J

Fuente: Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota.

Elaboracion: los autores

112 Construido a partir del Documento Base de Caracterizacion del Departamento del Meta. Insumo

para la mesa deliberativa en la construccion de la Estrategia Departamental para la Dinamizacion
del Control Fiscal Participativo en Meta. Contraloria General de la Republica. Contraloria Delegada
para la Participacién Ciudadana Villavicencio /Bogota D.C. Meta. Marzo 2015.
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4.2 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion corresponde a un tipo experimental, ya que su objetivo es
identificar y explicar qué tipo de suero (de acuerdo al tipo de tratamiento sometido:
desproteinizado y sin desproteinizar) es mas conveniente para llevar a cabo la
sintesis de acido poli-lactico.

4.2.1 Recopilacion de informacidn. La recopilacion de informacion secundaria se
realizd a través de la revision de fuentes de bases de datos cientificas Science-
direct, y Scientific Electronic Library Online, a partir de investigaciones obtenidas
de articulos cientificos, informes técnicos y libros relacionados a las tematicas de:
sintesis de &cido polilactico, reacciones de polimerizacion, metodologias para la
caracterizacion de la leche, variables de control en el proceso de fermentacion.
Con dicha informacién se establecio la metodologia correspondiente a la sintesis
de poli-acido lactico. Por otro lado, la recopilacion de informacion primaria se
desarroll6 aplicando las técnicas de laboratorio: caracteristicas fisico-quimicas
(acidez titulable, densidad, pH, cuantificacion de proteinas y azlcares reductores
del suero de la leche de bufala), preparacion del in6culo, fermentacion,
polimerizacion del acido lactico y sintesis del acido-poli lactico.

4.3 TAMANO MUESTRA

Se realizaron 4 fermentaciones, 2 con cada tipo de suero para obtener y analizar
la mejor concentracién de unidades formadoras de colonia para la produccion de
acido lactico y su posterior sintesis a PLA (poliacido lactico). La fermentacion se
realiz6 con dos tipos de sustratos: suero desproteinizado y suero sin
desproteinizar. Se determina el conteo microbiano en funcién de intervalos de
horas (0, 24, 48, 72 y 96) para los dos tipos de sustratos de suero desproteinado y
suero sin desproteinar. Para ello fue necesario tomar 1 ml de cada tipo de sueroy
llevarlo a tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada, durante las primeras 24,
48, 72, 96 hrs de la fermentacion.

4.3.1 Muestreo. Para esta investigacion de acuerdo a las caracteristicas de la
misma y comprendiendo que hay una probabilidad ya asignada tomando como
referencia un elemento diferente en la parte experimental (sustrato de
fermentacion, suero de leche de bufala), se puede decir que el muestreo de este
proyecto es de tipo de juicio ya que dicho experimento ha sido ejecutado en
condiciones medio ambientales, y material experimental diferente.

60



4.3.2 Disefio Experimental. El suero a trabajar es utilizado de dos formas las
cuales son: suero desproteinizado y suero sin desproteinizar, el cual es adicionado
en la fermentacion para trabajar en simbiosis con los tipos de microorganismos
comprados como liofilizado. Se realizaron 4 fermentaciones 2 con cada tipo de
suero y asi observar la mejor concentracion de acido lactico la cual sera la variable
respuesta debido al sustrato, y demostrar cuél sustrato produce la mayor
concentracion de acido lactico para la producciéon de PLA.

El disefio experimental se efectud utilizando una Anova de un solo factor, donde
0,05 fue empleado como criterio estadistico para el nivel de significancia. Se
propuso igualdad de varianzas para el andlisis, identificando dos tipos de
hipotesis: nula con respecto al resultado de todas las medias son iguales, y alterna
para indicar que no todas medias son iguales. De igual forma, para interpretar y
dar profundidad al analisis se realizaron graficas de probabilidad para describir
graficamente si la poblacién cumplia con una distribucién normal y posteriormente
establecer su comparacion entre medias con la Prueba de Tukey.

4.3.3. Obtencién materia prima. Los 8 litros de suero de leche de Bufala fueron
proporcionados de forma gratuita por la empresa Bufalatte, que se dedica a la
produccion, trasformacion y comercializacion de derivados lacteos provenientes
del ganado bufalino quiénes ademas son propietarios de un hato de bufalos que
se especializan en la ceba para la cria, y en este caso la produccion de leche y su
posterior procesamiento.

4.4 MEDICION DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS SUERO LECHE

Para el desarrollo metodologico del proceso se realizé a cabo la previa medicién
de las caracteristicas fisico-quimicas teniendo en cuenta parametros como lo son:
(acidez titulable, densidad, pH, cuantificacion de proteinas y azUcares
reductores del suero de la leche de bufala). Dicha metodologia toma como
referencia el estudio “Evaluacion de la sintesis de &cido polilactico proveniente del
suero de queseria a nivel laboratorio” elaborada por Echeverry'®3.

13 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de &acido polilactico proveniente del suero de
gueseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de
Ingenierias,2016,Bogota.
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4.4.1 Acidez titulable. Para la toma de acidez titulable se utilizo el procedimiento
de la Norma Técnica Colombiana 4978, método consiste en utilizar NaOH al 0,1 N,
en donde fueron tomados 9 mL de muestra en un Erlenmeyer de 100 mL y se
adicionaron 3 gotas de fenolftaleina. Se agregé NaOH hasta lograr un cambio de
color rosa claro en el recipiente, esta metodologia se aplico para el suero y tras su
fermentacion, véase en la llustracion 21.

llustracion 21 Prueba de acidez titulable.

Fuente: Los autores

4.4.2 Densidad. Para la toma de densidad se utilizé una probeta de 100mL a la
cual se agregdé suero y luego se introdujo el lactodensimetro calibrado a
temperatura 15°C, véase en la llustracion 22.

llustracion 22 Prueba de densidad

Fuente: Los autores
4.4.3 PH. Para determinar el grado de acidez o alcalinidad del suero y a los dos

tipos de suero tras 4 dias de fermentacion, se utilizaron 9 mL de muestra y con
ayuda de un pH digital se realiz6 la lectura; véase en la llustracién 23.
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llustracién 23 Toma de pH

Fuente: Los autores

4.4.4 Método Biuret para la cuantificacién de proteinas del suero. Se tomaron
6 tubos de centrifuga, se llené a tope con suero y luego se pesaron para ser
llevados al equipo, este fue calibrado a 500 rpm durante 20 minutos.
Posteriormente se tomo el sobrenadante de cada uno de los 6 tubos de ensayo y
se adicioné 2 ml de reactivo de Biuret: (0,0ml de SLN Y 1ml de agua); (0,2ml de
SLN y 0,8 ml de agua); (0,4ml de SLN y 0,6 ml de agua); (0,6 ml de SLNy 0,4 ml
de agua); (0,8ml de SLN y 0,2 ml de agua) y (Iml de SLN y 0,0 ml de agua)
respectivamente, y finalmente fueron leidos los resultados de absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm por medio del espectrofotdmetro en cada uno de los
tubos, asi como para la prueba en blanco del patrén de albumina. De forma grafica
se expresa el procedimiento en las llustraciones 24.

llustracién 24. Concentraciones prueba Biuret "patrén albumina de suero de leche
bufala (sIn) y concentraciones prueba Biuret “patrén albumina 10 mg/ml (SLN)"

- I Reactivo Biuret
‘ L | | ! ‘ | 0.0 0.2 0.4 06 0.8 1,0
ml.

0,0mL 02mL 04mL 0,6mL 08mL 1,0mL ml ml. ml. ml, il
SLN SLN SLN 5LN SLN SLN SLN SLN SLN SLN SLN SIN

| 1 | [ | L 1 - | | I —
l lmL‘ 08mL 06mL 04mL 0,2mL [ ] 1mL ;!E ?IJE 04 0.2mlL 0.0
o Hz0 H0 0,0mL Hz0 U]L EHL
Ha0 Ha0 Ha0 Ho Ha0 Hat

ooou® O0000 €

Fuente: : Echeverry,J,et al, “Evaluacion de la sintesis de &acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota™™*.

14 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de

queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota.
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Elaboracion: los autores

4.4.5 Prueba de Fehling para azucares reductores del suero. Este método se
utilizé para caracterizar el suero y encontrar la cantidad de lactosa presente para
la posterior fermentacion. Se afadié 2 ml de Reactivo Fehling Ay B en 4 tubos de
ensayo, 2 tubos fueron la solucién patrén en blanco con glucosa 0,5% con 1 ml de
la misma, para la solucion a evaluar de suero fueron adicionados 1 ml de la
solucion (como lo indica la llustracion 25). Estos fueron llevados a calentamiento
bafio maria a 65°C por 2 min, y posteriormente se observaron los resultados.

llustracion 25 Pruebas: Fehling A y B para la muestra de suero inicial y patrén
(glucosa 0,5 % v/v.). Fehling A y B para los dos tipos de suero: desproteinizado y
sin desproteinizar tras cuatro dias de fermentacion

1ml Suero 1 mL patrdn glucosa 0,5%v/v 1 mL Suero sin desproteinizar ‘ 1 mL SUEro desgrotelnlzad
2mLEA 2mLFB 2mLFA 2mLFB ImLEA 2mLFB 2mLFA 2mLFB

o U U U U U Uu

Fuente: : Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota'™.

Elaboracion: los autores

Se realizé esta prueba para las soluciones de suero desproteinizado y sin
desproteinizar tras 4 dias de fermentacion, a estas dos muestras: M1 (Suero
Desproteinizado), y M2 (suero Sin desproteinizar) se les aplic6 la misma
metodologia y lectura, observandose el resultado en la llustracién 26.

