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RESUMEN DEL CONTENIDO:

Colombia en el 2021 registré una produccién de 12,6 millones de sacos de 60 kg de café verde, siendo
Pitalito el primer productor a nivel nacional con una produccion anual de 20.298,20 toneladas. A pesar
de la importancia econdmica de este producto, se generan cerca de 55.000 toneladas de mucilago por
cada millon de sacos. Qué, una vez liberado al medio ambiente, puede afectar a las aguas subterraneas
y superficiales por su alta resistencia organica y pH acido. Aunque el mucilago genera una
problemética ambiental, contiene una gran cantidad de moléculas o compuestos de alto valor agregado,
que a partir de procesos biotecnoldgicos pueden ser aprovechables para producir &cido polilactico para
el sector alimentario. Por ende, el objetivo del trabajo realizado fue evaluar la obtencion de acido
polilactico utilizando como sustrato mucilago de café, mediante la adicion de bacterias &cido Lacticas
de un cultivo comercial que contiene Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, con el fin de producir acido lactico. Esté a su
vez, se polimerizo por el método de apertura abierta de anillo para obtener el &cido polilactico, en el
cual, se determinaron las propiedades fisicoquimicas por el método espectroscopia infrarroja. En
sintesis, la mayor concentracion de acido lactico se obtuvo en el ensayo 4 de 0,3685 g/L, con unas
condiciones de pH de 5,5, temperatura 37 °C y microorganismo de 1,17 g/L, con una concentracién
inicial de azUcares reductores de 5,28 g/L. En la caracterizacion del acido poliléctico, se obtuvo como
resultado la presencia de varios grupos funcionales que indica la presencia de &cido polilactico.

ABSTRACT:

Colombia in 2021 had a production of 12,6 million bags of 60 kg of green coffee, with Pitalito being
the first producer at the national level with an annual production of 20.298,20 tons. Despite the
economic importance of this product, aborta 55.000 tons of mucilage are generated for every million
bags. What, once released into the environment, can affect groundwater and surface water due to its
high organic resistance and acidic pH. Although mucilage generates environmental problems, it
contains a large number of molecules or compounds with high added value, which can be used to
produce polylactic acid for the food sector through biotechnological processes. Finally, the objective
of the work carried out was to evaluate the production of polylactic acid using coffee mucilage as a
substrate, by improving lactic acid bacteria from a commercial culture containing Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
in order to produce lactic acid. This, in turn, was polymerized by the open ring opening method to
obtain polylactic acid, in which the physicochemical properties were determined by the infrared
spectroscopy method. In summary, the highest concentration of lactic acid was obtained in test 4 of
0,3685 g/L, with conditions of pH 5,5, temperature 37 °C and microorganism of 1,17 g/L, with a
concentration initial reducing sugars of 5,28 g/L. In the characterization of polylactic acid, the
presence of several functional groups that indicate the presence of polylactic acid was obtained as a
result.
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EVALUACION DE LA OBTENCION DE ACIDO POLILACTICO A
PARTIR DEL MUCILAGO DE CAFE CON POTENCIAL PARA USO EN
EL SECTOR ALIMENTARIO

RESUMEN

Colombia en el 2021 registré una produccion de 12,6 millones de sacos de 60 kg de café verde,
siendo Pitalito el primer productor a nivel nacional con una produccién anual de 20.298,20
toneladas. A pesar de la importancia econdmica de este producto, se generan cerca de 55.000
toneladas de mucilago por cada millén de sacos. Que, una vez liberado al medio ambiente, puede
afectar a las aguas subterraneas y superficiales por su alta resistencia organica y pH acido. Aunque
el mucilago genera una problemética ambiental, contiene una gran cantidad de moléculas o
compuestos de alto valor agregado, que a partir de procesos biotecnoldgicos pueden ser
aprovechables para producir acido polilactico para el sector alimentario. Por ende, el objetivo del
trabajo realizado fue evaluar la obtencion de acido polilactico utilizando como sustrato mucilago
de café, mediante la adicion de bacterias &cido Lacticas de un cultivo comercial que contiene
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis y Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus, con el fin de producir &cido lactico. Esté a su vez, se polimerizo por el método
de apertura abierta de anillo para obtener el acido polilactico, en el cual, se determinaron las
propiedades fisicoquimicas por el método espectroscopia infrarroja. En sintesis, la mayor
concentracion de acido lactico se obtuvo en el ensayo 4 de 0,3685 g/L, con unas condiciones de
pH de 5,5, temperatura 37 °C y microorganismo de 1,17 g/L, con una concentracion inicial de
azlcares reductores de 5,28 g/L. En la caracterizacién del acido polilactico, se obtuvo como
resultado la presencia de varios grupos funcionales que indica la presencia de acido polilactico.

