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RESUMEN

La presente investigacion tiene como propoésito brindar una alternativa de aprovechamiento
a los subproductos provenientes del beneficio de café por via himeda, en especial del
mucilago el cual se caracteriza por su alta carga contaminante. Se evalud la generacion de
biopolimero aplicando un proceso de fermentacion lactica y polimerizacion, para la parte
experimental se usd Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus y Streptocoocus
thermophilus activados en medio MRS para la preparacion de inoculo a diferentes
concentraciones (5, 10, 15 (g/L)), usados en nueve ensayos preliminares al proceso de
fermentacion bajo diferentes condiciones de tiempo, temperatura y pH inicial de 5,6, siendo
2 dias, 36°C respectivamente y una concentracion maxima de inoculo las condiciones
iniciales para la fermentacion a mayor escala obteniendo una concentracion de 17,34% de
contenido organico recuperado y concentrado por medio de destilacién sencilla y
caracterizado por el método de titulacion. EI contenido organico se sometio a un proceso de
polimerizacion mediante reduccion de presién y alta temperatura con un tiempo total de 13
horas, el producto final se purificd a través de una dilucion y precipitacion obteniendo 0,2

gramos de un sélido amorfo, de coloracién amarillenta y de textura rugosa al tacto.

Palabras clave: Acido Lactico, Fermentacion Lactica, Policondensacion.

ABSTRACT

The present investigation has as purpose to offer an alternative of advantage to the
byproducts coming from the benefit of coffee by humid way, especially of the mucilage
which is characterized by its high polluting load. The generation of biopolymer was
evaluated applying a process of lactic fermentation and polymerization, for the
experimental part was used Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus and Streptococcus
thermophilus activated in MRS medium for the preparation of inoculum at different

concentrations (5, 10, 15 (g / L)), used in 9 preliminary trials to the fermentation process



under different conditions of time, temperature and initial pH of 5, 6, being 2 days, 36 ° C
respectively and a maximum inoculum concentration the initial conditions for fermentation
on a larger scale obtaining a concentration of 17.34% organic content recovered and
concentrated by means of simple distillation and characterized by the method of degree.
The organic content was subjected to a polymerization process by reducing pressure and
high temperature with a total time of 13 hours, the final product was purified through a
dilution and precipitation obtaining 0.2 grams of an amorphous solid, yellowish coloration

and rough texture to the touch.

Key Words: Lactic Acid,Lactic Fermentation, Policondesation

1. INTRODUCCION
Anualmente en Colombia se presenta una creciente produccion de café que para el periodo

Julio 2017 a Junio 2018 fue de 14,3 millon de sacos con un incremento de 2% con respecto
al periodo anterior (FEDECAFE, Federacion Nacional de Cafeteros, 2018). Lo anterior, ha
permitido que el pais obtenga un reconocimiento internacional en cuanto a produccion y
calidad de café, respaldado por las condiciones ambientales del pais, el sistema de gestion y
el apoyo frente a la calidad que ha sido disefiada por cada uno de los productores,

convirtiendo al café colombiano en uno de los mejores (Morales, 2016)

La Federacion Nacional de Cafeteros (2010) establece que dentro de las principales
regiones productoras de café se encuentra el departamento de Narifio por encontrarse en los
alrededores del volcan Galeras (Zona de Occidente de Narifio) y al suroriente del Rio Patia
“Zona Norte”, permitiendo que el café¢ de la region se caracterice por su alta acidez y
cuerpo medio, un aroma pronunciado, y por su sabor limpio y dulce, acompafiado de la

suavidad intrinseca del Café Colombiano.

En Colombia, tradicionalmente se realiza el beneficio de café por via himeda, lo que
propicia la alta calidad del café colombiano, sin embargo ANACAFE (2011) afirma que se
causa una degradacion de fuentes hidricas como del suelo a partir del uso de 150 litros de
agua por cada quintal de café producido; adicionalmente se producen subproductos que en
su mayoria son efluentes acuosos que de acuerdo a ANACAFE (2009)poseen una alta carga

contaminante por las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas que alteran las



propiedades naturales de los ecosistemas, donde se hacen los vertimientos provenientes del

beneficio del café.