% bid.p.50.
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llustracién 26 Muestras de Fehling A y B patron glucosa y Prueba Fehling Ay B
para los dos tipos de suero: desproteinizado y sin desproteinizar tras cuatro dias
de fermentacion

Fuente: Los autores

4.5 SINTESIS ACIDO LACTICO POR MEDIO DE FERMENTACION

Como parte inicial para el desarrollo de este proceso fue necesario realizar el
Método de diluciones y conteo en placa implementando previamente la activacion
de las cepas a través de las etapas descritas en la llustracion 27.

llustracién 27 Activacién de cepas microbianas

Preparar caldo Adicionar el
de soya Autoclavar liofilizado Incubar
S b P Preparar sln de
em rarldc:on i Adicionar a Autoclavar P de =0
asa caldo cajas de petri A agar de soya
inoculado en

cajas de petri

Fuente: : Echeverry,J,et al, “Evaluacion de la sintesis de &cido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota''®.

Elaboracion: los autores

18 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de &cido polilactico proveniente del suero de

queseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota.
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4.5.1 Activacién de cepas microbianas. Se prepar6 15,5 gramos de caldo de
soya triptico en 484,5 ml de agua destilada y se auto-clavo por 15 min a 121°C,
posteriormente luego de este estar a temperatura ambiente se afiadié 1,5 gramos
de harina de soya estéril y 3,71 g de cultivo yogurt (Streptococcus thermopHilus,
lactobacillus delbrueckii ssp, bulgaricus,Bifidobacterium (probioético)) esta solucién
se incubo para activar las cepas por 24hr a 30°C; véase en la llustracién 28.

llustracion 28 Autoclavado del caldo de soya triptico

Fuente: Los autores

Para la preparacion del agar de soya se tomé 7 gramos en 160 ml de agua, se
calenté hasta obtener una solucién cristalina y se llevé a autoclave por 15 min a
121°C, y se adicionaron en 8 cajas Petri, (véase en llustracion 29).

llustracién 29 Caldo de soya triptico

Fuente: Los autores

Una vez las cepas fueron activadas, se tomaron 0,5 ml de solucion de caldo de
soya triptico y se sembré en cada una de las cajas Petri con la ayuda de las perlas
para distribuir toda la solucién, posteriormente fueron incubadas por 48 hrs a
30°C. (véase en la llustracion 30)
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llustracién 30 Cajas petri con agar de soya triptico

Fuente: Los autores

Pasadas las 48 hrs se observaron en el microscopio las diferentes morfologias y
se identificaron las colonias de interés, se tomo con un asa las colonias con la
morfologia mas pura (Streptococcus thermopHilus , Bifidobacterium) y se
sembraron en otras 4 cajas petri y se incubaron a 30°C por 24 hrs, (véase
llustracién 31)

llustracion 31 Colonias de interés

Fuente: Los autores
4.5.2 Aislamiento de cepas. Una vez estas cepas aisladas crecieron, se tomaron

con un asa una muestra de las mismas en un erlenmeyer de 100 ml de agua
destilada para obtener el inoculo (véase en la llustracion 32).
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llustracién 32 Aislamiento de cepas microbianas

‘?fn?hz'ar Tomar asada de Adicionar en
morfologia en — \ R .
cajas de Petri colonias mas e cajas de pelri — Incubar
incubadas puras
Adicionar a <Hay un solo Analizar
Cepa aislada <::| cajas de petri Sl || tipo de <: morfologia
morfologia®?

Fuente: : Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota™"'.

Elaboracion: los autores

4.5.3 Preparacion inoculo. De las muestras de las cepas aisladas contenidas en
un erlenmeyer de 100 ml con agua destilada, se tomaron 28 ml de dicha solucién
(del in6culo) y se afiadio en cada uno de los 4 sueros a fermentar de 250 ml. Para
lograr la fermentacion se introdujeron en un shacker a 42°C por 150 rpm durante
96 hrs. Para el conteo de unidades formadoras de colonias se tom6é 1 ml de
muestra de cada fermento M1 (suero desproteinizado) y M2 (sin desproteinizar) y
se afiadi6 en 2 tubos de ensayo de 9 ml de agua destilada, en cada uno de los 4
dias de fermentacion; este procedimiento se logré6 por medio de la camara de
Neubauer.

4.5.4 Fermentacion. Para ello, fue necesario someter a un pretratamiento los dos
tipos de suero, en este caso, para obtener el suero desproteinizado se tomé 1L de
suero y este fue autoclavado a 121°C por 15 min, y posteriormente se microfiltré
en una bomba de vacio, con papel filtro Watman 42 (véase en la llustracion 33) de
esta manera se obtuvo el suero desproteinizado. Para la obtencién del suero sin
desproteinizar se llevo a bafio maria a 65°C durante 20 min y luego se realiz6 un
choque térmico introduciendo el mismo en una cubeta a 4°C.

17 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de

queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota.
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llustracién 33 Pre tratamiento del suero por medio de filtracion de la bomba de
vacio

Fuente: Los autores

Una vez obtenido los dos tipos de suero experimental, se afiadieron 250 ml de
cada uno en 4 frascos de tapa azul estériles y herméticos; se adicion6 28 ml de
indculo, estos fueron llevados a 42°C en un shecker a 150 rpm durante 96 hrs, tal
y como lo muestra la llustracion 34.

llustracién 34 Muestras de suero experimental

Fuente: Los autores

4.6 SEPARACION ACIDO LACTICO DE LA FERMENTACION PARA SU
POSTERIOR POLIMERIZACION A ACIDO POLILACTICO
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Terminada la fermentacion se procede a realizar la separacion donde se tiene en
cuenta el proceso de extraccion liquido-liquido™®. Se tomaron 12 tubos Falcon de
24 ml para llevarlos a centrifuga a cada tipo de suero una vez pasaron 96 hrs de
fermentacién. Durante 20 min a 500 rpm se logré una mejor remocion de los
sélidos del caldo fermentativo en los dos tipos de muestra por duplicado. Tras
este proceso, se filtré primero con gasa y posteriormente fue llevada a una bomba
de vacio con papel Watman 42. Luego de llevar a cabo dicha filtracion se
concentro el acido lactico por medio del equipo rota-evaporador a presion reducida
de 72 mbar con una temperatura de 50°C a 95 rpm, durante 1 hr y 30 min por
muestra, (véase llustracion 35).

llustracion 35 Concentracion acido lactico

Fuente: Los autores

Finalmente se usaron 4 embudos de decantacion de 250 ml a los cuales se afiadio
10 ml por éter di-etilico y 5 ml de agua destilada en cada separacion de los 2 tipos
de suero concentrados y sus respectivas replicas hasta completar 40 ml del
reactivo.

Se dejo en reposo 24 hrs en envases oscuros y herméticos, para luego retirar las
trazas de éter di-etilico de la muestra por medio del rota evaporador a 40°C, 95
rpm a 850 mbar de presion, las 2 muestras y sus réplicas obtenidas fueron
llevadas al horno a 50°C por 5 min para luego retirarles la humedad, llustracion 36.

llustracidén 36 Separacion: proceso extraccion liquido-liquido

18 Juan Camilo Cuellar, Fundacién Universidad de América, afio 2014, Trabajo de grado

“Evaluacion de la separacion del acido lactico obtenido a partir de residuos de pifia y bacterias
acido lacticas”.
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Fuente: Los autores

4.6.1. Polimerizacién. El acido polilactico es obtenido mediante la polimerizacion
del acido lactico por el método de apertura abierta del anillo (ROP), dénde se
realiza una esterificacién para producir un di-ester del acido lactico en el cual el
acido lactico obtenido se debe esterificar a partir de una reaccién con acido
sulfarico a 60% v/v de pureza. De la cantidad de muestra recuperada tras la
concentracion del &cido lactico se adicioné Acido sulftrico al 60% v/v teniendo en
cuenta que para 100 ml de muestra se utiliza 5 ml de acido. En planchas de
calentamiento con agitacion magnética se llevd en cada adicién de acido a 80°C
durante 35 min ,120°C por 2 hrs, 120°C por 12 hrs y finalmente 120°C por 5 hrs,
hasta obtener en cada muestra una coloracién café oscura que indicaba la
presencia de lactida, como se observa en la llustracion 37.

llustracion 37 Obtencion de lactida

Fuente: Los autores

De acuerdo con Echeverry,J,et al, se tuvo en cuenta que por cada “5 gramos de
lactida obtenida se utilizan 50 ml de metanol, y se debe adicionar 3 gramos de
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cloruro de estafio a cada muestra™'®, se afiadi6 0,6 gramos de cloruro de estafio

y 10 ml a cada muestra; posteriormente éstas se llevaron a incubar por 18 hrs a
60° C. Para secar la muestra se utilizé el rota-evaporador a 60°C por 70 mbar en
100 rpm por cada muestra; una vez obtenido, se realizé una filtraciobn con papel
Watman 1 afladiendo 10 ml de acetona en la primera separacion y luego 5 ml, el
residuo final se llevd a una extractora de humedad para luego ser analizado
teniendo en cuenta que el color de la muestra de debe ser blanco, (véase la
llustracion 38).

llustracién 38 Muestras obtenida de la polimerizacién tras filtrado por medio de
bomba de vacio sin purificar.

Fuente: Los autores

4.6.2 Espectroscopia infrarroja. Este método utiliza el espectro
electromagnético de la parte infrarroja, donde la rotacién y vibracion de las
moléculas tienen niveles energéticos que, al ser sometidas las muestras por haces
de luz infrarrojos, éstos excitan a los electrones de las moléculas o de los enlaces
de las moléculas. Si la frecuencia irradiada es igual a una de las frecuencias
incluidas en las ondas componentes del rayo, hay absorcién de los haces de luz.
Para ello con base a la metodologia de Echeverry,J,et al, se tom¢6 cada una de las
muestras una pequefia cantidad de polvo, y fue valorada a través del equipo
(llustracion 39); una vez se arrojaron las lecturas, se procedio a determinar su
parentesco con la muestra purificada del acido poli lactico comercial.