Palabras clave: Biotecnologia, Mucilago de cafe, Acido lactico, Polimerizacion por Apertura
Abierta de Anillo, Acido Polilactico.

ABSTRACT

Colombia in 2021 had a production of 12,6 million bags of 60 kg of green coffee, with Pitalito
being the first producer at the national level with an annual production of 20.298,20 tons. Despite
the economic importance of this product, aborta 55.000 tons of mucilage are generated for every
million bags. What, once released into the environment, can affect groundwater and surface water
due to its high organic resistance and acidic pH. Although mucilage generates environmental
problems, it contains a large number of molecules or compounds with high added value, which can
be used to produce polylactic acid for the food sector through biotechnological processes. Finally,
the objective of the work carried out was to evaluate the production of polylactic acid using coffee
mucilage as a substrate, by improving lactic acid bacteria from a commercial culture containing
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis and Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, in order to produce lactic acid. This, in turn, was polymerized by the open ring
opening method to obtain polylactic acid, in which the physicochemical properties were
determined by the infrared spectroscopy method. In summary, the highest concentration of lactic
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acid was obtained in test 4 of 0,3685 g/L, with conditions of pH 5,5, temperature 37 °C and

microorganism of 1,17 g/L, with a concentration initial reducing sugars of 5,28 g/L. In the

characterization of polylactic acid, the presence of several functional groups that indicate the
presence of polylactic acid was obtained as a result.

Keywords: Biotechnology, Coffee mucilage, Lactic acid, Ring Opening Polymerization Polylactic
acid.
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1. INTRODUCCION

Colombia, es considerado el mayor productor mundial de café arabigo de suave lavado. En el afio
2021 se registro una produccion de 12,6 millones de sacos de 60 kg de café verde (Prensa
Federacion Nacional de Cafeteros, 2022). Dentro del PIB agropecuario se destaca la produccién
de café en la que el Huila es el primer productor nacional con cerca de 147.000 hectareas sembradas
y una produccion cercana de 163.000 toneladas. El principal municipio productor a nivel nacional
es Pitalito con una produccion anual de 20.298,20 toneladas (Pinilla et al., 2021). Por lo tanto, es
un producto priorizado en la apuesta agroindustrial de la agenda interna de productividad y
competitividad del Huila (Cerquera et al., 2020). Pese a la importancia econémica de éste producto,
en las diferentes etapas del proceso productivo del café se generan alrededor de 784.000 t/afio de
biomasa residual, que incluyen el mucilago, la pulpa, cascarilla, dado que solo se aprovecha el 5%
del peso del fruto para la preparacion de la infusion (Serna et al., 2018). EI mucilago representa
alrededor de 14,85% del peso del fruto fresco y por cada millén de sacos, se generan cerca de
55.000 toneladas (Guerra y Rueda, 2021).

El mucilago, un subproducto del proceso de beneficio hdmedo, es un residuo utilizable
potencialmente en la fermentacion lactica como sustrato dada su composicion quimica. Esta
constituido por una capa gruesa de tejido esponjoso de 0,4 a 2 mm de espesor, que contiene: 84,2%
de agua, 8,9% de proteina, 4,1% de azUcares reductores, 0,91% de acido péptico y 0,7% de ceniza
(Arias et al., 2008). Este subproducto se ha considerado de poco o nulo valor econémico, y por
consiguiente es designado como biomasa residual (Urquijo, 2016). Que una vez liberado al medio
ambiente, puede afectar a las aguas subterraneas y superficiales, por su alta resistencia organica y
pH acido (Morales et al., 2020). En efecto, producen alteraciones negativas al medio ambiente y
un aumento considerable de solidos suspendidos conformados particularmente por pectinas, y
demandas biolégicas o quimicas de oxigeno muy altas del orden de 15.000 a 30.000 ppm en las
aguas mieles, lo que corresponde a poderes contaminantes entre 60 y 240 veces superiores a las
aguas residuales domeésticas (Guilombo, 2017).

