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En esta Tesis se presenta un paquete tecnoldgico que involucra basicamente una
primera etapa de obtencion de 4cido lactico (AL), que emplea cepas nativas, no comerciales,
y permeado de lactosuero como medio de fermentacién; y una segunda etapa de
polimerizacién a poli(dcido lactico) (PLA). Las condiciones de reaccion determinaran las
caracteristicas del biopldstico y sus posibles aplicaciones. La investigacion contribuye a la
mejora del balance comercial del pais a través de la sustitucion de importaciones, ya que el

total del AL y PLA que se consume en Argentina se importa.

En la Seccion 1 de la presente Tesis, se presenta una introduccion al problema y
consideraciones generales. Se presenta una revision bibliografica relacionada a las
propiedades y aplicaciones del AL y su polimero, la caracterizacién del AL y el PLA, la
sintesis industrial de AL, el lactosuero como materia prima para la obtencién de AL, las
bacterias 4cido lacticas (BAL) como indculo, la fermentacion a partir de lactosuero, la

separacion y purificacion de AL, y la sintesis de PLA por apertura de anillo.

Enla Seccion 2 se presentan los materiales y métodos empleados durante el desarrollo
de esta Tesis. La metodologia es experimental e involucra: 1) el aislamiento y seleccion de
25 cepas de BAL obtenidas de muestras de sueros frescos, 20 cepas de BAL de muestras de
leche cruda y 3 cepas de BAL a partir de muestras de leche agria (bisqueda primaria); ii) la
caracterizacion taxondmica de las 5 cepas que revelan mejor capacidad acidificante
(busqueda secundaria); iii) la sintesis de AL por fermentacién de lactosuero empleando las
cepas puras y consorcios potencialmente mds competitivos; 1v) la separacion y concentracion
de la solucion de AL empleando tecnologia de membranas; v) la sintesis de PLA por apertura
de anillo a partir del AL obtenido por fermentaciéon de lactosuero en comparacién a una
solucién de AL comercial; y vi) la caracterizacidn espectroscéopica, cromatografica y térmica

de los polimeros obtenidos.

En la Seccion 3 se presenta una discusion de los resultados y en la Seccién 4 las
principales conclusiones y algunas sugerencias para trabajos futuros. Finalmente, en el
Anexo se presentan las caracteristicas de los aislados de BAL y las evoluciones temporales

de acidez titulable y pH durante el ensayo de capacidad acidificante.
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Uno de los desafios mds importantes a los que se enfrenta la sociedad moderna es la
necesidad de evolucionar, desde una economia centrada en la utilizacién de recursos no
renovables, como por ejemplo los combustibles fésiles, fuente no renovable de energia y
materias primas, hacia un modelo basado en la bioeconomia. Este concepto implica conciliar
los intereses publicos, privados y solidarios, intentando satisfacer de la mejor manera las
necesidades humanas, empleando en forma eficiente y combinando eficazmente los recursos
disponibles. El camino hacia la bioeconomia significa, entre otras cosas, una transicién hacia
modelos de producciéon mas sostenibles desde el punto de vista humano, ambiental y

econdmico.

En la actualidad, el poli(dcido l4ctico) se produce por fermentaciéon de almidén
(biomasa de primera generacion) y la reduccién de los costos de su produccion es motivo de
valiosos esfuerzos, asi como la explotacion de subproductos industriales como el lactosuero

(biomasa de segunda generacion) cuyo exceso causa contaminacién ambiental.

El objetivo general de esta Tesis es desarrollar un proceso integrado y sustentable que
permita aumentar el valor industrial/comercial del lactosuero (subproducto de las industrias
lacteas) para su aplicacion en una segunda cadena de valor agregado, promoviendo la
obtencion de nuevos materiales poliméricos con propiedades de uso final mejoradas y

reducido impacto medioambiental.

Especificamente, en esta Tesis se considera al lactosuero, rico en lactosa, un sustrato
adecuado para generar 4cido lactico y poli(dcido lactico), mediante fermentacién y posterior
polimerizacion quimica, con la utilizacion de bacterias dcido lacticas autoctonas aisladas de
la region centro del pais y empleando tecnologia de membranas para la separaciéon y
purificacion del 4cido l4ctico. La tecnologia de membranas permitird eliminar los problemas
asociados a la generacion de sulfato de calcio de los procesos convencionales. Por otra parte,
se espera disminuir los costos de produccién mundial de poli(4cido lactico) y aumentar el

uso de bioplasticos en reemplazo de polimeros sintéticos derivados del petréleo.
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1.1. Antecedentes en la producciéon de PLA y oportunidad para el lactosuero

Las condiciones macroecondmicas, la enorme competencia existente, y la rapidez con
que cambia el mercado de los materiales impulsan al mejoramiento continuo de los procesos
productivos y a la obtencién de productos mds baratos y de mayor calidad. Ademads, la
creciente utilizacién de petréleo y de otras fuentes no renovables, como asi también el uso
de sustancias nocivas para el medio ambiente, han generado interés por desarrollar nuevos
productos y nuevas tecnologias ambientalmente benignas, que empleen fuentes alternativas

renovables y generen materiales biodegradables.

El 4cido polilactico (PLA) es un poliéster termoplastico de origen bacteriano que
posee propiedades similares a los plésticos sintéticos derivados del petréleo (poliolefinas y
poliestireno) y es biodegradable (Lasprilla ef al., 2012; Komesu et al., 2017). Actualmente,
Nature Works LLC en EE. UU., Corbion Purac en Holanda, y Mitsui Toatsu Chemicals en
Jap6n producen PLA a partir de materiales renovables de primera generacion tales como
maiz, cafla de azicar, remolacha azucarera y yuca (Wee et al., 2006; Nampoothiri et al.,

2010) pero su costo es aun elevado comparado con los plasticos sintéticos tradicionales.

Una de las estrategias utilizadas para abaratar los costos es emplear materiales
renovables de segunda generacion (no aptos para el consumo humano) tales como el bagazo,
rastrojo de maiz, paja de trigo y virutas de madera, asi como residuos o subproductos
industriales como el lactosuero. La explotacién de los desechos industriales es apreciada
tanto por el cuidado del medioambiente como por el ahorro econdmico. Recientemente,
Corbion Purac ha desarrollado con éxito una resina biopléstica de PLA a partir de materias
primas lignocelulésicas de segunda generacién optimizando su proceso tradicional para
adaptarse a las caracteristicas especiales de la biomasa. Sin embargo, las tecnologias basadas

en lactosuero estan aun en vias de desarrollo.