119 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de

gueseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de Ingenierias,
2016, Bogota.
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llustracién 39 Equipo de espectroscopia

o
e
5.

Fuente: Los autores

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los residuos de mayor interés para la obtencion de &cido lactico precursor
del PLA (4cido poli-lactico) es el suero de leche, mayoritario en la industria
contiene lactosa, proteinas, grasas y sales minerales, con deficiencia de nitrégeno
peptidico. Se describe en la investigacion de (Lim, Auras, & M. Rubino.) “los altos
costos para producir acido lactico por via quimica se restringieron, pues para 1980
ya el uso de la biotecnologia ya habia sido un avance significativo, haciendo
posible su obtencién a gran escala”?°

La polimerizacion del acido lactico da lugar a polimeros de &cido polilactico (PLA)
que, con otras moléculas poliméricas naturales, permiten la obtencion de
productos reabsorbibles y biodegradables. De acuerdo con esto entre los
materiales biodegradables de mayor interés para sustituir los plasticos por sus
condiciones de resistencia y propiedades fisicas, y facil adaptacion al desarrollo
industrial de estos en métodos convencionales de los plasticos, se ha propuesto
como un material muy adaptable y versatil.

5.1 PRUEBAS FISICOQUIMICAS DEL SUERO

Se ajustd el pH de las muestras utilizando NaOH4N, aquellos valores fueron
estimados mediante ensayos previos, comenzando con la acidez de literatura. A

20| Lim;R. Auras;M. Rubino., Processing technologies for poly(lactic acid), Progress in Polymer

Science, 33 (8), 820-852, 2008.
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continuacion, se ilustran los resultados tras analizar la composicion general de la
muestra general de suero.

llustracidon 40 Pruebas fisicoquimicas del suero

Parametros fisico-quimicos
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Acidez Titulable (g/1) INICIAL m Densidad m Ph

Fuente: Los autores

En la ilustracion 40 se puede observar los resultados de la toma de parametros
fisicos como la acidez titulable, densidad, y pH de la muestra de suero sin ser
sometida a tratamiento térmico (desnaturalizacion). En primera medida el valor de
densidad se calcul6 con el factor de densidad corregida y la calibracion de la
temperatura del lactodensimetro (véase el anexo B) cuyos resultados arrojados
fueron (1,029, 1,03, 1,0295 mg/L) que al compararse con el estudio de densidad
propiamente para la leche de Bufala hecho por Nader Filho et al presenta que “la
densidad es de (1,035 mg/ L )"** es decir, que los valores experimentales dados
estan un poco bajos pero podrian oscilar dentro de los estipulados en otras
literaturas estipuladas por Patifio cuya “densidad de la leche de Bufala es de
(1,031 y 1,034 mg/L)".*??

En cuanto a la medida de pH Patifio '**al estudiar las caracteristicas fisicas de la

leche bubalina de distintas razas en el continente americano, para lo cual registré
valores de pH entre los 6,66 y 6,75. De igual manera Granados et al ***reporté pH

2! NADER Filho, A; SCHOKEN lturrino, R .; Rossi Junior, O. D.; Eca, F .A .D. 1. Caracteristicas
fisico-quimicas de la leche de bovino, leche de bifala y producto de la mezcla de leche de ambas
especies. Veterinaria ARS. Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias. Jaboticabal

SP. Brasil. 1986. UNESP. 2 (1): 95 -106.

22 pATINO, Exequiel Marfa. Produccién y calidad de la leche bubalina. Revista tecnolégica en
marcha de Costa Rica, 2011. Vol. 24 Num. 5. p.25. Recuperado a partir de
https://revistas.tec.ac.cr/index.php/tec_marcha/article/view/163 citado por Revista RumiNews.
Nutricion y Alimentacion. Leche de Bifala: produccién, composicion y valores nutricionales IlI.
RumiNews [en linea] 29 Enero de 2020. Disponible en internet https://rumiantes.com/leche-bufala-
Produccion-composicion-nutricionales-ii/

%% |bid.p.5.

2 GRANADOS, C., MEZA, L., PABA, R., ACEVEDO, D., Elaboracién de Queso de Capa a partir
de Leche de Bufala del Municipio Carmen de Bolivar (Colombia). Informaciéon Tecnoldgica, ISNN:
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de 6,65+0,01 para leche de bufala procedente del Carmen de Bolivar (Colombia).
Con respecto al registro de Ph experimental para esta investigacién fue de 5,9, 6,3
y 6,4 para la muestra de suero en las tres ocasiones, los cuales se asemejan a los
expuestos por Hurtado et al “el Ph de la leche de Bufala debe estar comprendido
entre 6.25 — 7y 6.30 — 6.85"%

En tercer lugar frente a el parametro de acidez titulable de la muestra de suero
inicial cuyos datos experimentales fueron calculados teniendo en cuenta el
volumen de hidroxido de sodio gastados, la normalidad de la solucién, como se
expresa en el Anexo A se arrojo como resultado valores correspondientes a 1,33-
1,22-1,25 g/L. Teniendo en cuenta el periodo de lactancia como lo afirma Amiot,
“se disminuye la produccion lactea que a su vez genera incremento en la
concentracion de sélidos totales, lo cual implica que se concentren las proteinas y
con éstas la acidez” *%°.

Otro aspecto al cual se atribuye los altos valores para la acidez, obedece a las
temperaturas que el lugar de estudio mantenga constantemente (en el caso del
municipio de Villavicencio se presentan variaciones de temperatura entre 20 °C a
32 °C) pues estudios de Patifio han determinado que “los mayores valores de
temperatura del ambiente, favorece condiciones sanitarias no deseables, al
incrementarse la carga bacteriana de la leche mas rapidamente, aiin mas, si no se

cumplen adecuadamente las condiciones de higiene durante el ordefio”. **’

5.1.1 Método de Biuret para cuantificacion de proteinas. A continuacion,
siguiendo la norma AOAC 1999 se realizan lecturas en el espectrofotometro con
sus respectivas concentraciones de albumina de suero de budfala: (0,0ml de SLN y
1ml de agua); (0,2ml de SLN y 0,8 ml de agua); (0,4ml de SLN y 0,6 ml de agua);
(0,6 ml de SLN y 0,4 ml de agua); (0,8ml de SLN y 0,2 ml de agua) y (1ml de SLN
y 0,0 ml de agua) respectivamente. Se realizé una curva con los datos obtenidos y
se ejecutd una regresion lineal siguiendo la ley de Lamber-Beer la cual se muestra
en la gréfica contenida en la llustracion 41.

llustracion 41 Concentraciones de albumina de suero de leche de Bufala con
respecto a la absorbancia

0718-0764 (en linea) 25 (6), (2014). https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=s
ci_arttext&pid=S0718- 07642014000600006 Acceso: 01 de mayo de 2018.

125 HURTADO-Lugo,N; CERON-MUNOZ, M; LOPERA, M. BERNAL, A. y CIFUENTES T.
Determinacion de parametros fisico-quimicos de leche bufalina en un sistema de produccion
organica. 2005. [Documento en linea]. https://www.ecured.cu/Leche_de_B%C3%BAfala

126° AMIOT, J. Ciencia y tecnologia de la leche: principios y aplicaciones. Zaragoza (Espafia):
Acribia. 1991. p.47-55-568

2T pATINO, E., Factores gue afectan las propiedades fisicas y la composicion quimica de la leche
de bufalas (Bubalus bubalis) en Corrientes, Argentina. Revista veterinaria. ISSN: 1668—-4834 (en
linea) 15: 1, 21-25, 2004. Disponible en: http://www.vet.unne.edu.ar Acceso: 22 de mayo de 2018
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Cuantificacion proteinas Biuret suero de leche Bufala
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Fuente: Los autores.

Tabla 6 Concentraciones de albumina de suero de leche Bufala con respecto a la

absorbancia

Concentracion
(ml)

Absorbancia nm

o

0

0,2

0,136

0,4

0,252

0,6

0,319

0,8

0,476

1

0,558

Fuente: Los autores.

La absorbancia obtenida en la lectura de la muestra de suero lacteo es de 1.399
utilizando la ecuacion encontrada en la regresién lineal donde y es absorbancia y x
es concentracién por lo tanto se despeja la concentracibn y estd dada en

molaridad
(mol/L):

y = 0,1108x —0,0975

_y—0,0975
00,1108

_1.399 - 10,0975

X =

0,1108
x = 0,000416
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La intensidad de coloracion es directamente proporcional a la cantidad de
proteinas (enlaces peptidicos) siendo el suero un medio concentrado de estas, se
determina que la concentracion de las proteinas fue de 0,000416 mol/L de
albumina, siendo estas mucho mayor a las dadas por la albumina del suero
bovino, el cual esta por 22%p/v; para la realizacion del patron se requiere en 10
mg/ml el peso molecular de la albumina, esta es de 67000 g/mol haciendo uso de
esto se encuentra que la cantidad de gramos de albumina en el suero lacteo es de
27,9089 g/L.