En esta investigacion, se explora el mucilago de café como sustrato viable para la obtencién &cido
lactico a partir de procesos fermentativos, el cual es un compuesto biotecnol6gico precursor para
obtener Acido polilactico (PLA); por lo tanto, se estaria generando valor agregado a este tipo de
residuo. Debido a su biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad, este
biopolimero ha encontrado numerosas aplicaciones tales como produccion de hilo para sutura,
implante, produccion de envases y empaques para alimentos (Serna et al., 2003; Henao et al.,
2018). En la actualidad, la industria del plastico es la tercera aplicacién mas desarrollada del
petréleo después de la energia y el transporte; cerca de 200 millones de toneladas de desechos de
plasticos son generados anualmente, provenientes de vehiculos, computadoras, envases Yy
productos de higiene; sin embargo, la baja biodegradabilidad de este tipo de desechos los convierte
en un contaminante a largo plazo, afectando a los ecosistemas del suelo y agua. Como alternativa
a esta problematica surgen los biopolimeros los cuales se obtienen a partir de recursos renovables
y son biodegradables, siendo el PLA uno de estos (Giaroli y Maggioni, 2015).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacién

El componente experimental se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de biotecnologia
del Tecnoparque Nodo Pitalito del servicio nacional de aprendizaje (SENA), ubicado en la vereda
La Paz, a 7 kilometros del area urbana de Pitalito Huila.

2.2. Colecta y adecuacion de la materia prima (mucilago de café)

El mucilago fue recolectado en la finca el cedro, vereda Chorrillos, ubicada en el municipio de
Guadalupe-Huila, a una altura de 1330 msnm, temperatura promedio de 23 °C. Para el desarrollo
del trabajo se seleccionaron los granos en estado 6ptimo de madurez, alrededor de 20 kg de café
cereza variedad Caturra. Seguidamente, se llevé a la despulpadora; los granos despulpados se
fermentaron durante 12 horas mediante el proceso de fermentacién natural (FNC, 2016). Luego, se
hizo el lavado manual sumergiendo los granos en 12 litros de agua en un tanque plastico. El
mucilago desprendido fue almacenado en tres recipientes plasticos con capacidad de 3 litros
previamente esterilizados. Posteriormente, el mucilago fue filtrado en lienzos para separar el
material de mayor tamafio y después, centrifugado durante 15 minutos a 4000 rpm, en tubos de
falcon de 45 ml. Luego, se esterilizd la muestra usando la autoclave SKU: AV-150 (PHOENIX,
Brasil) automatizada durante 30 minutos, a una temperatura de 120 °C y 15 psi de presion (Arias
et al., 2009).

2.3. Acondicionamiento del mucilago mediante hidrolisis enzimética

El acondicionamiento enzimatico se realizo utilizando tres concentraciones de la enzima Pectinasa
de Aspergillus Aculeatus de la marca Sigma-E 6287 de 57,5, 115 y 230 mg, tomando como control
el mucilago sin enzima, esto con el fin determinar el mejor rendimiento de azucares reductores.
Por lo tanto, la concentracion de la enzima que permitid obtener mayor contenido de azlcares
reductores se utiliz6 para iniciar cada uno de los ensayos, que fueron ubicados en la incubadora de
agitacion vertical SKU: TE-4200 (TECNAL, Brasil), durante 3 horas a una temperatura de 50 °C y
120 rpm (Pefiuela et al., 2011).

2.4. Activacion del indculo comercial

Con el fin de permitir el crecimiento de los microorganismos, se preparo el caldo MRS (Man,
Rogosa y Sharpe) (Merck, Colombia), utilizando 1000 ml de agua destilada, en la cual se mezclan
10 g de glucosa, 5 g extracto de levadura, 5 g acetato de sodio, 2 g fosfato dipotasico, 0,1 g sulfato
de magnesio, dicho medio se esteriliz6 en una autoclave automatica (Arias et al., 2008). EI medio
ya preparado se distribuyd en 20 Erlenmeyer de 50 ml, donde la cantidad de microorganismo se
especifica en la tabla 1. El cultivo lactico comercial liofilizado contiene: Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii lactis y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. Cada sobre
contiene 1,2 g, conservados a una temperatura de 4 °C, provenientes de la empresa de insumos y



Ls]

SURC‘SEO&YJIEIANA
tecnoldgicos de la industria alimentaria VIVOLAC. Los in6culos fueron incubados a 37 °C durante
24 horas.

