UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yaLLE ¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Procedimiento de extraccion de acido lactico de un caldo de fermentacién microbiana en

el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala

Trabajo de graduacion presentado por Renata Tello Aguilar para optar al grado académico

de Licenciada en Ingenieria Quimica Industrial

Guatemala
2021






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ingenieria

1966

AVAISYAAINN
GUATEMALA

DEL, yaLLE ¥

Excelencia que trasciende

DEIVALLE

GRUPO EDUCATIVO

Procedimiento de extraccion de acido lactico de un caldo de fermentacién microbiana en

el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala

Trabajo de graduacion presentado por Renata Tello Aguilar para optar al grado académico

de Licenciada en Ingenieria Quimica Industrial

Guatemala
2021



Vo. Bo. :

®

Ing. Gamaliel

Tribunal examinador:

(®

Ing. Gamaliel GiovanniZambrano Ruano, M. Sc.

®

7

1
Ing. Carmen Alicfa Ortiz Pinea, M. A.

A
®

Ing. Luis Ernesto Nufiez Gonzalez, M. Sc./MBA

Fecha de aprobacién: Guatemala, 14 de mayo de 2021



PREFACIO

Desde que tengo memoria me ha interesado conocer el porqué de las cosas y el
funcionamiento de las mismas. Es debido a este interés que decidi estudiar ingenieria. A
través de los seis afios de estudio, los procesos de produccidn para entregar un producto final,
listo para su uso me han apasionado. Este Trabajo de Graduacién sigue esta linea de
pensamiento ya que se propone un método de extraccion y purificacion de acido lactico,
tomando la materia prima bruta proveniente de un proceso de fermentacion y
transformandola en un producto listo para utilizar en otro proceso productivo, la sintesis de
PLA. Se comparan dos distintos métodos para proponer el mas adecuado para su aplicacion

a nivel industrial.

En este trabajo agradezco principalmente a Dios por permitirme haber llegado hasta
aqui, a mi familia y amigos que me han apoyado incondicionalmente, principalmente a Sebas
que me ensefid a seguir mis suefios y hacer lo que me apasiona, a mis catedraticos, asesor y
director de carrera, que me han dado los conocimientos y las herramientas necesarias para
poder desarrollarme como profesional y me han transmitido su pasion por la ingenieria

quimica. A todos los que de una u otra forma formaron parte de este viaje, gracias.
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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo es proponer el método de extraccion de acido
lactico de un caldo de fermentacion microbiana en el Laboratorio de Operaciones Unitarias
de la Universidad del Valle de Guatemala. Para cumplir con este objetivo se evaluaron dos
métodos de extraccion: extraccion liquido-liquido y extraccion utilizando lactato de calcio
como intermediario. Para llevar a cabo estos procesos se utilizaron tres caldos de
fermentacion del Trabajo de Graduacion “Cinética de reaccion para la sintesis fermentativa
de &cido lactico usando melaza de cafia de azucar con la utilizacion de Lactobacillus
leichmannii” de Barillas, 2021. Se utilizaron las muestras con concentraciones iniciales de
acido lactico de 0.45 % (m/v), 1.36 % (m/v) y 1.82 % (m/v). Ademas, se elaboro una solucién
blanco con concentracion inicial de &cido lactico de 3.00 % (m/v) utilizando &cido l4ctico al
90 % (m/m).

Con el método de extraccion liquido-liquido se evaluaron siete solventes organicos:
acetato de etilo, éter dietilico, éter isopropilico, alcohol isoamilico, alcohol isobutilico, 1-
butanol y octanol. Se utilizé volimenes iguales de caldo de fermentacion y solvente (25 mL
de cada uno) para llevar a cabo la extraccion. Las concentraciones fueron determinadas

utilizando andlisis con HPLC.

Para la extraccion y purificacion con la formacion de lactacto de calcio se utilizé 25
mL del caldo de fermentacion y soluciones 0.1 M de hidréxido de calcio y 4 M de acido
sulfurico para controlar el pH de la solucion. Adicionalmente, se utilizd carbdn activado para

filtrar la solucion obtenida posterior a la adicion de las soluciones de Ca(OH).y H2SOa.

Se obtuvo una concentracion promedio final de &cido lactico de 0.444 + 8.0 x 10 %
(m/v) utilizando el método de extraccion y purificacion con la formacion intermedia de
lactato de calcio y de 10.626 + 5.5 x 10 % (m/v) utilizando el método de extraccion liquido-
liquido, utilizando octanol como solvente organico de extraccion, con el cual se obtuvo la
mayor concentracion en comparacion con los demés solventes evaluados. De acuerdo con

estos resultados se concluyo6 que el mejor método para extraer y purificar cido lactico es el
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de extraccion liquido-liquido utilizando octanol, en las condiciones evaluadas. Sin embargo,
la concentracion obtenida es muy baja como para purificar el acido y evaluar la factibilidad
en sintesis de PLA, por lo que se recomienda llevar a cabo la metodologia expuesta en este
trabajo de graduacion con caldos filtrados y centrifugados de fermentacion con
concentraciones de acido lactico mucho mayores y entonces determinar la concentracion

adecuada para utilizar los métodos expuestos.

Adicionalmente, se determind las caracteristicas fisicoquimicas de los caldos de
fermentacion analizados, obteniendo un rango de valores de 1.05 — 1.17 g/mL para la
densidad, 2.36 —6.98 cP para la viscosidad, 82.0 — 93.5 °C para el punto de ebullicion y 4.32
—4.83 para el pH.
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l. INTRODUCCION

El &cido lactico es un quimico ampliamente utilizado en la industria, principalmente
en industrias de cosméticos, alimentos, plasticos, textiles y agricultura. En la industria de
plasticos se utiliza principalmente para la produccién de acido polilactico (PLA).

En Guatemala, el azlcar, junto con sus derivados, fue el tercer producto de mayor
exportacion en 2018. Dada la abundancia del azlcar en el pais, se propone utilizar melaza,
procedente del proceso de produccion de azlcar, como materia prima para la sintesis de acido

lactico por un proceso de fermentacion, seguido de una extraccion y purificacion.

La extraccion se define como un proceso de separacion de un compuesto de una
mezcla, utilizando un solvente y su afinidad selectiva al soluto. El principal objetivo de llevar
a cabo una extraccion es obtener un compuesto de forma méas pura, eliminando los posibles
componentes presentes en la solucion original. Este proceso tiene amplias aplicaciones en la
industria por su versatilidad, confiabilidad y amplio rango de aplicacion ya que existen

diversos métodos de extraccion, aun cuando el soluto a separar sea un acido organico.

La extraccion de acidos organicos, como el acido lactico, es un proceso complejo y
costoso. Los procesos mas comunes para extraer &cidos organicos son precipitacion,
destilacion, membranas de separacion, extraccion con solventes, adsorcion y cromatografia
de intercambio i6nico como primera fase y cromatografia y cristalizacién como segunda.
Adicionalmente, en la industria también se utilizan métodos de esterificacion y filtracion para

extraer el acido lactico especificamente (Guauque y Gomez, 2019).

Para llevar a cabo la extraccion en uno de los métodos evaluados en este Trabajo de
Graduacién se utiliz6 una extraccion liquido-liquido, la cual es una operacion de extraccion
en la cual se pone en contacto un solvente con una mezcla donde se encuentra incluido el
soluto deseado, formando asi una nueva etapa del solvente afiadido y el soluto (extracto),
separado de la etapa pobre en soluto (refinado). Las operaciones de extraccion liquido-liquido



pueden llevarse a cabo en una sola etapa, en cascada o a contracorriente (Treybal, 2007). En

este Trabajo de Gradacion se realizé un proceso de extraccion en una etapa.



II.  JUSTIFICACION

El &cido lactico es un quimico altamente utilizado en las industrias de plasticos
biodegradables, cosméticos, alimentos, textiles, farmacos, entre otras. Uno de los usos
principales del acido lactico, y el de interés para este trabajo de graduacion, es la
produccién de acido polilactico (PLA por sus siglas en inglés), el cual es un polimero
utilizado en la fabricacion de empaques en la industria de alimentos, automotriz,
electronica, de textiles, entre otras. Es debido principalmente a esta aplicacion que el
mercado de acido lactico ha tenido un alza notable en los ultimos afios, con una tasa de
crecimiento anual compuesta (CAGR por sus siglas en inglés) del 12.8 %, principalmente

en la region Asia-Pacifico y Norteamérica (Markets And Markets, 2015).

Segun estudios llevados a cabo por MarketsAndMarkets, el mercado
internacional de &cido lactico reporto un valor de US$1.1 mil millones para el 2020, y
esta proyectado que alcance los US$ 2.1 mil millones en 2025. EI mercado internacional
de PLA tenia un valor aproximado de US$ 786 millones en 2020 y podria alcanzar hasta
los $1.756 mil millones para 2025, indicando asi que existe una gran posibilidad de
inclusion de nuevos procesos de produccion de acido lactico. El alza notable en este
mercado se debe principalmente al uso de acido lactico como materia prima de PLA, que
a su vez, es ampliamente utilizado en la produccién de empaques de alimentos. Contar

con un nuevo proceso para produccion de acido lactico es, por ende, de vital importancia.

Es debido al gran interés comercial que posee el acido lactico que en este Trabajo
de Graduacion se hizo un estudio para proponer un procedimiento para extraer acido
lactico, obtenido previamente de un caldo de fermentacion microbiana partiendo de
melaza y utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa, para luego ser

extraido.

Los procesos de extraccion y purificacion del &cido lactico tienen una alta
importancia en la industria ya que influyen directamente en la calidad y por ende precio

del &cido lactico, especialmente para las industrias de alimentos y plasticos. Este factor,
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junto al hecho de que Guatemala es un pais con abundancia de azucar (12 ingenios
Ilegando a producir en la zafra 2019-2020 2,763,656 t de azucar), se propone este Trabajo
de Graduacion buscando un método de extraccion de acido lactico que satisfaga las
necesidades del mercado y que entregue como producto final &cido lactico de alta pureza,

para poder ser utilizado como materia prima para la sintesis de PLA.



1. OBJETIVOS

A. General

Proponer el método de extraccion de acido lactico de un caldo de fermentacidn
microbiana en el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de

Guatemala.

B. Especificos

1. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas: densidad, viscosidad, punto de
ebullicion y pH, del caldo de fermentacion de Lactobacillus Leichmannii, que

contiene acido lactico.

2. Evaluar dos métodos para la extraccion de &cido lactico del caldo de fermentacion,

utilizando diferentes solventes y calcular los rendimientos respectivos.

3. Desarrollar el método de extraccion de acido lactico a escala laboratorio en funcion
del solvente con mejor rendimiento. Y segun lo anterior hacer las modificaciones

correspondientes.



IV. MARCO TEORICO

A. Acido lactico

El &cido lactico es un &acido carboxilico con un grupo hidroxilo en el carbono
adyacente a este grupo, de la forma H3C-CH(OH)-COOH (C3H603) que fue descubierto
por Scheele en 1780, quien lo aislo de la leche agria. Sin embargo, fue reconocido como un
producto de la fermentacion hasta 1847 por Blondeaur. En 1881, Littleton inicid la

produccion industrial de &cido lactico utilizando la via fermentativa (Parés i Farras, 1997).

El &cido lactico se produce de forma natural por el cuerpo humano, como un producto
final del metabolismo anaerobico de la glucosa. El &cido lactico se obtiene por la reduccion
del &cido piravico en una reaccion que es principalmente catalizada por deshidrogenasa

lactica, utilizando nicotinamida adenina dinucle6tico (NAD) como coenzima (Soler, 2000).

Adicionalmente, el acido lactico puede ser sintetizado siguiendo una ruta quimica o
una biotecnoldgica. La sintesis quimica puede utilizar como materia prima biomasa o bien
derivados del petroleo. Al utiliza biomasa se deben utilizas tecnologias de conversion
hidrotermal en condiciones alcalinas mientras que al partir de derivados del petrdleo
(acetaldehidos) se debe utilizar una solucién en fase acuosa y bajo presion, utilizando cianuro

de hidrdgeno, &cido sulfarico y metanol.

Si se utilizan rutas biotecnoldgicas, la materia prima para partir es biomasa y se utiliza
un proceso de fermentacién microbiana. En estas rutas se pueden obtener isémeros
especificos (L o D) dependiendo de los microorganismos utilizados en la fermentacién. En
las rutas quimicas unicamente es posible obtener una mezcla racémica entre los
estereoisomeros L y D. Es debido a este factor principalmente que las sintesis por
fermentaciones microbianas han estado ganando mas protagonismo en la industria de
produccién de &cido lactico, ya que los polimeros sintetizados de isébmeros puros, tanto L
como D poseen propiedades superiores a los elaborados por mezclas racémicas, dando asi
propiedades mas adecuadas para los plasticos (Vuan, 2018).
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El &cido lactico posee dos estereoisomeros D(-) y L(+) como fue previamente
mencionado, ademés de una forma racémica que es Opticamente inactiva. Ambos
estereoisomeros tienen las mismas propiedades fisicas y quimicas, excepto en casos en los
que en las reacciones se encuentre otro compuesto con actividad dptica. En una reaccion
normal siempre se obtiene todos los estereoisdmeros; sin embargo, depende del mecanismo
seguido, cuél isdbmero predominara en el producto de la fermentacién. La reaccion general

de una fermentacion lactica es la siguiente:

C6H1206 il 2 CH3 - CHOH - COOH

(Parés i Farras, 1997)

El isdbmero L(+) es producido por el metabolismo humano al llevar a cabo una
contraccion muscular, mientras que el isbmero D(-) es obtenido Gnicamente por una ruta

sintética (quimica o biotecnoldgica).

El 4cido lactico tiene multiples usos en la industria. Su aplicacion se puede observar
en las industrias de: cosméticos, alimentos, farmacéuticos y quimicos. Adicionalmente, los
isdbmeros D(-) y L(+) descritos previamente son ampliamente deseados debido a su aplicacion
en la produccion de polimeros lacticos biodegradables, como el PLA (Serna-Cock y
Rodriguez, 2005).



Cuadro 1: Propiedades del &cido lactico 90% (m/m)

0
Estructura quimica H 0 ~~ g H
Peso molecular 90.08 g/mol
Estado fisico Liquido incoloro o levemente amarillo
Punto de ebullicion 122 °C (a 20 hPa)
Punto de fusion 18 °C
Punto de inflamacion 113 °C
Densidad 1.21 g/mL (a 20 °C)
Solubilidad Completamente soluble en agua

Viscosidad dinAmica 7.0cP a 20 °C

pH 2.8

Datos obtenidos de ficha técnica del reactivo utilizado en la experimentacion: acido lactico
al 90 %.

1. Uso industrial

El &cido lactico es ampliamente utilizado en la industria. Segin Herryman y Blanco,
en 2005 aproximadamente el 85 % del acido lactico producido es utilizado en la industria
alimenticia, mientras que el restante 15 % se distribuia entre las industrias farmaceéuticas, de

textiles, de plasticos, agroquimicas y de cosmeticos, entre otras.



Actualmente, segun el estudio llevado a cabo por MarketsAndMarkets, los principales
usos del &cido lactico son: produccion de polimeros biodegradables, comidas y bebidas,
farmacéutico, producto de cuidado personal y otros.

Adicionalmente, en 2013, la demanda anual de acido lactico alcanzaba las 714.2
toneladas, esperando llegar a una demanda para el afio 2020 de 1,960.1 toneladas. Los
mayores consumidores de acido lactico a nivel mundial son Estados Unidos, China y Europa
Occidental. Por otro lado, los mayores productores de acido lactico a nivel mundial son
PURAC, Cargill y Henan Jindan Lactic Acid Technology Co., Ltd (Komesu, et at, 2017).

Uno de los principales beneficios del &cido lactico es su estado fisico, ya que, si se
trabaja con alguno de los estereoisomeros o la forma racémica activa, estos se encontraran
en estado liquido. En estado puro; sin embargo, son sélidos altamente higroscépicos, lo que

hace su utilizacion ampliamente factible (Serna-Cock y Rodriguez, 2005).

2. Sintesis

El &cido lactico es obtenido principalmente por dos vias: quimica o biotecnoldgica.
En la produccion quimica, si se parte de recursos derivados del petrdleo, se usa la reaccion
de 4cido cianhidrico (HCN) con acetaldehido, formando asi un lactonitrilo que
posteriormente, por una ionizacién, puede obtenerse acido lactico. Adicionalmente,
remplazando la reaccion con HCN se puede hacer reaccionar el acetaldehido con mondxido
de carbono (CO) y agua (H20), utilizando &cido sulfurico (H2SO4) como catalizador. Estas
reacciones deben controlarse con precaucion debido a la alta toxicidad de los compuestos
(HCN y H>SO4). En esta via sintética se obtiene una mezcla entre los isémeros L(+) y D(-)
Opticamente inactivos, lo cual no es deseado en la industria y conduce a que esta via de
produccién no sea muy utilizada (Serna-Cock y Rodriguez, 2005). Adicionalmente, este
mecanismo de sintesis de acido lactico ha sido el Gnico que ha sido comprobado ser técnica

y econdmicamente rentable.



Siempre siguiendo una ruta quimica, el acido lactico puede ser sintetizado partiendo
de biomasa como materia prima aplicando procesos de combustion directa, pirolisis y
conversion hidrotermal (HTC). El proceso de HTC es el més rentable para la sintesis de &cido
lactico y utiliza agua subcritica y supercritica como medio de reaccién. En este proceso la
celulosa presente en la biomasa debe ser hidrolizada a monosacéaridos (glucosa) o
oligosacaridos. La glucosa es oxidada, en un medio alcalino, a gliceraldehido, precursor de
acido lactico, formando piruvaldehido como producto intermedio (Vuan, 2018).

La obtencion de &cido lactico por via biotecnoldgica se lleva a cabo por la
fermentacion de compuestos ricos en carbono. La fermentacion puede llevarse a cabo
utilizando bacterias u hongos. Las principales bacterias utilizadas para esta sintesis son las
BAL (bacterias acido lacticas) las cuales comparten caracteristicas como ser anaerobicas
facultativas, catalasa negativa, no presentan motilidad, no forman esporas, tienen alta
tolerancia a pH mas altos (mayores a 4) y pueden desarrollarse en rangos de temperatura
desde 20 a 45 °C, estos factores las hace adecuadas y efectivas en el medio &cido que
predominara durante la fermentacion. Adicionalmente, las BAL pueden ser clasificadas
segun su produccién: homofermentativas obligadas, heterofermentativas facultativas y
heterofermentativas obligadas (Vuan, 2018). Las cepas mas utilizadas para las
fermentaciones son las de la familia Lactobacillus, como las Lactobacillus delbrueckii, L.
amylophilus, L. bulgaricus y L. leichmanii segin Jamshidian et al. la cual fue utilizada en la
fermentacion para producir el acido lactico con el que se trabajo en este estudio. Ademas de
las BAL, el &cido lactico puede ser producir utilizando hongos como Rhizopus (Rhizopus
oryzae), Mucor y Monilia. Este tipo de sintesis produce isémetros L(+) o D(-) 6pticamente
activos, lo que la hace el método maés utilizado en la producciéon de &acido lactico y el
seleccionado para la produccion del caldo de fermentacion utilizado como punto de partida
en este trabajo de graduacion (Serna-Cock y Rodriguez, 2005). Una vez seleccionada la
biomasa y el microorganismo adecuado, el proceso de sintesis de acido lactico por ruta

biotecnoldgica es el siguiente segiin Vuan 2018.
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Figura 1: Sintesis de &cido lactico mediante una ruta biotecnoldgica utilizando biomasa

como materia prima.

Biomasa Microorganismo(s)

Mecdnico,
quimico,
fisicoquimico,
biologico

/ Pretratamiento’

Fermentacion

Hidrdlisis
enzimatca,
cultivos mixtos

El &cido lactico, a nivel industrial, es mayormente producido por fermentacién
microbiana, ya sea homofermentativa o heterofermentativa (prefiriendo la homofermentativa
debido a su selectividad), por las razones previamente expuestas. Usualmente, la materia
prima utilizada es un residuo organico, lo que hace que el proceso sea menos contaminante.

Ademas, para el proceso de fermentacion no se utilizan combustibles fésiles.

Dentro del grupo recomendado de bacterias para producir acido lactico se encuentra
el tipo de homofermentativas. Estas bacterias producen Gnicamente un tipo de
estereoisomero del acido lactico y por ende su rendimiento es mayor. La ecuacion general de

esta reaccion se presenta a continuacion:

CoHy,04 + 2 ADP + 2 P; - 2 CHy; — CHOH — COOH + 2 ATP
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glucosa + 2 ADP + 2 fosfato inorganico — 2 acido lactico + 2 ATP

El fosfato inorgénico (Pi) es producido por la ruptura de ATP, y por lo tanto es
utilizado, junto al ADP para regenerarlo. (Serna-Cock y Rodriguez, 2005).

Una sintesis llevada a cabo por ruta quimica no es ampliamente utilizada en la
industria debido a que tiene un bajo desempefio provocado por la dependencia de un producto
alterno de otro producto industrial. Es por esto que en este trabajo, se us6 acido lactico
producido por un proceso fermentativo. De esta forma se puede representar mejor el proceso

a seguir a nivel industrial.

3. Meétodos de extraccion
A continuacion, se presenta los métodos seleccionados de extraccion y purificacion

del &cido lactico tomando en cuenta la tecnologia y equipos disponibles en el Laboratorio de

Operaciones Unitarias de la Universidad del Valle de Guatemala.
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Cuadro 2: Métodos de extraccién y purificacion para acido lactico

FORMA
3 MATERIALES
DEL METODO OBSERVACIONES
NECESARIOS
SUSTRATO
Acido lactico | Purificacion de | Ca (OH). (aumentar | ¢ No se obtiene totalidad de
en caldo de | &cido lactico pH) acido ya que parte (hasta
fermentacion H2SO4 (formacion de 18%) por retencién en carbon
acido) activado
Carbon activado (1| e Necesario uso de 0zono
g/L)
Ozono (30 L/min)
Acido lactico | Extraccion HCI (ajustedepH a3) | ¢ 5 mL de solucién (ajustado
en caldo de | liquido-liquido | Acetato de etilo (1) pH) se coloca en matraces

fermentacién

Eter dietilico (5)
Alcohol isobutilico (2)
1-Butanol (3)

Alcohol isoamilico (4)
Eter isopropilico

con distintos  solventes
organicos

Se agita a 150 rpm 30 min
Se separa con ampollas de

decantacion.