Por lo anterior el tratamiento de subproductos del beneficio de café se deben encontrar
ligados a la Politica Nacional de Produccion més Limpia implementada desde 1997, que
busca la conservacion de materias primas y energia, al igual que eliminacion de materias
toxicas y la minimizacion de residuos de caracter contaminante. Ademas, que dentro de la
politica se contemplan una serie de estrategias que vinculan una articulacion institucional y
de cada sector productivo con el fin de impulsar su aplicacion e incentivar la mejora de los

procesos productivos y de todas las operaciones complementarias (Min.Ambiente, 1997).

Dentro de los subproductos provenientes del beneficio del café encuentra el mucilago
contribuye con un 14,85% del peso del fruto seco. En la produccién de café cereza se
producen alrededor de 91L de mucilago que posee una carga organica en el agua del primer
lavado, <100.000 mg O, /L en términos de Demanda Quimica de Oxigeno (CENICAFE,
2016). Del total de la contaminacion generada por el beneficio humedo, el mucilago
contribuye con el 28% equivalente a una poblacion de 310.000 habitantes (CENICAFE,
2010).

De acuerdo a lo mencionado por Arias et al., (2008) el mucilago es un subproducto
utilizable potencialmente en la fermentacion lactica como sustrato, dada su composicion
quimica, para la produccion de acido lactico materia prima para la fabricacién de
biopolimeros. EI mucilago al ser un subproducto biodegradable y no tener un valor
comercial lo convierte en una fuente atractiva para tratamientos biotecnoldgicos de bajos

costos.

La obtencion de biopolimeros a partir del mucilago de café surge como una alternativa
frente a los inconvenientes que presentan los polimeros sintetizados a base del petroleo
gracias a que es un polimero biodegradable de buenas propiedades fisicas y mecénicas que
se refleja en la resistencia que presenta al ser sometidos bajo una fuerza, esto se debe a las

grandes cadenas poliméricas que forman una atraccion entre ellas Lasprilla et al. (2012)



Dentro de la busqueda de fuentes de biopolimeros que eviten los problemas que tiene la
industria tradicional del pléstico y como alternativa para aprovechar los subproductos de
diversas agroindustrias, se han desarrollado investigaciones que utilizan materias primas
biodegradables, entre estas se encuentran: almidones de papa (lfiiguez y Castillo, 2011),
fiame, fruto del cuji (Medina et al., 2014), residuos de pifia (Araya et al., 2010), aguas

residuales de industria lactea (Camacho, 2015).

Por lo anteriormente expuesto, la presente investigacion se centra en la evaluacion de la
obtencion de biopolimero a escala laboratorio dentro del laboratorio de calidad de agua de
la Universidad de Narifio a partir de mucilago de café, como una alternativa de
aprovechamiento de este subproducto que permita la reduccion de la contaminacion

generada.

2. MATERIALES Y METODOS
La parte experimental se desarroll6 dentro del laboratorio de calidad de agua perteneciente

al departamento de Recursos Naturales y Sistemas Agroforestales, Universidad de Narifio
sede Torobajo. Como materia prima principal se empled las aguas mieles provenientes del
primer lavado del beneficio de café de la finca Guayacana ubicada dentro del corregimiento
de San Rafael, Municipio de San Lorenzo. La finca cuenta con una extension de 5ha siendo
2ha las correspondientes al cultivo de café y con una produccion de 2.000kg de café

pergamino seco.
Materiales equipos y reactivos

Previo al analisis se verificd la calibracion de equipos y materiales empleados,
determinando las posibles variaciones de medicion e incertidumbres que éstos pueden

aportar a los resultados.

A continuacidn, se enlistan los equipos, insumos, instrumentos de referencia empleados en

los procesos de obtencién del APL

Tabla 1. Materiales

EQUIPOS INSTRUMENTOS INSUMOS

Incubadora Scientific DNP-9025%  Cajas Petri de Vidrio Cultivo lactico de yogurt




Microscopio Scientific Anti-MOId Porta objetos de Vidrio Medio de cultivo agar y caldo MRS.
Agar MRS (de MAN, ROGOSA y

SHARPE)
pHmetro American marine Inc Elermeyer 500mL Vidrio Lugol 5 %
Pinpoint
Bomba de Vacio DOA-P704-AA Balén de destilacion 250 y 100mL Alcohol 7%