Conforme a la cuantificaciébn de proteinas justamente, Ahmad denota que “las
caseinas en la leche de Bdufala representan la mayor parte de las proteinas
existentes en la leche (80%) y se encuentran en forma micelar mayoritariamente; y
solo un (5%) en forma soluble. Las principales caseinas encontradas se
denominan aS1-caseina, aS2-caseina, p-caseina y K-caseina. Las proteinas del
suero conforman el 20% restante. Las propiedades de las proteinas del
lactosuero en la leche de Bufala se asemejan mucho a las caracteristicas de la
leche de vaca, cuya diferencia reside en la mayor concentracion de
inmunoglobulinas en la leche de Bufala y de Lactoferritina”*?®

5.1.2 Resultados prueba de Fehling. Considerando que la fermentacién tardé
entre 24 y 96 horas, se culmin6 cuando todo el azucar fue consumido, con el fin de
facilitar la purificacion. Para la determinacion de porcentaje de azUcares
reductores o0 sustrato consumido a través de los intervalos de tiempo de
fermentacion se utilizé la ecuacién enunciada en el Anexo C (calculando el factor
de Fehling) para las muestras de suero y sus réplicas; cuyos valores son
expresados en la llustraciéon 42, por consiguiente, indicandose lo siguiente:

El Suero Desproteinizado tiene mayor % de AzlUcares Reductores M1
El suero Sin desproteinizar tienen menor % AzUcares Reductores M2

llustracién 42. Porcentaje de azucares reductores de M1 (Suero desproteinizado)
y M2 (Suero sin desproteinizar)

HORA ml M2 ml M2 ml M1 ml M1

12 12.3 13.6 13.5

14.2 14.5 21.2 21

28 AHMAD, S.F. Composicién y caracteristicas fisico-quimicas de la leche de Bufala. Faisalabad-

Pakistan.2013. Citado por GAITAN, M.A. Estudio de una linea de elaboracion de queso mozzarella
ecoldgico a partir de leche de Bufala y de vaca. Trabajo de grado en tecnologia de industrias
agrarias y alimentarias. Universidad politécnica de Madrid. 2019. p.17.Disponible en:
https://oa.upm.es/56979/1/TFG_MATIAS_ALEJANDRO_GAITAN_MORENO.pdf
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20 20.3 27.5 27.9

‘ 29.3 29.2 34 34.2

29.5 294 35.7 35.8

“La lactosa es un disacarido compuesto por D-glucosa y D-galactosa que puede
ser hidrolizado a través de la enzima lactasa o por medio de bacterias lacticas
homo-fermentativas que producen solamente acido lactico; u hetero-fermentativas
que producen acido lactico, acético, etanol y CO,- *°El calor afecta a la lactosa,
en este caso la temperatura de fermentacion dada a 42°C por 96 horas. Sin
embargo, en la aplicacion de queserias se utiliza la lactosa para favorecer la
descomposicion de la misma (lactosa) a través de microorganismos y de esta
manera los azucares son utilizados mas rapidamente reduciendo el periodo de
maduracion.

Fuente: Los autores

5.2 FERMENTACION Y CONTEO MICROBIANO

5.2.1 Registro de parametros de acidez titulable y PH. Durante la fermentacién
se realizo el registro de acidez titulable al inicio y después de la fermentacion para
ambos tipos de suero y su respectiva réplica como lo indica la llustracion 43,
encontrdndose que desde el tiempo preliminar el valor de acidez oscilaba entre 2,7
y 2,88 g/L para el tipo de suero desproteinizado, y posteriormente el valor de
acidez titulable aumenté progresivamente en los valores de 10,7 y 11,03 g/L
respectivamente. Sin embargo, los resultados arrojados por la muestra 2 y su
réplica correspondiendo al suero sin desproteinizar; el valor de acidez al principio
de la fermentacion fue un valor alto: 6,03 y 4,23 g/L; mientras que una vez
terminada el proceso de fermentacion este valor se elevo considerablemente
hasta 13,01 y 12,85 g/L respectivamente. En relacibn con las caracteristicas
fisico-quimicas, particularmente el parametro de acidez titulable Patifio considera
que “la elevada acidez titulable que posee la leche bufalina en comparacion con la
bovina, se debe a que la primera posee mayor cantidad de caseina , por lo tanto
los pardmetros considerados normales para la leche bovina (13 ° a 18 ° Dornic),
no deberian ser empleados para medir la acidez normal de la leche bufalina.**.
“La caseina en la leche bufalina existe principalmente en forma micelar, y esta
demostrado que las micelas tienen mayor tamafio que las de la leche bovina, son

129 GAITAN.Op.Cit.,p.19.

130 pATTINO, Exequiel Maria. Bufalos en Argentina. Universidad Nacional del Nordeste, Corrientes,
Argentina.  Infocampo [en linea] 23 de Octubre de 2018. Disponible en
https://www.infocampo.com.ar/las-caracteristicas-de-la-leche-de-bufala-y-sus-diferencias-con-la-
bovina/
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mMAas opacas, contienen menos nitrégeno, menos acido sialico, y mas calcio y
fosforo.”3!

Considerando que no se encuentran vastos estudios sobre el suero de leche de
bdfala se menciona que la acidez titulable para la leche de bufala corresponde a
un parametro con mayor variabilidad cuyo rango es de (15,7- 22,3° Dornic + 2.96),
lo cual se debe segun Brifiez a “las diferentes etapas de lactaciéon con bufalas
Mestizas, de razas Murrah con Mediterraneo, Mehsana y Nili-Ravi que afectan la
acidez titulable incrementandola a medida que avanza el ciclo productivo.” **2. En
esta investigacion el resultado de acidez titulable fue bajo como lo constata el
apartado anterior (13,01 y 12,85 g/L para el suero sin desproteinizary 10,7 y 11,03
g/L para el suero desproteinizado) teniendo en cuenta que es un sobproducto de
la elaboracion de queso de Bufala y que justamente la leche de bufala es
notablemente diferente en cuanto a composicidon con respecto a la leche de
vaca, lo que ha planteado varios problemas tecnolégicos a la hora de elaborar
derivados lacteos; pues como asegura Patifio “La formacion del sabor y del aroma
es menos pronunciado en los productos elaborados con leche de bufala, que en
los productos a base de leche de vaca. Esto se debe a la hidrélisis durante la
maduracion de estos derivados, en la leche de bufala es mas lento, tanto
en actividad lipolitica como proteolitica (responsables del sabor y del aroma).”**

llustracion 43 Prueba de acidez titulable al inicio y final de fermentacion para
muestras M1 (Suero desproteinizado) y su réplica, M2 (Suero sin desproteinizar) y
su réplica.

Prueba acidez inicio-final fermentacién
14 13,01 12,85
12 10,7 11,03

10
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Acidez titulable g/L

iy
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m Acidez Titulable (g/1) INICIAL Acidez Titulable {g/1) FINAL

Fuente: Los autores

31 pATINO, Exequiel Maria. Produccion y calidad de la leche bubalina. Revista tecnolégica en

marcha de Costa Rica, 2011. Vol. 24 Nudm. 5. p.25. Recuperado a partir de
https://revistas.tec.ac.cr/index.php/tec_marcha/article/view/163

132 BRINEZ, W. Caracteristicas Microbiologicas de la Leche de Bufala. Municipio Mara. Estado
Zulia. Venezuela. | Simposium Internacional de Bufalos. Maracaibo. Venezuela.2000. p.31-45.

%3 pATINO. Op.Cit., p.25.
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De forma simultanea, se tomd la lectura de pH al inicio y después de la
fermentacién para ambos tipos de suero y su respectiva réplica como lo indica la
llustracion 44.

En este caso la fermentacion se realizo por via homofermentativa, segun Jimenez
“el rendimiento del proceso es mayor, hasta alcanzar un 90% en el caso de utilizar
glucosa como sustrato, y aumenta la selectividad respecto de los subproductos”
asi como el uso de “las bacterias: Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
delbrueickii, Lactobacillus casei, Lactobacillus leichmanii y aquellas de los géneros
Pediococcus y Streptococcus™®*. Desde el tiempo preliminar el valor de pH se
encontraba en 6,35 y 6,27 para el tipo de suero desproteinizado (M1), y
posteriormente dicho valor descendi6é a 3,5y 4,1. Por otro lado, para el suero sin
desproteinizar (M2), los valores de PH fueron altos al principio: 6,1 y 6,2 para la
muestra y su réplica y disminuyo tras cuatro dias de fermentacion a un valor de
3,8 y 4,2 respectivamente. Considerando lo anterior, Hofvendahl y Hhan-Hagerdal
constatan que “altas o iguales concentraciones de &cido lactico se consiguen
ademas manteniendo constante el pH durante la fermentacién. La temperatura de
fermentacién también tiene influencia en la produccion de acido lactico, la
temperatura que da la mas alta productividad es en algunos casos inferior a la
temperatura que da la mas alta concentracibn y rendimiento en &cido
lactico.”***.Lo anterior se puede complementar con lo que sugiere Gaitan ‘“la
presencia de acido lactico en la leche, bien por adiciobn o como consecuencia de
una fermentacion lactica produce un descenso de pH. Si es progresiva dicha
disminucién provoca que el calcio y fésforo micelar aumenten su solubilidad
abandonando la micela y formando parte de la fase hidrica, cuyo resultado es una
micela desmineralizada de menor tamario y menos estable.”**

De forma conjunta cabe mencionar como lo menciona Gaitan'®’ las bacterias
lacticas son Gram positivas, acido tolerantes en rangos de pH entre 4,8 y 9,6
permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
aguantarian la actividad producida por los acidos organicos, ya que son
organismos que no forman esporas, son inmadviles con bajo contenido en guanina
y citosina. Estos se encuentran en productos lacteos en descomposicion
produciendo acido lactico como producto metabdlico final de la fermentacion de
carbohidratos. De acuerdo con lo anterior al tomar registro de pH al inicio y final de
fermentacién como lo muestra la llustracion 44, se evidencia experimentalmente
qgue dichos valores descienden a medida que trascurre el tiempo de fermentacién

13 A. JIMENEZ et al., Poly(lactic acid) Science and Technology. The Royal Society of Chemistry,
2015 (A. Jiménez et al.)

%* HOFVENDAHL, K y HAGERDAL, H. Factors affecting the fermentative lactic acid production
from renewable resources. Enzyme and Microbial Technology. 2000. p.26, 87-107. Citado por:
SERNA-COCK, L.*; RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Produccién biotecnolégica de acido lactico:
estado del arte. Departamento de Ingenieria de Alimentos, Facultad de Ingenieria, Universidad del
Valle, Cali, Colombia. 2005.p.54-65, DOI 10.1080/11358120509487672

% GAITAN.Op.Cit.,p.34.