2.5. Fermentacion lactica

En la fermentacion lactica se utilizaron 12 litros de mucilago de café, que se distribuyeron en 20
Erlenmeyer de 1000 ml, los cuales contenian 600 ml de muestra cada uno. A estos, se le adicionaron
50 ml in6culo previamente activado. Se empled el disefio experimental central compuesto de
superficie respuesta, como procedimiento estadistico para optimizar la produccion de acido lactico,
se utilizaron tres factores: pH, temperatura y microorganismo. Para el factor 1 (pH) presenta dos
rangos 5,0 y 6,0. El factor 2 (temperatura) presenta dos rangos 34 y 40 °C. Para el factor 3
(microorganismo) presenta dos rangos 0,5, y 1,0 g/L. Este tipo de disefio proporciona seis puntos
centrales (pH 5,5, temperatura 37 °C y microrganismo 0,75 g¢g/L) y dos puntos axiales
correspondientes a cada factor (pH 4,7 y 6,3, temperatura 32 y 42 °C, microorganismo 0,33y 1,17
o/L) (Acosta et al., 2021).

TABLA 1. Disefio experimental central compuesto de superficie respuesta, para llevar a cabo la
fermentacion lactica.

Ensayos pH Temperatura (°C)  Microrganismos (g/L)
1 55 37 0,75
2 6,0 40 1,00
3 5,0 40 0,50
4 55 37 1,17
5 55 37 0,75
6 55 37 0,75
7 6,0 40 0,50
8 55 37 0,33
9 6,0 34 0,50
10 55 32 0,75
11 4,7 37 0,75
12 6,0 34 1,0
13 5,0 40 1,0
14 6,3 37 0,75
15 55 37 0,75
16 5,0 34 1,0
17 5,0 34 0,50
18 55 37 0,75
19 55 42 0,75

20 5,5 37 0,75

2.6. Obtencion y purificacion del acido lactico del caldo fermentativo

Finalizada la fermentacion de los 20 ensayos, se procedié a centrifugar (MPW M-UNIVERSAL,
Polonia) el caldo fermentativo en tubos de falco de 45 ml, a una velocidad de 4000 rpm durante 20
minutos. El sobrenadante se filtr6 en una bomba al vacio, en un filtro de 5 - 8 um (Boeco,
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Germania) esto con el fin de purificar el caldo. Luego, se rota-evaporo a 95 rpm a una temperatura
de 80 °C. En el embudo decantador se incorporé 150 ml de éter dietilico y 150 ml de muestra,
durante 12 horas, con el objetivo de hacer una separacion de fases. Se tomo la parte mas clara que
se formd en la fase superior y se llevo al rotaevaporador a 40 °C y 95 rpm, para evaporar el éter
dietilico, concentrar y purificar el acido lactico (Cuervo y Echeverry, 2017).

2.7. Determinacion de azUcares reductores por el método colorimetria DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico)

Se prepar6 50 ml de reactivo acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a partir de 0,59 de &cido 3,5
dinitrosalicilico, 15 g de sal Rocheleé Tartrato de Na- Ky 0,8 g de NaOH. Se disolvié el NaOH en
20 ml de agua destilada y se afiadio en agitacion el tartrato de Na-K lentamente, se completd con
agua destilada hasta 40 ml y se agrego lentamente el &cido 3,5 dinitrosalicilico, esta mezcla se afora
a 50 ml con agua destilada. Se filtra y se almaceno en un frasco ambar cubierto con papel aluminio
a4 °C (Bello et al., 2006).

Para la obtencion de la curva de calibracion de azucares reductores, se utilizd como estandar la
glucosa en un rango de concentracion de 0 a 2,0 g/L. Se afiadi6é 0,5 ml de la dilucién de glucosa y
0,5 ml del reactivo DNS. Estos, se agitaron manualmente y se dejaron 7 minutos en agua caliente
a 80 °C y fueron colocados en un bafio de agua con hielo por 7 minutos. Seguidamente, se agrego
a cada tubo 5 ml de agua destilada, se agité y se procedio a leer la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro (Bello et al., 2006).