Ampoyas de
separacion
Sal de calcio | Cristalizacion de | H2SO4 e Sal cruda del caldo de
lactato de calcio fermentacién se cristaliza,
disuelve y acidifica para
obtener acido lactico
Sal de calcio | Recristalizacion | ZnCOs  (transformar | @ Sal cruda se convierte a
de lactato de | sal de calcio en lactato lactato, se recristaliza y
zinc de zinc) disuelve en agua
HxSO.  (precipitacion e Zinc en exceso Yy se precipita
del zinc en exceso)
Acido léactico | Separacion e | Vapor a Pam e Lactatos de metilo, etilo,
en caldo de | hidrolisis de propilo, isopropilo o butilo
fermentacién | ésteres lacticos se hidrolizan facilmente.
e Concentrar residuo al vacio

Notas: Procedimiento de extraccion de purificacion de acido lactico y extraccion liquido-liquido fueron

obtenidos de Nufiez et al, 2009. Procedimiento de cristalizacion de lactato de calcio se obtuvo de Xu y

Xu, 2014. Procedimiento de cristalizacion de lactato de zinc se extrajo de Komesu et al, 2017.

Procedimiento de separacion e hidrélisis de ésteres lactidos se obtuvo de Sun et al, 2006.
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De las técnicas de extraccion y purificacion presentadas en el Cuadro 2, una de las
mas efectivas es la extraccion liquido-liquido utilizando solventes organicos debido a que los
solventes son altamente selectivos, logrando asi altas eficiencias de extraccion y purificacion.
Ademas, es necesario el regular el pH antes de la extraccion ya que no es el adecuado para

el uso de los solventes organicos (Serna-Cock y Rodriguez, 2005).

B. Plasticos biodegradables

Los plasticos biodegradables son aquellos que pueden ser descompuestos de forma
aerobica o anaerobica por accion de microorganismos en condiciones ambientales adecuadas,
en un periodo de tiempo establecido, producir un alto porcentaje de CO2 y reducir el tamafio
de las piezas el material en forma sustancial. Pueden obtenerse a partir de recursos renovables
0 de materia fosil. La principal forma de obtener estos polimeros es por fermentacion y
sintesis. Los plasticos biodegradables mas comunes son: Biopol TM, poliésteres copolimeros
del tipo polihidroxibutirato (PHB)/polihidroxivalerato (PHV), pululano y el PLA, entre
muchos otros (Plastivida. 2009).

Ya que el objetivo principal de este trabajo de graduacion persigue la extraccion y

purificacion de acido lactico para evaluar el uso en produccién de PLA, se dara principal
enfoque a este plastico biodegradable.

1. Acido polilactico (PLA)
El PLA es el méas conocido de los plasticos biodegradables y se caracteriza por ser

fabricado a partir de acido lactico proveniente de fermentacion de fuentes de azlcar, como

los almidones, obtenido de fuentes naturales como papa, trigo 0 maiz (Plastivida. 2009).
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a. Uso en la industria

Los pléasticos biodegradables como el PLA son ampliamente utilizados en la industria
de empaques y son un material innovador. Por otra parte, se ha utilizado hasta la fecha
polimeros derivados del petréleo como empaques debido a su alta durabilidad y resistencia.
Adicionalmente, estos polimeros poseen un bajo costo y tiempo de produccién muy corto
debido al alto desarrollo tecnolégico de la industria. Estos materiales cuentan con un buen
desempefio, comprobado en el tiempo que se han utilizado en la industria. Algunas
propiedades que caben resaltar de estos materiales son sus buenas propiedades como barrera
ante contaminantes, protegiendo asi el material empacado y buena estabilidad ante el calor
(Jamshidian et al, 2010). Sin embargo, estos polimeros derivados del petréleo cuentan con
varias desventajas, como utilizacion y por ende, disminucion de las reservas de petroleo y
gas, incremento en los precios del petroleo y gas, de acuerdo con la demanda por este
mercado de empaques, altos tiempos y complicados procesos de degradacion, afectando asi
al ambiente, procesos de reciclado con altos costos y altos riesgos de contaminacion cruzada
y posible contaminacion al consumidor de acuerdo con los componentes de estos polimeros
(Jamshidian et al, 2010).

El uso de biopolimeros, como el PLA, reduce muchas de las desventajas que
presentan originalmente los polimeros derivados del petroleo, debido a que proceden de
fuentes naturales, como polisacaridos, proteinas y algas procariotas marinas. Ademas,
pueden producirse por sintesis quimica de monémeros derivados de la naturaleza, como es
el ejemplo del PLA, producido a partir de &cido lactico del metabolismo de microorganismos
0 bacterias genéticamente modificadas o por sintesis partiendo de derivados del petréleo
(Jamshidian et al, 2010).

b. Obtencion

La produccién del PLA tiene muchas ventajas, como lo son: el mondémero lactico
puede ser producido a partir de acido lactico, provee ahorros energéticos en el proceso de
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obtencion, puede ser descompuesto a acido lactico de vuelta por hidrolisis o alcoholisis,
produccion de empaque papel-plastico compostable, mejoramiento de la economia de
agricultura ya que es posible el uso de residuos que se pueden aprovechar o algunos cultivos
destinados para el efecto, facil acople de propiedades fisicas de acuerdo con modificaciones

del material.

El PLA se puede obtener por tecnologias combinadas de agricultura e industria, como
lo es el crecimiento de cultivos, tecnologias biologicas, como la fermentacion o tecnologias

quimicas, como la polimerizacion (Jamshidian et al, 2010).

c. Proceso productivo

El PLA se obtiene por un proceso de polimerizacion del &cido lactico, para obtener
largas cadenas moleculares (Plastivida. 2009).

Las tres principales rutas para producir PLA son polimerizacion directa por
condensacion, policondensacion directa usando una solucion azeotropica y polimerizacion

usando la formacion de lactida. La lactida es un diéster ciclico del &cido lactico.

En la polimerizacion directa por condensacion se produce una esterificacion de los
monomeros con ayuda de solventes, eliminando el agua usando vacio y calentamiento. Con
este método no se obtiene PLA de alto peso molecular, por lo que su uso para empaqgues €es

poco viable.

La policondensacién directa con una solucién azeotrépica es el método mas utilizado
para obtener PLA de alto peso molecular. Este producto se obtiene debido a que el uso de
una solucién azeotropica disminuye la presion necesaria para llevar a cabo el proceso de

destilacion y por ende, facilita la extraccion del PLA del solvente en el que se encuentre.

A pesar de que con la policondensacion directa se obtiene buenos rendimientos y PLA

de alto peso molecular, a nivel industrial el método de produccion mas utilizado es la
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polimerizacion con la formacion de lactida. En este método se obtiene PLA con una
destilaciéon a altas temperaturas y utilizando vacio. Posteriormente, se lleva a cabo una

polimerizacion por apertura de anillo.

A continuacion, se presenta la estructura quimica del monémero formado para

posteriormente llevar a cabo la polimerizacion del PLA.

Figura 2: Estructura del mondémero constituyente del PLA.

ON

C. Extraccion liquido-liquido

Es una operacion de extraccion en la cual se pone en contacto un solvente con una
mezcla donde se encuentra incluido el soluto deseado, formando asi una nueva etapa del
solvente afiadido y el soluto (extracto), separado de la etapa pobre en soluto (refinado). Las
operaciones de extraccion liquido-liquido pueden llevarse a cabo en una sola etapa, en

cascada o a contracorriente (Treybal, 2007).

La extraccion aumenta conforme se utilizan etapas multiples, debido a que se
aprovecha la afinidad de los componentes de la mezcla inicial a los solventes utilizados. Otro
método para aumentar la eficiencia de extraccién es el uso de reflujo. Ademas, se puede
utilizar dos disolventes mezclados para lograr una mejor extraccion del soluto. Los solventes

utilizados deben ser escogidos segun su afinidad a los isomeros del soluto (en caso existieran)
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para asegurar asi la extraccion de la mayor cantidad posible de del soluto, en todas sus formas
(Treybal, 2007).

La extraccion liquido-liquido, en comparacion con otros métodos de separacion como
la destilacion o la evaporacion, debe evaluarse econdmicamente ya que no se da una
separacion directa, sino que se forma una nueva solucion que debe ser separada
posteriormente ya sea por destilacion o por evaporacion. Se utiliza la extraccién debido a su

selectividad entre solvente y soluto.

Ademas, la extraccion liquido-liquido, utilizada previo a una destilacion o
evaporacion, proporciona una opcion méas econdmica de extraer un soluto de una solucion
acuosa. Esto se debe a que evaporar el agua para obtener el soluto requiere mayor energia

que evaporar un solvente organico con menor punto de ebullicion que el agua.

Como se menciono anteriormente, es necesario llevar a cabo un proceso de extraccion
de varias etapas para obtener un porcentaje aceptable de acido lactico, razén principal por la
que los métodos de extraccion del mismo son tan costosos. Entre las diversas técnicas de
extraccion que pueden emplearse se encuentran: filtracion, ablandamiento (remocion de
cationes), electrodidlisis (concentracion del é&cido), polishing (eliminar trazas de
contaminantes, cromatografia) y destilacién (o evaporacién al vacio) (Guauque y Gomez,
2019).

En la extraccion, como se ha mencionado anteriormente, estan presentes por 1o menos
tres sustancias. Tanto el solvente de la mezcla original como el disolvente utilizado para la
extraccion estan presentes en las dos fases formadas, extracto y refinado. Debido a esto se
utilizan diagramas con coordenadas triangulares equilateras para representar la concentracion

de soluto en cada fase.

La forma de los diagramas de coordenadas triangulares cambiara dependiendo del

sistema con el que se esta trabajando. Sin embargo, siempre tomara en cuenta los tres ejes
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necesarios: soluto (C), solvente (A) y disolvente (B). A continuacion, se representa un caso

que representa un sistema de 3 liquidos, donde A y B son parcialmente solubles.

Figura 3: Diagrama de coordenadas triangulares para un sistema de tres liquidos en los que
A'y B son parcialmente solubles.
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Fuente: Treybal, 2007

1. Solventes organicos

Los solventes organicos son solventes compuestos de carbono, hidrégeno y otros
elementos que le dan caracteristicas distintivas. Son ampliamente utilizados debido a su alta
volatilidad, bajo punto de ebullicién, bajo peso molecular y color. Dichos solventes son
utilizados principalmente en procesos de extraccion, ya que, por las caracteristicas
previamente mencionadas, dan paso a un proceso mas eficiente, en el que se puede utilizar

menos energia para eliminar dicho solvente del soluto deseado (Joshi y Adhikari, 2019).

Los solventes organicos son utilizados, principalmente en extracciones liquido-
liquido, ya que, dependiendo de su afinidad, pueden formar enlaces con el soluto deseado,
separandolo asi de la mezcla original, y posteriormente puede ser eliminado con un proceso

ya sea de evaporacion o destilacion. Si la solucion original es acuosa, las caracteristicas
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hidrofobicas de la mayoria de los solventes organicos, basado en su estructura quimica, ayuda

a no tener altas trazas de agua en el producto final.

Los solventes organicos mas utilizados se pueden clasificar en grandes grupos, como
lo son: hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos halogenados, hidrocarburos ciclicos,
hidrocarburos aromaticos, aminas, cetonas, ésteres, aldehidos y alcoholes (Joshi y Adhikari,
2019).

a. Cuadro de propiedades

En el presente Trabajo de Graduacion, se utilizé siete solventes organicos para el
proceso de extraccion liquido-liquido, por lo que a continuacion se presenta sus principales

propiedades fisicoquimicas.
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Cuadro 3: Propiedades de los solventes organicos utilizados

Pto.de  Pto.de ) Punto de
Solvente  Formula heso ebullicion  fusion Densidad inflamabilidad
molecular (g/mL)

Q) °C) (°C)
Acetato de CsHgO2 88.11 77 -83.6 0.895 -4
etilo
Alcohol CsH120 88.15 131 -117 0.81 45
isoamilico
Alcohol C4H100 74.12 107 -108 0.802 28
isobutilico
1-Butanol C4H100 74.12 117.7 -88.6 0.8095 37
Octanol CgH180 130.23 194.5 -16.5 0.827 81.1
Eter CeH14O  102.18 68 -85.5 0.720 -29
isopropilico
Eter C4H100 74.12 34.5 -116.2 0.713 -45
dietilico
Fuente: Joshi y Adhikari, 2019 y fichas técnicas de los reactivos.

Cuadro 4: Estructuras quimicas de los solventes organicos utilizados
o) /k/\ OH
/\/\OH
)I\o/\ OH )\
Acetato de Etilo Alcohol Isoamilico | Alcohol isobutilico | 1-Butanol
(isobutanol)

PN

/\O/\

Octanol

Eter Isopropilico

Eter dietilico
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D. Procedimientos de analisis

1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) es la
cromatografia mas utilizada y versatil, para separar e identificar compuestos en los siguientes

grupos: materiales organicos, inorganicos y bioldgicos (Skoog et al, 2015).

Al ser un método tan versatil, existen distintos tipos de HPLC, los cuales se enumeran

a continuacion:

e Cromatografia de particion o liquido-liquido
e Cromatografia de adsorcion o liquido-sélido
e Cromatografia de intercambio idnico

e Cromatografia de exclusion molecular

e Cromatografia de afinidad

e Cromatografia quiral

En este Trabajo de Graduacion se utilizé la cromatografia de particion (liquido-
liquido) utilizando agua como fase mdvil, la cual se puso en contacto con las muestras

analizadas para obtener cromatogramas indicando la cantidad de acido lactico identificado.

Para llevar a cabo un analisis utilizando la cromatografia liquida de alta resolucion se
debe tomar en cuenta la remocion de gases disueltos y las microparticulas del liquido, ya que

éstos podrian causar velocidades de flujo no reproducibles y ensanchamiento de banda.

Para cargar las muestras, se utiliza un sistema de inyeccion, en el que se puede graduar

la dosificacion por tamafio de muestra desde 1 hasta 100 pL.
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Uno de los componentes principales de los equipos de HPLC es, por supuesto, la

columna. Las columnas pueden clasificarse en los siguientes dos grupos generales:

Columnas analiticas: son columnas pequefias de 5 — 25 cm de largoy 3 — 5 um de
didmetro. Pueden llegar a tener hasta 100,000 platos/m y son preferidas por su
velocidad de anélisis y consumo minimo de disolvente.

Precolumnas: existen dos tipos principales de precolumnas, una que se encuentra
entre el reservorio de solvente y el inyector para acomodar la fase maévil (columna
de desperdicios) y otro que se encuentra entre el inyector y la columna analitica

(columna de proteccidn) (Skoog, et al. 2015)
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V. ANTECEDENTES

En el Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad del Valle de Guatemala
se ha llevado a cabo multiples investigaciones acerca de la obtencion de 4cido lactico y su

extraccion. A continuacion, se presenta la informacion mas relevante de estos estudios.

En el afio 2011, el M.Sc. Carlos Edmundo Rolz Asturias, junto con su equipo de
investigadores, llevo a cabo el proyecto FODECYT No. 003-2008, titulado “Obtencion de
acido lactico a partir de la cafia de azicar”. En el trabajo de investigacion se utilizo cafia de
azucar madura para la produccion de acido lactico con una fermentacion utilizando una cepa
del hongo Rhizopus oryzae (CBS 146.22) y la bacteria L. lactis DSM 4366. Se obtuvo como
resultado 0.203 g de &cido lactico por 100 mL de solucién, partiendo de 22.4 g de cafia fresca,
1.33 g de acido lactico por 100 mL de solucion partiendo de cafia previamente congelada y
esterilizada y 0.491 g de &cido lactico por 100 mL de solucién partiendo de 1.46 g/L de

biomasa seca.

En el afio 2011, Andrea Maria Barascout Gonzélez llevd a cabo el trabajo de
investigacion titulado “Produccion de acido lactico a partir de residuos de cosecha y jugos
de cafa de azlicar” en el cual se realiz6 una fermentacion microbiana de melaza para producir
acido lactico. En el trabajo se propuso el disefio de un reactor que podia ser utilizado para la
produccion de acido lactico con la materia prima escogida (melaza) y la cepa Lactococcus
lactis subsp. Lactis, la cual es una cepa homo fermentativa. El proceso se llevé a cabo en dos
condiciones: a 31 — 32 °C por 225 horas y a 40 — 41 °C por 60 horas, con una agitacion de
100 — 120 rpm obteniendo una concentracion de &cido lactico de 11.1 g/L para una solucion
de 200 mL. Ademas, se determind que las condiciones mas adecuadas de operacion eran
entre 31 — 32 °C, con agitacion leve y en forma anaerdbica (Barascout, 2011).

En el afio 2021, se present6 el Trabajo de Graduacion titulado “Cinética de reaccion
para la sintesis fermentativa de &cido lactico usando melaza de cafia de azucar con la
utilizacion de Lactobacillus leichmannii” en el cual se trabajo con soluciones sin y con

inversion acida de &zucares. La melaza utilizada presentaba los siguientes valores de
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propiedades fisicoquimicas: densidad de 1.25 + 0.01 g/mL, viscosidad dindmica de 2.95 x
10* + 1.61 x 102 cP, humedad en base seca de 2.54 + 0.27 %, °Brix de 87.15 + 0.29 y pH de
5.11 + 0.03. Las soluciones sin hacer inversion acida de azlcares tenian una concentracion
inicial de 15 % (m/v) de azUcares y se obtuvo producciones fermentativas de acido lactico de
0.0339, 0.0179 y 0.0162 g/mL. Adicionalmente se obtuvo un consumo maximo de azUcares
del 81%. Las soluciones con inversién tenian una concentracion inicial de 14 % (m/v) de
monosacaridos, determinadas por analisis con HPLC, y con ellas se obtuvo producciones
fermentativas de acido lactico de 0.0039, 0.0031 y 0.0037 g/mL, obteniendo también una
conversion de azlcares de 75% maximo. Es decir, se generd 218.40 g de &cido lactico
correspondientes a los 16 L del caldo en el fermentador, durante 190.75 h de proceso de
fermentacion, obteniendo una concentracion de 1.36 % (m/v) de &cido lactico y de 1.89 %
(m/v) de &cido citrico. Las soluciones MF4.n (sin inversién), MF5.n (con inversion) y FPn.1
(con inversidn) fueron utilizadas para realizar el procedimiento de extraccion y purificacion
de &cido lactico de este Trabajo de Graduacion (Ver Cuadro 12 en seccion de Apéndice,

Datos Originales).

En 2017 Vidra, Toth y Németh llevaron a cabo un estudio titulado “Lactic acid
production from cane molasses en el cual se fermenté melaza para producir acido lactico. Se
utilizaron Lactobacillus casei (NCAIM B.02467) y Lactobacillus sp. MKT878 (NCAIM
B.02375)” como cepas en la fermentacion. Se realizd un pretratamiento de la melaza que
consistia en una acidificacién, una inversion de azUcares y por Ultimo adicion de enzima a
un pH de 4.5. Las soluciones iniciales poseian una concentracion inicial de monosacaridos
de 162 g/L (glucosa y fructosa) llegando hasta una concentracion final de 16 g/L. Se obtuvo
concentraciones finales de acido lactico de 146 g/L utilizando Lactobacillus casei y de 89

g/L utilizando Lactobacillus sp. MKT878. La fermentacién tuvo una duracion de 150 h.

Adsul, Khire, Chaudhari y Gokhale publicaron en 2008 el articulo cientifico titulado
“Utilization of Molasses Sugar for Lactic Acid Production by Lactobacillus delbrueckii
subsp. delbrueckii Mutant Uc-3 in Batch Fermentation”, en el cual se obtuvo concentraciones
finales de 129 y 166 g/L de acido lactico en fermentaciones microbianas de 30 y 40 h,

respectivamente. La fermentacion se llevo a cabo a escala laboratorio en Erlenmeyers de 250
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mL, a 42 °C, y con una agitacion constante de 150 rpm. Las soluciones iniciales contenian

entre 46 y 48 % (m/m) de azUcares invertidas.

En el afio 2014, se presentd un Trabajo de Graduacidon en modalidad de Megaproyecto
titulado “Disefo de una planta para la produccion de polidcido lactico por policondensacion
a partir de &cido lactico proveniente de la fermentacion de melaza utilizando el hongo
Rhizopus oryzae”. En este trabajo de graduacion, la fermentacion se llevé a cabo a partir de
melaza, obteniendo una solucion al 0.7702 % (m/m) de &cido lactico partiendo de una
solucion 20 % (v/v) de melaza, que fue fermentada, filtrada y tratada con acido sulfurico para
llevar el valor de pH a 3 durante 24 horas, para luego volver a elevarlo a 6 utilizando una
solucion de hidroxido de sodio 10N. La solucion fue centrifugada a 2500 rpm por 10 min'y
posteriormente se decantd para recuperar Unicamente el sobrenadante. Este sobrenadante fue
analizado en HPLC (Agilent C18 de 250 mL x 4.6 mL, 5 um) a 16 °C y un flujo de fase
movil de 0.4 mL/min. Ademas, se planteo el disefio de una planta de produccién, tomando
en cuenta equipos de transferencia de calor, equipos de vacio, transporte de fluidos e

instrumentacion basica de la planta (Balsells et al, 2014).

En el afio 2014, Xu y Xu publicaron un articulo titulado “Efficient calcium lactate
production by fermentation coupled with crystallization-based in situ product removal” en
el cual se llevé a cabo una fermentacion partiendo de 200 g/L de glucosa, 1.2 g/L de peptina
de soya, 12.6 g/L de levadura, 1 g/L de nitrato de sodio, 1 g/L de cloruro de amonioy 3 g/L
de proteina de semilla de algoddn. Durante el proceso de fermentacién se regul6 el pH a un
valor de 6.2 utilizando una solucion al 25 % (m/v) de hidroxido de calcio. Para favorecer la
cristalizacion del lactato de calcio se ingreso cristales semilla al biorreactor utilizado de 5 L.
En una prueba llevada a cabo a escala laboratorio Unicamente se pudo extraer 120 g/L de
acido lactico. Sin embargo, con el nuevo método practicado por Xu y Xu se obtuvo
concentraciones finales de acido lactico de 725.8 y 765 g/L, posterior a retirar los cristales

de lactato de calcio formados durante la fermentacion.