7 Ibid.p.39.
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(particularmente de 6,35 a 35 y 6,27 a 4,1 para la muestra de suero
desproteinizado y 6,1 a 3,8 y 6,2 a 4,2 para la muestra de suero sin desproteinizar;
ya que se da por finalizado dicho tiempo de fermentacion cuando las bacterias
acido lacticas hayan producido tal cantidad de acido lactico que permita un
descenso del pH. Siendo asi que las condiciones de acidez ideales parten desde
los 6,1 de pH, de acuerdo con G. N. Giaroli Y A. A. Maggioni “las condiciones del
proceso son un medio acido cercano a 6, una temperatura alrededor de 40 °C y
una concentracién baja en oxigeno”*.

llustracién 44 Prueba de inicio y final del pH de la fermentacion

Medida pH inicio-final fermentacidn

r 6,35 6,27 6.1 6.2

1

5 4,2

3 a5 41 3.8

3

2

1

o

MUESTRA 1 MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 2
Muestras suero
PHIMICIAL PH FIM AL

Fuente: Los autores

Segun M, Pelczar et al, “bajo condiciones de oxigeno reducido y exceso de
glucosa, las BAL homolacticas catabolizan una mol de glucosa en dos moles de
piruvato mediante la via de Embden- Meyerhof”.**® Durante la fermentacion, se
empleé el método de diluciones para cuantificar el crecimiento microbiano
respecto a las horas en las que se desarroll6 la fermentacién, teniendo en cuenta
la simbiosis que existe entre los microorganismos usados en el laboratorio. Ambos
tipos de suero M1 suero desproteinizado y M2 suero sin desproteinizar fueron
representados en la Tabla 7, donde se muestra los resultados de las diluciones
por conteo en placa cada 24 hrs. Segun estudios hallados por Peralta Michelle y
Palma Kevin afio 2014, es de 7750000 UFC/mI este valor fue obtenido a las 48
horas y realizado por el microorganismo Lactobacillus delbrueckii, a comparacién
con lo obtenido en el presente proyecto se puede observar que el valor a ese
tiempo es menor realizando un promedio de los dos tipos de sustrato, como lo
indica la Tabla 8, esto puede darse puesto que las dos bacterias se tardan en
adaptarse al medio. (Pelczar, Reid, K. Chan, & 952)

Tabla 7 Resultados de conteo microbiano
SUERO SUERO SIN
DESPROTEINIZADO DESPROTEINIZAR

%8 (G. N. GIAROLI Y A. A. MAGGIONI)
%9 M. Pelczar;L. Reid;K. Chan, Microbiology, United States of America 1977; p 952
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UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
HORA M1 M1 M3 M3
0 2700 3100 7900 8700
24 10060 10900 18800 246000
48 589000 639000 1399000 | 1485000
72 15870000 | 16600000 | 17900000 | 19550000
96 15700000 | 16800000 | 17970000 | 19800000

Fuente: Los autores.

Tabla 8 Promedio del conteo microbiano

0 2900 8300
24 10480 132400
48 614000 1442000
72 16235000 | 18725000
96 16250000 | 18885000

Fuente: Los autores.

En la llustracién 45 se puede observar la tendencia en las dos curvas donde es
similar, pero una es de mayor crecimiento que la otra, para este caso la
fermentacion realizada del suero sin desproteinizar tiene un mayor crecimiento en
biomasa con respecto al desproteinizado esto puede estar influenciado a la
presencia de proteinas del suero, las cuales brindan una fuente de nitrégeno
necesario como nutriente para el crecimiento microbiano. De igual forma se puede
evidenciar en la siguiente llustraciébn un periodo de latencia en el crecimiento
microbiano durante la fermentacion.

llustracion 45 Conteo microbiano durante la fermentacion

Promedio del crecimiento microbiano

20000000
:c_' 15000000
E 10000000
= 5000000
0 PN
0 24 48

Horas fermentacion

72 96

=0—UFC/ ml M1 UFC/ml M3

Fuente: Los autores
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Las ilustraciones demuestran que en el suero sin tratamiento de desnaturalizaciéon
se comporta de forma interesante, segun Jakymec Miguel, Moran Héctor y
colaboradores “se obtiene una mayor concentracion de producto al realizar la
fermentacién con suero desproteinizado y suplementado”'“’; también el hecho de
eliminar las proteinas al comenzar la fermentacion evita que al finalizar el proceso
hallan dificultades en la eliminacion de proteinas no reaccionantes como sucedio
en este caso que no se eliminaron sino hasta la fase de extraccion, la cual es
recomendable hacerla con un medio lo mas clarificado posible para tener menos
sustancias involucradas en esta fase y solo tener a groso modo agua y acido

lactico.

Los productos de las fermentaciones dependen de la fase de crecimiento en que
se encuentren los microorganismos (T. D. Brock, United States of America, & p)**,
las BAL producen acido lactico en la fase exponencial de su crecimiento (Bozoglu,
B. Ray, & Vol. 98)* tal como se observa en las 48-72 hrs del crecimiento
bacteriano.

5.3 SEPARACION Y POLIMERIZACION DEL ACIDO POLILACTICO

5.3.1 Separacién y Concentracién &cido lactico tras fermentacion.Tras la
separacion se presentd una emulsibn en el embudo de decantacién en la
extraccion liquido-liquido, ya que como indica Steinkraus™*®, la muestra al poseer
proteinas no reaccionantes del suero sin desproteinizar, al resultado de obtener
agua y éter di etilico, por tanto, se mostraron algunas perdidas de material de
estudio pues en la fase de separacibn se observa algunas particulas
sobrenadantes.

Después de finalizar la extraccion se llevé a cabo la concentracién del &cido
lactico obtenido para eliminar el solvente por medio de la rota evaporadora,
obteniendo un volumen de &cido lactico de 1 ml. En la llustracion 46 se observa la
cantidad de acido lactico obtenido tras la fermentacidén de las muestras M1 (Suero
desproteinizado), M2 (Suero sin Desproteinizar) siendo esta la de mayor
concentracion en g/L.

“9JACKYMEC. Miguel, MORA. Hector, PAEZ. Gisela, FERRER. R. José, MARMOL. Zulay,
RAMONES. Eduardo.Cinética de la produccién de acido lactico por fermentacion sumergida con
lactosuero como sustrato. En:Revista Cientifica Revicylhuz Serbiluz. Maracaibo. Vol. 11, pag. 53-
59, N° 1. 2001, extraido
de:<http://produccioncientificaluz.org/index.php/cientifica/article/view/14751> articulo cientifico

LT D. Brock, Biology ofmicroorganisms, 3 ed.; United States of America, 1979; p 479

2 T. F. Bozoglu;B. Ray, Lactic acid bacteria: current advances in metabolism, genetics and
a flications., New York, 1996; Vol. 98, p 403.

L STEINKRAUS, Keith. Handbook of indigenous fermented foods,2nd ed. New York 1995. Marcel
Dekker. ISBN 9780824793524
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llustracién 46 Obtencién en g/L de acido lactico

Acido lactico

1,800

1,600 1,550 1,551 1,545 1,548 1,539 1,550
1,400

1,200 1,150 1,120 1,140 1,130 1,145 1,151

Acido lactico g/L

1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000
1 2 3 4 5

Repeticiones de muestras de suero

M g acido lactico M1 g acido lactico M2

Fuente: Los autores

Lo anteriormente escrito se relaciona con lo que sugiere Serna-cock, y Rodriguez-
de Stouvenel “la separacién, purificacion y preconcentracién del acido lactico
obtenido de los medios de fermentacion es dificil debido a la alta afinidad del &cido
por el agua y a su baja volatilidad. En la mayoria de los procesos, el acido lactico
es recuperado bajo la forma de lactato de calcio, y los tratamientos posteriores van
a depender de la pureza deseada e incluye extraccion con solventes o
esterificacion con metanol seguido por destilacién e hidrolisis”***

5.3.2 Polimerizacion (preparacion del diéster ciclico de acido lactico: lactida).
El &cido polilactico es obtenido mediante una polimerizacion del acido lactico por
el

método de apertura abierta del anillo (ROP), de acuerdo con la esterificacion del
diester del &cido lactico a partir de una reaccién con &cido sulfarico a 60% v/v para
la obtencién de la lactida, el suero sin desproteinizar arrojé una cantidad un poco
mas alto de lactida tras la esterificacion, con respecto al suero desproteinizado; tal
y como se evidencia en la llustracién 47.

llustracidon 47 Cantidad de lactida en las muestras M1 (Suero desproteinizado) y
M2 (Sin desproteinizar) tras reaccion con acido sulfurico 60%.

1% SERNA-COCK, L.*; RODRIGUEZ-DE STOUVENEL, A. Op. Cit., p.57.
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Lactida obtenida muestras suero
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Fuente: Los autores

Se observa que para las muestras M1 (suero desproteinizado) el porcentaje de
lactida recuperado es un 20% menor al producto solido de M2 (suero sin
desproteinizar), teniéndose en cuenta que la mejor disposicion para obtener la
lactida es haber contado con una mayor cantidad de &cido lactico recuperado tras
la fermentacion, esto se debe a la disposicion de proteinas presentes como lo es
en el caso de M2 (suero sin desproteinizar), dada la mayor cantidad de sustrato
usado por las bacterias homofermentativas para la conversion del suero en acido
lactico.