2.8. Cuantificacion de Acido lactico

Para determinar la curva patron, se tomé como referencia un cido lactico comercial con una pureza
del 86,2%. Para preparar la solucion madre se tomé 580 uL del &cido y se aforé a 500 ml de agua
destilada. Segun lo expuesto por los autores Cafias, et al., (2018), se leyd la absorbancia a 435 nm
en el espectrofotémetro. Inicialmente se preparé la solucion HCL 0,1 N con una concentracién del
37%, en el cual se tom6 840 uL y se afor6 a 100 ml con agua destilada. Posteriormente a partir de
esa solucidn se prepard la solucion de cloruro férrico, donde se pes6 1 g de FeCls, 2 ml de HCI 0,1
N y se aforé a 100 mL con agua destilada. Finalmente, para la preparacion de cada disolucion se
tomaron 5 ml de la solucion madre y 2,5 ml de la solucion de cloruro férrico y se aforé a 25 ml.

2.9. Determinacién de la biomasa del cultivo liofilizado comercial

La determinacion del peso seco del crecimiento de los microorganismos, se extrajo el precipitado
de cada una de las 20 muestras, se procedi a lavar agregando agua destilada y se centrifugaron
centrifugar (MPW M-UNIVERSAL, Polonia); se realizo este procedimiento dos veces. Se utilizo
un papel filtro de 0,45 um (Merck, Colombia), el cual se pesé vacio, se filtro el sobrenadante
utilizando una bomba al vacio, y se llevé al horno a temperatura de 60 °C durante 24 horas,
terminado este tiempo se procedi6 a colocarlo en un desecador a temperatura ambiente. Pasadas
las 24 horas se peso el filtro, y por diferencia de pesos se determiné la cantidad de biomasa que
crecio durante la fermentacion lactica (Arias et al., 2009).
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2.10. Polimerizacion del acido lactico

Para obtener la muestra de PLA, se tom6 como referencia las mejores condiciones del disefio
experimental central compuesto de superficie de repuesta del ensayo 4 con un pH de 55y
temperatura de 37 °C y microorganismo de 1,17 g/L. Este, se replicé a un volumen de 2,4 litros de
mucilago a partir de 4 kg de café cereza y 2,88 g/L de microorganismo, en el cual se obtuvo 4,5 ml
de acido lactico.

2.10.1. Esterificacion (obtencion de la lactida)

La obtencion de la lactida se realizd en un vaso de precipitados de 100 ml al cual se le agreg6 5 ml
de &cido sulfarico (H.SO.) y 4,5 ml de &cido lactico, llevado a una plancha magnética a 120 °C
durante 2 horas. Seguidamente, se afiadio 5 ml de H.SO, durante 8 horas. Terminado ese tiempo,
se adiciona nuevamente 5 ml de &cido sulfarico durante 12 horas, verificando que la muestra se
tornard un color marron, para determinar qué es lactida (Cuervo y Echeverry, 2017).

2.10.2. Polimerizacidén por apertura abierta de anillo (ROP)

Tomando como referencia la metodologia de los autores Cuervo y Echeverry (2017), se pes6 11,56
ml de lactida obtenida en la esterificacion, con base al peso de la lactida se utilizé 6,92 g de cloruro
de estafio (1), y 11,5 ml metanol, mezclados en un vaso de precipitados de 250 ml, en el cual se
llevé a una plancha de calentamiento para ajustar la temperatura a 50 °C durante 24 horas,
verificando que el precipitado presente particulas blancas.

2.11. Secado del polimero

Se evaporé el metanol de la muestra obtenida anteriormente a una temperatura de 70 °C, en una
plancha de calentamiento. Posteriormente, se le adicionaron 100 ml de acetona, y se filtrd por
medio de una bomba al vacio. Finalmente, se coloco en el desecador (Cuervo y Echeverry, 2017).