Gast Vidrio
Plancha de agitacion y Beaker 1000mL Vidrio Cristal violeta 95 %
calentamiento Faithful

Probeta 10mL Vidrio Levadura

Pectina 100%

Bicarbonato de sodio 100%

Indicador de Fenolftleina 1%

Hidréxido de sodio 0,1 N

Acido bérico 99%

Cloruro de estafio dihidratado 95%

Eter di etilico 99%

Cloroformo 99%

En este apartado se presenta un orden de trabajo disefiado en tres aspectos principales con
el fin de evaluar la obtencion de biopolimero a partir de mucilago de café a escala
laboratorio. En primer lugar, se establecié las condiciones para la fermentacion lactica, a
continuacion, se calculé la concentracion de &cido lactico, finalmente se definid los

parametros de polimerizacion de biopolimero.

Estipulacion de las condiciones para la fermentacion lactica

Las condiciones iniciales para la fermentacion lactica, inicialmente se usé microorganismos
liofilizados de un cultivo lactico compuesto por Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus y

Streptocoocus thermophilus. Los microrganismos se activaron en un medio de cultivo



liquido o caldo MRS e incubados a una temperatura de 36°C por un periodo de 48 horas,

posteriormente se sembro los microorganismos en medio de cultivo agar MRS.

Seguidamente se realizd la identificacion de los microorganismos aplicando pruebas
bioguimicas iniciando con tinciébn de Gram que permitié identificar a través de la
coloracion el caracter Gram positivos (coloracion violeta) o Gram negativos (coloracion
rosa), ademas permitio diferenciar la morfologia que presentan los bacilos y cocos.
(Aparicio, 2016)

La prueba de oxidasa se esta basada en la identificacion de una enzima Ilamada citocromo
C oxidasa mediante titulacion reactivo de Kovacs donde se presenta un cambio de color
(morado) si la prueba es positiva, en su defecto es negativa y la prueba catalasa consiste en
agregar una muestra de microorganismos sobre una gota de perdxido donde se presta un
burbujeo indica la presencia de catalasa, en su defecto no hay presencia de catalasa
(Microbitos, 2011).

Preliminar al conteo se realizé una dilucion decimal hasta 10™° en cajas petri donde se
adiciond agar MRS y segin Ldpez y Torres (2006) se incubo por un periodo de 48 lo que
permitio verificar efectos de inhibicidon en el crecimiento de los microorganismos. Para
contabilizar adecuadamente las colonias, se escogen las placas que muestren entre 30 y 300
colonias, los resultados se expresan en unidades formadoras de colonias por gramo (UFC g
1), donde:

UFCg~! = No.de colonias por placa(entre 30 y 300) * inverso de la dilucion * 10

Con la identificacion y conteo de los microorganismos se procedio a la preparacion del
inoculo variando las concentraciones del mismo para la realizacion de los diferentes

ensayos de fermentacion.
Fermentacion

Siguiendo lo establecido en los trabajos realizados por Arias et al. (2008) y Ifiiguez et al.
(2011) a nivel de laboratorio se realizaron nueve ensayos para determinar las condiciones

para el proceso ideales de fermentacion del mucilago de café. Los ensayos se sometieron a



temperaturas de 15, 25 y 36°C, tiempo de fermentacion de 2, 6 y 15 dias y la concentracion

de inoculo microbiolégico

Los ensayos consistieron en 500mL de una mezcla de mucilago, inoculo microbioldgico,
adicionalmente en los ensayos de menor tiempo se afiadio levadura y pectina para acelerar
la obtencidn de &cido lactico. La temperatura y pH se ajustaron siguiendo lo recomendado
por Hoffvendahl y Hahn-Hégerdal, (2000), para ello el valor de pH inicial de cada ensayo

se ajusto en un valor de 5,6 mediante la adicion de 23 gramos de bicarbonato de sodio.