En el afio 2016, se presentd otro Trabajo de Graduacion en modalidad de

Megaproyecto titulado “Anélisis de mercado y de etapas en la produccion a escala laboratorio
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de PLA, por fermentacion de melaza”. Para este trabajo se ferment6 una solucion de melaza
a una concentracion inicial del 20% (m/v) utilizando un cultivo lactico y Ryzhopus oryzae
como cepa. Se obtuvo una concentracion final maxima de acido lactico de 11.03 g/L para el
cultivo ABY-3 partiendo de una concentracion de 5.5 g/L y de 7.86 g/L para el cultivo YC-
370 partiendo de una concentracion de 6.25 g/L. Estas concentraciones fueron determinadas
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con un equipo Hewlett
Packard 1100 Series y columna 799160D-572 ODS Hypersil, con dimensiones de 200 x 2.1
mm y un tamafio de particula de 5 micrones. Posteriormente, se llevé a cabo una extraccion
con dodecanol, octanol y heptano obteniendo fracciones méasicas maximas de acido lactico
de 0.13, 0.72 y 0.52, respectivamente sin TOA (triocilamina) y de 0.27, 0.23 y 0.40,
respectivamente utilizando TOA. La extraccion se llevé a cabo sumergiendo la solucion
solvente-solucion con &cido lactico en un bafio térmico a 25 °C por 17 h. La concentracion
fue determinada evaluando 1.5 mL de solucion en cada andlisis utilizando un cromatdgrafo
de gases con detector de masas, con una columna DB-WAX 60 m de largo, 0.25 mm de
didmetro interno, 0.25 pum recubierto. Adicionalmente, las condiciones del horno fueron: 50
°C por 3 min, luego aumentando 10 °C cada minuto hasta llegar a 80 °C. Se mantuvo esta
temperatura por 4 min y luego se hizo incrementos de 30 °C por minuto hasta llegar a 220
°C, manteniendo la temperatura por 10 min. Para determinar la concentracion de &cido lactico
se inyectd 1um de la muestra utilizando un inyector 220 °C Split 10:1, Interfase 260 °C.
(Néjera et al, 2016).

Los estudios realizados que plantean procesos para llevar a cabo la sintesis de PLA
son de gran importancia para Guatemala ya que la industria de plasticos tiene mucho peso en
la economia, como se presenta a continuacion, y existe mercado para comercializar plasticos
biodegradables como el PLA. En las Figuras 3, 4 y 5, obtenidas de European Bioplastics, se
presenta la capacidad global de produccidon de bioplasticos biodegradables y bioplasticos no
biodegradables y el uso de plasticos por industria.
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Figura 4: Capacidad de produccién global de plasticos biodegradables y no degradables en

2020.
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Figura 5: Capacidad de produccién global de plasticos biodegradables y no degradables

por tipo de material en 2020
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Figura 6: Capacidad de produccion mundial de biopléasticos en las principales industrias

consumidoras de plésticos en 2020.
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Actualmente, en Guatemala, las exportaciones pueden dividirse en tres grandes

sectores:

productos agropecuarios que representan el 3.7 %, productos de industrias

extractivas, que representan el 21.3 % y productos de la industria manufacturera, que

representan el 74.7 %, segun estudio realizado por la Oficina Econdmica y Comercial de

Espafia en Guatemala. Del 74.7 % de las exportaciones totales que incluyen los productos de

la industria manufacturera, la industria del plastico representa el 5.03 % (US$ 349 millones

en 2018 como se observa en la Figura 6), siendo la industria de exportacion directa mas

importante del pais segun la Comisién de Plasticos de la Asociacion Guatemalteca de

Exportadores (Secretaria de Estado de Comercio. Esta Comision estd formada por 57

empresas productoras de productos plasticos, generando alrededor de 25,000 empleos
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directos y hasta 100,000 indirectos. Esta industria exporta cerca de US$ 346 millones

anualmente, representando el 2 % del PIB (Agexport,S/F).

Segun datos presentados por el Ministerio de Economia de Guatemala, en 2020, los
plasticos y sus manufacturas estan en el grupo de los 10 principales productos de intercambio
comercial con un saldo comercial total acumulado para el 2020 de -US$123.1 millones,
indicando asi que en el pais se importa més materiales plasticos y sus derivados de lo que se
exporta, como se muestra en la Figura 10. Dentro de este sector arancelario se encuentra
todos los productos derivados del plastico, como el PLA que se identifica bajo la partida
arancelaria 39077000 del SAC. El acido lactico, por otra parte, esta incluido en la partida
nimero 1539 y posee el codigo 29181100 (Acido lactico, sus sales y sus ésteres).

Figura 7: Exportaciones de Guatemala por sector, en 2018, segun estudio realizado por la
Oficina Econdmica y Comercial de Espafia en Guatemala, utilizando datos del Banco

Central de Guatemala.

PRINCIPALES PRODUCTOS EXPORTADOS (sectores y productos)

(Datos en millones 2018 % Variacion
US$) 2014 2015 2016 2017 pl 2018/2017
incustrias 2518 | 2574 | 2546 | 2974 | 3.077 3,46%
agropecuarias
Café 668 663 649 748 680 -9,09%
Banano 652 715 703 782 815 4,22%
Frutas 263 287 310 310 328 5,81%
Cardamomo 240 243 229 367 434 18,26%
industrias 6.426 | 6.550 | 6.595 | 6.896 | 6.934 0,55%
manufactureras
Azucar 952 851 817 825 633 -23,27%
Articulos de vestuario 1.277 1.325 1.269 1.340 1.450 8,21%
Grasas y aceites 379 361 469 570 565 -0,88%
comestibles
Bebidas alcohélicas 340 299 328 326 325 -0,31%
Materiales plasticos 308 322 323 329 349 6,08%
Farmacéuticos 273 321 318 232 225 -3,02%
indusiriae 1.860 | 1.542 | 1.308 | 1.112 | 979 -11,96%

extractivas
Piedras y metales

. 388 332 252 97 12 -87,63%

preciosos
Petréleo 277 127 84 119 125 5,04%
Plomo 353 309 328 153 5 -96,73%
TOTAL | 10.803 | 10.675 | 10.449 | 10.982 | 10.990 0,07%
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Figura 8: Exportaciones de Guatemala por capitulos arancelarios, en 2018, segun estudio
realizado por la Oficina Econdémica y Comercial de Espafia en Guatemala, utilizando datos
del Banco Central de Guatemala.

PRINCIPALES CAPITULOS TARIC EXPORTADOS

Datos en millones %Variacion %ITotal
{JSD) 2015 2016 2017 2018 201812017 2018
08 FRUTAS Y
FRUTOS 1.053 1.092 1.180 1.237 4,83% 11,26%
COMESTIBLES
61 PRENDAS Y
COMPLEMENTOS 1.048 1.027 1.093 1.171 7.14% 10,66%
(ACCESORIOS)

09 CAFE, TE, YERBA
MATE Y ESPECIAS 911 883 1.123 1.121 -0,18% 10,20%

17 AZUCARES Y
ARTICULOS DE 974 930 930 741 -20,32% 6,74%
CONFITERIA
15 GRASAS Y
ACEITES ANIMALES 361 471 572 566 -1,05% 5,15%
O VEGETALES
27 COMBUSTIBLES
MINERALES 440 338 382 456 19,37% 4.15%
39 PLASTICOS Y
Sus 313 311 316 336 6,33% 3,06%
MANUFACTURAS
22 BEBIDAS,

LIQUIDOS

ALCOHOLICOS Y 288 315 317 317 0,00% 2,88%
VINAGRE

30 PRODUCTOS

FARMACEUTICOS 312 309 223 215 -3,59% 1,96%
26 MINERALES o
METALIFEROS 734 648 321 41 -B7,23% 0,37%
RESTO 4.241 4.125 4.525 4.789 5,83% 43,58%

TOTAL 10.675 | 10.449 | 10.982 | 10.990 0,07% 100,00%
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Figura 9: Importaciones de Guatemala por sector, en 2018, segun estudio realizado por la
Oficina Econdmica y Comercial de Espafia en Guatemala, utilizando datos del Banco
Central de Guatemala.

PRINCIPALES PRODUCTOS IMPORTADOS (sectores y productos)

(Datos en millones 2018 | % Total | % Variacion
Uss$) “win ki ki p/ 2018 2018/2017
mausirias 706 649 686 735 3,7% 7.1%
agropecuarias
mdusirias 13.654 | 13.315 | 14.076 | 14.786 | 74,9% 5,0%
manufactureras
Vehiculos y material 1461 | 1569 | 1738 | 1195 6,1% -31,2%
de transporte
Magquinas y aparatos
mecanicos 1.562 1.365 1.419 881 4.5% -37.9%
electrotécnicos
Materiales plasticos y o
sus manufacturas 1055 1035 1079 871 4,4% -19,3%
Productos diversos de| 737 | 726 | 753 | 614 3,1% -18,5%
la industria guimica
Productos
farmacéuticos 727 687 675 526 2. 7% -22,1%
Materiales textiles
(tejidos o telas) 673 605 581 446 2,3% -23,2%
Aparatos transmisores|  ggq 585 666 460 2,3% -30,9%
y receptores
Manufacturas de 364 | 350 | 407 | 299 1,5% -26,5%
papel y carton
Resto 6486 6384 6758 9494 48,1% 40,5%
Industrias extractivas 3.282 3.038 3.628 4.213 21,3% 16,1%
Gasolina 845 820 982 871 4.4% -11,3%
Diesel 807 713 882 782 4,0% -11,3%
Hierro y acero 462 430 503 448 2,3% -10,9%
Gas propano 236 234 310 243 1,2% -21,6%
TOTAL | 17.641 | 17.003 | 18.390 | 19.734 100,0% 7,3%
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Figura 10: Importaciones de Guatemala por capitulos arancelarios, en 2018, segun estudio
realizado por la Oficina Econdémica y Comercial de Espafia en Guatemala, utilizando datos
del Banco Central de Guatemala.

PRINCIPALES CAPITULOS TARIC IMPORTADOS

) % | .
LD;[;OS en millones 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | Variacién ""’r;;:‘:
) 2018/2017

27 COMBUSTIBLES - -
MINERALES 2.512 2.315 2.817 3.269 16,0% 16,6%
85 MAQUINAS,
APARATOS Y . .
A RATO! 1492 | 1458 | 1560 | 1575 1.0% 8,0%
ELECTRICO
87 VEHICULOS - -
iy 1200 | 1391 | 1391 | 1432 2.9% 7.3%
84 REACTORES
NUCLEARES, 1540 | 1.346 | 1404 | 1.382 1.6% 7.0%
MAQUINARIA
39 PLASTICOS Y SUS : :
30 PLASTICOS ¥ 1035 | 1010 | 1051 | 1.141 8.6% 5.8%
48 PAPEL Y CARTON 606 581 717 759 5.9% 3.8%
72 FUNDICION, :
RO ACERG 533 504 | 624 743 19.1% 3,8%
30 PRODUCTOS - -
R T 677 | 634 | 615 656 6.7% 3.3%
10 CEREALES 420 384 | 407 | 420 5.4% 2.2%
33 ACEITES
ESENCIALES Y 373 377 | 388 398 2.6% 2.0%
RESINOIDES
RESTO 7.154 | 7.003 | 7.416 | 7.950 7.2% | 40.3%

TOTAL | 17.641 | 17.003 | 18.390 | 19.734 7.3% | 100,0%
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Figura 11: Principales productos de intercambio comercial de Guatemala. Datos obtenidos

de un analisis de Comercio Exterior realizado por el Ministerio de Economia.

10 Principales Productos del Intercambio Comercial
Febrero Febrero

Producto

Exportaciones Totales

2019

893.8

plorls]

Millones de délares

1,026.0

Acumulado Acumulado Interanual

2019

1,749.1

2020

2,045.8

(febrero)

Acumulado
(febrero)

% Variacion

14.8%

17.0%

Vehiculos y material de transporte 36 9.4 72 147 159.0% 105.0%
Articulos de vestuario 1129 1213 230.0 2424 7.4% 5.4%
Maquinas y aparatos mecanicos 79 8.7 17.7 15.4 1N.2% -127%
Materiales plasticos y sus manufacturas 28.7 34.7 54.3 64.0 20.8% 17.8%
Gasolina 0.4 0.8 36 7.7 109.0% N5.5%
Diesel 0.0 02 02 08 455.6% 3435%
Productos farmacéuticos 18.4 212 338 39.0 14.9% 15.3%
Productos diversos de la industria quimica 109 127 20.4 244 16.4% 19.7%
Hierro y acero 324 300 652 832 -7.4% 27.6%
Banano 633 65.9 130.6 1343 4.1% 2.8%
Vehiculos y material de transporte 108.6 1246 240.8 2715 14.7% 12.7%
Articulos de vestuario 19.5 18.9 372 352 -2.7% -53%
Magquinas y aparatos mecanicos 931 106.8 2.9 2323 14.7% 9.6%
Materiales plasticos y sus manufacturas 85.5 885 1893 187.1 35% -1.2%
Gasolina 733 103.4 140.6 189.5 40.9% 34.7%
Diesel Nne7 B80.7 189.0 170.8 -30.9% -9.6%
Productos farmacéuticos 498 45.8 98.8 104.4 -81% 5.6%
Productos diversos de la industria quimica 54.0 65.8 131.5 1441 21.8% 9.6%
Hierro y acero 457 535 86.1 186 17.1% 37.8%
Banano 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0% -3.2%
Saldo Comercial Total

Vehiculos y material de transporte -105.0 -115.2 -233.6 -256.7 - -
Articulos de vestuario 935 102.3 192.8 2071 - -
Maquinas y aparatos mecanicos -85.3 -98.1 -194.2 -216.9 - -
Materiales plasticos y sus manufacturas -56.8 -53.8 -135.0 1231 - -
Gasolina -73.0 -102.6 -137. -181.8 - -
Diesel -116.7 -80.5 -188.8 1701 - -
Productos farmacéuticos -31.4 -24.6 -65.0 -65.4 - -
Productos diversos de la industria quimica -43] -53.1 -1 -119.6 - -
Hierro y acero -133 -235 -20.9 -35.5 - -
Banano 63.3 659 130.6 1343 - -

A continuacion, se presenta informacion sobre el uso de los tipos de plastico en

Guatemala, junto a su valor comercial. Estos datos fueron obtenidos de The Observatory of

Ecomonic Complexity. Como se puede observar, actualmente ya se sintetizan polimeros

naturales, por lo que la sintesis de PLA, a partir de azUcar, es una opcion viable para el pais.

34




2019

Cuadro 5: Productos plasticos manufacturados en Guatemala junto a su valor comercial en

Producto

Valor comercial

Tapas de plastico

$ 126,134,357.00

Laminas de pléstico crudo $ 63,520,084.00
Tuberias plasticas $ 47,532,555.00
Acrticulos para el hogar de plastico $ 34,801,183.00
Otros productos plasticos $ 18,532,701.00
Materiales plasticos para construccion ~ $ 8,997,536.00
Poliacetatos $ 8,364,165.00
Otras laminas de plastico $ 6,957,771.00
Otros polimeros vinilicos $ 5,755,867.00
Plasticos auto-adhesivos $ 5,750,473.00
Polimeros de etileno $  5,100,496.00
Polimeros de vinil cloro $ 4,419,166.00
Celulosa $ 2,848,114.00
Polimeros acrilicos $ 2,223,327.00
Residuos plasticos sobrantes de

procesos industriales ¥ 2181,207.00
Monofilamentos $ 1,060,958.00
Lavabos de plastico $ 1,057,605.00
Polimeros de propileno $ 1,044,797.00
Silicona $ 923,729.00
Amino-resinas $ 578,103.00
Polimeros de estireno $ 395,613.00
Revestimientos de piso de plastico $ 295,462.00
Resinas de petréleo $ 188,084.00
Polimeros de intercambio i6nico $ 123,312.00
Polimeros naturales $ 38,110.00
Poliamidas $ 37,526.00
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A nivel nacional, el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafa
(CENGICANA) llevé a cabo un proyecto de investigacion titulado “Proyecto de factibilidad
técnica-financiera para la produccion de acido polilactico (PLA) a partir de la glucosa
contenida en la melaza de cafia de azicar”. Desde hace varios afios, la industria azucarera se
ha interesado en producir coproductos que partan del mismo proceso productivo del azucar.
CENGICANA se intereso en este tema debido a la oportunidad comercial que presenta el
PLA y que una posible fuente de obtencion del mismo es la cafia de az(icar. CENGICANA
tomo como referencia informacion obtenida de “The eco-profiles for current and near-future
NatureWorks polylactide (PLA) production” de Vink et al, 2007. Vink et al partié de melaza
con una concentracion de 40-50 % (m/m) y la diluy6 a 7-10 % (m/m) agregando 5 g/L de
una fuente de nitrégeno para beneficiar la fermentacion anaerdbica. La fermentacion se llevd
a cabo utilizando Lactobacillus delbrueckii y dur6 24 - 48 horas, adicionando carbonato de
calcio para regular el pH. Posterior a la fermentacidén Vink et al recomienda realizar una
filtracion y luego una evaporacion, llegando a concentrar el &cido lactico a una concentracion
del 90% (m/m). Por ultimo, se Vink et al recomienda realizar una purificacion utilziando

carbdn activado o una resina cationica, para tener acido lactico apto para la sintesis de PLA.

Una vez obtenido el &cido lactico (residuos filtrados y evaporados), Vink et al
sintetiza el PLA haciendo una prepolimerizacion, formacion, destilacion de lactida y
polimerizacion. El el PLA obtenido se encuentra en forma de pellets. A continuacion, se

presentan los diagramas de proceso de la produccién de &cido lactico y PLA.
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Figura 12: Proceso de produccién de PLA partiendo de melaza llevado a cabo por

CENGICANA en su informe an

ual 2018-2019.
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En este estudio CENGICANA también llevd a cabo un estudio econdmico y

determind que es un estudio econémicamente factible

que la utilizacién de melaza como materia prima para

en Guatemala. A continuacion, se detallan los datos obtenidos por CENGICANA de

inversion y costos de produccién.

Figura 13: Inversion total para la plan

basado en los indicadores de VAN de
US$ 28,270,670.76, TIR de 77.89 % y PRI de 1.3 afios (dos zafras). Este estudio comprueba

producir PLA es un proceso rentable

ta productora de PLA

Parametro

Costo

Inversién del capital

US$ 5,562,708.00

Montaje USS 447,600.00
Intereses USS 721,236.96
Inversion total USS 6,731,544.96
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Figura 14: Costos de produccion total para la planta productora de PLA

Parametro Costo

Costo total en materia prima y reactivos USS 12,584,733.40
Costo total de personal operativo USS 295,560.00
Mantenimiento USS 55,950.00
Prestaciones salariales USS 120,761.03

Costo total en servicios USS 1,043,700.00

Otros costos de produccién USS 21,896,267.18

Costo de produccion total USS 35,996,971.61

Ademas de la viabilidad del proyecto, la industria de aztcar en Guatemala es amplia
y prospera. En el afio 2019 el azucar y sus derivados fue el segundo producto de mayor
exportacion en Guatemala, aun cuando Unicamente se exporta el 70% del azlcar producido.

De este 70%, el 79.4% represent6 azucar, el 14.2% alcohol y el 6.4% melaza.

Adicionalmente, Guatemala es el segundo pais exportador de azlcar en
Latinoamérica y el cuarto en el mundo y es el tercer pais con mayor productividad de azucar
en el mundo (Azlcar de Guatemala).

Figura 15: Representacion, en porcentaje, de exportaciones en Guatemala en 2019

12.5

5.8

Notas: la informacion fue obtenida de CENGICARNA y el Banco de Guatemala.
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La cafia de azlcar cosechada en Guatemala posee un 15% de fibra, la cual es
insoluble, y por ende 85 % de jugo. La composicion de este jugo se puede dividir en 70 %
agua y 15 % materia disuelta, de la cual el 13 % representa sacarosa y el adicional 2 % son

impurezas. Es decir, 13 % de la cafa de azUcar es sacarosa.

Los jugos de cafia estan constituidos por multiples componentes organicos como
flucosa, fructosa, sacarosa, oligosacéridos, polisacaridos como ISP (Indigenous Sugarcane
Polysaccharide), almidén, glucana y dextrana, colorantes como fenoles y flavoniodes,
aminoacidos, proteinas y acidos organicos; y de componentes inorganicos como sales de

potasio, dosfato, silica, calcio, magnesio y hierro entre otros (Larrahondo, 2017).

En Guatemala, la industria azucarera es muy grande. En el pais existen 12 ingenios:
Pantaledn, Magdalena, Santa Ana, La Union, EI Pilar, Concepcién, Madre Tierra, Palo
Gordo, Tululg, Trinidad, San Diego, Guadalupe, Los Tarros, Santa Teresa, Chabil Utzaj y La
Sonrisa (CENGICANA, S/F).

Segun datos provistos por el Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion
de la Cafia de Aztcar (CENGICANA), durante la zafra 2019 - 2020 se produjo 2,763,656 t
de azdcar mientras que en la zafra 2020 - 2021 a la fecha, se ha producido aproximadamente
1,881,843 t, como se puede observar en la Figura 15. Esto conlleva al hecho de que la
industria azucarera es idonea para obtener la materia prima para llevar a cabo este
procedimiento de extraccion de &cido lactico a nivel industrial, sustentado por el
procedimiento presentado en este Trabajo de Graduacion. Ademas, tomando en cuenta un
estudio financiero llevado a cabo por CENGICANA, expuesto en la seccion de Anexos, se
concluyd que si es factible invertir en la planta de produccion de PLA, ya que con una
inversion de US$ 6,731,544.96 se obtendria un periodo de retorno de la inversion de 1.3 afios,

lo cual es sumamente rentable.

39



Figura 16: Produccion de aztcar en Guatemala en las zafras 2019-2020 y 2020-2021.
Informacion obtenida de CENGICANA
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VI. METODOLOGIA

PRIMERA ETAPA: Determinacion de propiedades de caldo de

fermentacion

Determinacion de densidad utilizando un picnémetro

Reactivos necesarios:

e Caldo de fermentacion microbiana proveniente de la fermentacion de
melaza utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el
proceso.

e Agua destilada

Equipos, cristaleria y otros:

e Picndmetro de vidrio de 25 mL con termdmetro de bulbo.
e Balanza analitica de 0 a 110 g, marca OHAUS, modelo PA114

e Piseta con agua destilada

1. Se peso el picnémetro utilizando una balanza analitica y se anotd su masa.

2. Se llend el picnémetro utilizando agua destilada a 20°C y se peso utilizando una
balanza analitica. Se anotd esta masa y la temperatura del agua destilada.

3. Se desechd el agua contenida en el picnémetro y se sec cuidadosamente.

4. Se repiti6 el paso 3 utilizando el liquido a analizar a 20°C de igual forma, en este caso
caldo de fermentacion que contenia acido lactico.

5. Se desecho el caldo de fermentacion contenido en el picndmetro y se seco
cuidadosamente.

6. Se determind la densidad de los fluidos utilizando la Ecuacién 1 de la seccion de

Célculos de Muestra.
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7. Para determinar la masa del fluido, se resto la masa del picnometro vacio de los
valores obtenidos en los puntos 3y 5.

8. Una vez se obtuvo la masa del fluido, se dividié dentro del volumen del picnémetro
calculado con la calibracién con agua, a la temperatura definida (20 °C) para
determinar la densidad del caldo de fermentacién. La densidad del agua se utilizé
posteriormente para la calibracion del viscosimetro y luego para el calculo de la
viscosidad del caldo de fermentacion.

2. Determinacion de viscosidad del utilizando un viscosimetro de Ostwald
Reactivos necesarios:

e Caldo de fermentacion microbiana proveniente de la fermentacion de
melaza utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el
proceso

e Agua destilada

Equipos, cristaleria y otros:

Viscosimetro de Ostwald

Termometro de bulbo de -20 a 150 °C con incertidumbre de + 0.1 °C.