2.12. Evaluacion fisicoquimica del acido polilactico (PLA)

En la evaluacion fisicoquimica del PLA se tomaron 0,5 g del precipitado blanco obtenido de la
polimerizacion del &cido lactico y se caracterizd por el método de Espectroscopia infrarroja (FTIR)
(Shimadzu, Chile) y se comparo con los espectros de APL presentes en la grafica de la metodologia
propuesta por los autores Cuervo & Echeverry (2017), donde utilizaron el acido lactico comercial
para obtener APL, en la que se obtuvo a través de FTIR.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de la concentracion de azUcares reductores segun el pretratamiento enzimatico

En la tabla 2, se observa que el mucilago sometido a tratamiento con la enzima Pectinasa de
Aspergillus Aculeatus, presentd mayor concentracion de azUcares reductores en comparacion del
mucilago sin enzima. Se obtuvo, que el mucilago que contiene una concentracion de 230 mg de la
enzima arroja mayor respuesta en el contenido de azucares reductores de 5,28 g/L. Los resultados
fueron similares a lo reportado por los autores Pefiuela et al., (2011), quienes encontraron que este
tipo de enzima permite la degradacion de la pectina del café cerca del 98% permitiendo aprovechar
moléculas de menor peso molecular, favoreciendo la disminucion de los tiempos de fermentacion
y aumentando cerca de 40% la concentracién de azUcares reductores.

TABLA 2. Azlcares reductores presentes en el mucilago sin y con acondicionamiento enzimatico
(9/L)

Concentracién enzima Respuesta azlcares Respuesta azlcares

Tratamientos Pectinasa de Aspergillus reductores inicial reductores final
Aculeatus (mg) (g/L) (o/L)
Mucnag’o de 0 314 3,10
café
Mucilago + 57,5 3,14 3,34
Enzima 115 3,14 3,35
230 3,14 5,28

La tabla 3 muestra la repuesta a la produccion acido lactico, utilizando el programa Minitab 16, R?
81,06% y R? ajustado a 64.02%, con una desviacion estandar del 0,0440107. El tiempo de
fermentacion maximo fue de 75 horas, segin lo expuesto por los autores Escobar et al. (2010), el
uso de mas de 75 horas afecta el crecimiento de los microorganismos.

TABLA 3. Resultados de los experimentos establecidos disefio experimental central compuesto de
superficie de repuesta para la obtencion de &cido lactico en mucilago de cafe.

FACTOR 1 T::m(;?al::ra Mic:::r;(a):i:mos < .RESPUESTA
ENSAYOS pH . Acido Lactico (g/L)
c (s/L)
1 5,5 37 0,75 0,2179
2 6,0 40 1,0 0,3585
3 5,0 40 0,5 0,2134
4 5,5 37 1,17 0,3685
5 5,5 37 0,75 0,2176
6 5,5 37 0,75 0,2193
7 6,0 40 0,5 0,2068
8 5,5 37 0,33 0,2151
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9 6,0 34 0,5 0,1280
10 5,5 32 0,75 0,1062
11 4,6 37 0,75 0,2148
12 6,0 34 1,0 0,1586
13 5,0 40 1,0 0,2127
14 6,3 37 0,75 0,3159
15 5,5 37 0,75 0,2019
16 5,0 34 1,0 0,1155
17 5,0 34 0,5 0,1351
18 5,5 37 0,75 0,2134
19 5,5 42 0,75 0,2892
20 5,5 37 0,75 0,2752

3.2. Andlisis de azUcares reductores de los ensayos

La gréafica 1, muestra la disminucion en la concentracion de azUcares reductores en g/L, sobre las
75 horas de fermentacion en todos los ensayos propuestos. A las 46 horas los ensayos 4 y 19 con
condiciones de pH de 5,5, temperatura 37 y 42 °C y microorganismo 1,17 y 0,75 g/L
respectivamente, obtuvieron un mayor consumo de azucares reductores con respecto a los demas
de 1,67 y 1,30 g/L respectivamente. segin Burgos (2020), indica que lo anterior es debido
a que las bacterias estan consumiendo el sustrato como fuente de energia para producir acido
lactico. Esta produccion se incrementa simultaneamente al consumo de azUcares, dandose hasta el
agotamiento del aztcar en el medio, incluso luego del crecimiento celular se continta produciendo
este metabolito (Jurado et al., 2013).

britttritd

CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES g/L

RS

1

HORAS DE FERMENTACION

GRAFICA 1. Consumo de azUcares reductores en los diferentes ensayos del disefio experimental
en 75 horas de fermentacion.
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Los ensayos 9 y 17 con condiciones de pH de 6 y 5, temperatura 34 y microorganismo 0,5 g/L
presentaron un consumo lento, ya que poseen condiciones de temperatura de 34° C y
microorganismo de 0,5 g, probablemente estos dos factores influyeron en el crecimiento de las
bacterias. Por ende, tuvieron bajos rendimientos de &cido lactico. El ensayo 8 pH de 5,5,
temperatura 37 y microorganismo 0,33 g/L fue el mas demorado en consumir los azUcares
reductores, seguramente se debid a que contenia la menor concentracién de microorganismo del
disefio.