Con los ensayos se determind las condiciones iniciales para una fermentacion a mayor
escala. Este proceso consistid en una fermentacion tipo Bach dentro de un biorreactor con
un volumen de mezcla de 3 litros, pH inicial a 5,6, se regulo la temperatura hasta 36°C, con

una agitacion de 15 minutos por cada hora a 100 rpm (Ifiiguez et al., 2011)
Calculo de la concentracion de acido lactico

La recuperacion del acido lactico consistio en una destilacion sencilla propuesto por
Ifiguez et al. (2011) utilizando 150mL del liquido fermentado, mediante el calentamiento
hasta alcanzar una temperatura de 98°C para garantizar la generacion de vapores en este
caso acido lactico al ser el componente méas volatil se presenta un continuo paso de
moléculas desde la superficie liquida (solucién fermentada) hacia el espacio libre,
simultaneamente las moléculas de vapor regresan al liquido hasta que se presente un
liquido-vapor donde se iguala la tasa de evaporacion a la de condensacion. Los vapores se
dirigen al condensador donde son enfriados y convertidos en estado liquido. Los vapores y
el liquido destilado presentan las mismas caracteristicas lo que garantiza que una adecuada

recuperacion y concentracion de cido lactico.
Cuantificacion del acido lactico

La concentracion de acido lactico se determind mediante titulacién haciendo uso del
indicador fenolftaleina al 1% e hidréxido de sodio al 10%, este método consistid en titular
9mL de acido lactico con hidroxido de sodio como solucion alcalina y estas soluciones
deben de establecer un color rosa palido en el &cido, lo que indica el punto final de la
titulacién, posteriormente se aplicé las siguientes formulas para calcular la concentracion,
teniendo en cuenta la Norma Mexicana (NOM-155-SCFI, 2012).



Volumen de NaOH gastado x Concentracion NaOH

Concentracion Acido lactico =
Volumen Muestra

Concentracion AL x 90,08
10

% Acido Lactico Producido =

Definicion de las condiciones de polimerizacién del acido lactico en la obtencion de

biopolimero

Teniendo en cuenta lo mencionado por Bueno (2012) la policondensacién es un proceso
donde se produce una reaccion de condensacion de bajo peso molecular, dando lugar a la
formacion de enlaces covalentes mediante la eliminacion de agua, dioxido de carbono o

metanol. Este proceso se divide en dos etapas: oligomerizacion y policondensacion.

La oligomerizacion es un proceso de deshidratacion donde se usé 100mL de &cido lactico el
cual fue sometido a un sistema de destilacion al vacio, a un calentamiento con una
temperatura desde 25 a 150°C la cual se aumentd paulatinamente. Durante las dos primeras
horas se mantuvo el proceso bajo presién atmosférica normal, posteriormente se redujo la
presion en 5y 10 pulgadas mercurio por un periodo de una hora cada uno, la presién final
se redujo a 15 pulgadas de mercurio por cuatro horas, para un total de ocho horas (Bueno,
2012).

Segun lo propuesto por Pinzon et al. (2006), durante el proceso de oligomerizacion se hizo
seguimiento a la conversion de acido lactico en oligdmero calculando el valor &cido,
mediante el procedimiento ASTM D 4662 - 03 se titul6 con NaOH 0,1N diferentes
muestras tomadas del oligomero producido en un intervalo de dos horas.

Siguiendo el método establecido por (Moon, Lee, Taniguchi, Miyamoto, & Kimura, 2002),
se afadido 0,4% peso de Cloruro de estafio (I1) dihidratado y acido bdrico con una relacion
molar 1:1 al oligomero obtenido. Este proceso se someti¢ a calentamiento con un aumento
de la temperatura de 15°C por minuto hasta alcanzar los 180°C y a una presion reducida
hasta 15 pulgadas de mercurio con una bomba de vacio con un periodo de cinco horas

adicionales



Finalmente, se realiz6 la purificacion con el fin de eliminar cualquier impureza del
biopolimero este paso se llevd a cabo haciendo una dilucion en cloroformo y una
precipitacion con éter di etilico, finalizando con una filtracion al vacio y de esta forma

obtener un polimero en estado solido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento de las condiciones para la fermentacion lactica

La obtencion de &cido lactico a nivel industrial se puede realizar por via gquimica o
biotecnoldgica. Biotecnolgicamente se basa en la fermentacion de diferentes sustratos
ricos en carbohidratos mediante el uso de bacterias u hongos lo que permite obtener acido
lactico D (-) o L (+) activos Opticamente, a diferencia de la quimica en la cual se produce
una mezcla de acido lactico D y L inactivo épticamente. Por ello la produccion de AL en su

mayoria se realiza por via biotecnolégica (Serna y Rodriguez de Stouvenel, 2005)
Identificacién de microorganismos