Cronometro digital
Beaker de 2000 mL

Piseta con agua destilada

1. Se llen6 un Beaker de 2000 mL con agua destilada.
2. Se armd un sistema de soporte para mantener seguro y recto el viscosimetro de
Ostwald, para asegurar un termémetro de bulbo usado para determinar la temperatura

del agua destilada en el Beaker, asegurando asi las condiciones de la medicion.
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10.
11.

Se aseguro el termometro de bulbo y el viscosimetro de Ostwald, asegurando que el
instrumento esté recto y asegurado.

Una vez se hubo asegurado el viscosimetro, se llen6 con agua destilada usando la
boquilla izquierda. Se agrego6 agua destilada hasta que el fluido alcanzé la mitad de
la esfera del lado derecho del viscosimetro (Figura 65 de la seccion de Ilustraciones).
Se ajusto un bulbo en la boquilla derecha del viscosimetro hasta que el fluido alcanzé
la segunda marca determinada en el instrumento (Figura 65 de la seccion de
llustraciones).

Una vez el fluido se encontraba en el nivel necesario, se retir6 el bulbo y se determino
el tiempo que toma para que el fluido recorra la distancia entre las dos marcas.

Se repitio los pasos 5y 6, 3 veces para poder tener informacion estadisticamente
significativa.

Una vez se habian realizado todas las corridas, se calculé un promedio del tiempo
obtenido en cada una.

Se retird el agua destilada del viscosimetro y se sustituyd por el caldo de
fermentacion.

Se repitid los pasos 5 a 8 con el caldo de fermentacion a analizar.

Se utilizé la Ecuacion 2 de la seccion de Célculos de Muestra para determinar la

viscosidad del caldo de fermentacion a analizar.

B. SEGUNDA ETAPA: Preparacion de soluciones

1.

Elaboracion de 100 mL de solucion de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) 0.1 M/Cloruro
de Calcio (CaCl) 1 M

Reactivos necesarios:

e Hidrdxido de calcio (Ca(OH).) en forma de cal/Cloruro de calcio.

e Agua destilada
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Equipos, cristaleria y otros:

e Papel aluminio

e Balanza analitica de 0 a 110 g marca OHAUS modelo PA114
e Espétula analitica de acero inoxidable

e Beaker de 100 mL

e Piseta con agua destilada

e Varilla de agitacion de vidrio

e Frasco Schott de 250 mL.

1. Se cort6 un trozo de papel de aluminio de 10 cm x 10 cm y se dobld las orillas
para formar una cajilla para pesar.

2. Se tard en la balanza electronica.

3. Se pes6 dentro de la cajilla tarada de papel de aluminio, 0.7409 g de Ca(OH):
grado industrial, utilizando una espatula analitica. Al utilizar cloruro de calcio
como reactivo, como ocurrié al analizar la primera muestra de caldo de

fermentacién microbiana, se pesé 10.00 g del reactivo utilizando una espatula

analitica
4. Se traslado el Ca(OH)2/CaCl pesado a un Beaker de 100 mL.
5. Se agregd agua destilada con una piseta cuidando no sobrepasar la marca de 100

mL. Se utiliz6 una varilla de agitacion para asegurar la disolucion del sélido.

6. Se trasvas6 solucién a contenedor plastico con tapadera y se rotuld.

2. Elaboracion 100 mL de solucién de &cido sulfarico (H2SO4) 1M

Reactivos necesarios:

e Acido sulfarico (H2SO.) grado industrial marca J.T.Baker al 95%.
e Agua destilada
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Equipos, cristaleria y otros:

e Campana de extraccion

e Beaker de 50 mL

o Beaker de 100 mL

e Varilla de agitacion de vidrio
e Pipeta graduada de 10 mL

e Piseta de agua destilada

e Frasco Schott de 250 mL

e Equipo de proteccion personal (bata, lentes, guantes, mascarilla)

1. En un Beaker de 100 mL se agregd 75 mL de agua destilada.

2. En una campana de extraccion, se vertié aproximadamente 10 mL de &cido
sulfurico grado industrial en un beaker de 50 mL utilizando una varilla de
agitacion de vidrio para guiar el liquido. NOTA: se utilizd lentes de proteccion,

mascarilla y guantes para llevar a cabo este procedimiento.

3. Utilizando una pipeta graduada de 10 mL se tom6 una alicuota de 5.4 mL de &cido
sulfarico.
4. Se verti6 la alicuota de &cido sulfdrico en un Beaker con los 75 mL de agua

destilada. Nota: Se esper6 que la solucion se enfriara. Recordar que el acido se
debe agregar al agua.

5. Se agregd agua destilada hasta llegar a la marca de 100 mL, cuidando no pasarse
de la marca final.

6. Se trasvaso la solucion a un Frasco Schott y se rotuld.

3. Elaboracion de 500 mL de solucion de acido clorhidrico (HCI) 4 M

Reactivos necesarios:

e Acido clorhidrico (HCI) grado industrial marca Merck al 37 %

e Agua destilada
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Equipos, cristaleria y otros:

e Campana de extraccion

e Beaker de 500 mL

e Beaker de 1000 mL

e Varilla de agitacion de vidrio
e Pipeta graduada de 20 mL

e Piseta de agua destilada

e Frasco Schott de 250 mL

e Equipo de proteccion personal (bata, lentes, guantes, mascarilla)

En un Beaker de 1000 mL se agregd 200 mL de agua destilada.

En una campana de extraccion se vertié aproximadamente 250 mL de &cido
clorhidrico al 37 % grado industrial en un beaker de 500 mL utilizando una varilla
de agitacion para dirigir el flujo del acido hacia el Beaker. NOTA: se utilizo lentes
de proteccion, mascarilla y guantes para llevar a cabo este procedimiento
Utilizando una pipeta graduada de 250 mL, se tom0 una alicuota de 213 mL de
HCI 30 %.

Se vertio una lentamente alicuota de &cido clorhidrico en un Beaker con 200 mL
de agua destilada. NOTA: Se espero que la solucién se enfrie, recordando que el
acido se debe agregar al agua.

Se llend, con agua destilada, hasta la marca de 500 mL del beaker utilizando una
piseta de agua destilada.

Se trasvaso solucién a frasco Schott y se rotuld.
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C. TERCERA ETAPA: Regulacion de propiedades

1. Regulacién de pH con HCI, H2SO4 y Ca(OH)2

Reactivos necesarios:

e Solucién de hidroxido de calcio (Ca(OH)2) 0.1 M
e Solucion de acido sulfarico (H2SO4) 1 M
e Solucién de &cido clorhidrico (HCI) 4 M
microbiana proveniente de la fermentacion de melaza utilizando

Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el proceso

Equipos, cristaleria y otros:

e Pipeta volumétrica de 25 mL

e 3 Erlenmeyer de 250 mL

e 1 agitador magnético de 2.54 cm (1 in) de largo

e 3 buretas de 50 mL (de estar disponibles, si no Unicamente 1)

o 1 Beaker de 250 mL

e Medidor multiparametro marca Oakton modelo PCSTestr 35 con
medicién de pH de 0 a 14.

e Soporte universal

e Pinza mariposa

e Aro metalico

1. Se tomé una alicuota de 25 mL del caldo de fermentacion utilizando la pipeta
volumeétrica de 25 mL.

2. Se vertid alicuota a Erlenmeyer de 250 mL.

3. Se midié pH inicial del caldo de fermentacion utilizando papel indicador y se

anoto el valor obtenido.
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4. Se agrego el agitador magnético al Erlenmeyer que contenia el caldo de
fermentacion.
5. Se agreg6 25 mL de solucion de hidroxido de calcio a la bureta de 50 mL. Se

midié el volumen alcanzado y se anoto el valor.

6. Se agreg6 5 mL de Ca(OH)2 al Erlenmeyer con caldo de fermentacion.
7. Se midi6 el pH de la solucidn utilizando papel indicador y se anot6 valor obtenido.
8. Se repitio los pasos 6 y 7 hasta completar los 25 mL de Ca(OH)2 presentes en la

bureta. Se anotd los valores de pH con cada adicion de 5 mL.

9. Una vez terminadas las corridas con la base/acido, el sobrante se desechd en un
beaker de 250 mL rotulado “residuos”.

10.  Serepitio los pasos 1-8 con las soluciones de H2SO4 y HCI.

11.  Sedesechd los &cidos en el mismo beaker que estaba la base. Se midié el valor de
pH y se agregd base o &cido segun fuera necesario. Una vez neutralizado (pH 7)

se desecho por el drenaje.

CUARTA ETAPA: Procedimientos de extraccion y purificacion

Extraccion utilizando lactato de calcio como intermediario

Reactivos necesarios:

e Caldo de fermentacion microbiana proveniente de la fermentacién de
melaza utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el
procesoSolucion de hidréxido de calcio (Ca(OH)2) 0.1M

e Solucion de é&cido sulfirico (H2SO4) 1 M

e Carbdn activado

Equipos, cristaleria y otros:

e Pipeta volumétrica de 25 mL

e Pipeta volumétrica de 10 mL
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2 Erlenmeyer de 100 mL

1 Tubo de ensayo con tapén

2 Buretas de 25 mL

2 Beaker de 50 mL

Embudo de vidrio de 15 cm de diametro

Varilla de vidrio de agitacion

2 tapones de hule para Erlenmeyer de 100 mL

Medidor multiparametro marca Oakton modelo PCSTestr 35 con medicion
de pH de 0 a 14.

Soporte universal

Pinza mariposa

Aro metalico

Agitador magnético de 2.54 cm (1 in) de largo

Estufa eléctrica con agitacibn marca Thermo Scientific modelo
SP88857100 de 120 V.

Termometro de bulbo de -20 a 150 °C con incertidumbre de + 0.1°C
Guante de proteccién de calor

Papel aluminio

Papel filtro marca Whatman de 90 cm de didmetro, Cat No 1002 090
Papel encerado

Balanza analitica de 0 a 110 g marca OHAUS modelo PA114
Espétula analitica

Tijeras

Utilizando una pipeta volumétrica de 25 mL, se tomd alicuota de 25 mL de caldo

de fermentacion (solucion 1) proveniente de la fermentacion microbiana de

melaza y se depositd en un Erlenmeyer de 100 mL.

Se midié el pH de la muestra utilizando papel indicador y se anoté el valor.

Se armo un sistema de soporte utilizando un soporte universal y una pinza. (Ver

Figura 63 en seccion de ilustraciones).
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10.

11.

12.
12.

13.

14.

15.

Se llend, con la ayuda de un embudo, una bureta de 50 mL con la solucion
preparada de hidroxido de calcio 0.1 M (asegurandose que esté completamente
limpiay seca).

Se coloco la bureta en soporte universal y se asegurd que estuviera recta y en
posicion adecuada para poder leer la graduacion (Ver Figura 63 en seccion de
ilustraciones)

Se anotd el volumen inicial de solucion de Ca(OH)2 en bureta.

Se repitid los pasos 4 a 6 con la solucion de acido sulfarico 1 M.

Se agregd un agitador magnetico de 2.54 cm (1 in) al Erlenmeyer conteniendo el
caldo de fermentacion.

Se colocd el Erlenmeyer sobre la superficie ceramica de una estufa eléctrica y se
activo la agitacion a 100 rpm (sin calentamiento).

Se agregd volumen de la solucion de Ca(OH)2 segun valor definido en la segunda
etapa, al Erlenmeyer con caldo de fermentacién y se anoté el volumen afiadido
del reactivo (solucion 2). Se determind nuevamente el valor de pH con papel
indicador. Se anoto el valor.

Se desechd la solucion de Ca(OH): sin utilizar en un Beaker de 50 mL rotulado
“desechos” y se tap0 utilizando parafilm.

Se retird bureta de soporte universal y se lavo.

Se coloco el Erlenmeyer sobre la superficie de ceramica de una estufa eléctrica 'y
se calentd lentamente hasta que la solucién alcanz6 punto de ebullicion, esto para
acelerar el proceso de calentamiento, se activo la agitacion a 100 rpm. Se midi6
la temperatura de ebullicion de la solucion con un termémetro de bulbo y se anot6
el valor obtenido.

Se retird la solucion de la estufa utilizando un guante de proteccion y se colocé
debajo de bureta que contenia la solucidn de acido sulfarico.

Se virtié volumen de H2SOs segun valor definido en la segunda etapa, en
Erlenmeyer con solucion previamente calentada (formacién de solucién 3). Se
mantuvo la agitacion a 100 rpm durante la adicion de acido sulfurico.

Se determiné el valor de pH de solucién utilizando el medidor multiparametro

marca Oakton y se anot6 valor.
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16.
17.
18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Se traslado solucion de H2SOq sin utilizar a beaker de 50 mL y se tapo.

Se retird bureta de soporte universal y se lavo.

Se cortd un trozo de papel de aluminio de 10 cm x 10 cm y se dobl6 las orillas
para formar una cajilla.

Se tar0 en la balanza electronica. Se anotd la masa del papel.

Utilizando el papel aluminio, se pesaron 0.05g de carbdn activado utilizando una
espatula analitica. Se anoto el valor real pesado.

Se tomé un trozo de papel filtro marca Whatman y se cortd un circulo con un
diametro 4 cm mayor al diametro del embudo de vidrio utilizado. Se coloco el
circulo de papel filtro en embudo y se doblé como se indica en la Figura 64 de la
seccion de anexos. Se cortd una esquina para que no se hiciera vacio.

Utilizando una espatula analitica, se coloco carbon activado pesado en embudo
con papel filtro asegurandose que quedara distribuido por la superficie del papel
filtro.

Se arm6 soporte como se indica en la Figura 63 de la seccidn de llustraciones
utilizando un soporte universal, una pinza y un aro metalico.

Se colocé embudo sobre aro metélico y se posiciond el Erlenmeyer limpio, de 100
mL, debajo.

Se verti6 lentamente, con ayuda de una varilla de vidrio la solucion previamente
trabajada (solucion 3) dentro del embudo con papel filtro y el volumen de carb6n
activado determinado en el paso 20, colocado de forma uniforme cubriendo las
paredes del papel filtro colocado en el embudo. asegurandose que toda la solucién
entrara en contacto con el carbdn activado y que nada se perdiera.

Se desecho papel filtro con carbon activado y solucion no filtrada, envolviéndolo
en papel encerado a modo de que no quedara expuesto. Una vez envuelto se
desecho en bote de basura.

Una vez filtrada toda la solucion, se preparé6 muestra segun procedimiento
especificado en la Quinta Etapa de esta metodologia y se rotul6 agregando fecha
de elaboracién de la solucion, nombre del analista, nhombre del Trabajo de
Graduacion e identificacion de la muestra. Estas muestras fueron analizadas con

un equipo HPLC para determinar contenido de acido lactico presente en cada fase.
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2.

El procedimiento para la preparacion de muestra y analisis utilizando el HPLC se

encuentra en la quinta etapa de esta seccion de metodologia.

Extraccion liquido-liquido

Reactivos necesarios:

Caldo de fermentacion microbiana proveniente de la fermentacion de
melaza utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el
proceso

Solucién de &cido clorhidrico (HCI) 4 M

Acetato de etilo marca J.T.Baker con pureza de 99.5%

Eter dietilico marca Merck con pureza mayor al 99.7% Yy grado
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Alcohol isobutilico marca Merck con pureza mayor al 99% y grado
ACS,Reag. Ph Eur

1-Butanol marca Merck con pureza mayor al 99.5% vy grado
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Alcohol isoamilico marca Merck con pureza de 98% y grado MQ200

Eter isopropilico marca Merck con pureza mayor al 99% y grado
ACS,Reag. Ph Eur

Octanol marca Merck con pureza mayor al 99% y grado MQ200

Agua destilada

Nota: las especificaciones de los solventes utilizados se encuentran en el

Cuadro 3 del Marco tedrico

Equipos, cristaleria y otros:

1 probetas de 10 mL
1 probeta de 20 mL

2 Pipetas volumétricas de 10 mL
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e 7 Erlenmeyer de 250 mL

e 8 Tubos de ensayo con tapdn (para centrifuga)

e 14 Tubos de ensayo de vidrio con tapén

e 1 Buretas de 25 mL

e 1 Ampolla de decantacion de 125 mL

e Embudo de vidrio de 15 cm de diametro

e Varilla de agitacion de vidrio

e 2 tapones de hule para Erlenmeyer de 100 mL

e Medidor multiparametro marca Oakton modelo PCSTestr 35 con medicion
de pH de 0 a 14.

e Soporte universal

e Pinza mariposa

e Agitador magnético de 2.54 cm (1 in)

e Estufa eléctrica con agitacion marca Thermo Scientific, modelo
SP88857100 de 120V

e Centrifuga pequefia para 8 tubos de ensayo marca Eppendorf AG, modelo
5804 R

e Piseta de agua destilada

Utilizando un beaker de 100 mL y una varilla de vidrio, se midié 70 mL de acetato
de etilo.

Utilizando una pipeta volumétrica de 50 mL, se tom¢ alicuota de acetato de etilo
del beaker y se trasvaso a un Erlenmeyer de 250 mL.

Se rotuld una pipeta volumétrica de 50 mL, limpia y seca, para uso en medicion
de alicuotas de caldo de fermentacion y que su uso fuera exclusivo para tomar
alicuotas del caldo. Se midié y depositd en Erlenmeyer de 250 mL que contenia
el acetato de etilo ya medido.

Se midio pH de la mezcla elaborada utilizando medidor mulriparametro y se anotd
valor.

Se armo sistema de soporte utilizando un soporte universal y una pinza. (Ver

Figura 63 en seccion de ilustraciones)
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Se llend, con la ayuda de un embudo, una bureta de 10 mL con la solucion
preparada de &cido clorhidrico 4M (asegurandose que estuviera completamente
limpiay seca).

Se coloco bureta en soporte universal y se asegurd que estuviera recta y en
posicion adecuada para poder leer la graduacion (Ver Figura 63 en seccion de
[lustraciones)

Se anot6 volumen inicial de HCI en bureta.

Se agreg0 agitador magnético de 2.54 cm (1 in) al Erlenmeyer con mezcla de
caldo de fermentacion, acetato de etilo y HCI (solucion 1).

Se coloco el Erlenmeyer sobre la superficie de ceramica de una estufa eléctrica y
se activo agitacion.

Se agreg6 volumen de HCI 4M segun valor determinado en procedimiento de
regulacién de propiedades y se midié pH nuevamente. Se anot6 valor. El valor de
pH alcanzado se buscaba que fuera 3.

Se traslad6 solucion a tubo de ensayo de centrifuga y se tap6 (45 mL).

Se repitié procedimiento de los pasos 1 al 4 y 10 al 12 con éter dietilico, alcohol
isobutilico, 1-Butanol, alcohol isoamilico, éter isopropilico y octanol como
solventes (sustituyendo al acetato de etilo). En el paso 12 todos los tubos de
ensayo se llenaron con el mismo volumen de solucién.

Se llend un tubo de ensayo adicional con agua destilada, cuidando de utilizar el
mismo volumen con el objetivo de balancear la centrifuga.

Una vez se contaba con los tubos de ensayo con las mezclas preparadas (utilizando
todos los solventes organicos y un tubo de ensayo adicional con agua destilada)
se cargaron en centrifuga.

Se centrifugd la muestra a 10 Hertz por 30 minutos.

Una vez hubiera transcurrido el tiempo de centrifugado, se utilizé una ampolla de
decantacion de 125 mL para separar las fases formadas.

Se decantd la primera fase en una probeta limpia de 100 mL. Se anoté el volumen
recuperado.

Se decant6 segunda fase a otra probeta limpia de 100 mL (distinta a la utilizada

para recuperar la primera fase).
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20.  Setrasvasoé separadamente volumenes recuperados en ambas fases a dos tubos de
ensayo segun procedimiento especificado en la Quinta Etapa de esta metodologia
y se rotuld agregando fecha de elaboracion de la solucion, nombre del analista,
nombre del Trabajo de Graduacion e identificacion de la muestra. Estas muestras
fueron analizadas en HPLC para determinar contenido de acido lactico presente
en cada fase.

21.  Elvolumen sobrante luego de llenar los tubos de ensayo con muestras preparadas,
se trasladaron a nuevos tubos de ensayo y se rotularon con la misma informacion
que se incluyd en la rotulacion de los tubos de ensayo que se analizaron con
HPLC. El procedimiento para la preparacion de muestra y anélisis utilizando el
HPLC se encuentra en la quinta etapa de esta seccién de metodologia.

NOTA: Todas las soluciones fueron preparadas de forma simultdnea previo al
proceso de centrifugado guardando el debido cuidado para no confundir las muestras ya que
se deseaba evaluar el desempefio de cada solvente orgénico.

E. QUINTA ETAPA: Preparacion de muestras

1. Preparacién de muestras para el proceso de extraccion liquido-liquido

Reactivos necesarios:

e Extracto obtenido posterior a la extraccién

e Agua destilada

Equipos, cristaleria y otros:

e 1 micropipeta

e 1 pipeta graduada de 10 mL

e HPLC marca Agilent modelo 1100 1200 (detector IR), columna Hiplex H
y Software ChemStation for LC.
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Para el proceso de extraccion liquido-liquido se tomé una alicuota de 0.1 mL de las
soluciones purificadas (extracto) y se diluyé en 9.9 mL de agua destilada para que esta
muestra preparada pudiera ser analizada utilizando HPLC (cromatografia liquida de alta

resolucion). Se analizé una solucion con factor de dilucién 1:100.

2. Preparacion de muestras para el proceso de formacion de lactato de calcio como
intermediario

Reactivos necesarios:

e Solucién obtenida posterior a la filtracién con carbén activado

e Agua destilada

Equipos, cristaleria y otros:

e 1 micropipeta

e 1 pipeta graduada de 10 mL

Para el proceso de extraccion formando lactato de calcio como intermediario, se tomd
una alicuota de 0.1 mL de las soluciones purificadas de &cido lactico y se diluyé en 7.9 mL
de agua destilada, se rotuld y analiz6 utilizando HPLC (cromatografia liquida de alta

resolucion).
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VII.