La (ROP) comprende tres etapas: poli condensacion, formacion de lactida y la
polimerizacién por apertura de anillo de la lactida. Las tres etapas presentan una
serie de problemas, ya sea debido a la naturaleza del acido lactico o como
resultado de las condiciones finales del proceso, este tipo de problemas cruciales
mencionados por (L. Avérous) son la “Racemizacion, Pureza de la lactida, Lactida
residual”**. El proceso consiste en eliminar agua bajo condiciones suaves sin la
presencia de solvente, para producir un dimero ciclico intermedio, lactida. Este
monomero es purificado en una destilacion a vacio. De forma conjunta, “los
diferentes porcentajes de los isémeros de lacturo formado dependen de los
isbmeros de &cido lactico alimentados, de la temperatura, de la naturaleza del
catalizador y del contenido de éste.”**°

5.3.3 Sintesis a acido polilactico. Luego de obtenida la lactida (de realizar la
reaccion de polimerizacion), se realizé la sintesis de este compuesto, es decir, el
procedimiento para obtener el polimero seco; empleando cloruro de estafio como
catalizador a 60°C, observando rapidamente el precipitado blanco caracteristico
en la muestra M2, sin embargo, en las réplicas de las muestras M1 (Suero

4% | Avérous, «Polylactic acid: synthesis, properties and applications», en Monomers, Oligomers,

Polymers and Composites from Renewable Resources, Elsevier, 2008, pp. 433-450.
“® MAGGIONI&GIAROLI.Op.Cit.,p.11.
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desproteinizado) se presentd una coloracion oscura (véase llustracion 38). De
esta manera se evidencio que el suero desproteinizado tuvo un mayor porcentaje
de muestra recuperada como lo presenta la llustracion 48.

llustracién 48 Cantidad de polimero filtrado y desecado en muestras M1 (Suero
desproteinizado) y M2 (Sin desproteinizar)

Resultado Rx polimerizacion

0,089 0,0891 0,0892 0,0893

0,076 0,0761 0,0762 0,0763

1 2 3 4q
Muestra suero y sus réplicas

g lactida m2 g lactida M1
Fuente: Los autores

En la sintesis descrita anteriormente, gracias al catalizador estafio, se elimina el
uso costoso y contaminante de disolventes. En este caso, la polimerizacion
realizada por el método ROP es pertinente realizarla en masa y fusion con bajos
niveles de catalizadores no téxicos. Se empleé de forma experimental cloruro de
estafio por su alta eficiencia catalitica, baja toxicidad, y capacidad de dar altos
pesos moleculares con baja racemizacion. EI mecanismo efectuado anteriormente
en la presente investigacion de acuerdo con Maggioni y Giaroli “se inicia a partir
de compuestos que contienen grupos hidroxilos, con agua y alcoholes, que estan
presentes en el lacturo alimentado. La coordinacion e insercion ocurri6 en dos
pasos: primero formando un complejo entre el monémero y el iniciador, seguido de
una reordenacion de los enlaces covalentes y a continuacién, el monémero se
inserta dentro del enlace oxigeno-metal del iniciador, su estructura ciclica es
abierta a través de la ruptura del enlace acilo-oxigeno.”**’.

“De igual forma, se ha encontrado que el rendimiento de polimerizacion y el efecto
de trasesterificacion se ven afectados por diferentes parametros como
temperatura, tiempo de polimerizacion, proporcion monomero/catalizador, y el tipo
de catalizador. La interaccion entre el tiempo y la temperatura es muy significativa
en términos de limitar las reacciones de degradacion que afectan el peso
molecular y la cinética de la reaccién, asi como la longitud de cadena esta

T MAGGIONI, A. &GIAROLI, G.Produccién de poliacidolactico por ROP en la provincia de Buenos
Aires. Estudio de prefactibilidad. Universidad Nacional de Cuyo. Facultad de Ciencias Aplicadas a
la Industria. San Rafael, Mendoza. 2015.p.34
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controlada por la cantidad de impurezas.” **8. Frente a lo anterior, el rendimiento
alcanzado de producto final PLA tras la polimerizacion, se obtuvo a través de las
siguientes ecuaciones de rendimiento, M1(Suero desproteinizado), M2 (Suero sin
desproteinizar). La muestra M2 tiene un rendimiento de 18,5% de producto del
polimero secado, siendo este el de mayor rendimiento en comparacion con el
rendimiento del suero desproteinizado M1 de 15,83%.

o g producto
%Rendimiento = - x 100
g reactivo X 0.8
o 0,0892 gr
%Rendimiento M1 = 06g1"—X08 X 100 = 18,58%

%Rendimiento M2 = —=° - X 100=15,83%

0,6 grx0

Esta variacién de los componentes es un factor importante en la produccién de
quesos y en su rendimiento, como lo afirma Gaitan “la leche de Bufala presenta
mayor cantidad de grasa (siendo los glébulos de grasa también mayores) asi
como la cantidad de proteinas, (caseinas) por lo que presenta un rendimiento
guesero mayor en donde se necesitan aproximadamente 5,5 litros de leche para
elaborar 1 kg de queso de Bufala, mientras que en la vaca son necesarios entre 8-
10 litros de leche. Sin embargo, la produccibn de leche Bufalina es
considerablemente menor, con una escasa oferta de materia prima y por ende un
precio alto en el litro de leche”. **° .No obstante, frente a esto cabe destacar como
sugiere Patifio’® gracias al elevado contenido de calcio en la leche de
bdfala, provoca que su estabilidad a temperatura ambiente prolongada sea
inferior, y por ende la tension de la cuajada sea mayor y la coagulacién del cuajo
sea mas lenta en comparacion con la leche de vaca.

5.3.4 Espectroscopia Infrarroja. (FTIR). Para determinar la existencia de acido
lactico se realiz6 la prueba de espectroscopia infrarroja (FTIR), donde se
determinan los grupos funcionales de la muestra, pero antes de esto se hizo pasar
una muestra de acido lactico comercial de grado analitico para tener un punto de
comparacion.

Los enlaces entre atomos no son rigidos sino se comportan como resortes,
Barraza-Garza et al 2013, afirma “la espectrofotometria infrarroja es una técnica
que permite obtener informacion estructural de la materia”, dado que los grupos
funcionales por los que estd compuesta vibran como bandas es posible observar
el comportamiento del espectro para identificar las moléculas.

*® Ibid.p.35.
*4° GAITAN. Op.Cit.,p.20.
9 pATINO.Op.Cit.,p.25.
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Dado que se expresa a partir de los movimientos de vibracién de las moléculas
con frecuencia estas son muy especificas, por lo cual al compararse con
intensidades relativamente similares al espectro de la sustancia de referencia es
posible conocer el compuesto de estudio. De acuerdo con lo anteriormente
mencionado se describe en la Tabla 9 los diferentes grupos funcionales a
identificar en las lecturas de los espectros de las muestras.

Tabla 9 Lectura de grupos funcionales con respecto a las longitudes de onda.

GRUPO Longitud
de onda
1l/cm

O-H (Acido) 4500-2500

C-H 3000-2500

C= O (grupo 1800-1650
carboxilo)

C-C; C-O 1500-650

Fuente: : Echeverry, J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de
Ingenierias,2016,Bogota™™".

Elaboracion: los autores

A continuacioén, se realizan las comparaciones de los enlaces presentes en el
FTIR del &cido lactico y del polimero sintetizado por medio de las reacciones
efectuadas de polimerizacién y sintesis por medio de apertura del anillo ROP,
identificando el enlace éster del PLA presente en el &cido. En primer lugar, las
ilustraciones 49 y 50 que aparentemente en el espectro al ser observado; no
muestran un comportamiento de ondas electromagnéticas similar al PLA comercial
(llustracion 53), esto a su vez puede afectar el rendimiento del peso molecular en
ambas muestras tanto en M1 (suero desproteinizado) como en M2 (suero sin
desproteinizar), y las trazas de la presencia de lactida en el producto final y la
cantidad de esta causara un impacto negativo en las propiedades y el procesado
del polimero. Es por ello que el uso de catalizadores estereo-especificos puede
llevar a la produccion de PLA de mayor cristalinidad.

llustracion 49 Espectro infrarrojo de muestra M1 (suero desproteinizado).

151 Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de

queseria a nivel laboratorio”, Fundacion Universidad De América de la Facultad de
Ingenierias,2016,Bogota.
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llustracion 50 Espectro infrarrojo de la réplica M1 (suero desproteinizado).

Sample ID:M2 Suero desproteinizado
Sample Scans:4
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Del estudio realizado se observan vibraciones especificas en forma de picos a
través del grafico observado en la llustracion 51 la cual tiene una similitud con
respecto al PLA comercial (llustracion 53) sin embargo, cabe resaltar que el 4cido
poli lactico es purificado (llustracion 54), mientras que el experimental no, por
tanto, se observan algunas anomalias en los datos, pues pequefas trazas de
otros compuestos pueden alterar la composicion quimica de la materia. En general
este cambio se manifiesta como un cambio de su estado electronico vibracional,
por lo cual su espectro de adsorcidn/emision constituye una “huella” que lo

identifica.
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llustraciéon 51 Espectro infrarrojo de muestra M2 (suero sin desproteinizar).
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llustracién 52 Espectro infrarrojo de la réplica M2 (suero sin desproteinizar).
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Por tanto, se analiza que segun la hipédtesis alternativa de la investigacion es
verdadera, pues se identifica un pico de cambio, en la rotacion molecular de los
atomos del material experimental muy similar al PLA comercial (llustracion 53)
comparado, tal como se observa en la llustracion 51, ademas de reconocer que el
suero sin tratamiento térmico (desnaturalizacion de proteinas) presenta una curva
mucho mas similar en el espectro observado en la longitud de onda 1750 a 1500

(cm-1).
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En este caso es posible determinar que probablemente el cambio del
comportamiento de las ondas para la descripcion del elemento dependen de
manera crucial en las condiciones en que la lactida fue recuperada y sintetizada,
segun (L. Avérous) “la lactida puede contener impurezas como acidos u
oligémeros formados durante la despolimerizacién o purificacion”2.

llustracion 53 PLA de acido lactico comercial
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Fuente: Echeverry,J,et al, “Evaluacién de la sintesis de acido polilactico proveniente del suero de
queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de
Ingenierias,2016,Bogota’>®

El espectro de acido lactico producido por el suero con proteinas (llustracion 54)
tiene similitud con el acido lactico comercial (identificado en la ilustracion 53),
aunque se evidencia mayores picos con respecto al espectro de la longitud de
onda de la muestra de comparacion, esto podria presentarse a las trazas de éter
en la muestra. Mientras tanto la muestra del suero sin desproteinizar muestra
menores bandas en el espectro de onda y esto puede ser posible dado a la
presencia de &cido lactico después de la etapa de fermentacién y extraccion
descritas.

llustracién 54 PLA de &cido lactico producido y purificado

%2 . AVEROUS, «Polylactic acid: synthesis, properties and applications», en Monomers,
Oligomers, Polymers and Composites from Renewable Resources, Elsevier, 2008, pp. 433-450.