3.3. Analisis de obtencion de acido lactico de los ensayos

En la grafica 2, se muestra el comportamiento de productividad de acido lactico (g/L), en los
diferentes ensayos durante 75 horas. En ella, se observa segln los datos experimentalmente
obtenidos que el ensayo 4 con condiciones de pH de 5,5, temperatura 37 °C y microorganismo 1,17
g/L, logré una mayor produccion de &cido lactico de 0,3685 g/L, con respecto a los deméas ensayos
en un tiempo de 46 horas, Este, corresponde a un punto central del disefio en los factores de pH
5,5, temperatura de 37°C y a un punto axial en el factor microorganismo de 1,17 g/L, posiblemente
esto puede indicar qué se debe aumentar la concentracion de microorganismo para optimizar la
produccion de acido lactico. EI ensayo 10 con condiciones de pH de 5,5, temperatura 32 °C y
microorganismo 0,75 g/L obtuvo la menor produccion de acido lactico del disefio propuesto,
probablemente se deba porque corresponde al punto axial minimo del factor temperatura en este
caso 32° C, las condiciones no son aceptables para el crecimiento de las bacterias.

Los resultados obtenidos se compararon con el trabajo realizado por los autores Arias et al. (2008),
donde la produccidn de acido lactico fue por hidrolisis enzimética a partir del mucilago de café con
la cepa liofilizada NRRL-B548 de Lactobacillus bulgaricus, obteniéndose un mayor rendimiento
de &cido lactico a las 30 horas de fermentacion, posiblemente se debid a que utilizaron una cepa
liofilizada especifica, el sustrato se enriquecid con una mayor cantidad de in6culo y la
concentracion inicial de azlcares reductores fue alrededor de 10 veces mayor, en comparacion con
la presente investigacion en la que se utiliz6 un cultivo comercial para yogur. Por ende, puede ser
una alternativa de produccion a escala industrial a mas bajo costo y se pueden aprovechar las
caracteristicas propias del mucilago sin alteraciones previas de su composicion quimica.



UNIVERSIDAD

SURCOLOMBIANA

0,4000 E2
0,3500 eq
0,3000

0,2500

0,2000 —e—El1

—e—E12
0,1500 —e—E13

E14

0,1000 c16

CONCENTRACION DE ACIDO LACTICO g/L

E17

0,0500
—e—E19

—e—E1ESE6
0,0000 E15E18 E20
0 10 20 30 40 50 60 70 80

HORAS DE FERMENTACION

GRAFICA 2. Acido lactico (g/L) en los diferentes ensayos del disefio experimental en 75 horas
de fermentacion.

3.4. Analisis del peso seco del crecimiento del microorganismo segun la produccién acido
lactico

Segun los autores Ortiz et al., 2008, como se citd en Ossa et al., 2010, se debe tener en cuenta que
los rangos Gptimos para la fermentacion lactica se encuentran en un pH de 45 a 6,4 y de
temperatura entre 30 y 40 °C.

En la grafica 3, se observa el comportamiento del crecimiento de las bacterias &cido lacticas
asociadas al cultivo comercial, medido a través del peso seco. Donde se demuestra, un crecimiento
constante del microorganismo, analizado por el aumento de peso seco con respecto al tiempo. Se
contempla, que todos los ensayos propuestos tuvieron un comportamiento similar; sin embargo, E4
y E2 con condiciones de pH de 5,5 y 6, temperatura 37 y 40 °C y microorganismo 1,17 y 1 g/L,
tuvieron mayores valores de peso seco (4,19 g/LL y 3,94 g/LL respectivamente) a las 75 horas de
crecimiento, también presentaron mayor produccidn de &cido lactico, indicando que la cantidad de
microorganismo influye en el rendimiento de acido lactico. Por el contrario, el ensayo que tuvo un
menor crecimiento corresponde al E10 con condiciones de pH de 5,5, temperatura 32 °C y
microorganismo 0,75 g/L que alcanzé una concentracién minima de 1,16 g/L.
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GRAFICA 3. Concentracion de microorganismo g/L, en los diferentes ensayos
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3.5. Andlisis La metodologia superficie de respuesta para la obtencion de acido lactico

En la Gréfica 4, se observa que el pH entre 55 a 6,4 presenta las mejores condiciones de
rendimiento de acido lactico durante el tiempo mostrando tonalidades méas oscuras en los rangos
de 0,30 g/L a 0,40 g/L, a medida que se incrementa la concentracion del microorganismo aumento
proporcionalmente la cantidad &cido lactico.
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GRAFICA 4. Superficie de respuesta para la obtencion de é&cido lactico en funcion de la
concentracion de microorganismos y pH.