RESULTADOS

Cuadro 6: Propiedades fisicas determinadas experimentalmente para los caldos de

fermentacion utilizado para extraer acido lactico

Primera Segunda Tercera
Caracteristica fermentacion fermentacion fermentacion Promedio
(MF4.n (MF5.n (PFn.1
Barillas) Barillas) Barillas)
Estado fisico Liquido Liquido Liquido -
Color Café turbio Café turbio Café turbio -
Aroma Dulce Dulce Dulce -
pH (+0.01) 4.84 4.50 4.32 455
P. ebullicién (°C) 935+0.1 82.0+0.1 87.0+x0.1 875+0.1
Densidad (g/mL) 1.17+7.6x10° 1.05+4.7x10° 1.10+5.0x10° 1.11+5.8x10°
Viscosidad (cP) 6.98+8.4x10% 236+3.2x10% 3.86+57x10% 4.40+5.8x10?
Concentracion de
0.45 1.36 1.82 1.21

acido lactico (% m/v)

Notas: Los resultados fueron determinados para cada uno de los caldos de fermentacidn a 20 °C, del

estudio de Barillas 2021, utilizando agua destilada a 20°C para determinar el valor de la densidad. Los

datos originales proporcionados por Barillas se encuentran en el Cuadro 12 de Datos originales, en Anexos.
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Cuadro 7: Concentracion y contenido final promedio de acido lactico, obtenidos del
proceso de extraccion liquido-liquido de la primera muestra de fermentacion (caldo MF4.n
de Barillas), partiendo de una concentracion inicial de &cido lactico de 0.45 % (m/v) (1.125

g de &cido lactico en 25 mL de solucidn)

Concentracion Masa de acido

% de recuperacion

Solvente méaxima acido lactico  lactico extraido o
(% miv) (£1.0x10%) © de acido lactico

Eter dietilico 13.259 0.663 + 3.9 x10™ 58.93 £ 0.06
1-Butanol 20.629 0.516 + 6.2 x10™ 4584 +£0.12
Octanol 23.779 0.357 + 7.1 x10* 31.71+0.20
Eter isopropilico 19.269 0.096 + 5.8 x10* 8.56 £ 0.60
Alcohol isoamilico 18.648 0.093 + 5.6 x10™ 8.29 £ 0.60
Acetato de etilo 4.639 0.070 + 1.4 x10* 6.19 +£0.20

Alcohol isobutilico - - .

Notas: Los datos estan ordenados de mayor a menor porcentaje de recuperacion de acido lactico. Todas
las concentraciones fueron obtenidas con un anlisis de HPLC, ya corregidas para un factor de dilucion
(1:100).
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Cuadro 8: Concentracion y contenido final promedio de acido lactico, obtenidos del

proceso de extraccion liquido-liquido de la segunda muestra de fermentacién (caldo MF5.n
de Barillas), partiendo de una concentracion inicial de &cido lactico de 1.36 % (m/v) (3.400

g de &cido lactico en 25 mL de solucion)

Concentracion

Masa de acido

% recuperacion

Solvente maxima acido lactico  lactico extraido scido lactico
(% m/v) (x1.0x10%) (9)

Octanol 9.383 1.877 + 2.8 x10* 55.20 £ 0.02
Eter isopropilico 10.314 1.753 + 3.1 x10* 51.57 +£0.02
Eter dietilico 14.595 1.460 + 4.4 x10* 42.93 +0.03
1-Butanol 18.990 1.329 £ 5.7 x10* 39.10 £ 0.04
Alcohol isoamilico 28.053 0.922 + 6.9 x10* 27.12 +0.08
Alcohol isobutilico 13.234 0.794 + 4.0 x10* 23.35+0.05
Acetato de etilo 4.829 0.628 + 1.4 x10* 18.46 + 0.02

Notas: Los datos estan ordenados de mayor a menor porcentaje de recuperacion de acido lactico. Todas

las concentraciones fueron obtenidas con un anlisis de HPLC, ya corregidas para un factor de dilucion

(1:100).
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Cuadro 9: Concentracion y contenido final promedio de acido lactico, obtenidos del
proceso de extraccion liquido-liquido de la tercera muestra de fermentacion (caldo PFn.1 de
Barillas), partiendo de una concentracion inicial de acido lactico de 1.82 % (m/v) (4.550 g

de acido lactico en 25 mL de solucidn)

Concentracion Masa de &cido »
o o ) % de recuperacion

Solvente maxima acido lactico  lactico extraido o

de acido lactico

(% m/v) (£1.0x107%) @)

Octanol 4.306 1.077 £ 1.3 x10* 23.66 = 0.01
Eter isopropilico 4.240 1.018 + 1.3 x10* 22.36 +0.01
Eter dietilico 5.255 0.841 + 1.6 x10™ 18.48 + 0.02
Acetato de etilo 5.357 0.589 + 1.6 x10™ 12.95 £ 0.03
Alcohol isoamilico 4.819 0.530 + 1.5 x10* 11.65 + 0.03
1-Butanol 4.147 0.207 + 1.2 x10* 4.56 +0.06

Alcohol isobutilico - - -

Notas: Los datos estan ordenados de mayor a menor porcentaje de recuperacion de acido lactico. Todas
las concentraciones fueron obtenidas con un anlisis de HPLC, ya corregidas para un factor de dilucion
(1:100).
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Cuadro 10: Concentracién y contenido final promedio de acido lactico, obtenidos del
proceso de extraccion liquido-liquido de solucion blanco, partiendo de una concentracion

inicial de &cido lactico de 3.00 % (m/v) (7.500 g de &cido lactico en 25 mL de solucién)

Concentracion Masa de acido y
o o ] % de recuperacion

Solvente maxima acido lactico  lactico extraido L

de acido lactico

(% m/v) (x1.0x10?) (9)

Octanol 5.035 1.737 + 3.1 x10* 23.16 £ 0.02
Alcohol isoamilico 4911 1.621 + 3.0 x10* 21.61 +£0.02
Eter isopropilico 4.741 1.565 + 2.9 x10* 20.86 + 0.02
Alcohol isobutilico 5.358 1.500 + 3.2 x10* 20.00 £ 0.02
1-Butanol 4.066 1.464 + 2.5 x10* 19.52 £ 0.02
Eter dietilico 5.023 1.457 + 3.0 x10* 19.42 +0.02
Acetato de etilo 5.351 1.284 + 1.6 x10* 17.12 £0.01

Notas: Los datos estan ordenados de mayor a menor porcentaje de recuperacion de acido lactico. Todas
las concentraciones fueron obtenidas con un analisis de HPLC, ya corregidas para un factor de dilucion
(1:100).
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Cuadro 11: Concentracién y contenido final promedio obtenidos de acido lactico con

formacion de lactato de calcio, como producto intermedio, de acuerdo a datos de analisis

por HPLC
Concentracion Masa de acido _,
» o o ) % recuperacion
Solucion promedio acido lactico  lactico extraido o
de &cido lactico
(% m/v) (= 8.0 x 10%) Q)

1ra fermentacion 0.269 0.991 + 1.4 x10*  88.06 + 1.4 X102
(caldo MF4.n Barillas)

2da fermentacion 0.407 1.415+1.9x10*% 41.62+1.4x10?
(caldo MF5.n Barillas)

3ra fermentacion 0.477 1.697 +2.2x10*% 37.30+1.3x107?
(caldo PFn.1 Barillas)

Blanco 0.622 3.379 £2.9x10* 4505+ 8.6 x10°3

Notas: El blanco es una solucion de acido lactico al 3% (m/v) como validacion de los métodos evaluados
de extraccion y purificacion. El porcentaje de recuperacién compara masa de acido lactico en los 25 mL

de caldo de fermentacion contra la masa recuperada de la extraccion.

A. Meétodo de extraccion propuesto
1. Objetivo

El objetivo del procedimiento planteado a continuacion es llevar a cabo el proceso de
extraccion de acido lactico por extraccion liquido-liquido utilizando octanol como solvente,

partiendo de un caldo de fermentacion microbiana proveniente de la fermentacion de melaza

utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el proceso.
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2. Alcance

El alcance de este procedimiento abarca desde la recepcion del caldo de fermentacion
con acido lactico hasta la obtencion de una solucion concentrada de &cido lactico, previo a

ser tratada por un proceso de purificacion, de ser asi necesario.

3. Reactivos necesarios

e Caldo de fermentacién microbiana proveniente de la fermentacion de melaza
utilizando Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 como cepa en el proceso

e Solucion de acido clorhidrico (HCI) 4 M

e Octanol marca Merck con pureza mayor al 99% y grado MQ200

e Agua destilada

4. Equipo y cristaleria necesarios

e Potenciometro de vidrio de 25 mL con termdémetro de bulbo

e Viscosimetro de Ostwald

e Termometro de bulbo de -20 a 150 °C con incertidumbre de £ 0.1 °C.

e Medidor multiparametro con rango de 0 - 14 en valor de pH.

e CronOmetro digital

e Estufa eléctrica con agitacion marca Thermo Scientific, modelo SP88857100 de
120V

e Centrifuga pequefa para 8 tubos de ensayo marca Eppendorf AG, modelo 5804 R

e HPLC marca Agilent modelo 1100 1200 (detector IR), columna Hiplex H y Software
ChemStation for LC.

e Piseta con agua destilada

e Beaker de 2000 mL

e Probeta de 25 mL
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e 2 Pipetas volumétricas de 10 mL

e Pipeta graduada de 10 mL

e Micropipeta

e Erlenmeyer de 250 mL

e 8 Tubos de ensayo con tapdn (para centrifuga)
e 6 Tubos de ensayo de vidrio con tapén
e Buretade 25 mL

e Ampolla de decantacion de 125 mL

e Embudo de vidrio de 15 cm de diametro
e Varilla de agitacion de vidrio

e Soporte universal

e Pinza mariposa

e Agitador magnético de 2.54 cm (1 in)

5. Desarrollo Fase I: Determinacion de propiedades fisicoquimicas

1. Para determinar la densidad, emplear un picnémetro de vidrio de 25 mL utilizando
agua destilada como reactivo patron de comparacién utilizando el procedimiento
descrito en la Primera Etapa de la seccion de Metodologia y el Célculo 1 de la seccién
de Célculos de Muestra del Apéndice de este Trabajo de Graduacion.

2. Para determinar la viscosidad utilizar un viscosimetro de Ostwald siguiendo el
procedimiento descrito en la Primera Etapa de la seccion de Metodologia y el Célculo
2 de la seccion de Célculos de Muestra del Apéndice de este Trabajo de Graduacion.

3. Para determinar el pH del caldo de fermentacion utilizando un Medidor
multiparametro, insertar el medidor en la solucion y esperar que estabilice, anotar
valor alcanzado (se espera un pH acido debido a la presencia del &cido lactico).

4. Calentar la solucion que contiene &cido lactico hasta que ésta alcance punto de

ebullicién y anotar valor.
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6.

Desarrollo Fase I1: Extraccion liquido-liquido

10.

11.

12.
13.

14.

Utilizando una pipeta volumétrica de 50 mL, tomar alicuota de octanol del beaker
que contenga el solvente y trasvasar a un Erlenmeyer de 250 mL.

Medir y depositar en Erlenmeyer de 250 mL que contenga el octanol ya medido, una
alicuota del caldo de fermentacion que contiene el acido lactico. Se debe utilizar una
pipeta volumétrica distinta.

Medir pH de la mezcla elaborada utilizando el medidor multipardmetro utilizando el
mismo procedimiento descrito en el paso 3 del Desarrollo Fase | y anotar valor.
Armar sistema de soporte utilizando un soporte universal y una pinza. (Ver Figura 63
en seccion de ilustraciones de este Trabajo de Graduacién)

Llenar, con la ayuda de un embudo, una bureta de 10 mL con la solucién preparada
de éacido clorhidrico 4M (asegurarse que estuviera completamente limpia y seca) y
anotar volumen inicial de HCI en bureta.

Agregar agitador magnético de 2.54 cm (1 in) al Erlenmeyer con mezcla de caldo de
fermentacion, acetato de etilo y HCI (solucion 1).

Colocar el Erlenmeyer sobre la superficie de cerdmica de una estufa eléctricay activar
agitacion.

Agregar volumen de HCI 4M segin valor determinado en procedimiento de
regulacion de propiedades en la seccién de Metodologia de este Trabajo de
Graduacion y medir pH nuevamente. El valor de pH alcanzado debe ser cercano a 3.
Trasladar solucion a tubo de ensayo de centrifuga y tapar, trasladar 45 mL.

Repetir procedimiento dos veces mas para tener 3 muestras y que la corrida con el
caldo de fermentacion utilizado sea estadisticamente confiable.

Llenar 5 tubos de ensayo adicionales con agua destilada, cuidando de utilizar el
mismo volumen con el objetivo de balancear la centrifuga y cargar el equipo.
Centrifugar las muestras a 10 Hertz por 30 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo de centrifugado, utilizar una ampolla de decantacion
de 125 mL para separar las fases formadas en las 3 muestras preparadas (una por una).
Decantar la primera fase en una probeta limpia de 100 mL y anotar volumen

recuperado.
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15. Decantar segunda fase a otra probeta limpia de 100 mL.

16. Trasvasar separadamente volumenes recuperados en ambas fases a dos tubos de
ensayo Y rotular agregando fecha de elaboracion de la solucion, nombre del analista,
nombre del Trabajo de Graduacion e identificacion de la muestra. Estas muestras
seran analizadas por HPLC para determinar contenido de acido lactico presente en

cada fase.

7. Desarrollo Fase I11: Andlisis de muestras por HPLC

Tomar una alicuota de 0.1 mL de las soluciones purificadas (extracto)
Diluir 9.9 mL de agua destilada para obtener una solucién con dilucién 1:100.

Inyectar muestra en HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion).

A wnp e

Analizar valores de acido lactico obtenidos utilizando los Célculos 3 — 5 de la seccion
de Calculos de Muestra del Apéndice de este Trabajo de Graduacion.

Nota: Para cuantificar el acido lactico presente en las muestras analizadas por HPLC,

se debe correr una solucidn blanco inicialmente en el equipo.

8. Indicadores

o Fasel:
o Temperatura de fluidos utilizados para la medicion de densidad y
viscosidad.
o Fasell:
o pH en la adicion de la solucion de &cido clorhidrico 4M.
o Tiempoy velocidad de centrifugacion.
e Fase lll:
o Volumen de caldo de fermentacion y de agua destilada utilizados, para

regular asi el factor de dilucién de la muestra.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar el método para extraer y purificar acido lactico que proporcionara la
mayor recuperacion del mismo, inicialmente se evaluo la viscosidad, densidad, pH, punto de
ebullicion y caracteristicas fisicas (como aspecto, olor y color) del caldo de fermentacién

proporcionado y resultado de otro estudio.

Para determinar la densidad y la viscosidad se utilizé los procedimientos expresados
en la primera etapa de la seccion de metodologia previamente presentada. Al llevar a cabo
este proceso se obtuvo un valor promedio para la densidad de 1.11 g/mL, con una desviacion
estandar de 0.06 g/mL (valores de 1.17 g/mL, 1.05 g/mL y 1.10 g/mL), y para la viscosidad,
un promedio de 4.40 cP con desviacion estandar de 2.36 cP (valores de 6.98 cP, 2.36 cP y
3.86 cP). La diferencia entre los tres valores obtenidos no es significativa, ya que para ambos
pardmetros, el 66 % de los datos se encuentra a una desviacion estandar de la media y el 100
% de los datos se encuentra a dos desviaciones estandar. Los valores que no se encuentran a
una desviacion estandar, tanto para la densidad como para la viscosidad, pertenecen a la
primera muestra de fermentacién con la que se trabajé y aqui se ven reflejadas las distintas
composiciones de las muestras analizadas. El primer caldo de fermentacion analizado
contaba con 0.45 % (m/v) de acido lactico, el segundo contaba con 1.36 % (m/v) y el tercero
con 1.82 % (m/v), es decir, entre las primera dos fermentaciones se obtuvo un valor tres veces
mas alto, y entre la segunda y tercera fermentacion se observa un incremento del 34 %
aproximadamente. Uno de los principales factores que influyéd en la diferencia de
caracteristicas obtenidas fue la presencia de subproductos (posibles contaminantes) de la
fermentacion, principalmente afectando los solidos presentes en la solucion. La mayor
cantidad presente de sélidos en la primera muestra explica el valor obtenido, de viscosidad.
Las soluciones iniciales para la fermentacion fueron preparadas por Barillas 2021 utilizando
70 mL de melaza sin inversion de azlcares y 105 mL de agua destilada (preparacion de caldo
1 de fermentacidn) o bien 75 mL de melaza con inversion de azlcares con 100 mL de agua

destilada (preparacion de caldos de fermentacion 2 y 3).
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Segun Barillas 2021, la melaza utilizada tenia densidad de 1.25 + 0.01 g/mL,
viscosidad dinamica de 2.95 x 10*+ 1.61 x 102 cP, porcentaje de humedad en base seca de
2.54 + 0.27 %, es decir masa de agua/masa anhidra, °Brix de 87.15 + 0.29y pH de 5.11 +
0.03. Los °Brix indican la masa de los solidos disueltos dentro la masa de solucion. Tomando
esta informacidn se conoce entonces que la melaza contiene 87.15 g de azlcares/100 g de
solucidn, que asumiendo que el resto es agua, posee 12.85 g de agua por cada 100 g de
solucidn. Al utilizar este dato para calcular el porcentaje de humedad en base seca, se obtiene
un porcentaje de 14.74%, muy distinto al 2.54 % reportado. Adicionalmente segin Gémez
et al 2011, la viscosidad dinamica de la melaza, a 25°C, se encuentra entre 1.20 x 10% cPy
2.21 x 103 cP. El valor de viscosidad reportado es 1 orden de magnitud mayor al maximo

normal reportado en la literatura.

A pesar de que las cantidades utilizadas de melaza para la preparacion de los caldos
fueron similares, la composicién de azlcares entre ambos sustratos cambia radicalmente al
invertir o no las mismas. Esto contribuy6 a que en las muestras sin inversion de azlcares
presentaran un consumo maximo de azucares de 81 % produciendo 0.0339 g/L de acido
lactico; mientras que las muestras con inversion acida de azucares Unicamente alcanzaron un
77 % de consumo como maximo, produciendo 0.0031 g/L de &cido lactico. En este trabajo
de graduacion se evalud los dos tipos de muestras, siendo la primera fermentacion (caldo
MF4.n Barillas) con inversion de azlcares y las otras dos (caldo MF5.n Barillas y PFn.1
Barillas) sin inversion acida de azlcares. EI menor consumo de estas azucares indicé que aun
se encontraba un remanente al terminar la fermentacion, afectando asi las caracteristicas del

caldo de fermentacion, principalmente la viscosidad.

Para determinar el valor de la viscosidad dindmica del caldo de fermentacion se utilizo
un viscosimetro de Ostwald. Para estas mediciones es mas recomendable utilizar un
viscosimetro rotacional que es mas exacto en su medicion. Sin embargo, el viscosimetro de
Ostwald, al contar con una ecuacion especifica para calcular la viscosidad de un fluido de
acuerdo con tiempo, volumen, y densidad del fluido a analizar y el blanco (Ecuacion 02),
hace que la determinacion de este pardmetro sea sencilla y confiable. En esta metodologia se

utilizé agua destilada como fluido para calibracion. Ademas, la temperatura es clave para
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determinar este parametro ya que el mismo es sensible a los cambios minimos de la
temperatura, es por esto que la determinacion de la viscosidad se llevé a cabo utilizando un

bafio térmico (Beaker con agua a temperatura controlada).

Los valores de las propiedades fisicoquimicas de una solucion o suspension dependen
de los componentes y las concentraciones que las conforman ya que influirdn sus propias
propiedades. En los caldos de fermentacion analizados, ademés del &cido lactico producido,
también se determind presencia de acido citrico, acido acético y dioxido de carbono. Ademas,
se contaba aun con presencia de sacarosa, glucosa y fructosa no metabolizadas, segin datos
presentados en “Cinética de reaccion para la sintesis fermentativa de acido lactico usando
melaza de cafia de aztcar mediante la utilizacion de Lactobacillus leichmannii ” trabajo de
graduacion en el cual se produjo los caldos de fermentacion utilizados en este trabajo. La
informacidn aqui discutida se encuentra de igual forma en la seccion de Antecedentes de este

Trabajo de Graduacion.

La combinacion y variacion de concentraciones de todos estos componentes dentro
de los caldos de fermentacion analizados produjo los rangos de valores obtenidos con
respecto a las propiedades fisicoquimicas. En la tercera muestra utilizada de fermentacién se
contd con una concentracion de 1.89 % (m/v) de acido acético (presente Gnicamente en esta
muestra). La presencia de &cido acético puede deberse a fermentacion acética directa o por
fermentacion de etanol formado. En las muestras 1 y 2 se determind una concentracion de
3.84 % (m/v) y 1.89 % (m/v) de &cido citrico, respectivamente. La concentracion de CO2 no
fue cuantificada durante y al final de la fermentacién, ya que Unicamente se observé su
presencia cualitativamente, de acuerdo al reporte de Barillas 2021, por lo que no se puede
determinar una influencia de este gas en especifico sobre las propiedades fisicoquimicas.
Debido al bajo porcentaje de &cido lactico obtenido en el proceso de fermentacion no es
posible determinar que el cambio en las condiciones fisicoquimicas tenga una relacion directa

con la cantidad de acido lactico presente en los caldos analizados, sobre todo, en el pH.

Para poder determinar con mayor certeza el efecto que produce cada compuesto

adicional en las propiedades fisicoquimicas del caldo de fermentacion, se recomienda llevar
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a cabo un analisis de las propiedades fisicoquimicas analizadas (densidad, viscosidad, pH y
punto de ebullicion) en relacién al contenido de compuestos adicionales no deseados para asi
poder predecir el comportamiento de las mismas segun la concentracion de los compuestos
contaminantes. Con la informacion obtenida en este Trabajo de Graduacion es posible reducir
la lista de compuestos adicionales a los de mayor concentracion y relevancia: acido citrico,

acido acético, etanol y azlcares.

De acuerdo con los valores obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica del caldo de
fermentacion se observo que una forma de disminuir la influencia de los subproductos en las
propiedades fisicoquimicas seria por la implementacion de un proceso filtracion previo a
llevarse a cabo los procesos de extraccion. De esta forma se eliminaria los solidos
suspendidos remanentes (biomasa y otros) y cualquier compuesto incluido en ellos que
pudiera interactuar con solventes usados o con las soluciones de acidos y bases para regular
el pH o formar lactatos. Con el anélisis previamente planteado sera posible determinar un
modelo de comportamiento de las propiedades fisicoquimicas para asi definir mas
adecuadamente el proceso de filtracion previo requerido para eliminar estos compuestos

adicionales no deseados.

Para el proceso de filtracion se recomienda llevar a cabo una centrifugacion para
precipitar los sélidos presentes en el caldo de fermentacion, para luego eliminarlos por
decantacion o bien por filtracién al vacio segun sea la necesidad. En este Trabajo de
Graduacion no se llevo a cabo este proceso debido a que se deseaba determinar la efectividad
de los procesos de extraccion con los caldos de fermentacion tal y como se obtuvieron. Al
observar los resultados se determin6 que este proceso previo es necesario para eliminar las

impurezas identificadas en el analisis fisicoquimico.