La caracterizacion bioquimica (Tabla 2) permitié identificar el género de los
microorganismos clasificandoles como Lactobacilos y Streptococus, correspondiente a los
microorganismos mas eficientes en la obtencion de acido lactico (Waldir et al., 2007), entre
las caracteristicas microscopicas se identifico una forma alargada (bastones), entrelazados
clasificandolos como bacilos y los cocos de forma redondeada, conformando cadenas largas
(Glierchia, 2015). Macroscdpicamente se observo un color blanco cremoso, forma redonda,
puntiformes, bordes enteros, superficie convexa (Parra, 2010). Con esta caracterizacién se

determind que los microorganismos son del género Lactobacilos y Streptococus.

Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de los microorganismos

Prueba Resultado
Tincién de Gram Positiva
Oxidasa Negativa

Catalasa Negativa




Los microrganismos mayormente utilizados en el proceso de obtencién de acido lactico y
que han tenido mayor estudio son del genero Lactobacillus y Streptococcus (Garcia et al.,
(2010), dada las caracteristicas de estos al ser termofilos, de fermentacion répida, con bajos
requerimientos de nutrientes nitrogenados, baja produccion de biomasa, resistencia a
medios acidos lo que otorga ventajas sobre otras bacterias (Hoffvendahl y Hahn-Hagerdal,
2000)

Posteriormente a la identificacion de los microrganismos, se contabilizé el nimero de
unidades formadoras de colonias como se puede apreciar en la Tabla 3, los valores
encontrados garantizan un crecimiento continuo de los microorganismos. Segun Estupifian
et al, (2007) este crecimiento microbiol6gico permite la produccion de acido lactico gracias

a la optimizacion de la fermentacion.

Tabla 3. Cuantificacion del microorganismo

N° Dilucion Conteo Promedio UFC
. R
1Xx10% -
1X 1072 -
1x10° -
1X10* -
84
1X10° —m—— 91 91 X 10°®
0 102
5 98 .
1X10%® —m——— 103 103 X 0
110
5 116 .
1X107 ——M— 112 112 X 10
108
. 89 o
1X10% —m 90 90 X 10
91
82
1X10° B 79 79 X 1070

Sobre poblacién (-), UFC: Unidades Formadoras de Colonias.



Produccion y cuantificacion de acido lactico

La realizacion de ensayos de fermentacion correspondientes al disefio preliminar del
proceso permitié analizar el comportamiento de la produccion &cido lactico mediante la
variacion de las condiciones de fermentacion. En la Tabla 4 se especifican cada una de las
condiciones en los diferentes ensayos realizados: pH inicial y final, temperatura inicial, y

final, tiempo de fermentacion, concentracion de inoculo y produccion de &cido lactico.

Tabla 4. Variables medidas en el proceso de fermentacion

Numero PH (unidades Temperatura Tiempo de » Acido
de de pH) (°C) fermentacion Ci:r?gccﬁlr:) tzg;:ll_o; lactico

Ensayo njcial Final Inicial  Final (dias) (%)
1 5,6 4,3 15 14 2 5 0,19
2 5,6 51 25 16 2 10 0,1
3 5,6 6,23 36 14,6 2 15 0,35
4 5,6 4,1 15 15 6 5 0,13
5 5,6 2,6 25 145 6 10 0,11
6 5,6 4,7 36 14,7 6 15 0,09
7 5,6 3,9 15 15,7 15 5 0,11
8 5,6 4,8 25 16,3 15 10 0,06
9 5,6 4,6 36 16 15 15 0,3

Las condiciones iniciales de pH y temperatura se ajustaron siguiendo lo recomendado por
(Hoffvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000; Serna y Rodriguez de Stouvenel, 2005), quienes
afirman que los microorganismos usados en la presente investigacion presentan un mejor
crecimiento en intervalos de pH entre 5,5 y 6,5; al igual que a una temperatura entre 20 y
45°C.

En los diferentes ensayos realizados para la determinacion de las condiciones iniciales del
proceso de fermentacién se cuantifico la concentracion de acido lactico producido. Los
datos obtenidos se registran en la Tabla 4; las mayores concentraciones obtenidas

corresponden a los ensayos 3 y 9, estas concentraciones se ven respaldadas por Arias et al.,



(2008) quien obtuvo mayores concentraciones en los ensayos con mayor cantidad de

inoculo microbioldgico.