El lactosuero de queseria es el subproducto més abundante de las industrias lacteas.

La industria lechera es uno de los sectores mds importantes de la economia de paises
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industrializados y en vias de desarrollo. Aproximadamente el 90% del total de la leche
utilizada en la industria quesera es eliminada como lactosuero el cual retiene cerca del 55%
del total de ingredientes de la leche como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales
minerales (Parra Huertas, 2010). El lactosuero es de dificil aceptacién en el mercado, ya que
sus caracteristicas no lo hacen apto para su comercializacién directa como suero liquido

(Gonzalez Caceres, 2012).

Anualmente se producen 110 - 115 millones de toneladas métricas de lactosuero de
queseria a nivel mundial de las cuales un 53% le corresponde a Europa, un 28% a América
del Norte y América Central, un 6% a Asia, un 5% a Africa, un 4% a Oceania, y un 4% a
América del Sur (Parra Huertas, 2010; Gonzdlez Caceres, 2012). A lo largo de los afios se
han realizado numerosos esfuerzos para transformar los grandes volimenes de lactosuero en
productos para uso alimenticio mediante técnicas que permitan la extraccion de sus
principales componentes. Se necesita una tecnologia avanzada de proceso para fabricar
productos como el concentrado de proteinas de suero y la lactosa en polvo, los cuales se
utilizan en una amplia gama de productos alimenticios como la carne procesada, las
salchichas, los alimentos saludables, las bebidas, alimentos para bebé y dulces (Parra
Huertas, 2009). Las estadisticas indican que s6lo el 55% de lactosuero producido en el
mundo es tratado y transformado en productos alimenticios, de los cuales aproximadamente
el 45% es usado directamente en forma liquida, el 30% en polvo, el 15% como lactosa y
subproductos, y el resto como concentrado de proteinas (Panesar et al., 2007; Parra Huertas,
2009). El 45% de la produccion mundial de lactosuero se desecha en rios, lagos y otros
centros de aguas residuales, o en el suelo, ocasionando serios problemas de contaminacién
(Sanchez et al., 2007). El lactosuero reduce la vida acudtica en el agua al agotar el oxigeno
disuelto y afecta fisica y quimicamente la estructura del suelo conduciendo a una pérdida
significativa de nutrientes que resulta en una disminucién en el rendimiento de cultivos

agricolas (Gonzalez Caceres, 2012; Regino et al., 2014).

En Argentina la produccién de leche en 2018 fue de 11.527 millones de litros,

presentando niveles relativamente estables en el ultimo quinquenio, con una tasa de
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crecimiento del 4.3% respecto del afio anterior. En 2019 la produccién crecié un 0.18%

(ocla.org.ar).

Aproximadamente el 93% de la produccién primaria es entregada a la industria para
su procesamiento, mientras que el 7% restante no recorre el circuito formal. De la producciéon
de leche cruda, el 18.4% se consume como leches fluidas, mientras que un 74.6% se destina
a la elaboracién de productos. De este total de leche que se destina a la elaboracién de
productos, el mayor porcentaje es utilizado para la produccién de quesos (55%), mientras
que la elaboracion de leche en polvo (entera y descremada) insume el 28%. Otros productos
en importancia decreciente son manteca, yogur, dulce de leche y con menor participacion
postres, flanes, y leche condensada. De estos datos se desprende que la produccién anual de

lactosuero de queseria en Argentina es de aproximadamente 5.552 millones de litros.

En este sentido, el lactosuero es un subproducto abundante en nuestro pais y en
especial en la cuenca lechera central y su explotacion como medio de formulacién en
procesos fermentativos resulta atractiva para la producciéon de dcido lactico (AL) y su

posterior polimerizacién a PLA.

El mercado del AL super6 los USD 1.25 mil millones en 2019 y se estima que crecera
en mas del 11.5% entre 2020 y 2026. De modo similar, el mercado del PLA super6 los USD
585 millones en 2019 y se estima que crecerd en mds del 10% entre 2020 y 2026

(www.gminsights.com/industry-analysis/lactic-acid-and-polylactic-acid-market).

En 1954 Dupont obtuvo la patente para la produccion de AL por via quimica. La
primera compafiia en producir AL por sintesis quimica fue Monsanto (Texas, USA) en 1963.
Desde 1990, el volumen mundial de produccién de AL crecié aproximadamente 40.000
toneladas métricas por afio siendo los principales productores CCA Biochemin (Paises Bajos)
con filiales en Brasil y Espaia, Sterling Chemicals en Texas (EE.UU.) y Musashino en Jap6n.
Cargill comenzo a investigar la tecnologia de produccion de AL en 1987, y su produccion en

planta data de 1992 (Wee et al., 2006). El esquema petroquimico de la produccion de
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mondémeros fue prevalente hasta 1990, luego se desarrollé un enfoque de fermentacién
econdmica (Serna-Cock y Stouvenel, 2009; Lasprilla et al., 2012). Actualmente,
aproximadamente el 90% de la producciéon mundial de AL se obtiene por fermentacién
bacteriana y el resto por sintesis quimica. Los mayores fabricantes de AL fermentativo son
Purac (Paises Bajos), Galactic (Bélgica), Cargill (EE.UU.) y varias Empresas chinas tales
como CCA (Changzhou), Biochemical Co. Ltd., Henan Jindan Lactic Acid Co. Ltd., y
Mushashino Chemical Co. Ltd. y se obtiene principalmente por fermentacién sumergida de

maiz (Sin y Tueen, 2019; Komesu et al., 2017).

Los principales inconvenientes asociados a la produccion de AL por fermentacion de

lactosuero son su baja productividad y la dificultad en su separacion y purificacion.

El rendimiento de los microorganismos en la obtencién de AL es limitante y hace
necesario buscar nuevos microorganismos que posean buena capacidad acidificante y mayor
resistencia a las condiciones de fermentacion (Wang et al., 2015). Ademés, la utilizacién de
cultivos l4cticos comerciales en sustitucion de la microbiota autéctona podria llevar a la

pérdida de las cepas nativas a largo plazo (Gonzélez et al., 2003).