Adicionalmente, se recomienda evaluar la utilizacion de otro subproducto de la
industria azucarera como materia prima para la fermentacion de acido lactico, como jugos
clarificados. Esto debido a que la melaza también puede ser un factor contribuyente para los

contaminantes encontrados.
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Durante la experimentacion del Trabajo de Graduacion se evalué dos métodos de
extraccion y purificacion de acido lactico: una extraccion liquido-liquido utilizando siete
solventes diferentes con el fin de determinar el més adecuado, de acuerdo a su capacidad
extractiva, para llevar a cabo el proceso, y un proceso de extraccion con la formacién de
lactato de calcio como producto intermedio, utilizando soluciones acuosas alcalinas
(Ca(OH)2 1 M) y acidas acuosas (H2SO4 4 M).

La extraccion liquido-liquido fue escogida como método a usar para llevar a cabo la
extraccion de acido lactico debido a su alta recuperacion del producto. En los estudios
reportados en la seccion de Antecedentes se ha obtenido valores de concentracion de hasta
11.03 g/L con un porcentaje de recuperacion de acido lactico del 49.86%, posterior a llevar
a cabo adicionalmente un proceso de purificacion. Ademas, es un método que puede ser
utilizado a nivel industrial, con un proceso de escalamiento adecuado, utilizando columnas

de extraccion y dosificacién automatizada de disolventes.

Por otro lado, se escogi6 el método de formacion de lactato de calcio como producto
intermedio para ser evaluado en este estudio, debido a que es un método que aprovecha la
propension a formacion de sales de calcio del &cido lactico, en las condiciones de pH y
temperatura adecuadas. Adicionalmente, para convertir nuevamente el lactato de calcio a
acido lactico, tnicamente es necesario acidificar el medio, y en este caso, agregando acido
sulfarico. De acuerdo con esta informacion, es muy Util este método en la industria ya que
permite aumentar el rendimiento de la recuperacion de acido lactico hasta en 1.7 veces mas,
segun Xuy Xu, 2014.

Ademas, el método de formacidn de lactato de calcio puede ser utilizado durante el
proceso de fermentacién de igual forma, para regular el pH y que este no afecte el
metabolismo de la cepa. Sin embargo, en este trabajo de graduacion no se tomo en cuenta
esta ventaja ya que las fermentaciones no fueron realizadas en estas condiciones y por este

estudio.

Al comparar los resultados obtenidos en las extracciones liquido-liquido, se puede

observar que la cantidad de &cido lactico recuperado varia dependiendo del solvente
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utilizado, como era de esperarse. Segun la literatura, el solvente con mayor capacidad
extractiva para acido l4ctico es el octanol, debido a que es el mas afin al &cido. Esto se
corrobord en la experimentacion ya que utilizando este solvente se obtuvo la méxima
concentracion de acido lactico, en las condiciones estudiadas, de 23.779 + 1.000 x10* %
(m/v) y que corresponde a 0.357 g de &cido para los 25 mL de caldo analizado de la primera
fermentacion. De acuerdo con la comparacion con la concentracion inicial del primer caldo
(0.45 % mlv, correspondiente a 1.125 g/25 mL de caldo analizado), en esta primera prueba
se obtuvo un porcentaje de recuperacion del 31.71%. Al realizar la misma comparacion con
la segunda muestra, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de acido lactico de 55.20 %, el
mas alto obtenido en todos los andlisis (concentracion inicial de acido lactico de 1.36 %
(m/v), correspondiente a 3.400 g/25 mL analizados y concentracion final de 9.383 + 1.000
x10* % (m/v), correspondiente a 1.877 g de acido lactico). Con la tercera fermentacion se

obtuvo un porcentaje de recuperacion del 23.66 % y para la solucion blanco de 23.16%.

Al analizar el resto de valores obtenidos se puede observar que los alcoholes, en
general, poseen mejor rendimiento en la extraccion que el resto de solventes, seguidos por
los éteres y por Ultimo el acetato de etilo. La estructura quimica de los alcoholes les permite

tener mayor afinidad al &cido lactico, por lo que hace su extraccién mas eficiente.

Los alcoholes son sumamente utilizados en distintas industrias por lo que su
obtencion, manejo, almacenamiento y uso estd ampliamente estudiado y normado,
haciéndolo una materia prima mas atractiva para el mercado, y por ende, para el proceso de
extraccion del &cido lactico. Los alcoholes son tan utilizados en la industria debido a su baja

toxicidad y su eficacia en la disolucion de sustancias no polares, como solventes organicos.

Para poder tener mayor informacion acerca de la afinidad de cada solvente a evaluar
se recomienda utilizar informacién brindada por los diagramas de equilibrio ternario, que
como se explico en la seccion de Marco Tedrico de este Trabajo de Graduacién, es una
representacion grafica de la afinidad que tiene un soluto hacia un disolvente y hacia el
solvente con el que se encuentra en solucion al inicio de la experimentacion. Para el

procedimiento de extraccion liquido-liquido propuesto en este Trabajo de Graduacion, es
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necesario que los solventes no sean afines al solvente con el cual se encuentra en solucion el
acido lactico. Adicionalmente, es requerido que el disolvente no sea afin al agua, que es el
solvente en el cual el &cido lactico se encuentra disuelto. Esta caracteristica es requerida para
asegurar un mejor proceso de extraccion liquido-liquido.

En este Trabajo de Graduacion no se reportd informacion de los diagramas de
equilibrio ternario debido a que se deseaba evaluar la eficiencia de cada solvente propuesto
y el efecto de los mismos en el proceso de extraccion utilizando el caldo de fermentacion
evaluado. Las caracteristicas de este caldo seran distintas a aquellas de una solucion

conformada Unicamente por agua y acido lactico, como lo plantea la literatura.

Sin embargo, no se logro recuperar tanto acido lactico como se esperaba, de acuerdo
con los datos reportados en estudios consultados de la literatura, que en promedio presentan
concentraciones de 11.03 g/L. En su lugar, se extrajo Unicamente, como maximo, una
concentracion de 2.78 g/L (23.779 gramos en 100 mL), es decir, la mitad del valor minimo
esperado segun la literatura. Sin embargo, las muestras analizadas de los caldos en este
Trabajo de Graduacion correspondian a soluciones iniciales de melaza con concentracién de
14 y 15 % (m/v), mientras que en la literatura se utilizo soluciones 20 % (m/v) de melaza y
una recuperacion de 11.03 g/L. Esto es debido a dos factores principales: el primer factor es
que dentro de las muestras de las cuales se extrajo el acido lactico, se encontraban presentes
otras sustancias, como &cido citrico. Los solventes evaluados, especialmente el 1-Butanol,
acetato de etilo y éter isopropilico son mas afines al acido citrico que al acido lactico. Este
factor pudo haber ocasionado que los solventes extrajeran mas acido citrico de la mezcla,
pero al ser un subproducto, este no estaba considerado en el analisis y es debido a esto que

no se cuantifico para conocer qué tanto se favorecié el proceso de extraccidn de este acido.

El segundo factor es que el solvente de la mezcla fermentada era agua, y segun la
informacion del Cuadro 42 de la seccidn de Anexos, todos los solventes organicos estudiados
son solubles en agua en cierta proporcion, a excepcién del octanol, por ende, un volumen de
solvente queda retenida en el agua y no llega al extracto. Este factor contribuyé igualmente
a que el octanol produjera los resultados mas favorables en el proceso de extraccion. Segln

los Cuadro 30-32 de la seccion de Datos Calculados, en todas las extracciones se perdid
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solvente debido a que quedo disuelto en el agua, y se recuperd menos fase liviana (extracto),
que es la que contiene mayor cantidad de acido lactico, que pesada. Sin embargo, el agua no
es el Unico compuesto que retiene el solvente, ya que hay presencia de biomasa y otros
compuestos a los cuales los solventes organicos son afines formando emulsiones (Ver
Figuras 34 - 62 en ilustraciones) o generando reacciones en el proceso de extraccion. Al
permanecer parte del solvente y por ende el &cido lactico presente en el mismo, en estos
compuestos, se obtienen porcentajes de recuperacion maximos de 55 % como se observa en

los Cuadros 7 — 10 de la seccién de Resultados.

Al analizar los resultados obtenidos utilizando el método de producir lactato de calcio
como producto intermedio, se obtuvo una concentracion promedio de &cido lactico de 0.444
+8.0 x10° % (m/v). Este resultado, al ser comparado con el resultado obtenido con el proceso
de extraccioén liquido-liquido es menor en 10.182 % (m/v). Esto era de esperarse ya que,
segun la literatura, utilizando este método no se obtiene un rendimiento tan alto debido a que
parte del acido lactico queda retenido en el carbon activado utilizado para llevar a cabo la
ultima etapa de filtracion del &cido. Ademas, se debe utilizar ozono para terminar de purificar
la solucion obtenida de acido lactico del proceso de extraccion, ya que el ozono elimina
impurezas aun presentes en el acido, las cuales el carbon activado no es capaz de remover.
El uso de ozono no se llevé a cabo debido al elevado costo de este gas y a que no se contaba
con disponibilidad en el Laboratorio de Operaciones Unitarias. Es debido a esto que a pesar
de que el método es util en la regulacion de pH de la solucion y es facil realizarlo porque usa
el pH como principal indicador, no es recomendable para escalar industrialmente el proceso.
En el proceso se generaria pérdida de hasta el 18 % del &cido lactico debido a que éste
quedaria retenido en el proceso de filtracion y al utilizar ozono aumentaria el riesgo de llevar
a cabo este proceso en una planta industrial, ya que este gas presenta riesgo de incendio y
explosion al calentarse o al entrar en contacto con sustancias combustibles. Ademaés, la
concentracion obtenida es Unicamente un 7.44 % del valor obtenido utilizando el método de

extraccion liquido-liquido, por lo que el otro método evaluado es mas indicado.

A pesar de que se obtuvo un valor mayor de concentracién promedio de 23.779 %

(m/v) con 31.71 % de recuperacion de &cido lactico con los métodos evaluados, este no es
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aceptable para que el acido lactico pueda ser utilizado en la produccién de PLA. Con el rango
de concentraciones iniciales de los caldos de fermentacion estudiados, el proceso de
extraccion y purificacion no es rentable, ya que se requeririan grandes volumenes de caldo y
ademas, los solventes y reactivos, para obtener no mas de 218 gramos de acido lactico (valor
inicial de masa del segundo caldo de fermentacion evaluado). Sin embargo, los métodos
planteados si extraen el &cido lactico y con la eficiencia esperada segun solvente, segln la
informacion reportada por la literatura. Las extracciones llevadas a cabo en este Trabajo de
Graduacién se vieron afectadas por factores externos al proceso, como la presencia de
subproductos no deseados, en altas concentraciones. Se debe re analizar el proceso con caldos
de fermentacion que hayan sido previamente filtrados para reducir al minimo la cantidad de
particulas presentes en el medio que puedan generar competencia al momento de llevar a
cabo la extraccion. El &cido lactico utilizado en la polimerizacion del PLA debe ser lo mas
puro posible para de esta forma evitar la alteracion del proceso de polimerizacion, obteniendo
un producto que no cumpla con todas las caracteristicas necesarias del PLA para su uso en la

industria, especialmente en la industria de empaques.

Para evaluar la posibilidad de utilizar el &cido lactico extraido de estos procesos de
extraccion estudiados, es necesario evaluar los métodos con una solucién de &cido lactico
con mayor concentracion que la que se utilizé en este trabajo. Ademas, es necesario que la
fermentacién no produzca subproductos en concentraciones iguales o mayores a las del
producto deseado, como ocurrié en el caso del caldo de fermentacion utilizado en este
Trabajo de Graduacion que presentaba concentraciones de &cido citrico y &cido acético
similares a las del &cido lactico. Esto ayudaria a que no se genere competencia con el &cido
lactico en los procesos de transferencia de masa en la extraccién liquido-liquido. Debido a
esto se debe realizar un estudio analizando caldos de fermentacion con distintas
concentraciones de &cido lactico y de subproductos para poder escoger el solvente mas
adecuado para obtener la mayor cantidad de &cido lactico posible de un proceso de extraccion
liquido-liquido.
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Basado en los resultados obtenidos, se puede inferir que el proceso de extraccion
propuesto, con las condiciones evaluadas en este Trabajo de Graduacion no es rentable, ya
que utilizando 25 mL de octanol, con 25 mL de caldo de fermentacion (relacion 1:1) se
pueden extraer como maximo 1.877 g de &cido lactico, invirtiendo en equipo, energia, el
solvente, etc. Se recomienda que al momento de desear escalar el procedimiento se realice
un estudio econdmico para evaluar la rentabilidad del proyecto con valores a escala

industrial, no a escala laboratorio.
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IX.  CONCLUSIONES

1. Al llevar a cabo andlisis de laboratorio al caldo de fermentacion del cual se partié
como solucién inicial para el proceso de extraccion, se determind un rango de valores
de 4.32 — 4.84 para el pH, 82.0 — 93.5 °C para el punto de ebullicién, 1.05 — 1.17
g/mL para la densidad y 2.36 — 6.98 cP para la viscosidad dindmica. Uno de los
factores que posiblemente influyd en mayor proporcion en los pardmetros
fisicoquimicos es la concentracion de subproductos como azlcares no consumidas,
acido citrico y acido aceético. Sin embargo, el comportamiento de los mismos se debe

estudiar mas a fondo.

2. El método que produjo la mayor concentracién de acido lactico extraido en las
condiciones evaluadas y partiendo de caldos de fermentacién microbiana con
concentracion inicial de acido lactico de 0.45 % (m/v), 1.36 % (m/v), 1.82 % (m/v) y
solucidén blanco con concentracion inicial de 3.00 % (m/v) fue la extraccién liquido-
liquido con octanol. Se obtuvo una concentracién maxima final del compuesto de
23.779 %+ 1.0 x10 % (m/v) con recuperacion maxima de acido lactico de 31.71 + 0.20
% para el caldo de fermentacion 1 (MF4.n), 9.383 + 1.0 x10™* % (m/v) con
recuperacion méxima del 55.20 £+ 0.02 % para el caldo de fermentacion 2 (MF5.n),
4.306 + 1.0 x10™ % (m/v) con recuperacion maxima de 23.66 + 0.01 % para el caldo
de fermentacion 3 (PFn.1) y 5.035 + 1.0 x10™* % (m/v) con recuperacion maxima de

23.16 £ 0.02% para la solucion blanco.

3. Utilizando el método de extraccion de &cido lactico con la formacion de lactato de
calcio, como producto intermedio, se obtuvo concentraciones finales de acido lactico
promedio de 0.991 + 1.371 x10* % (m/v), 1.415 + 1.905 x10* % (m/v), 1.697 +
2.192 x10™* % (m/v) y 3.379 + 2.924 x10* % (m/v) para los caldos de fermentacion
1 (MF4.n), 2 (MF5.n), 3 (PFn.1) y la solucion blanco, respectivamente. De acuerdo
con las condiciones evaluadas, la concentracién final fue 10.182 % (m/v) menor que
el obtenido por extraccidn con solventes, por lo que no es el método mas adecuado

para la purificacion y extraccion de acido lactico.
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4. Con el método propuesto para la extraccion de acido lactico, utilizando un proceso
de extraccién liquido-liquido con octanol como solvente, es posible obtener una
concentracion promedio maxima de &cido lactico de 23.779 + 1.0 x10* % (m/v) con
recuperacion maxima de 31.71 = 0.20 %, con los caldos de fermentacion en las

condiciones evaluadas en este Trabajo de Graduacion.
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X. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo un estudio de la relacion que tienen los distintos compuestos del caldo
de fermentacion con la concentracion final de acido lactico obtenida por los métodos
de extraccion para asi determinar el solvente mas adecuado, que no tenga mayor

afinidad a los subproductos de la fermentacion que al &cido lactico.

Evaluar la metodologia de extraccidn presentada en este trabajo de graduacion con
soluciones de acido lactico a distintas concentraciones, desde la utilizado en este
Trabajo de Graduacion de 1.21 % (m/v) hasta 16.6 % (m/v) que es la concentracion
mas alta encontrada en literatura, para de esta forma poder determinar la correlacién
de la concentracion del caldo de fermentacion con la eficiencia de los métodos de

extraccion.

Purificar el caldo de fermentacion utilizando técnicas de centrifugacion, decantacion
y filtracion, previo a llevar a cabo el proceso de extraccion especifico para &cido
lactico para que de esta forma se puedan eliminar los subproductos no deseados que

puedan generar competencia con el acido lactico.

En el proceso de extraccion liquido-liquido, utilizar solventes que no sean solventes
en agua para favorecer asi el equilibrio de extraccién hacia el &cido lactico sin perder

solvente que puede disolverse en el agua.

Llevar a cabo un andlisis de las propiedades fisicoquimicas analizadas en relacion al
contenido de &cido lactico, acido citrico, etanol y azlcares para poder determinar el
efecto certero de la presencia de cada componente en estas propiedades y asi poder

predecir el comportamiento de las mismas.
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XIl. APENDICE

A. Datos originales

Cuadro 12: Concentracidn inicial de &cido lactico y cantidad producida en las muestras
proporcionadas de caldos (de Barillas), obtenidas por HPLC y célculos (Estos caldos fueron

usados para todas las pruebas de este estudio)

_ Volumen . _ Acido lactico en
Concentracioén o Acido lactico
Caldo de ) ) original ) 25 mL de caldo
» 4cido lactico ] producido .
fermentacion producido para extraccion
(Y% miv) C))
L) )
Primera (MF4.n) 0.45 16.0 72.0 1.125
Segunda (MF5.n) 1.36 16.0 217.6 3.400
Tercera (PFn.1) 1.82 0.5 9.1 4.550
Blanco 3.00 0.5 15.0 7.500

Notas: Los valores de concentracion de acido lactico y volumen original fueron obtenidos del Trabajo de
Graduacion “Cinética de reaccion para la sintesis fermentativa de acido lactico usando melaza de cafia de

azucar mediante la utilizacién de Lactobacillus leichmannii” de Barillas 2021.

Cuadro 13: Tiempos utilizados para la determinacion de la viscosidad de las muestras

analizadas
Primera fermentacion Segunda fermentacién

Caldo de Agua Caldo de Agua

fermentacion fermentacion
T1(5) 64.11 Ti(s) 10.65 T (s) 2711 Ti(s)  12.42
T2 (5) 63.48 T2 (s) 10.94 T2 (s) 2648 Ta(s)  11.42
T3 (s) 63.11 Tz (s) 10.51 Tz (s) 26.17 T3 (s) 11.8
T (5) 6357 T (s) 10.7 T (s) 2659 T(s)  11.88

Notas: Todos los valores fueron obtenidos a 20°C. Todos los tiempos tienen una incertidumbre de + 0.11s.
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Cuadro 14: Masas utilizadas para determinar la densidad del agua y de los caldos de

fermentacién de las muestras analizadas.

Primera Segunda Tercera
fermentacion fermentacion fermentacion
Volumen picnémetro
24.36 mL 24.36 mL 24.36 mL

(x0.001 mL)
Masa picndémetro vacio 31.4347 g 31.4453 g 31.4436 g
Masa picnémetro con agua 55.7275 g 55.7737 g 55.7641 g
Masa picnémetro con

59.9687 g 57.0541 g 57.4682 g

muestra

Notas: Todos los valores fueron obtenidos a 20 °C. Todos los valores de masa tienen una incertidumbre
de + 1 x 10* g. El volumen del picnémetro fue determinado por el fabricante por lo que no es un dato

calculado.

Cuadro 15: Volumen recuperado en primera fermentacion posterior a llevar a cabo la
extraccion liquido-liquido, utilizando una ampolla de decantacion de 125 mL, partiendo de

45 mL de extracto.

Solvente para Volumen fase Volumen fase Volumen Volumen
extraccion liviana (mL) pesada (mL) perdido (mL) total (mL)
Acetato de etilo 1.5+0.3 31.0+0.6 25+15 35.0+0.6
Eter dietilico 5.0+£0.3 20.0+0.3 100+1.2 35.0+0.6
Alcohol isobutilico 0.0+0.3 25.0+0.3 10.0+1.2 35.0+£0.6
1-Butanol 25+0.3 26.0+ 0.6 6.5+1.5 35.0+0.6
Alcohol isoamilico 05+0.3 320+0.6 25+15 35.0+£0.6
Eter isopropilico 0.5+0.3 315+0.6 3015 35.0+ 0.6
Octanol 1.5+0.3 32.5+0.6 1.0+15 35.0+0.6

Notas: Cada volumen fue medido utilizando una probeta de 25 mL. Para los volimenes recuperados

superiores a 25 mL, se utiliz6 la misma bureta de 25 mL midiendo en dos partes el volumen.
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Cuadro 16: Volumen recuperado en segunda fermentacion posterior a llevar a cabo la

extraccion liquido-liquido, utilizando una ampolla de decantacion, partiendo de 45 mL de

extracto.
Solvente para Volumen fase Volumen fase Volumen Volumen
extraccion liviana (mL) pesada (mL) perdido (mL) total (mL)
Acetato de etilo 13.0+0.3 29.0+£0.6 3.0+x15 45.0%0.6
Eter dietilico 10.0+0.3 27.0x+0.6 8.0+15 45.0+0.6
Alcohol isobutilico 6.0+0.3 37.0+0.6 2015 45.0%0.6
1-Butanol 7.0+£0.3 37.0+0.6 1.0+15 45.0+0.6
Alcohol isoamilico 40+0.3 39.0+£0.6 2015 45.0£0.6
Eter isopropilico 17.0+0.3 24.0+£0.3 40+£1.2 45.0+£0.6
Octanol 20.0+0.3 23.0+0.3 20+£1.2 450+ 0.6

Notas: Cada volumen fue medido utilizando una probeta de 25 mL. Para los voliumenes recuperados

superiores a 25 mL, se utiliz6 la misma bureta de 25 mL midiendo en dos partes el volumen.

Cuadro 17: Volumen recuperado en tercera fermentacion posterior a llevar a cabo la

extraccion liquido-liquido, utilizando una ampolla de decantaciéon, partiendo de 45 mL de

extracto.
Solvente para Volumen fase Volumen fase Volumen Volumen
extraccion liviana (mL) pesada (mL) perdido (mL) total (mL)
Acetato de etilo 11.0+0.3 31.0+0.6 3.0+£15 45.0+0.6
Eter dietilico 16.0+0.3 21.0+0.3 80+£1.2 45.0+0.6
Alcohol isobutilico 1.5+0.3 415+ 0.6 2015 45.0+ 0.6
1-Butanol 5.0+£0.3 36.0+ 0.6 40+£15 45.0+0.6
Alcohol isoamilico 11.0+£0.3 34.0+0.6 00x15 45.0+ 0.6
Eter isopropilico 24.0+0.3 17.0+0.3 40+1.2 45.0+0.6
Octanol 25.0+0.3 11.0+0.3 9.0+1.2 45.0+0.6

Notas: Cada volumen fue medido utilizando una probeta de 25 mL. Para los volimenes recuperados

superiores a 25 mL, se utilizé la misma bureta de 25 mL midiendo en dos partes el volumen.
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Cuadro 18: Cuantificacion de acido lactico obtenido de los procedimientos de extraccion

liquido-liquido llevados a cabo con la primera muestra de caldo de fermentacion

Concentracion Concentracion
Solvente utilizado  Muestra acido lactico Muestra acido lactico
(% m/v) (% m/v)
Acetato de etilo FIM1 - MF2.1  0.046 + 1.0 x10®
Eter dietilico F1IM2 - MF2.3 0.132 + 1.0 x10°®
Alcohol isobutilico F1M3 - - -
1-Butanol F1M4 - MF2.6 0.206 + 1.0 x10°®

Alcohol isoamilico F1M5 1.4x10%2+1.0x10° MF2.8  0.186 + 1.0 x10®
Eter isopropilico F1M6 1.0x10°%+1.0x10° MF2.10  0.193 + 1.0 x10°®
Octanol F1M7 3.0x10°+1.0x10° MF2.12 0.238 + 1.0 x10®

Notas: Los datos fueron obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de una muestra

con dilucién 1:100 de la solucién final obtenida del proceso de extraccion liquido-liquido. Las muestras
gue no cuentan con valor es debido a que no se determind presencia de acido lactico en las muestras

preparadas.