Un factor importante para la optimizacion de la fermentacion lactica para los ensayos de
menor tiempo es la adicion de extracto de levadura seca activada la cual proporciona los
nutrientes necesarios para los demas microorganismos y de acuerdo Bianchi et al. (2001),
la levadura también es una fuente de acido lactico, ademas se adicion6 pectina comercial
que permite la aceleracion de la fermentacion puesto que despolimeriza e hidroliza la

pectina presente en el mucilago (Quintero et al., 2010).

En los ensayos preliminares se obtuvo una produccion 0,35% de &cido lactico, mientras que
en la produccién a mayor escala se produjo 2,88% de acuerdo a Proafios y Pifieros, (2014)
afirman que un factor que limita de la obtencién de acido lactico es la agitacion que se
mantiene durante el proceso de fermentacion lactica, dado que la agitacion permite una
aireacion la cual acompafiada de la disminucion de nutrientes que necesitan los
microorganismos ocasiona un estrés oxidativo provocando la obtencion de subproductos

como &cido actico y etanol.

Para la recuperacion de acido lactico se tuvo en cuenta la presencia de subproductos del
proceso de fermentacién (Hoffvendahl y Hahn-Hégerdal, 2000), por ello se mantuvo la
temperatura del proceso de destilacion a 98°C de esta forma se garantiza que los vapores
generados durante este proceso en gran medida se de acido lactico puesto que esta

temperatura corresponde a su punto de ebullicion.

La concentracion de acido lactico se determiné mediante titulacidn, esto permitié verificar
el rendimiento del proceso de fermentacion tanto de los ensayos preliminares (Tabla 4),
como en la de mayor escala. A partir del primer seguimiento de la concentracion se
encontré un aumento continuo de la misma con valores que oscilan desde 0,45% a 2,88%
mL/L que corresponde a un 17,34% de é&cido lactico total obtenido en la etapa de
fermentacion valor aceptable comparado con Quintero et al. (2012) quien obtuvo 17,6% los

resultados del seguimiento de la concentracion a mayor escala se muestran en la Tabla 5.



Tabla 5. Porcentaje de Acido Lactico producido.

Tiempo de Volumen de

Fermentacion NaOH Normalidad Volumen Acido Léctico
NaOH Muestra (% mL/L)
(horas) (mL)
8 05 0,45
16 11 0,99
24 L6 1,44
0,1 Normal 1mL
32 2,2 1,98
40 2,7 243
48 3,2 2,88

La Figura 1 muestra el comportamiento del pH de la solucién compuesta de mucilago e
inoculo microbioldgico con respecto al tiempo de fermentacion. Este comportamiento se
traduce en la acidificacion de la solucion influyendo en la produccién de acido lactico de
manera positiva que atendiendo a lo expuesto por Quintero et al.,( 2012) este aumento en la

acidez se convierte en un indicador de la produccion de acido.

pH a mayor escala

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de Fermentacién (horas)

Figura 1. Variacion de pH Fermentacion.



El resultado de la acidificacion de la solucion de mucilago e inoculo durante el proceso de
fermentacion lactica se ve altamente influenciada por el crecimiento de los
microorganismos y por un proceso de hidrdlisis enzimatico como consecuencia de la
adiccion de pectina la cual favorece la acumulacion de glucosa que posteriormente sera

transformada en acido lactico (Araya, 2010).

Congruente a la acidificacion y lo expuesto anteriormente se presentan los resultados de

produccidn de acido lactico a mayor escala en la Figura 2.
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Figura 2 Obtencion de Acido Lactico a Mayor Escala

Para corroborar los resultados mostrados anteriormente (Figura 1 y 2) estadisticamente se
constatd la relacion mediante apelacion del método de regresion lineal simple tomando
como variables independientes (pH y tiempo de fermentacion) y variable dependiente o
respuesta (concentracion de &cido lactico).

De acuerdo a la Tabla 6 el valor y segin (Lahura, 2003) del coeficiente de correlacion
establece una relacion fuerte de la variable dependiente con cada una de las variables
independientes es decir que tanto pH y tiempo de fermentacion tienen una alta influencia en
el aumento de la concentracion de &cido lactico con una relacion inversa y directa
respectivamente con cada variable. Igualmente, con el valor p ANOVA se asegura la

existencia una relacion significativa entre las variables.