Las operaciones de separacion, purificacion y concentracion de AL son complejas por
la alta afinidad del 4cido por el agua y por su baja volatilidad. En la mayoria de los procesos,
el AL es recuperado como lactato de calcio, y las operaciones posteriores dependen de la
pureza deseada e incluyen: tratamiento con carbén activado, purificacién con resinas de
intercambio i6nico (Cao et al., 2002; Delgado et al., 2007), extraccion con solventes
(Sanchez et al., 2007) o esterificacion con metanol o etanol seguido por destilacion e
hidroélisis (Ohara et al., 2003). Posteriormente, se desarrollaron otros métodos mas
sustentables de recuperacion y purificaciéon como la clarificaciéon de medios de fermentacion
por nanofiltracién y/o 6smosis inversa (Muiii et al., 2005; Gonzélez et al., 2008; Li et al.,
2008). También la electrodidlisis permite recuperar, purificar y concentrar el AL (Machado
et al., 2007). En la industria se emplea el método convencional donde se separan las células

por filtracidn, se trata el mosto con carbonato de calcio o hidréxido de calcio y carbén
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activado. Se evapora el agua y se acidifica con 4cido sulftirico para convertir el lactato de
calcio en AL, luego el sulfato de calcio se remueve por filtraciéon. Desde el punto de vista
ambiental la generacion de grandes cantidades de aguas residuales es la mayor desventaja ya
que por cada tonelada de AL producido se desecha una tonelada de sulfato de calcio de baja
calidad, lo que representa un serio problema en términos de tratamiento de desechos

industriales y costos (Sin y Tueen, 2019).
1.2. Propiedades y aplicaciones del AL y PLA

El AL (4cido 2-hidroxipropanoico) fue descubierto por Scheele en 1780 cuando lo
aislo de la leche acida y en 1807 Berzelius demostro su presencia en el tejido muscular animal
y humano (Badui, 2009). El AL posee un carbono asimétrico o quiral (Fig. 1) responsable de
su actividad Optica, razén por la cual se pueden encontrar dos enantidmeros o isémeros
opticos, el (S)-acido lactico [o L(+) acido lactico] y el (R)-4cido lactico [o D(-) 4cido lactico],
y la mezcla racémica; la cual esta constituida por fracciones equimolares de las formas S y
R. Las configuraciones D/L estdn relacionadas con la posicién del grupo —OH relativa al
gliceraldehido. La configuracion L(+) es metabolizada por el organismo humano mientras

que la configuracion D(-) puede producir acidosis y descalcificacion (Wee et al., 2006).

a) H O b) H 0
\?I)LOH \!)LOH
OH OH

Fig. 1. a) L(+) 4cido lactico o (S)-4cido lactico, y b) D(-) dcido l4ctico o (R)-4acido

lactico.

La molécula de AL posee un grupo hidroxilo y un grupo éacido capaces de intervenir
en diversas reacciones de esterificacion inter e intramoleculares. Por reacciéon de
esterificacion intermolecular se obtiene el dimero lineal el cual puede ciclar con formacion

de lactido y eliminacion de agua. Las sucesivas reacciones de condensacidon por
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esterificacion del dimero lineal dan lugar a la formacién de oligdmeros lineales que por

depolimerizacién generan lactido (Fig. 2).

o a + (=2 HL) = (n=2)H,0 i
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Fig. 2. Reacciones del AL en solucién acuosa (Groot et al., 2010).

Las soluciones comerciales de AL son soluciones acuosas con concentraciones entre
el 40% y 90% de L-4cido lactico, D-4cido lactico o AL racémico y consisten en una mezcla
en equilibrio del monémero (AL), dimeros (lineal y ciclico) y oligémeros. Por ejemplo, una
solucién de AL 90.1% contiene 59.3% de AL monomérico, 27.3% de dimero (lineal y
ciclico) y oligémeros (Groot et al., 2010). El grado de condensacion depende del pH, la
temperatura y la concentracion (Inkinen ez al., 2011). Por otra parte, la presencia de
oligdmeros en una solucién concentrada en equilibrio de (S)-4cido lactico da como resultado
una rotacion Optica global negativa. Es por ello, que Groot et al. (2010) recomiendan utilizar

la notacion estructural R/S o la notaciéon D/L y evitar los signos +y —.

Las propiedades del AL determinan su uso en numerosas aplicaciones. Las
principales industrias que emplean AL son: la industria alimenticia (como conservante,
acidulante, potenciador de sabor y regulador de pH), la industria cosmética (como regulador
de pH, humectante, hidratante, anti acné, rejuvenecedor y aclarante de la piel), la industria

farmacéutica (en soluciones de didlisis y parenterales) y la industria quimica (como
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descalcificante, regulador de pH, neutralizante, intermediario quiral, agente de limpieza y

acomplejante) (Altiok et al., 2006; Wee et al., 2006; Nampoothiri et al., 2010).

Por otro lado, el AL puede someterse a una amplia variedad de conversiones quimicas
debido a la presencia de dos grupos funcionales reactivos. El AL se emplea en la sintesis de
solventes verdes como los lactatos de etilo, propilo y butilo (via esterificacién con los
correspondientes alcoholes), 6xido de propileno (via hidrogenacién), acetaldehido (via
descarboxilacién), dcido propanoico (via reduccidn), 2,3-pentanodiona (via condensacion),
propilenglicol (via desoxidacién), acido acrilico (via deshidratacion) y lactido (via
esterificaciéon intramolecular) (Wee et al., 2006; Dusselier et al., 2013). Todos estos
compuestos tienen amplia aplicacién en numerosas industrias quimicas. Por ejemplo, la
industria plastica emplea grandes volimenes de dcido acrilico en la obtencién de resinas
acrilicas y propilenglicol para la sintesis de resinas poliéster. Una de las aplicaciones mds
recientes es el empleo de AL en la obtencion de termoplasticos como el PLA (Wee et al.,

2006).