%% Fuente: Echeverry, J, et al, “Evaluacion de la sintesis de &cido polilactico proveniente del suero
de queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De Ameérica de la Facultad de
Ingenierias,2016, Bogota
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Ingenierias,2016,Bogota*>*

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Como parte de la investigacion inicial, se credé una grafica de probabilidad para
verificar la normalidad y para evaluar la distribucién. Los puntos en la siguiente
grafica de probabilidad normal siguen la linea ajustada adecuadamente, es decir
que la distribucidbn normal parece ajustarse adecuadamente a los datos. Para
determinar si los datos siguen la distribucion, se compara el valor p con el nivel de
significancia. En estos resultados, la hip6tesis nula indica que los datos siguen una
distribucion normal. Debido a que el valor p es 0.464, que es mayor que el nivel de
significancia de 0.05, por consiguiente, se toma la decision de no rechazar la
hipétesis nula, sin embargo, no se tiene suficiente evidencia para concluir que los
datos no siguen la distribucion.

Para conocer el nivel de significancia de los datos obtenidos experimentalmente
se procede a realizar un analisis estadistico de un Anova de un solo factor que
permitid probar la igualdad de las medias obtenidas del suero desproteinizado y
sin desproteinizar, asi como la prueba de Tukey para comprobar cuales medias
son diferentes.

Se obtuvo un valor p >0,05 para la prueba de igualdad de varianza por lo cual se
agrega que la hipotesis nula es afirmativa pues se dice que todas las medias son
iguales, sin embargo para ahondar sobre la informacion recolectada se aplica la
prueba de Tukey la cual en la tabla de informacion de agrupacion, resalta si las

> Fuente: Echeverry, J, et al, “Evaluacion de la sintesis de &cido polilactico proveniente del suero

de queseria a nivel laboratorio”, Fundacién Universidad De América de la Facultad de
Ingenierias,2016, Bogota
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comparaciones son significativas o0 no, pues se trataron dos tipos de suero
inicialmente para observar su comportamiento y que tan cercano llegaban a
compararse con el PLA comercial a nivel molecular.

5.4.1 Prueba de igualdad de varianzas: g acido lactico M1; g acido lactico M2

Método
Hipotesis nula Todas las varianzas son iguales
Hipotesis alterna Por lo menos una varianza es diferente

Nivel de significancia o = 0,05

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estandar

Muestra N Desv.Est. IC

g acido lacticoM1 6 0,0121929 (0,0041986; 0,0565247)

g acido lacticoM2 6 0,0045350 (0,0009036; 0,0363357)
Nivel de confianza individual = 97,5%

Pruebas

Estadistica
Método de prueba Valor p
Comparaciones multiples 2,16 0,141
Levene 3,32 0,098

5.4.2 Anova de un solo factor: g acido lactico M1; g acido lactico M2

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a = 0,05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

Factor 2 g acido lactico M1; g acido lactico M2
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Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 0,498984 0,498984 5897,00 0,000
Error 10 0,000846 0,000085

Total 11 0,499830

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0,0091987 99,83% 99,81% 99,76%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

g &cido lactico M1 6 1,13933 0,01219 (1,13097;1,14770)

g &cido lactico M2 6 154717 0,00454  (1,53880; 1,55553)
Desv.Est. agrupada = 0,00919873

5.4.3 Comparaciones en parejas utilizando el método de Tukey y una

confianza de 95%

Factor N Media Agrupacion
g &cido lacticoM2 6 1,54717 A
g acido lacticoM1 6 1,13933 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

5.4.4 Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferenci
a EE de Valor p
de las diferenci Valor ajustad
Diferencia de niveles medias a IC de 95% T o]
g acido lact - g acido 0,40783 0,00531 (0,39600; 76,79 0,000
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lact 0,41967)
Nivel de confianza individual = 95,00%

Al analizar el intervalo de confianza del 95% de Tukey para determinar los rangos
de probabilidades se determina que el valor de p corresponde a (p<0) por tanto la
hipotesis alternativa que hace referencia a la diferencia de las medias se hace
visible pues el suero desproteinizado obtiene 1,13933 g de &cido lactico mientras
qgue para el suero sin desproteinizar 1,54717 g de acido lactico, de esta forma se
tiene en cuenta que existe diferencia significativa segun el modelo estadistico. Es
decir, que a través de la Prueba de Tukey se indica de forma estadistica la
evidencia de que todas las medias de los niveles de factores fueron diferentes
(valor de discrepancia de 0,40783) en donde las medias que no comparten una
letra son significativamente diferentes, esto es (M2, corresponde la designacién de
la letra A suero sin desproteinizar, con media de 1,54717) y (M1, corresponde la
designacion de la letra B suero desproteinizado con media de 1,13933). La
exactitud de esta prueba radica en que el nUmero de repeticiones sea constante
en todos los tratamientos y mencionado anteriormente tenga un intervalo de
confianza de 95%.

6. CONCLUSIONES

El acido lactico es un producto quimico que puede obtenerse de materias primas
renovables como lo es el caso de la industria de lacteos, donde el suero es un
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subproducto poco industrializado y su empleo para la fabricacion de polimeros
biodegradables (PLA) esta teniendo mucho auge, estos se degradan y contribuyen
a la disminucion de la contaminacion dada su capacidad para ser reabsorbidos por
el organismo, siendo apropiados para mudltiples usos. Con base al estudio
experimental el suero y/o la leche bufalina presentd elevada acidez; al someterse
a la fermentacién se obtuvieron valores promedio de 10,86 g/L para el suero
desproteinizado y 12,93 g/L para el suero sin desproteinizar) debido
principalmente a su contenido alto de caseina. Paralelo, se determina que la
concentracion de las proteinas fue de 0,000416 mol/L de albumina, siendo estas
mucho mayor a las dadas por la albumina del suero bovino, el cual esta por
22%plv (preferiblemente atractivo para la industria de bioplasticos pues el medio
inicial para desencadenar la fermentacion que posteriormente dara como resultado
el acido lactico promotor de las reacciones de conversion de lactida a acido
polilactico). Se evidencié que inicialmente el pH de la muestra de suero inicial (sin
tratamiento térmico) en promedio fue de 6,2 pero tras terminar la fermentacion
éste valor disminuyd, cuyo promedio fue de 3,8 para el suero desproteinizado y
4,0 para el suero sin desproteinizar debido a la presencia de &cido lactico en el
suero, como efecto de la fermentacion lactica. La cantidad de lactosa presentada
tras la fermentacion (hora 96) en el suero desproteinizado tuvo un incremento a
(35,8%) en relacién con el porcentaje para el suero sin desproteinizar (29,4%),
incidiendo la temperatura de fermentacion.

De los datos obtenidos de las caracteristicas fisico-quimicas de la muestra del
suero de leche de Bufala, se presentan una serie de condiciones de mejor
adaptacion para el sustrato de bacterias homofermentativas, dado que estas
requieren de medios acidos (con pH reducido y controlado), medios ricos en
proteina y menos grasa, temperatura de fermentacion altas y constantes, pues se
difiere en la produccion de acido lactico y en la eficacia del proceso biotecnolégico.
Por otro lado, la leche de Bufala presenta mayor densidad, acidez titulable, que la
leche de ganado bovino, pero valores semejantes de pH dentro de su estado.

De acuerdo a la prueba de conteo microbiano durante la fermentacion, se observa
la tendencia en las dos curvas es similar, pero una es de mayor crecimiento que la
otra; para este caso, la fermentacion realizada del suero sin desproteinizar tiene
un mayor crecimiento en biomasa con respecto al desproteinizado, esto puede
estar influenciado a la presencia de proteinas del suero, las cuales brindan una
fuente de nitrdgeno necesario como nutriente para el crecimiento microbiano.
Segun el analisis del disefio experimental se determina que la hipotesis nula es
verdadera pues propone que todas las medias son iguales, destacando que el
suero sin desproteinizar representa una mayor cantidad (1,547 g/l) de &acido lactico
esencial para lograr la polimerizacion de la reaccion de PLA.
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De acuerdo a los espectrogramas, se determina la presencia del polimero ya que
contiene el pico representativo de la cristalinidad y contiene los grupos funcionales
correspondientes respectivamente, demostrando la obtencion del acido polilactico.