Tabla 6. Analisis de Variables de Seguimiento de la Fermentacion

pH Tiempo de
Fermentacion
-0,923 0,92 Coeficiente de Correlacion
Concentracion de
Acido LActico < 0,05 < 0,05 Valor-P ANOVA
95% 95% Nivel de Confianza

Polimerizacion del acido lactico
Oligomerizacion

Se realizo el seguimiento a la conversion de acido lactico en oligdbmero de bajo peso
molecular calculando el valor &cido como se observa en la Figura 3 (Pinzon et al., 2006).
Adicionalmente en esta etapa se da una reaccion de esterificacion (Gupta y Kumar, 1987)
donde se da la reaccion entre un grupo alcohol y un acido de caracter irreversible puesto

que retira agua constantemente, con lo cual la reaccion inversa no procede.
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Figura 3. Seguimiento etapa de oligomerizacion.



El valor acido obtenido a las ocho horas de reaccion fue de 6,4 lo que supone una baja
obtencion de oligomero. Esta baja obtencion de oligdmero durante esta etapa puede ser una
factor que afecta la calidad y cantidad biopolimero que se desea obtener asi como en sus

propiedades fisicas, quimicas y mecanicas segun lo reportado por Tejada (2015).

Policondensacion

En la obtencion de biopolimero como APL se hace necesario el uso de catalizadores para la
optimizacion de la velocidad de reaccion (Romero y Gutiérrez, 2004), adicionalmente los
catalizadores al entrar en reaccion con el oligbmero de bajo peso molecular a biopolimeros
de mayor peso molecular (Moon et al., 2002) ademés de que la activacion de los
catalizadores con acidos protonicos previene la decoloracion del producto obtenido por ello
se da la formacién de un del liquido viscoso que de acuerdo a lo estipulado por Medina et
al. (2014) la formacién de este liquido se considera como una evidencia cualitativa de la

formacion de biopolimeros

La cantidad de biopolimero obtenido fue de aproximadamente de 0,2g de un volumen de
50mL, un solido de caracteristicas amorfas segun Pretula (2016), de coloracién amarillenta
segun Zuluaga (2013) quien obtuvo un producto de color amarillo debido a procesos de
degradacidn térmica; y de textura rugosa al tacto.

4. CONCLUSIONES

Dadas las caracteristicas contaminantes del mucilago y su potencial de biodegradabilidad,

lo convierte en una fuente de materia prima para su aprovechamiento.

El uso de microorganismos con alto potencial de fermentacion lactica y el uso del mucilago

como sustrato, permite la produccion de acido lactico.

La fermentacion realizada bajo condiciones Optimas de temperatura, tiempo de
fermentacidn, concentracion inoculo microbiolégico y pH, presenta rendimientos y
concentraciones finales de acido lactico comparables a otros procesos reportados en la

literatura.



Los rendimientos y productividades obtenidos en produccion de acido lactico, podrian ser

mejorados optimizando parametros de agitacion y temperatura del proceso.

El proceso de polimerizacion del acido lactico se realizo por el método de policondensacion
al vacio con catalizador de cloruro de estafio (1) dihidratado activado con acido borico;
método con el cual no se logra una alta produccién de polimero; por el contrario, queda
abierta la posibilidad de experimentar y optimizar las condiciones de operacion de esta

etapa.

Altas concentraciones de acido lactico en el medio acuoso tienen un efecto inhibitorio sobre

el crecimiento celular o microbioldgico.

5. RECOMENDACIONES
Evaluar la produccion de acido lactico haciendo uso de diferentes subproductos del

beneficio del café como la pulpa o céscara al ser fuentes en azucares.

Evaluar diferentes catalizadores organicos e inorganicos, metalicos y no metalicos, asi

como su activacion con otros acidos protonicos, para la obtencion de biopolimero.
Optimizar el proceso de oligomerizacion se recomienda el uso de equipos mas eficientes.

Se recomienda emplear estrategias de remocion del AL del medio acuoso a medida que se
va formando, lo cual reduciria su efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular,

aumentando a su vez la conversion de sustrato en producto.

Caracterizar quimicamente las especies obtenidas en los diferentes procesos
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