El PLA puede sintetizarse a través de una policondensacién convencional con la cual
se obtienen polimeros de peso molecular medio en peso (M. ) entre 2000 y 10000 g/mol

(Lunt, 1998) y polidispersidades elevadas (M. /M, > 2, siendo My el peso molecular medio
en numero). Las elevadas polidispersidades conducen a una baja resistencia mecanica
(Fuentes et al., 2006; Lasprilla et al., 2012; Sin y Tueen, 2019). A fin de mejorar el
rendimiento de la reaccién es necesario eliminar el agua de condensacién y desplazar el

equilibrio hacia productos (principio de Le Chatelier).

Una de las potenciales aplicaciones del PLA de bajo peso molecular es en la sintesis
de micro- y nanoparticulas para la encapsulaciéon de drogas o herbicidas en procesos de

liberacion controlada (Zhao et al., 2003; Zhao et al., 2005; Efthimiadou et al., 2012).

Para aplicaciones que requieren PLA de elevado peso molecular M. >100000 g/mol)

existen bdsicamente tres alternativas (Lunt, 1998): a) emplear solventes orgdnicos que
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mediante una destilacién azeotrépica permitan eliminar el agua de condensacién (Dutkiewicz
y Grochowska-tapienis 2003), b) usar extendedores de cadena (compuestos de bajo peso
molecular bifuncionales) como agentes entrecruzantes de los polimeros de condensaciéon
(Kylmai et al., 2001; Garlotta, 2001; Corre et al., 2011), y c) obtener el polimero por apertura
de anillo del dimero lactido (Idage et al., 2010; Inkinen et al., 2011; Upare et al., 2012; Sin
y Tueen, 2019). El método de sintesis de PLA por apertura de anillo permite ademds obtener

polimeros con baja polidispersidad.

Fuentes et al. (2006) obtuvieron PLA (1\_/Iw =16000 g/mol) por policondensacion
directa de una solucion de AL en atmosfera inerte sin uso de catalizadores. Esta via de sintesis
resulta atractiva para aplicaciones farmacéuticas donde el contenido de metales pesados es

critico.

En la industria, el PLA se obtiene por apertura de anillo del dimero lactido ya que
este proceso permite obtener polimeros con propiedades uniformes y pesos moleculares (PM)

muy definidos tal como se describe en la seccién 1.8 de esta Tesis.

El lactido se obtiene por oligomerizacion del AL y posterior depolimerizacion
controlada del oligdmero. Debido a la presencia de dos carbonos asimétricos el lactido
presenta 3 diasteredmeros (Fig. 3) y el racemato de D,L-lactido (mezcla 50:50 de D-lactido

y L-lactido).

D-lactido L-lactido meso-lactido

8] o O

Fig. 3. Diastereémeros del lactido (3,6-dimetil-1,4-dioxan-2,5-diona).
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El D,L-lactido tiene un punto de fusién mds alto (116 - 119 °C) que el D-lactido y
L-lactido (94 - 96 °C) y que el meso-lactido (43 — 47 °C) (Inkinen et al., 2011).

Las impurezas enantioméricas presentes en el lactido, que afectan directamente las
propiedades fisicas del PLA, pueden derivarse del AL o pueden formarse en la
oligomerizacién o durante la depolimerizacién del oligdbmero y depende de factores tales
como las condiciones de reaccion (temperatura y presion) y el tipo de catalizador utilizado

en la degradacion térmica del oligémero (Inkinen et al., 2011; Wee et al., 2006).

Todas las formas isoméricas del lactido (Fig. 3) pueden ser polimerizadas a PLA. La
macroestructura y microestructura del PLA determinard sus propiedades mecdanicas y
térmicas finales. La macroestructura o estructura intramolecular estd basicamente asociada
a los PM mientras que la microestructura o estructura intermolecular se refiere a la estructura
u ordenamiento espacial de la molécula y determina la estereoregularidad o tacticidad del

polimero (Porter, 2006; Inkinen et al., 2011).

Enla Tabla 1 se muestran las principales caracteristicas moleculares de los distintos
estereoisomeros del PLA (Porter, 2006; Xiao et al., 2012). El PLA puede ser: 1) isotactico,
posee una unica configuracion de centro quiral en todo el polimero (D-PLA y L-PLA), 2)
sindiotactico, posee las configuraciones de centros quirales R y S alternadas
consecutivamente, y 3) atictico, o centros quirales R y S distribuidos aleatoriamente a lo

largo de la cadena polimérica (Henton et al., 2005; Porter, 2006).

La regularidad molecular y el isomerismo estereoquimico quedan determinados
durante el proceso de polimerizacion segin como se vayan adicionando los sucesivos
monomeros al extremo reactivo de la cadena creciente. A mayor estereoregularidad le
corresponden mayores porcentajes de cristalinidad. La formacién de meso-lactido no puede
ser evitada durante la polimerizacién por fusién de anillos lactido y afecta notablemente la
cristalinidad del homopolimero. El L-PLA posee un elevado grado de cristalinidad (mayor a

37%). La velocidad de cristalizacion del L-PLA disminuye a la mitad en presencia de 3% de

10
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Tabla 1. Microestructura y caracteristicas moleculares de los distintos estereoisémeros del
PLA.

D-PLA L-PLA meso-PLA

Microestructura*® RRRRRR SSSSSS RSRSRS RRSRSRSS

SRSRSR

Caracteristicas moleculares:
Tacticidad Isotactico Isotactico Sindiotactico Atactico

Morfologia Semicristalino  Semicristalino Amorfo Amorfo

*estructura de una repeticion de 6 unidades monoméricas.

meso-lactido, y se tienen velocidades 10 veces menores al correspondiente homopolimero
con un 6% de meso-lactido (Groot et al., 2010). Cuando la pureza 6ptica cae por debajo del
78% el polimero es amorfo (Henton et al., 2005). La estabilidad térmica y propiedades de
traccion del PLA pueden variar ampliamente dependiendo de su grado de cristalinidad
(Ahmed et al., 2009; Inkinen et al., 2011). La temperatura de degradacion térmica del PLA
estd comprendida entre los 250 °C y 356 °C dependiendo de la composicion estereoisomérica

del polimero y del contenido de impurezas (Inkinen et al., 2011; Julien et al., 2012).