Cuadro 19: Cuantificacion de acido lactico obtenido de los procedimientos de extraccién

liquido-liquido llevados a cabo con la segunda muestra de caldo de fermentacion

Concentracion de Concentracion de
Solvente utilizado  Muestra acido lactico Muestra acido lactico
(% m/iv) (% m/v)

Acetato de etilo F2M1  1.7x102+1.0x10° MF2.2  0.048 +1.0x10°
Eter dietilico F2M2 2.1x102+1.0x103 MF2.4 0.146 + 1.0 x10°®
Alcohol isobutilico F2M3 8.0x10%+1.0x10° MF25 0.132 +1.0x10°®
1-Butanol F2M4 1.0x102+1.0x10°  MF2.7 0.190 + 1.0 x10°®
Alcohol isoamilico F2M5 - MF2.9  0.230 + 1.0 x10°®
Eter isopropilico F2M6 - MF2.11  0.103 +1.0 x10°
Octanol F2M7 7.0x10°+1.0x10° MF2.13 0.094 + 1.0 x10°®

Notas: Los datos fueron obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de una muestra

con dilucién 1:100 de la solucion final obtenida del proceso de extraccion liquido-liquido. Las muestras
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gue no cuentan con valor es debido a que no se determiné presencia de acido lactico en las muestras

preparadas.

Cuadro 20: Cuantificacion de acido lactico obtenido de los procedimientos de extraccion

liquido-liquido llevados a cabo con la tercera muestra de caldo de fermentacion

Concentracion Concentracion

Solvente utilizado Muestra  &cido lactico (% Muestra acido lactico

m/v) (%0 m/v)

Acetato de etilo F3M1 - MF3.1  0.054 +1.0 x10°
Eter dietilico F3M2 - MF3.3  0.053 +1.0x10°
Alcohol isobutilico  F3M3 9.0 x10° + 1.0 x10° - -

1-Butanol F3M4 4.0 x103+ 1.0 x10°3 MF3.6 0.041 + 1.0 x10°®
Alcohol isoamilico ~ F3M5 - MF3.8  0.048 +1.0 x10°
Eter isopropilico F3M6 - MF3.10 0.042 + 1.0 x10°
Octanol F3M7 40x10%+1.0x10° MF3.12 0.043+1.0x10°

Notas: Los datos fueron obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de una muestra
con dilucion 1:100 de la solucion final obtenida del proceso de extraccion liquido-liquido. Las muestras
gue no cuentan con valor es debido a que no se determind presencia de 4cido lactico en las muestras

preparadas.
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Cuadro 21: Cuantificacion de acido lactico obtenido de los procedimientos de extraccion

liquido-liquido llevados a cabo con la solucion blanco de &cido lactico

Concentracion acido

Solvente utilizado  Muestra lactico
(% miv)

Acetato de etilo MF3.2  5.35x102+1.0x10°
Eter dietilico MF3.4  5.02x102+1.0x10°
Alcohol isobutilico  MF35  5.36 x102+ 1.0 x10°
1-Butanol MF3.7 4.07 x102 + 1.0 x10°
Alcohol isoamilico MF3.9 4,91 x102 £+ 1.0 x10°
Eter isopropilico MF3.11  4.74x102+ 1.0 x10°
Octanol MF3.13  5.04 x102 + 1.0 x10®

Notas: Los datos fueron obtenidos mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de una

muestra con dilucién 1:100 de la solucion final obtenida del proceso de extraccion liquido-liquido.

Cuadro 22: Cantidad de reactivos utilizados durante el proceso de formacion de lactato de
calcio para extraer acido lactico del caldo de fermentacion.

Caldo de Solucién Solucion &cida
Solucion fermentacion lcali L L Carbon activado (g)
(mL) alcalina (mL) (mL)

1ra fermentacion 25.0+0.3 10.00 + 0.05 1.80 + 0.05 4,98 x102 + 1.0 x10*
(caldo MF4.n
Barillas)
2da fermentacion 25.0+£0.3 5.00 £ 0.05 4.80 £0.05 5.01 x102 + 1.0 x10*
(caldo MF5.n
Barillas)
3ra fermentacion 25.0+0.3 6.10 + 0.05 4.50 +0.05 5.00 x102 + 1.0 x10*
(caldo PFn.1
Barillas)
Blanco 25.0+£0.3 28.60 = 0.05 0.70 £ 0.05 4.96 x102 + 1.0 x10*

Notas: En la primera fermentacion se utilizo una solucion de cloruro de calcio 1M. En las fermentaciones

2y 3y en lasolucion blanco se utilizé una solucién de hidroxido de calcio 0.1M.
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Cuadro 23: pH de las soluciones utilizadas, para monitorear el proceso de extracciony

purificacion de acido lactico

Solucién pHo pH1 pH2
1ra fermentacion
) 4.84 4.39 2.74
(caldo MF4.n Barillas)
2da fermentacién
) 4.85 7.42 2.95
(caldo MF5.n Barillas)
3ra fermentacion
_ 4.46 7.25 2.77
(caldo PFn.1 Barillas)
Blanco 2.00 8.70 1.99

Notas: Los valores de pH fueron determinados utilizando un potenciémetro con incertidumbre de +0.01.

El valor de pHo corresponde al pH de la solucidn original, pHi corresponde al valor de pH de la mezcla

de caldo de fermentacion con solucion alcalina y pHz corresponde al pH de la mezcla posterior a agregar

la solucién &cida.

Cuadro 24: Temperaturas de ebullicion de la mezcla de caldo de fermentacion con solucion

alcalina durante el proceso de formacion de lactato de sodio para la extraccion de acido

lactico.
) Temperatura
Solucion o
de ebullicion
1ra fermentacion
) 93.0°C
(caldo MF4.n Barillas)
2da fermentacion
) 75.0°C
(caldo MF5.n Barillas)
3ra fermentacion
) 83.0°C
(caldo PFn.1 Barillas)
Blanco 87.0°C

Notas: Las temperaturas de ebullicién de la solucion fueron medidas utilizando un termémetro de bulbo

de alcohol, con rango de -20 a 150 °C e incertidumbre de + 0.1 °C. La solucién fue calentada utilizando

una estufa eléctrica con un voltaje de 120V y 13A.
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Cuadro 25: Cuantificacion de acido lactico obtenido posterior a los procedimientos de
extraccion y purificacion por el método de formacion de lactato de calcio como

intermediario

. Concentracion de acido
Solucion Muestra o
lactico (% m/v)

1ra fermentacion
(caldo MF4.n Barillas)

MF2.15 2.692 x102 + 1.0 x10°

2da fermentacion

(caldo MF5.n Barillas)

3ra fermentacion

(caldo PFn.1 Barillas)

Blanco MF3.14 6.223 x102 + 1.0 x10°®

Notas: Los datos fueron obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de una muestra

MF2.14 4,067 x10%+ 1.0 x10°

MF3.15 4.768 X102 + 1.0 x10°

con dilucién 1:100 de la solucion final obtenida del proceso de extraccién liquido-liquido.
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B. Datos calculados

Cuadro 26: Concentracidon de acido lactico obtenido mediante un proceso de extraccion

liquido-liquido, basado en datos obtenidos del analisis de HPLC. Datos obtenidos de la

primera muestra de fermentacion analizada (caldo MF4.n de Barillas).

Solvente utilizado

C. acido lactico

en extracto

% de

C. acido lactico en

caldo de

para la extraccion Muestra (% miv) Acido lactico (g) recl:u-pera,cié-n fermentacion (%
(£ 1.0 x10%) de acido lactico i)

Acetato de etilo MF2.1 4.639 0.070 + 1.4 x10* 6.19+0.20 1.16 + 1.4 X107

Eter dietilico MF2.3 13.259 0.662 + 4.0 x10* 58.93 £ 0.06 3.32 +4.0 X102

Alcohol isobutilico - - - - -

1-Butanol MF2.6 20.629 0.516 + 6.2 x10* 4584 +£0.12 5.16 + 6.2 x10°?

Alcohol isoamilico  MF2.8 18.648 0.093 + 5.6 x10* 8.29 £ 0.60 4.66 + 5.6 x107

Eter isopropilico MF2.10 19.269 0.096 + 5.8 x10* 8.56 + 0.60 4.82 + 5.8 x10%

Octanol MF2.12 23.779 0.357 £ 7.1 x10* 31.71+£0.20 5.94 + 7.1 x10?

Acetato de etilo FiIM1 - - - -

Eter dietilico F1M2 - - - -

Alcohol isobutilico  FIM3 - - - -

1-Butanol F1M4 - - - -

Alcohol isoamilico  F1M5 1.400 7.0x10°%+4.7x10° 0.62+4.18x10° 3.50 x10 + 2.9 x1072

Eter isopropilico F1M6 0.100 5.0x10*+8.0x10® 0.04 +7.11x10% 2.50 x102 + 2.5 x107

Octanol F1M7 0.300 45x10°+2.4x10° 0.40+2.13x10° 7.50 x102 + 2.6 X102

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determind presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.
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Cuadro 27: Concentracion de cido lactico obtenido mediante un proceso de extraccién

liquido-liquido, basado en datos obtenidos del analisis de HPLC. Datos obtenidos de la

segunda muestra de fermentacién analizada (caldo MF5.n de Barillas)

Solvente utilizado

C. acido lactico

en extracto

% de

C. acido lactico en

caldo de

. Muestra Acido lactico (g) recuperacion .

para la extraccion (% m/v) de 4cido lctico fermentacion
(£ 1.0 x10%) (% m/v)

Acetato de etilo MF2.2 4.829 0.627 + 1.4 x10™ 18.42 + 0.02 1.21 + 1.4 x107
Eter dietilico MF2.4 14.595 1.460 + 4.4 x10* 42.93+0.03 3.65 + 4.4 x102
Alcohol isobutilico ~ MF2.5 13.234 0.794 + 4.0 x10™ 23.35+0.05 3.31 +4.0 x10
1-Butanol MF2.7 18.989 1.329 +5.7 x10* 39.10 £ 0.04 4,75 + 5.7 x10
Alcohol isoamilico  MF2.9 23.053 0.922 + 6.9 x10™ 27.12+0.08 5.76 + 6.9 x10
Eter isopropilico MF2.11 10.314 1.753 + 3.1 x10* 51.57 +0.02 5.58 + 6.7 x10
Octanol MF2.13 9.383 1.877 £ 2.8 x10* 55.20 £ 0.02 4.85 + 5.8 x10
Acetato de etilo F2M1 1.700 0.221 +1.8 x10™ 6.50 £ 0.08 4.25 x10 + 3.0 x102
Eter dietilico F2M2 2.100 0.210 + 1.6 x10° 6.18 £ 0.08 5.25 x10 + 3.1 x1072
Alcohol isobutilico F2M3 0.800 0.048 + 8.4 x10™ 1.41+0.18 2.00 X101 + 2.7 x10°2
1-Butanol F2M4 1.000 0.070 + 1.0 x10* 2.06 £0.14 2.50 x10 + 2.8 x102
Alcohol isoamilico  F2M5 - - - -
Eter isopropilico F2M6 - - - -
Octanol F2M7 0.700 0.140 + 2.2 x10™ 412 +0.16 1.75x101 + 2.7 x107?

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determind presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.
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Cuadro 28: Concentracion de &cido lactico obtenido mediante un proceso de extraccion

liquido-liquido, basado en datos obtenidos del analisis de HPLC. Datos obtenidos de la

tercera muestra de fermentacion analizada (caldo PFn.1 de Barillas)

Solvente

C. acido lactico

en extracto

% de

C. acido lactico en

caldo de

utilizado para  Muestra Acido lactico (g) recuperacion de N
la extraccion (%o miv) &cido lactico fermentacion
(£ 1.0 x10®) (% m/v)

Acetato de etilo MF3.1 5.357 0.589 + 1.6 x10™ 12.95 +0.03 1.34 + 1.6 X102
Eter dietilico MF3.3 5.255 0.841 + 1.6 x10* 18.48 + 0.02 1.31+ 1.6 x10
Alcohol - - - - -
isobutilico
1-Butanol MF3.6 4.147 0.207 + 1.2 x10* 4.56 + 0.06 1.04 + 1.3 x1072
Alcohol MF3.8 4.819 0.530 + 1.5 x10* 11.65+0.03 1.21 +1.5x107
isoamilico
Eter isopropilico MF3.10 4.240 1.018 + 1.3 x10* 22.36 £ 0.01 1.06 + 1.3 X107
Octanol MF3.12 4.306 1.076 + 1.3 x10* 23.66 £ 0.01 1.08 + 1.3 x1072
Acetato de etilo F3M1 - - - -
Eter dietilico F3M2 - - - -
Alcohol F3M3 0.900 0.014 + 4.2 x10° 0.30+0.31 2.25 x10 + 2.8 x1072
isobutilico
1-Butanol F3M4 0.400 0.020 + 6.2 x10° 0.44+0.31 1.00 x10! + 2.6 x10°?
Alcohol F3M5 - - - -
isoamilico
Eter isopropilico ~ F3M6 - - - -
Octanol F3M7 0.400 0.100 + 2.6 x10° 2.20+0.26 1.00 x10! + 2.6 x10°2

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determind presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.
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Cuadro 29: Concentracidon de cido lactico obtenido mediante un proceso de extraccién

liquido-liquido, basado en datos obtenidos del analisis de HPLC. Datos obtenidos de la

solucion blanco analizada (3% (m/v) de &cido lactico)

C. acido lactico

C. acido lactico en

% de
Solvente utilizado en extracto o caldo de
. Muestra Acido lactico (g) aumento de N
para la extraccion (% miv) L fermentacion
acido lactico
(£1.0 x10%) (% m/v)
Acetato de etilo MF3.2 5.351 1.284 +1.6 x10*  17.12+0.01 1.34 + 1.6 X107
Eter dietilico MF3.4 5.023 1.457 +3.0x10*  19.42 +0.02 1.26 + 1.5 x1072
Alcohol isobutilico MF3.5 5.358 1.500 +3.2x10*  20.00 +0.02 1.34 + 1.6 x107
1-Butanol MF3.7 4.066 1.464 +25x10%  19.52 +0.02 1.02 + 1.2 X107
Alcohol isoamilico MF3.9 4.911 1.621 +3.0x10%  21.61 +0.02 1.23 + 1.5x107
Eter isopropilico MF3.11 4,741 1.564 +2.9 x10*  20.86 +0.02 1.19 + 1.4 X107
Octanol MF3.13 5.035 1.737 £3.1x10%  23.16 £0.02 1.26 + 1.5 x107

Notas: El blanco es una solucién de acido lactico al 3% (m/v) elaborada como validacién de los métodos

evaluados de extraccion y purificacion. Fue elaborada utilizando &cido lactico al 90% (m/m) y agua

destilada.
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Cuadro 30: Acido lactico disuelto en agua y por ende no extraido ni contabilizado en

andlisis HPLC de la primera muestra de fermentacion (caldo MF4.n Barillas) con una

concentracion inicial de &cido lactico de 0.45 % (m/v) (1.125 g de &cido lactico en 25 mL

de solucion)
Solvente Muestra % perdido Masa de &cido  Muestra % perdido de Masa de acido
de &cido lactico no acido lactico lactico no
lactico extraida (Q) extraida (g)

Acetato de etilo MF2.1 93.81+0.20 1.06+2.2x103 FiM1 - -
Eter dietilico MF2.3  41.07+0.06 0.46+6.8x10*  F1M2 - -
Alcohol isobutilico - - - FIM3 - -
1-Butanol MF2.6 5416 +0.12 0.61+1.4x103 F1M4 - -
Alcohol isoamilico  MF2.8  91.71+0.60 1.03+6.8x103 FIM5  99.38+6.7x10° 1.12+7.6x103
Eter isopropilico MF2.10 91.44+060 1.03+6.8x103 FIM6  99.96+1.6x102 1.12+1.8x107?
Octanol MF2.12 68.29+0.20 0.77+2.2x103 F1M7 99.60 +5.3x10° 1.12+6.0x103

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determiné presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.
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Cuadro 31: Acido lactico disuelto en agua y por ende no extraido ni contabilizado en

andlisis HPLC de la segunda muestra de fermentacion (caldo MF5.n Barillas) con una

concentracion inicial de &cido lactico de 1.36 % (m/v) (3.400 g de &cido lactico en 25 mL

de solucion)
Solvente Muestra % perdido Masa de acido Muestra % perdido Masa de acido
de &cido lactico no extraida de &cido lactico no
lactico (9) lactico extraida (g)

Acetato de etilo MF2.2  8154+0.02 2.772+7.8x103 F2M1  9350+0.08 3.18+2.8x10°
Eter dietilico MF2.4  57.07+0.03  1.940+1.0x103 F2M2  93.82+0.08 3.19+26x103
Alcohol isobutilico  MF2.5  76.65+0.05 2.606 + 1.7 x10°® F2M3  98.59+0.18 3.35+6.0x10°
1-Butanol MF2.7  60.90+0.04 2.071+15x103 F2M4  97.94+0.04 3.33+4.9x10°
Alcohol isoamilico  MF2.9  48.43+0.02  1.647 +6.0 x10° F2M5 - -
Eter isopropilico MF2.11 91.44+0.60 1.029 +6.8x103 F2M6 - -
Octanol MF2.13  44.80+0.02 1.523+51x103 F2M7  95.88+0.16  3.26 +5.4x103

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determiné presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.
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Cuadro 32: Acido lactico disuelto en agua y por ende no extraido ni contabilizado en

analisis HPLC de la tercera muestra de fermentacion (caldo PFn.1 Barillas) con una

concentracion inicial de &cido lactico de 1.82 % (m/v) (4.550 g de &cido lactico en 25 mL

de solucion)
% perdido Masa de acido % perdido  Masa de &cido
Solvente Muestra de &cido lactico no Muestra de &cido lactico no

lactico extraida (g) lactico extraida (g)
Acetato de etilo MF3.1  87.05+0.03 3.961+1.2x10°% F3M1 - -
Eter dietilico MF3.3 8152+0.02 8.618+1.0x10*  F3M2 - -
Alcohol isobutilico - - - F3M3 99.70 £ 0.31 454 +1.42
1-Butanol MF3.6  9544+0.06 4.343+27x10% F3M4 9956 +0.31 453+1.41
Alcohol isoamilico MF3.8 88.35+0.03 4.020+1.2x103 F3M5 - -
Eter isopropilico MF3.10  77.54+0.01 3.532+5.8x103 F3M6 - -
Octanol MF3.12 76.34+0.01 3.474+56x10* F3M7  97.80+0.26 4.45+1.19

Notas: Las muestras que no cuentan con valor es debido a que no se determin6 presencia de acido lactico

en las muestras preparadas.

Cuadro 33:Acido lactico disuelto en agua y por ende no extraido ni contabilizado en
analisis HPLC de la solucion blanco con una concentracion inicial de &cido lactico de 3.00
% (m/v) (7.500 g de &cido lactico en 25 mL de solucidn)

% perdido de

Masa de &cido lactico

Solvente Muestra
acido lactico no extraida (g)
Acetato de etilo MF3.1  88.82+0.01 6.216 + 9.5 x10*
Eter dietilico MF3.3 80.58 + 0.02 6.043 + 1.6 x10°®
Alcohol isobutilico - 80.00 = 0.02 6.000 + 1.6 x10°®
1-Butanol MF3.6 80.48 £ 0.02 6.036 + 1.3 x10°3
Alcohol isoamilico MF3.8 78.39 £ 0.02 5.879 + 1.4 x10°®
Eter isopropilico MF3.10 79.14 £ 0.02 5.935+ 1.4 x10°3
Octanol MF3.12  76.84+0.01 5.763 + 1.3 x10*

Notas: Se partieron de 25 mL de caldo de fermentacion y 25 mL de solvente organico para llevar a cabo

la extraccion.
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Cuadro 34: Concentracion de &cido lactico obtenido mediante un proceso de formacion de

lactato de calcio como intermediario, basado en datos obtenidos del analisis de HPLC.

C. acido lactico en

C. acido lactico en

. extracto Acido lactico % de aumento caldo de
Solucion Muestra o N
(% m/v) (9) de acido lactico fermentacion
(£1.0x10%) (% m/v)
1F MF2.15 0.269 0.991+0.164 88.06+1.4x10% 6.73x10%+1.0x10®
2F MF2.14 0.407 1.415+0.130 41.62+1.4x102 1.02x10"+9.8x107
3F MF3.15 0.477 1.697 £0.153 37.30+1.3x102 1.19x10*+1.2x10°
Blanco MF3.14 0.622 3.379+0.200 45.05+8.7x10° 153 x10"+1.5x10®

Notas: 1F: Primera fermentacion, caldo MF4.n de Barillas (0.45 % (m/v)), 2F: segunda fermentacidn,
caldo MF5.n de Barillas (1.36 % (m/v)), 3F: tercera fermentacion, caldo PFn.1 de Barillas(1.82 x102).

La solucion blanco tiene una concentracion 3.00 % (m/v) y fue elaborada con acido lactico al 90%.