En la Gréafica 5 muestra que el pH influye ligeramente en la produccién lactica, las temperaturas
por debajo de los 34 °C presentan bajas concentraciones de AL, siendo las 6ptimas entre 37 y 42
°C.
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GRAFICA 5. Gréficas de contorno y de superficie de respuesta para la obtencion de &cido lactico
en funcion de la temperatura y pH.

En la Grafica 6 se observa que si el pH esta bajo pero la temperatura se encuentra entre los rangos
de 37 y 42 °C aumenta moderadamente el acido lactico, pero en cambio si el pH esta alto pero la
temperatura baja los rendimientos disminuyen notoriamente.
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GRAFICA 6. Contorno de superficie de respuesta para la obtencion de &cido lactico en funcion
de la temperatura y concentracién de microorganismos.

3.6. Resultados para obtener PLA

Mediante el proceso fermentativo se obtuvieron 4,5 ml de &cido lactico purificado, en la
esterificacion 11,56 ml de lactida y en la polimerizacioén por ROP 0,5 g de PLA.

3.7. Evaluacidn fisicoquimica del &cido polilactico (PLA)

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5, presentando en sus espectrogramas un pico
caracteristico con una longitud de onda de 3497,58 cm™ perteneciente a un estiramiento del grupo
hidroxilo (OH). Las bandas entre 2985,81 cm™ y 2902,87 cm™, corresponde a la vibracion en los
enlaces C-H presentes en los grupos alquilo metilo; la longitud de onda 1764,71 cm™ que se
presenta en el espectro de la muestra es debida a la vibracién longitudinal del grupo carbonilo
(C=0) presente en el grupo éster del PLA, con una intensidad del 82% aproximadamente
considerada muy fuerte; la banda que se observa a los 1408,39 cm-1 se debe a las vibraciones de
flexion entre enlaces alquilo-metileno (C-H) (Murillo et al., 2021) . La longitud 1166,94 pertenece
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al enlace éter-aromatico (CO) su presencia aumenta la intensidad del compuesto (Medina et al.,

2018). Las demas bandas longitudinales encontradas en el espectro pertenecen a la zona de la huella
digital (Murillo et al., 2021).

El proceso de evaluacion de la obtencion de PLA resulta aceptable para continuar siendo
investigado, debido a que se estd produciendo un material biodegradable de origen natural a partir
de residuos renovables (Labeaga, 2018), como en este caso el mucilago de café. Actualmente,

considerado un sustrato poco explorado en la obtencion de este biopolimero, pero al cual se le
atribuye un caracter potencial en esta investigacion.
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CONCLUSIONES

El acondicionamiento que se realiz6 al mucilago de café mediante la adicion de la enzima
Pectinasa de Aspergillus Aculeatus, favorecié el incremento de la concentracion de
azUcares reductores permitiendo disponibilizar sustrato para el desarrollo de los diferentes
acondicionamientos del disefio compuesto central con un valor inicial de 5,28 g/L.

De acuerdo al andlisis del disefio experimental central compuesto de superficie respuesta,
las mejores condiciones para la fermentacion lactica del cultivo comercial liofilizado que
contiene: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii lactis y Lactobacillus
delbrueckii bulgaricus, se encuentran a un pH de 5,5, temperatura de 37 °C y a una cantidad
de microorganismo 1,17 g/L.

Al implementar la metodologia ROP por via quimica fue viable para la obtencion de &cido
polilactico, pero se debe tener en cuenta los residuos presentes en el mucilago, ya que al
momento de polimerizar el acido lactico se puede presentar otros compuestos que alteran
la calidad de la muestra.

Segun los datos presentados en la grafica (FTIR), permitid observar en los espectrogramas,
grupos funcionales que determina la presencia de APL.
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