El PLA se comercializa en pellets. Los pellets de PLA semicristalino son opacos y
los amorfos son transparentes. Los polimeros amorfos se ablandan rdpidamente en un rango
de temperatura que se denomina temperatura de transicion vitrea (Tg). Los polimeros
semicristalinos poseen ademds temperatura de fusion (Tf) de los cristales. Ambas
temperaturas de transicion, Tg y Tf, se ven fuertemente afectadas por la estereoquimica, la
historia térmica, la estructura y el peso molecular del material (Henton et al., 2005). En la

Tabla 2 se muestran algunas propiedades finales de los distintos PLA.

Las propiedades fisicas del PLA (brillo, transparencia, imprimibilidad,

termosellabilidad, resistencia a las grasas y aceites, barrera de olores y sabores) son

11
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Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas del PLA.

Propiedades D-PLA  L-PLA meso-PLA
Tt (°C) =180 =180 —
Tg (°C) 50-60 55-60 -6a50°C
Elongacién (%) 20 - 30 20 - 30 —b
Resistencia a la rotura (g/dmz) 40-50 50-6.0 —b
Vida media a 37 °C en solucién salina (meses) 4-6 4-6 2-3

% no posee, ° depende de la relacién D/L.

comparables o superiores a los plasticos convencionales derivados del petréleo como el

poliestireno (PS) y el poli(etilentereftalo) (PET) (Lunt, 1998).

Una de las principales aplicaciones del meso-PLA es en la elaboracion de empaques para la
industria de alimentos ya que ofrece una barrera protectora contra la luz, grasas, humedad y
gases. Su transparencia, brillo y facilidad de procesado en la extrusion y el termoconformado,
lo hacen adecuado para la elaboracién de piezas rigidas. Su rigidez permite ademads utilizar
paredes mas delgadas, disminuyendo el peso de las piezas frente a las mismas hechas en PET
(Tejeda Benitez et al., 2007). De la misma manera, el meso-PLA, presenta baja Tg y una
elevada velocidad de degradacién que lo hace muy atractivo en la microencapsulacioén y
nanoencapsulacion de medicamentos de liberacion lenta como insulina, antiinflamatorios,
ganciclovir, ciprofloxacina, eritromicina (Zhao et al., 2003). De modo similar, el meso-PLA
se ha usado en la fabricacion de vasos, platos y similares descartables, asi como en dmbitos
de la telefonia o tarjetas inteligentes sustituyendo materiales como el poli(cloruro de vinilo)

(PVC) (Tejeda Benitez et al., 2007).

Por otra parte, el L-PLA resulta muy adecuado para aplicaciones que tienen que
soportar una carga como las suturas, fijaciones ortopédicas como implantes, tornillos,

broches, placas, en cirugia estética y reconstructiva (Tejeda Benitez et al., 2007). Ademas,

12
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el L-PLA es utilizado en la creacién de matrices para la regeneracion de tejidos como piel,
cartilagos, huesos, estructuras cardiovasculares, intestino, tejido urinario, entre otros

(Komesu et al., 2017).

El PLA semicristalino tiene excelentes propiedades mecénicas pero su velocidad de
degradacion es baja, mientras que el amorfo, que presenta buena velocidad de degradacién
es quebradizo. Para disminuir la cristalinidad del polimero quiral y acelerar el proceso de
degradacién pueden prepararse copolimeros de L-PLA y meso-PLA (Martin y Avérous 2001;
Ahmed et al., 2009; Inkinen et al., 2011; Xiao et al., 2012).

1.3. Caracterizacion de AL en solucién, lactido y PLA

Una soluciéon de AL libre de impurezas, tales como carbohidratos y proteinas, es
estable térmicamente y no se oscurece luego de su calentamiento. Un simple ensayo de
calentamiento seguido de una evaluacion visual de color (empleando patrones del Sistema
APHA) permite determinar la aptitud de la solucién para ser empleada como materia prima
en la obtencion de plasticos (Inkinen et al., 2011). Por otra parte, el contenido de agua de una
solucién de AL puede determinarse por titulaciéon de Karl Fischer o por cromatografia
gaseosa (CQG) y el grado de dimerizacion u oligomerizacion mediante el empleo de técnicas
cromatograficas como CG-masa, cromatografia liquida de alta presion (HPLC) o métodos
mads sencillos como los volumétricos (indirectos) donde se determina el nimero de acidez y
el nimero de grupos hidroxilo. Ademads, para determinar la pureza del AL puede utilizarse,
también, cromatografia en capa delgada (CCD) mientras que para el lactido se utiliza

resonancia mégnetica nuclear de protones ('"HRMN) (Inkinen et al., 2011).

La pureza 6ptica o enantiomérica del AL, el lactido y el PLA puede determinarse por
polarimetria. El dngulo de rotaciéon reportado para el L-PLA y para el D-PLA
enantioméricamente puros es de 140°y 156°, respectivamente (Inkinen ez al., 2011). De modo
similar, pueden emplearse técnicas cromatograficas como HPLC quiral o CG para la

separacion de enantiomeros del AL y lactido (Feng et al., 2012).
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En relaciéon al PLA, las propiedades conformacionales se estudian a menudo por
'"H RMN, espectroscopia Raman, y espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier
(FT-IR). Por otra parte, para la medicion de las distribuciones de PM y PM medios se emplea
la cromatografia liquida de exclusién por tamafo (CLE). Para la caracterizacién morfoldgica
se usa la microscopia electrénica de barrido (SEM), y la microscopia de fuerza atémica
(AFM) en materiales compuestos. Para la caracterizacion térmica se emplea calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y andlisis térmico (TGA); y para la caracterizacién mecanica

ensayos como traccion, flexion en tres puntos y compresion, entre otros (Inkinen et al., 2011).
1.4. Sintesis quimica vs microbioldgica del AL

El AL puede obtenerse tanto por sintesis quimica como biotecnoldgica (Fig. 4). En la
sintesis quimica se emplean materias primas derivadas del petréleo y se obtiene el par
racémico Opticamente inactivo (Gil-Horan et al., 2008; Serna-Cock y Stouvenel 2009).
Siguiendo la via biotecnoldgica se pueden obtener estereoisdmeros del AL dpticamente puros
por fermentacién microbiana de recursos renovables (Ghaffar er al., 2014; Komesu et al.,

2017).