C. Datos de reactivos y equipo

Cuadro 35: Reactivos utilizados en la extraccién liquido-liquido

Reactivo CAS Formula quimica Pureza Marca Grado
Acido lactico (L-)  79-33-4 CH3zCH(OH)COOH 90%  Merck  PhEur,BP,E 270
Acetato de etilo 141-78-6 CH3COOC:Hs 99.50% J.T.Baker -
Eter dietilico 60-29-7 (C2Hs)20 >99.7% Merck ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Alcohol isobutilico  78-83-1 (CHs):CHCH-OH >99%  Merck ACS,Reag. Ph Eur
1-Butanol 71-36-3 CHs(CH2)sOH >99.5% Merck ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Alcohol isoamilico  123-51-3 (CHs):CHCH=CH-OH 98% Merck MQ200
Eter isopropilico 108-20-3 [(CH3):CH]20 >99%  Merck ACS,Reag. Ph Eur
Octanol 111-87-5 CHs(CH2),OH >99%  Merck MQ200
Acido sulftrico 7664-93-9 H2SO4 95% J.T.Baker Reactivo ACS
Acido clorhidrico 7647-01-0 HCI 37% Merck ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Notas:

Unitarias.
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Cuadro 36: Datos de balanza analitica

Equipo Balanza analitica
Marca OHAUS

Modelo PAl14
Capacidad méxima (g) 110

Legibilidad (g) 0.0001

Cuadro 37: Datos de centrifuga utilizada para el procedimiento de extraccion liquido-

liquido
Equipo Centrifuga
Marca Eppendorf AG
Modelo 5804 R
Clasificacion 120V - 60Hz 122
NUmero de serie 5805F0033302

Velocidad maxima (rpm) 1400
Densidad de liquido 1.2

méaxima (Kg*dm-3)

Cuadro 38: Datos de estufa eléctrica

Equipo Estufa eléctrica con agitacion
Marca Thermo Scientific

Modelo SP88857100

Numero de serie  C3710012101651308
Voltaje (V) 100 — 120

Amperaje (A) 13

Revoluciones (Hz) 50 - 60
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Cuadro 39: Datos de potenciometro

Equipo Medidor multiparametro
Marca Oakton
Modelo PCSTestr 35

Parametros de medicion pH, conductividad, solidos disueltos, salinidad

Reconocimiento de buffer ~ NIST y USA

Rango de pH 0-14

Incetidumbre de pH 0.01

Cuadro 40: Datos de HPLC

Equipo HPLC

Marca Agilent

Modelo 1100 1200 (detector IR)
Columna Hiplex H

Software ChemStation for LC

Cuadro 41: Datos de cristaleria utilizada en mediciones

Cristaleria Capacidad  Incertidumbre Marca
Probeta 25 mL 0.3mL Kimax
Pipeta graduada 2 mL 0.01 mL Marienfeld
Pipeta graduada 10 mL 0.1 mL Marienfeld
Bureta 50 mL 0.05 mL LMS
Ampolla de decantacion 125 mL - Pyrex
Termometro de bulbo -20-150 °C 0.1°C -
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D. Calculos de muestra

Calculo 1: Determinacion de densidad del caldo de fermentacion (cf) utilizando un

picnémetro.

Para determinar la densidad del caldo de fermentacion es necesario utilizar la masa
del picnémetro vacio y conteniendo el caldo de fermentacion, datos encontrados en el cuadro
14 en la seccion de Datos originales de este Apéndice. Adicionalmente, se debe conocer el
volumen efectivo del picnémetro, dato reportado en el mismo cuadro 14. Es importante
mencionar que todos los valores deben ser tomados a la misma temperatura, debido a que la
densidad depende de esta variable. Una vez se conozcan estos datos se puede utilizar la
siguiente ecuacion:

MCf B Mp

S

Donde:

o pcr esladensidad del caldo de fermentacion
o M_.f es lamasa del picndmetro una vez se ha llenado con el caldo de fermentacion
o M, es lamasa del picndmetro vacio.

oV, esel volumen del picndmetro.

Sustituyendo los valores reportados en el cuadro 14 de la seccion de Datos originales
se obtiene la siguiente densidad, reportada a su vez en el cuadro 6 de la seccion de Resultados.

| 59.9687 g —31.4347 g
Per = 2436 mL

=1.1713 g/mL

Nota: Se utilizé el mismo célculo para determinar la densidad del segundo caldo de fermentacion
evaluado y para determinar la densidad del agua destilada a utilizar como liquido de referencia en el

calculo de viscosidad.
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Calculo 2: Determinacion de viscosidad del caldo de fermentacion (cf) utilizando un

viscosimetro de Oswald y agua destilada a 20°C como fluido de referencia

Para determinar la viscosidad del caldo de fermentacidon es necesario conocer la
densidad de dicho caldo y la densidad y viscosidad de un liquido patrdn, en este caso agua.
La densidad del caldo de fermentacion fue previamente calculada con el calculo 1 de esta
seccidn y se encuentra reportada en el cuadro 6 de la seccion de resultados. Los tiempos de
recorrido fueron tomados utilizando un cronémetro digital y estan reportados en el cuadro 13
de la seccion de datos originales. Una vez se conozcan estos datos se puede utilizar la

siguiente ecuacion:

pcf * tcf
Nef = NMHyo * —
o 27 PHyo * th,o

Donde:

o T7¢r €s laviscosidad aparente del caldo de fermentacion

o 7,0 €s la viscosidad del liquido de referencia, en este caso agua destilada a 20°C.

o pcr es la densidad del caldo de fermentacion (previamente calculada utilizando un
picnémetro)

o tcreseltiempo que le toma al caldo de fermentacion recorrer el recorrido establecido
en el viscosimetro de Oswald.

o pu,o €s ladensidad del liquido de referencia, en este caso agua destilada a 20°C.

o ty,o €s el tiempo que le toma al agua recorrer el recorrido establecido en el

viscosimetro de Oswald.

Sustituyendo los valores reportados en el cuadro 6 de la seccion de resultados y en el
cuadro 13 de la seccidn de datos originales, se obtiene la siguiente viscosidad, reportada a su

vez en el cuadro 6 de la seccion de resultados.

(1.1713 %) (63.57 5)
Ner = 1.0000 cP = = 6.9780 cP

(0.9972 %) (10.70 s)

Nota: Se utilizé el mismo calculo para obtener la viscosidad del segundo caldo de fermentacion

analizado.
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Calculo 3: Concentracion real de acido lactico en el extracto obtenido, basada en la
concentracion de la muestra analizada utilizando cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC)

Para analizar las muestras obtenidas del proceso de extraccion, utilizando HPLC, fue
necesario preparar diluciones de estas. Debido a esto, es necesario realizar un célculo
adicional para determinar la concentracion real de acido lactico en la muestra analizada. Para
determinar la concentracion se utiliza la siguiente ecuacion, multiplicando la concentracion
obtenida utilizando el analisis HPLC (cuadros 18 — 21 y 25 de la seccion de datos originales)

y la dilucion trabajada.
C = Ci * X
Donde:

o C es la concentracion del extracto
o C; es la concentracion de la muestra analizada en HPLC

o X es ladilucién de la muestra analizada

Sustituyendo los valores reportados en los cuadros 18 — 21y 25 de la seccion de datos
originales, se obtiene la siguiente concentracion real, reportada a su vez en los cuadros 26 —

29y 34 de la seccion de datos calculados.

100 mL muestra m
C = 0.0536 % « — 5357 % (—)
1 mL extracto v

Notas: Se utilizé el mismo procedimiento para obtener la concentracion del extracto en todas las

muestras analizadas mediante HPLC.
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Calculo 4: Masa de acido lactico presentes en el extracto analizado, utilizando la

concentracion real del extracto y el volumen del mismo.

Para determinar la masa real de &cido lactico recuperada posterior al proceso de
extraccion es necesario utilizar la siguiente ecuacion, relacionando la concentracion real de
acido lactico en la muestra (calculada en el calculo 3 y reportada en los cuadros 26 — 29 y 34
de la seccion de datos calculados) con el volumen del extracto obtenido posterior a la

extraccion (cuadros 15 — 17 de la seccion de datos originales).
MAL = C * V
Donde:

o My, eslamasa de acido lactico presente en el extracto
o C eslaconcentracion de acido lactico en el extracto

o V esel volumen del extracto obtenido posterior a la extraccion liquido-liquido

Sustituyendo los valores reportados en los cuadros 26 - 29 y 34 de la seccion de datos
calculados y en los cuadros 15 — 17 de la seccion de datos originales, se obtiene la siguiente
masa de &cido l4ctico, reportada a su vez en los cuadros 26 — 29 y 34 de la seccion de datos
calculados.

My, = 5.357% * 11 mL = 0.589 g de acido lactico

Notas: Se utilizé el mismo procedimiento para obtener la concentracion del extracto en todas las
muestras analizadas mediante HPLC.
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Calculo 5: Porcentaje de aumento de contenido de &cido lactico comparado con la

cantidad inicial en el caldo de fermentacion trabajado.

Para obtener una comparacion confiable de la eficiencia de los métodos de extraccion
utilizados se determind el porcentaje de recuperacion de &cido lactico comparando la masa
del &cido recuperada contra la masa original presente en el caldo de fermentacién. La masa
obtenida se calculo utilizando el célculo 4 y los datos se reportaron en los cuadros 26 — 29 y
34 de la seccion de datos calculados. La masa original de los caldos de fermentacion fue
tomada de la informacion del cuadro 12 de la seccidén de datos originales. Una vez se

conozcan estos datos se puede utilizar la siguiente ecuacion:

M
N;‘L +100%

l

%Recuperacion =

Donde:

o My, eslamasa de acido lactico obtenida del extracto

o M, es la masa de acido lactico obtenida en el caldo de fermentacion inicial.

Sustituyendo los valores reportados en los cuadros 26 - 29 y 34 de la seccidn de Datos
calculados y en el cuadro 12 de datos originales, se obtiene el siguiente porcentaje de
recuperacion de acido lactico, reportada a su vez en los cuadros 26 — 29 y 34 de la seccion

de datos calculados.

0 o= 22899 009 = 12.950
YoRecuperacion 2550 g 100% = 12.95%

Notas: Se utilizé el mismo procedimiento para obtener la concentracion del extracto en todas las

muestras analizadas mediante HPLC.
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Calculo 6: Concentracion de acido lactico en el caldo de fermentacion utilizado

Para obtener la concentracion de acido lactico presente en el caldo de fermentacion
utilizado es necesario contar con la concentracion real de acido lactico obtenida con el célculo
3 de esta seccion (datos reportados en los cuadros 26 — 29 y 34 de la seccion de datos
calculados) y el volumen del extracto obtenido (datos reportados en cuadros 15 — 18 de la
seccidn de Datos originales). Una vez se conozcan estos datos se puede utilizar la siguiente

ecuacion:

_C
"~ 100

Donde:

o (s es la concentracion de acido lactico en el caldo de fermentacion utilizado
o C es la concentracion de acido lactico en el extracto

oV esel volumen de extracto obtenido

Sustituyendo los valores reportados en los cuadros 26 - 29 y 34 de la seccion de datos
calculados y en los cuadros 15 — 18 de la seccidn de datos originales, se obtiene el siguiente
porcentaje de recuperacion de &cido lactico, reportada a su vez en los cuadros 26 — 29 y 34

de la seccion de datos calculados.

0.05357 =L
mL

Cp= — b
f 100 mL

*11mL = 0.01339% (m/v)

Notas: Se utilizé el mismo procedimiento para obtener la concentracion del extracto en todas las

muestras analizadas mediante HPLC.
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E. Andlisis de error

Calculo 7: Propagacion de error en una suma y/o resta de valores
6R = 86X + 8Y
Donde:

o OR eslaincertidumbre del resultado

o 6Xy 6Y son laincertidumbre de los sumandos
Vo = Vi — Vpp — Vi = (45.0 — 29.0 — 13.0)mL = 3.0 mL
8Vp = 8Vp + 8V + 8V = (0.6 + 0.6 + 0.3)mL = 1.5mL

Vo =3.0 +1.5mL

Notas: El calculo ejemplificado se llevo a cabo para determinar el volumen perdido (Ve) en el
proceso de extraccién liquido-liquido, restando del volumen total de la muestra (V7) el volumen
recuperado en la fase pesada (Vrp) y €l volumen recuperado en la fase liviana (V). Se utiliz6 el mismo

procedimiento para determinar la incertidumbre de todo célculo que involucrara sumas y restas.

Calculo 8: Propagacion de error en una multiplicacion o division de valores

OR _8X &Y
IRl 1X] Y]

Donde:

o |R]es el valor absoluto del producto o cociente obtenido
o 6R es laincertidumbre del producto o cociente obtenido
o |X]y|Y]son los valores absolutos de los elementos de la multiplicacion o division.

o 86Xy dY son laincertidumbre de los elementos de la multiplicacién o division.

My, = Cg * Vg/100 = 5.357%* 13.0mL/100 = 0.589 g
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0.001 % 0.3 mL

5Cx Vg .
9 T11.0mL
5.357 -2

6My, = |M *<—+
= Mal* G W

) = [0.589g]| * =0.0274 g

M, = 0.589 +0.0274 g

Notas: El célculo ejemplificado se llevé a cabo para determinar la masa de acido lactico (MaL)
obtenida en el proceso de extraccion liquido-liquido, multiplicando la concentracion real en la fase liviana
de la extraccion (Cr) con el volumen de la misma (Vri). Se utilizo el mismo procedimiento para determinar

la incertidumbre de todo calculo que involucrara multiplicacion y division.
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do lactico como una muestra de las 51 muestras analizadas.

7

acl

-7

Nota: a continuacion, se presentan los 10 cromatogramas de las muestras con mayor

-z

porcentaje de recuperacion de
Cromatograma obtenido de un andlisis con HPLC de la muestra MF2.12,

F. Cromatogramas
Figura 17
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HPLC de la muestra MF2.3,

ISIS con

Cromatograma obtenido de un ana

Figura 18
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HPLC de la muestra MF2.13,

ISIS CONn

Cromatograma obtenido de un ana

Figura 19

extraccion del segundo caldo de fermentacién (MF5.n de Barillas) utilizando octanol como

solvente
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HPLC de la muestra MF2.11,

lvente

lisis con

3
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Figura 20
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Cromatograma obtenido de un analisis con HPLC de la muestra MF3.12,

Figura 21

-z

extraccion del tercer caldo de fermentacion (PFn.1 de Barillas) utilizando octanol como

solvente
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HPLC de la muestra MF3.10,

ISIS CONn

Cromatograma obtenido de un ana

Figura 22

-z

extraccion del tercer caldo de fermentacion (PFn.1 de Barillas) utilizando éter isopropilico

como solvente
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HPLC de la muestra MF3.9,

ISIS con

Cromatograma obtenido de un ana

Figura 24
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HPLC de la muestra MF2.14,
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extraccion del segundo caldo de fermentacién (MF5.n de Barillas) utilizando el método de
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Cromatograma obtenido de un an
extraccion de formacioén de lactacto de calc

Figura 25
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G. Anexos

Cuadro 42: Solubilidades de los reactivos en agua

Reactivo Solubilidad agua a 20°C (g/L)
Acido lactico (L-) Soluble
Acetato de etilo 80
Eter dietilico 69
Alcohol isobutilico 85
1-Butanol 66
Alcohol isoamilico 25
Eter isopropilico 9
Octanol No soluble
Acido sulfdrico Soluble
Acido clorhidrico Miscible
Cal (Ca(0OH)2) 0.99

Fuente: Hojas de seguridad de los reactivos y Haynes, et al, 2017.

Figura 27: Datos utilizados para la elaboracién de la curva de calibracion en el HPLC para

la determinacidn de &cido lactico de las muestras MF3.1-15

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig (2 (p/V)]
————————— |- -—————————— | —————————— | —————————m | | | —————————
14.041 1 1 2.00000 3.67423e6 5.44332e-7 Acido Lactico
2 4.00000 6.86182e6 5.82936e-7
3 6.00000 1.03315e7 5.80749%e-7
4 8.00000 1.37713e7 5.80917e-7
5 10.00000 1.61441e7 6.19423e-7
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Figura 28: Curva de calibracion en el HPLC para la determinacion de acido lactico de las
muestras MF3.1-15

1567 4
1.2567 4

1E7 3
7566

25E6 3

o -

Acido Lactico at exp. RT: 14.041
RID1 A, Refractive Index Signal
Correlation: 0.99942
Residual std. Dev.: 422948.02787
Formula: y = mx

m: 1.67453e6

x: Amount([% (p/v)]

y: Area

Figura 29: Datos utilizados para la elaboracion de la curva de calibracion en el HPLC para

RetTime
[min] Sig
s ames | snen || cnen §
14.020 1

Lvl

1
2
3
4
5

la determinacidn de &cido lactico de las muestras MF2.1-16

Amount Area Amt /Area Ref Grp Name
(2 (p/V)]
| j =]

2.00000 3.50952e6 5.69878e-7 Acido lactico
4.00000 6.66302e6 6.00328e-7
6.00000 1.06301e7 5.64438e-7
8.00000 1.32891e7 6.01998e-7

10.00000 1.57468e7 6.35050e-7

Figura 30: Curva de calibracion en el HPLC para la determinacion de &cido lactico de las
muestras MF2.1-16

o -

10

Acido lactico at exp. RT: 14.020
RID1 A, Refractive Index Signal

Correlation: 0.99904
Residual Std. Dev.: 534294.09340
Formula: y = mx

m: 1.64196e6

x: Amount[% (p/v)]

y: Area
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Figura 31: Datos utilizados para la elaboracién de la curva de calibracion en el HPLC para
la determinacion de 4cido lactico de las muestras FIM1-8, F2M1-7 y F3M2-7

RetTime Lvl Amount Area Amt /Area Ref Grp Name

[min] Sig (2 )

——————— e e B e e e e R
13.856 1 2.00000 4.05131e6 4.93667e-7 Acido Lactico

1

2 4.00000 7.39067e6 5.41223e-7
3 6.00000 1.11641e7 5.37435e-7
4 8.00000 1.4713%e7 5.43704e-7
5 10.00000 1.74450e7 5.73232e-7

Figura 32: Curva de calibracion en el HPLC para la determinacion de 4cido lctico de las
muestras F1IM1-8, F2M1-7 y F3M2-7

Araa ] Acido Lactico at exp. RT: 13.856
159_: 5 RID1 A, Refractive Index Signal

] 4 Correlation: 0.9994¢
1573 Residual std. Dev.: 440524.44289

] Formula: y = mx

3 1 m: 1.8036%e6
SES: x: Amount([% ]

F et — y: Area

0D 5 10

Amount |
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Figura 33: Curva de calibracion de pH utilizando una solucion de HCI 4M.

Comportamiento del valor de pH del caldo de fermentacién
utilizando una soluciéon HCI 4M

y =0.1006x2 - 1.3126x + 4.8878
R*=0.9995

Volumen de solucién HCI 4M (mL)

Figura 34: Curva de calibracion de pH utilizando una solucion de H2SO4

Comportamiento del valor de pH del caldo de
fermentacion utilizando una solucion HCl 1M

y =0.0244x2 - 0.5964x + 4.9064
R?=0.9981

0 2 4 6 8 10 12 14
Volumen de solucion de H2S04 1M (mL)
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H. llustraciones

Figura 35: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del primer

caldo de fermentacion. Solventes de izquierda a derecha: Acetato de etilo, éter isopropilico,

alcohol isoamilico, éter dietilico, 1-butanol, alcohol isobutilico, octanol

Figura 36: Fases recuperadas de la extraccién liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando acetato de etilo como solvente.

' L
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Figura 37: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando alcohol isoamilico como solvente

Figura 38: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando utilizando octanol como solvente
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Figura 39: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo
caldo de fermentacion utilizando alcohol isobutilico como solvente

>$’.??‘L‘ | :

Figura 40: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando éter isopropilico como solvente
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Figura 41: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando éter dietilico como solvente

Figura 42: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del segundo

caldo de fermentacion utilizando 1-Butanol como solvente
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Figura 43: Resultado de extraccion liquido-liquido de la tercera muestra de fermentacion

utilizando, de izquierda a derecha, acetato de etilo, alcohol isoamilico, octanol y alcohol

isobutilico como solventes. Resultado previo a separar las fases.

Figura 44: Resultado de extraccion liquido-liquido de la tercera muestra de fermentacion
utilizando, de izquierda a derecha, éter isopropilico, éter dietilico y 1-Butanol como

solventes. Resultado previo a separar las fases.

129



Figura 45: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacion utilizando acetato de etilo como solvente

Figura 46: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacién utilizando alcohol isoamilico como solvente
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Figura 47: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacion utilizando octanol como solvente

Figura 48: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacidn utilizando alcohol isobutilico como solvente
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Figura 49: Resultado de extraccion liquido-liquido de la tercera muestra de fermentacion
utilizando alcohol isobutilico como solvente.

Figura 50: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo
de fermentacion utilizando éter isopropilico como solvente
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Figura 51: Resultado de extraccion liquido-liquido de la tercera muestra de fermentacion

utilizando éter isopropilico como solvente.

Figura 52: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacién utilizando éter dietilico como solvente
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Figura 53: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de la muestra del tercer caldo

de fermentacién utilizando 1-Butanol como solvente

No. 4980
STOPPER No-&

Figura 54: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucidn de &cido

lactico al 3% utilizando acetato de etilo como solvente
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Figura 55: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucion de acido
lactico al 3% utilizando alcohol isoamilico como solvente

Figura 56: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucidn de &cido

lactico al 3% utilizando octanol como solvente
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Figura 57: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucion de acido

lactico al 3% utilizando alcohol isobutilico como solvente

136



Figura 59: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucion de acido

lactico al 3% utilizando éter isopropilico como solvente

Figura 60: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucion de acido

lactico al 3% utilizando éter dietilico como solvente
& \ iR b
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Figura 61: Resultado de extraccion liquido-liquido de la solucion blanco utilizando éter

dietilico como solvente

Figura 62: Fases recuperadas de la extraccion liquido-liquido de una solucidn de &cido
lactico al 3% utilizando 1-Butanol como solvente
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Figura 63: Resultado de extraccion liquido-liquido de la solucién blanco utilizando 1-

Butanol como solvente

Figura 64: Sistema de titulacién armado de forma correcta
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Figura 65: Procedimiento para doblar papel filtro y colocarlo de forma adecuada en

embudo
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XI. GLOSARIO

Acido lactico: acido carboxilico con un grupo hidroxilo en el carbono adyacente a este grupo,
de la forma H3C-CH(OH)-COOH (C3H603). Es utilizado para la sintesis de PLA.

Acido polilactico (PLA): pléstico biodegradable que se caracteriza por ser fabricado a partir
de &cido lactico proveniente de fermentacion de fuentes de azucar, como los almidones,

obtenido de fuentes naturales como papa, trigo o maiz.

Melaza: residuo del proceso de la cristalizacidn del azlcar de cafia, de color oscuro, sabor y

olor dulce y alta viscosidad.

Lactato de calcio: sal célcica del acido lactico utilizado en la industria alimentaria como

preservante natu ral

Solventes orgénicos: solventes compuestos de carbono, hidrogeno y otros elementos que le
dan caracteristicas distintivas. Son ampliamente utilizados, principalmente en proceso de

extraccion, debido a su alta volatilidad, bajo punto de ebullicion, bajo peso molecular y color.

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC): cromatografia mas utilizada y versatil,
para separar e identificar compuestos en los siguientes grupos: materiales organicos,
inorganicos y bioldgicos. Utiliza una fase movil y una estacionaria para la identificacién de

componentes.
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