A nivel estadistico se present6 poca dispersion de los datos, y por ello se tomé la
decision de no rechazar la hipotesis nula no obstante, se aplicdé la prueba de
Tukey que indic6 que la hipétesis alterna era vélida; por tanto, se concluye que el
% de rendimiento en el suero sin desproteinizar M2 (18,5%) es superior con
respecto al porcentaje de rendimiento del suero desproteinizado de M1 (15,83%).
Esto probablemente sea debido a que en este caso el pretratamiento de la
desnaturalizacion de proteinas no hace estadisticamente un cambio total en la
obtencion y rendimiento del PLA experimental, sin embargo, se hace alusion a que
la presencia de proteinas esta directamente relacionada a un mayor sustrato del
medio propicio para la producciéon de mas gramos de acido lactico, siendo este el
primer componente para la produccion del &cido polilactico.

Se concluye que el suero sin desproteinizar es el mas conveniente para obtener el
PLA.

7. RECOMENDACIONES
Se recomienda llevar un registro minucioso de los parametros de azUcares

reductores de acido lactico para asi tener resultados de dichas prueban que
ahonden un andlisis preciso de los factores que influyen en este proceso.
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Es posible opinar con los analisis obtenidos que realizar un proceso de sintesis de
PLA a partir de dos tipos de suero, no existe gran diferencia a partir del analisis
estadistico aplicado, puesto que hacer algun tratamiento extra para obtener PLA
hace posible que se usen tiempos que podrian aplicarse a mejorar el método
sencillo sin tratamiento.

Se puede utilizar otro tipo de microorganismos liofilizados en el proceso de
activacion, cultivo e inéculo microbiano para identificar, analizar y verificar el tipo
de morfologia que mejor crece y se adapta al medio de cultivo implementado.

Es conveniente realizar la prueba de HPLC para la cuantificaciéon de acido lactico
para corroborar la cantidad de acido lactico y su Unica presencia.

Se recomienda eliminar las proteinas al comenzar la fermentacién para evitar que
al finalizar el proceso hallan dificultades en la eliminacion de proteinas no
reaccionantes, como sucedi6 en este caso que no se eliminaron sino hasta la fase
de extraccion.

En pro de optimizar el proceso y generar valor agregado a la industria lactea, se
recomienda realizar un disefio a futuro para la produccién de PLA a partir del
suero de queseria.
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9. ANEXOS

ANEXO A
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Para la toma de acidez titulable al inicio, y final de la fermentacion y para analizar
la caracteristica fisico-quimica del suero inicial se utilizd el procedimiento de la
Norma Técnica Colombiana 4978. La acidez en la muestra expresada como acido
lactico se calcula con la siguiente formula:

Vi * (N, * (90
Acido lactico (g ) _ (Vvaon) * (Nygon) * (90)
V*N*90 L (Vmue.'.'r. m}

Acidez g/L (acido lactico)=
En donde:

V = Volumen de solucién de hidréxido de sodio gastado en la titulacion de la
muestra, en cm3

N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio: 0,1

M = Volumen de la muestra, en cm3

90 = Equivalente del acido lactico.

NOTA: Un cm3 de NaOH 0.1 N es igual a 0.0090 g de acido lactico.

Para este caso, se realiza el calculo de la acidez titulable obtenida en la muestra
de suero inicial, cuyo valor fue de 1,33 g/L de &cido lactico como lo muestra la
ecuacion.

1,339
L

g) _ (1,33ml) = (0,1N) * (90)

Acido lactico (L ol = Acido lactico (L)

0,1 (ﬂ) = 1° Dornic

L
1°Dorni

1,33 (g) , (L*bornic) _ 1,33 °Dornic
L 017

Un cm3 de NaOH 0.1 N es igual a 0.0090 g de acido lactico, para este caso el
equivalente a &cido lactico en gramos es de 0,01197.

ANEXO B
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Para la toma de densidad se utilizé una probeta de 100mL a la cual se agrego
suero y luego se introdujo el lactodensimetro calibrado a temperatura 15°C y se
realizé el calculo respectivo para determinar la densidad corregida de la muestra
como se indica en el siguiente procedimiento:

Anexo B. Calculo de densidad corregida

Temperatura calibracicon de
lactodensimetro 20°c

Temperatura leche con
lactodensimetro 28 c

Diferencia Temperatura i-

Tleche= 8%

Densidad agua (g rml) I
Densidad leche con

lactodensimetro 1,0279
Densidad (mg/Lt) 10279
Constante de correcion o, 0002

o,0002*8=0.0016
0,0016+1,0279=1,0295
Densidad corregida= 1,0295mg/ Lt

Fuente: los autores

ANEXO C
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Para calcular la cantidad de azUcares reductores al inicio y después de la
fermentacion, se toma como parametro la norma NTC 1779, en el que se calcula
el factor de Fehling (f) como se presenta a continuacion. Se calcula el porcentaje
obtenido en la hora 48 de fermentacion para la muestra de suero M1: suero

desproteinizado de la siguiente forma:

1
) « (10 ml de SLN Fehling)

f = (ml SLN Glucosa gastados) * (100

f = (ml SLN Glucosa gastados) = (0,001) = (10 ml de SLN Fehling)

%AR = ( / ) * 100
ml de suero gastados

550 mL

—_ — 0
2.000 mL) * 100 = 27,5%

%AR=(

ANEXO D

Anexo D.1 Grafica de probabilidad g de acido lactico M1(Suero desproteinizado)
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Prueba Kolmogorov-Smirnov
Normal

99

Media 1,547
DesvEst. 0,004535
95 N 6
Ks 0,240
e . Valor p >0,150

80
70

S
E 60 .
@ 50
§ 40 L
30 %
20
10 .
5
1
1,540 1,545 1,550 1,555 1,560

g acido lactico M2

Fuente: Minitab

Anexo D.2 Grafica de probabilidad de g de &cido lactico M2 (Suero sin
desproteinizar)

Graéfica de probabilidad de g acido lactico M2
Normal - 95% de IC

99

Media 1,547

Desv.Est. 0,004535

95 N 6

AD 0,490
g0

Valor p 0,130
80
@ 7
E 60
@ 50
g 40
o 30
20

1,53 154 1,55 1,56 1,57
g acido lactico M2

Fuente: Minitab

ANEXO D.3 Prueba de igualdad de varianzas g acido lactico M1 (Suero
desproteinizado) y M2 (Suero sin desproteinizar)

112



Prueba de igualdad de varianzas: g acido la_1; g acido la_2
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o« = 0,05

Comparaciones multiples
Valor p 0,141
Prueba de Levene

g acido lactico M1 I I Valor p 0,098

g acido lactico M2 }—{

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv. 5st. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: Minitab

ANEXO D.4 Gréficas de residuos

Graficas de residuos para g acido lact; g acido lact

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
99
oo1 %
90 .
2 G !
g S 000 --* !
@ 50 =
[v] w
= u »
& € 001 °
10
1 002 *
11 12 13 14 15
Residuo Valor ajustado

Histograma

Frecuencia
a*]

-0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010
Residuo

Fuente: Minitab

ANEXO D.5 Pruebas de normalidad Anderson-Darling para suero M1l
desproteinizado
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Prueba Anderson-Darling

99

Normal

95 -

90

80 -

70 -
60 -

40 -
30

Porcentaje

20 -

Media 1,139
Desv.Est. 0,01219
N 6
AD 0,298
Valor p 0,464

1,1 112 113

g acido lactico M1

Fuente: Minitab
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ANEXO D. 6 Informe de resumen de g acido lactico M1

Informe de resumen de g acido lactico M1

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0,30
Valor p 0,464
Media 11393
Desv.Est. 0,0122
Varianza 0,0001
Asimetria -0,836700
Curtosis -0,555400
N 6
Minimo 1,1200
ler cuartil 11275
Mediana 11425
3er cuartl 11503
Maximo 11510

11265

11236

0.0076

11521

11506

Intervalo de confianza de 95% para la media

Intervale de confianza de 95% para la mediana

Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0,0299

Intervalos de confianza de 95%

Media

Medizana

- |

112

Fuente: Minitab

112 114 115

ANEXO D. 7 Prueba de Anderson-Darling M2 (suero sin desproteinizar)
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Prueba Anderson-Darling
Normal

99

Media 1,547
Desv.Est. 0,004535
95 N 6
AD 0,490

=08 . Valor p 0,130

80 -
70
60 - »
50

Porcentaje

30
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—
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g acido lactico M2

Fuente: Minitab

ANEXO D. 8 Informe de resumen de g &cido lactico M2 (suero sin desproteinizar)

Informe de resumen de g acido lactico M2

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

15450

— N

Intervalos de confianza de 95%

Media

Mediana

1540

Fuente: Minitab

ANEXO D. 9 Prueba de normalidad Shapiro-Wilk M1 (suero desproteinizado)

1552

115

A-cuadrado 0.49
Valor p 0130
Media 15472
Desv.Est 0,0045
Varianza 0,0000
Asimetria -1,45526
Curtosis 1.71912
N 6
Minimo 1,5390
ler cuartil 1,5435
Mediana 1,5490
3er cuartil 1,5503
Maximo 1,5510

Intervalo de confianza de 95% para la media

Intervalo de confianza de 95% para la mediana

Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estindar

15424

1541

0,0028

1,5519

1,5506

0.01m1




Prueba Shapiro-Wilk

Normal
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Fuente: Minitab

ANEXO D.10 Prueba de normalidad Shapiro-Wilk M2 (suero sin desproteinizar)

Prueba Shapiro-Wilk

Normal
99
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R 0925
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80
2 70
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Fuente: Minitab
ANEXO D.11 Prueba de Kolmogorov- smirnov M1 (Suero desproteinizado)
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Prueba Kolmogorov-Smirnov
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Fuente: Minitab

ANEXO D. 12 Prueba de Kolmogorov- smirnov M2 (Suero sin desproteinizar)

Prueba Kolmogorov-Smirnov

Normal
99
Media 1,547
Desv.Est. 0,004535
95 N 6
Ks 0,240
20 . Valor p >0,150
80
@ 70
g 60 »
a 50
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Fuente: Minitab
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