Existen numerosas rutas para la produccion de AL por sintesis quimica entre las
cuales se destacan las siguientes: 1) hidrélisis de azicares en medio alcalino, i1) oxidacién de
propilenglicol, iii) hidrdlisis de 4cido cloropropidnico, iv) oxidacién del propileno con dcido
nitrico (utilizada por Monsanto Chemical Company en 1963), v) reaccion entre acetaldehido,
monoéxido de carbono y agua a altas temperaturas y presiones, y vi) hidrdlisis dcida del
lactonitrilo. Sin embargo, s6lo la ultima via es técnica y economicamente factible (Vaidya et
al., 2005; Komesu et al., 2017). La empresa Monsanto Chemical Company obtiene el
lactonitrilo (CH3CHOHCN) por reaccién entre el acetaldehido (CH3CHO) y el &4cido

cianhidrico (HCN) empleando una base como catalizador a altas presiones [ec. (1)]:

CH,CHO + HCN —— CH,CHOHCN (1)
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RECURSOS
PETROQUIMICOS

RECURSOS
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Acetaldehido Sacarificacién y
(CHsCHO) fermentacion Carbohidratos
Fermentables
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Reactivacion y
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Acido Lactico (Par

Acido Lactico
Opticamente puro

Fig. 4. Produccién de AL: a) Sintesis quimica, y b) Sintesis microbioldgica a partir de

biomasa.

Luego, el lactonitrilo es separado por destilacion y en presencia de H2SO4 se hidroliza

a AL (CH3CHOHCOOH) y sulfato de amonio (NH4)2SO4 [ec. (2)]:

1

2
CH,CHOHCN + 2 H,0 +%st04 ——> CH,CHOHCOOH + —(NH,),S0, @)

El AL es purificado por esterificaciéon con metanol (CH30H) [ec. (3)]:
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CH,CHOHCOOH + CH,OH ——> CH,CHOHCOOCH,+ H,O (3)

y el lactato de metilo (CH3;CHOHCOOCH3) generado es separado facilmente por destilacion

y recuperado como AL por hidrélisis [ec. (4)]:

CH,CHOHCOOCH,+ H,0 &= CH,CHOHCOOH + CH,0H )

Por otra parte, los procesos biotecnoldgicos han recibido un interés significativo, en
términos de su menor impacto medioambiental (disminucién de la dependencia de materias
primas a base de f6siles, reduccion de las emisiones de CO», y el uso de biocatalizadores),
bajo costo de producciéon (empleo de sustratos renovables) y la alta estereoespecificidad del
producto (Komesu et al., 2017). En este sentido, la produccién de AL por procesos de
fermentacion ha incrementado su demanda de mercado, particularmente en industrias
alimentarias, dada la preferencia de productos de origen natural por parte de los
consumidores, asi como también en la industria de polimeros, debido a las perspectivas de
respeto al medio ambiente y por el uso de fuentes renovables en lugar de petroquimicos (Sin

y Tueen, 2019).

La produccién biotecnoldgica consiste en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos y depende del tipo de microorganismo (bacterias u hongos), la inmovilizacién
o recirculacién del microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de
nitrogeno, el sistema de fermentacion empleado y la formacién de subproductos (Lasprilla et

al., 2012; Sin y Tueen, 2019).

Los sustratos empleados como materia prima en la producciéon de AL deben poseer
bajos niveles de contaminantes, elevada velocidad de transformacién y rendimiento,
formacion de subproductos despreciable y disponibilidad durante todo el afio. El contenido
de nutrientes en el medio de cultivo es fundamental para el crecimiento de la biomasa y por

consiguiente para alcanzar buenos rendimientos de AL (Wee et al., 2006).
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produccién de AL. A pesar de la elevada pureza de los productos obtenidos a partir de

sustratos puros como la sacarosa, su costo hace inviable su uso (Komesu et al., 2017).

La biomasa azucarada (como melazas y remolacha azucarera) y la biomasa amildcea
(como trigo, maiz, mandioca, patata, arroz, centeno y cebada) son materias primas
prometedoras en la produccion de AL (Wang et al., 2015; Komesu et al, 2017).
Aproximadamente el 90% de AL disponible comercialmente se produce por fermentacién

sumergida de dextrosa procedente de almid6n hidrolizado (Wang et al., 2015).

Sin embargo, el costo de la biomasa azucarada y amildcea es aun elevado y la
tendencia es buscar nuevos sustratos mas econdmicos para la produccién de AL. La biomasa
lignoceluldsica es la fuente de biomasa mdas abundante del mundo. Por otra parte, las
microalgas representan otra fuente de materia prima potencial por su facil y rapido
crecimiento y la ausencia de lignina que simplifica la conversion del sustrato (Komesu et al.,

2017).

Una alternativa aiin mas econdémica en materia prima y medioambientalmente mas
benigna es la explotaciéon de residuos alimenticios y agricolas (biomasa lignocelul6sica
residual) y subproductos industriales tales como glicerol proveniente de la industria de

biodiesel, y lactosuero de la industria lechera (Komesu et al., 2017; Sin y Tueen, 2019).

Las materias primas deben acondicionarse antes de ser empleadas en la formulacién
del mosto de fermentacion. Estos pretratamientos suelen ser costosos y en muchas ocasiones

hacen econdmicamente inviable el proceso a pesar de que la materia prima sea econdmica.

Por otra parte, la eleccion del microorganismo se hace en funcién del isémero que se
quiera obtener y de la fuente de carbono a fermentar (Wee et al., 2006). En este sentido, si
los microorganismos no poseen las enzimas necesarias para la hidrdlisis de la materia prima
se realiza un pretratamiento con acidos o enzimas hasta la obtencion de azuicares fermentables

conocido como sacarificacion (Serna-Cock y Stouvenel, 2009).
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Las bacterias que pueden utilizarse para la producciéon de AL son las bacterias dcido
lacticas (BAL). El AL ademads puede ser producido por bacterias que no suelen incluirse en
el grupo de las BAL, tal es el caso de algunas especies de Bifidobacterium, Bacillus y

Clostridium (Serna-Cock y Stouvenel, 2009).

De las BAL, la especie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus es la mas
utilizada para la producciéon a gran escala de AL, ya que tiene la ventaja de ser
homofermentante, producir uno de los isémeros de AL, consumir eficientemente glucosa y
ser un microorganismo termofilo con temperatura 6ptima de crecimiento 41.5 °C, lo que
reduce costos de enfriamiento y esterilizacion, asi como riesgos de contaminacion
microbioldgica en el fermentador. Este microorganismo crece bien a un pH entre 5.5 y 6.5
por lo que el 4cido producido debe ser continuamente neutralizado (Serna-Cock y Stouvenel,

2009).

Por otra parte, los hongos utilizados en la produccion de AL pertenecen a los géneros
Rhizopus, Zymomonas 'y Saccharomyces. R. oryzae y R. arrhizus tienen actividad enzimdtica
amilolitica y convierten el almidon directamente a L-acido lactico. R. oryzae requiere solo
un medio simple (no requiere fuente de nitrégeno organico) y es facilmente separado del
medio de fermentacion en el proceso de recuperacion y purificacion. Sin embargo, la mayor
dificultad en el empleo de hongos filamentosos es el gran tamafio de los micelios o sus
agregados que provocan aumento en la viscosidad del medio de fermentacién con alto
incremento en la demanda de oxigeno y resistencia a la transferencia de masa. En este
sentido, la fermentacion requiere aireacion vigorosa porque a diferencia de las BAL los

hongos son aerobios estrictos (Gil-Horan et al., 2008).

La técnica de fermentacion difiere segtin el tipo de AL requerido: a) industrial o bruto,

b) alimenticio, y ¢) para sintesis quimica (industria pléstica) o para andlisis.
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1.5. El lactosuero como materia prima

El lactosuero o suero lacteo es definido como la solucién acuosa de la leche, la cual
se obtiene por separacion de la cuajada resultante de la coagulacion de la caseina en la
elaboracion de quesos; y contiene aproximadamente el 55% de los nutrientes presentes en la
leche (Parra Huertas, 2009). Se estima que por cada kilogramo de queso se producen 9 kg de

lactosuero, esto representa cerca del 85 - 90% del volumen de la leche (Liu et al., 2005).

Existen dos tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la forma de coagular
la caseina: a) suero dulce, obtenido por coagulacién con renina (quimosina) a pH 6.5; y b)
suero 4cido, resulta del proceso de fermentacion de cultivos iniciadores o adicion de acidos
orgénicos o 4cidos minerales para coagular la caseina como en la elaboraciéon de quesos
frescos (Jelen, 2011). La Tabla 3 resume la composicién nutricional de los sueros lacteos,
observandose un mayor contenido de lactosa en el suero dulce (Panesar et al., 2007; Jelen,

2011).

Tabla 3. Composicion del suero lacteo dulce y 4cido.

Dulce (g/L) Acido (g/L)
Sélidos totales 63 -70 63 -70
Lactosa 46 - 52 44 - 46
Proteina 6-10 6-8
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosfatos 1-3 2-4.5
Lactato 2 6.4
Cloruros 1.1 1.1
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El lactosuero cuenta también con vitaminas del grupo B (ej., tiamina, dcido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, 4cido nicotinico, cobalamina) y dcido citrico y acético

(Carvalho et al., 2013).

El gran contenido de nutrientes genera aproximadamente 3.5 kg de demanda
bioldgica de oxigeno (DBO) y 6.8 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO) por cada 100
kg de lactosuero liquido, siendo la lactosa, el principal componente de sélidos (Parra

Huertas, 2009; Carvalho et al., 2013).

La disponibilidad de lactosa como reserva de carbohidratos en el lactosuero y la
presencia de otros nutrientes esenciales para el crecimiento de microorganismos hacen del
suero una materia prima particularmente importante para su utilizacién como sustrato en

procesos de fermentacidn para la produccion de AL (Biiyiikkileci y Harsa, 2004).

Por otra parte, el permeado de lactosuero, también denominado lactosuero
desproteinizado, es un producto rico en lactosa derivado de la produccion de concentrado

de proteina de lactosuero y aislado de proteina de lactosuero.
1.6. BAL como inéculo

Las BAL son un grupo de bacterias con forma de coco o de baston, son Gram
positivas, catalasa negativas, desprovistas de citocromos, no esporuladas y por lo general
inmoviles. Las BAL son anaerobias facultativas, con un metabolismo estrictamente
fermentativo en el que se produce AL como producto principal de la fermentacién de
azucares. La mayoria de las especies tienen elevada tolerancia a la acidez a pH por debajo

de 5 que le otorgan ventajas competitivas sobre otras bacterias (Panesar et al., 2007).

Las BAL se pueden agrupar segin las temperaturas Optimas de desarrollo y
produccién de AL (37 °C y 42 °C). Sin embargo, la velocidad de formacién de producto es

muy similar en el rango de temperatura entre 32 °C y 42 °C. La temperatura 6ptima de
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crecimiento varfa segin el género y estd comprendida en un rango entre 20 °C a 45 °C

(Hujanen y Linko, 1996; Biiyiikkileci y Harsa, 2004; Holzapfel y Wood, 2014).

En relacién a las exigencias nutricionales, las BAL requieren nutrientes complejos
ricos en vitaminas (especialmente vitamina B) y nitrégeno (aminodcidos, purinas y
pirimidinas) debido a su limitada habilidad para sintetizarlos. Por lo tanto, las BAL se

encuentran en la naturaleza en ambientes nutricionalmente ricos (Arellano Arriaga, 2013).

La principal caracteristica del metabolismo de las BAL es la fermentacion eficiente
de carbohidratos junto con la fosforilacion a nivel sustrato, necesaria para la obtencion de
energia, ya que las BAL no son capaces de generar energia a través de la actividad
respiratoria. Por lo tanto, las BAL obtienen principalmente energia en forma de adenosin
trifosfato (ATP) en las reacciones que se producen durante la glicdlisis. Esta energia es
empleada para realizar funciones especificas de mantenimiento como el transporte de

nutrientes, entre otras (Arellano Arriaga, 2013).

Las BAL comprenden principalmente los siguientes géneros: Lactobacillus,
Lacticasei, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 'y Weisella. De los cuales el género
Lactobacillus es el predominante, y actualmente son reconocidas mds de 151 especies y

subespecies (Panesar et al., 2007; Holzapfel y Wood, 2014).

Béasicamente las BAL presentan un metabolismo homofermentante o
heterofermentante. Por ejemplo, todas las especies del género Leuconostoc son
heterofermentantes. Sin embargo, el género Lactobacillus es dividido en tres grupos

seguin sus caracteristicas de fermentacion (Tabla 4).

Las BAL homofermentantes poseen la enzima aldolasa y producen AL como

producto final de la fermentacién de la glucosa siguiendo la ruta glicolitica de Embden-
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Meyerhof. Estas bacterias no fermentan pentosas. Las BAL con metabolismo

Tabla 4. Clasificacion de especies de Lactobacillus de acuerdo a su metabolismo de
fermentacion (Panesar et al., 2007).

Lactobacillus Lactobacillus Heterofermentantes
Homofermentantes Facultativas Obligadas
L. acidophilus L. plantarum L. brevis
L. helveticus L. rhamnosus L. buchneri
L. delbrueckii subsp. delbrueckii L. coryneformis L. fermentum
L. delbrueckii subsp. lactis L. curvatus L. kefir
L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. casei L. reuteri
Lactococcus lactis L. paracasei Leuconostoc sp.

S. thermophilus

homofermentante producen 2 moles de AL y una ganancia neta de 2 moles de ATP por mol

de glucosa.
CsH1206 + 2 ADP + 2 Pi — 2 CH3CHOHCOOH + 2 ATP (5)

Por otro lado las especies de BAL heterofermentantes obligadas carecen de la enzima
aldolasa y siguen la via de la 6-fosfogluconato-fosfocetolasa para metabolizar las hexosas
con produccién de un mol de AL y/o un mol de 4cido acético, un mol etanol, un mol de
diéxido de carbono y una ganancia neta de 1 ATP por cada mol de glucosa consumido

(Panesar et al., 2007).

CeH1206 + 2 ADP + 2 Pi — 2 CH;:CHOHCOOH + CH3CH20H + CO2 + ATP  (6)
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Las especies de BAL heterofermentantes facultativas en condiciones de anaerobiosis
y microaerobiosis metabolizan hexosas siguiendo la ruta glucolitica de Embden-Meyerhof y
pentosas mediante la via de la 6-fosfogluconato-fosfocetolasa, y en condiciones aerdbicas
forman ademds de AL, 4cido acético, etanol y peréxido de hidrégeno (Villegas y Gilliland,

2006; Waldir et al., 2007).

Algunas BAL, como S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. lactis, y L. acidophilus,
s6lo metabolizan la glucosa después de la escision de la lactosa por parte de la enzima B-D-
galactosidasa, mientras que la galactosa se excreta en el medio. La excrecion de la galactosa
se atribuye a una baja actividad de la galactoquinasa. Otras BAL metabolizan la glucosa por
las vias mencionadas anteriormente y la D-galactosa a través de la ruta Tagatosa 6-fosfato o

via Leloir (Panesar et al., 2007).

La mayoria de las BAL producen tnicamente una forma isomérica de AL debido a
que las formas isoméricas de la enzima lactato deshidrogenasa determinan el isomero de AL
producido. En el caso de producirse el par racémico, el isémero predominante depende,
también, de cambios de aireacion, cantidad de NaCl, tipo de fermentacién, incrementos en el
pH y concentracion de sustrato (Hofvendahl y Hahn-Higerdal, 2000; Holzapfel y Wood,
2014). En la Tabla 5 se muestran los isomeros de AL producidos por algunas BAL, segun su

género y especie (Panesar et al., 2007).
1.7.La fermentacion a partir de lactosuero

En la produccion de AL industrial o bruto se adopta generalmente el sistema de
fermentacion espontdnea, tratando solamente de favorecer la actividad de las BAL
naturalmente presentes en el suero mediante el ajuste de la temperatura y del pH. El producto
contiene ademads de AL, pequenas cantidades de 4cido butirico, acético y propidnico, que le
confiere un cierto olor. El color es amarillo a marrén oscuro. El contenido de cenizas es

relativamente elevado.
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En la fabricacion de AL para la industria alimentaria o para sintesis quimica, es
importante usar suero fresco, con poca acidez, es decir que no haya sufrido una fermentacién
espontanea. Caso contrario se obtendrd un AL cuyo olor no es agradable, por la presencia de

acido butirico. Es importante también que la fermentacion sea lo mas completa posible, es

Tabla S. Isomeros de AL producidos por las BAL (Panesar et al., 2007).

Género y Especie Configuracion de Metabolismo Metabolismo
AL Homofermentante = Heterofermentante

Lactobacillus

L. delbrueckii L + -

L. lactis D + -

L. bulgaricus D + -

L. curvatus DL + -

Levilactobacillus

L. brevis DL - +

Limosilactobacillus

L. fermentum DL - +

Lactiplantibacillus

L. plantarum DL + -

Lacticaseibacillus

L. casei L + -
Sporolactobacillus

S. inulinus D + -
Streptococcus
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S. cremoris L + -

S. lactis L + -
Leuconostoc

L. mesenteroides D - +

decir que quede menos de 0.1% de azicar en el medio, ya que, de otra manera, se obtiene un
producto de calidad inferior por los compuestos que se forman a partir del azdcar durante la

concentracion.

La fermentacion se lleva a cabo en un rango de pH entre 5.5 - 5.8 y en un rango de
temperatura entre 35 - 40 °C durante 24 - 48 h. La concentracién de iones hidrégeno es un
pardmetro importante que tiene un fuerte efecto en la producciéon de dcidos orgdnicos
formados durante los procesos de fermentacion debido a que cuando se acumulan en gran
cantidad en el caldo de fermentacion inhiben el crecimiento del microorganismo. A los
microorganismos se les dificulta producir AL para valores de pH cercanos al valor de pKa
del AL y la fermentacion cesa para valores de pH menores a 5 (Carlson y Peters, 2002;

Biiyiikkileci y Harsa, 2004; Holzapfel y Wood, 2014).

Estos iones hidrégeno acumulados en el medio se pueden controlar utilizando bases
fuertes como el hidréxido de sodio (NaOH) o calcio [Ca(OH):], bases mas débiles como el
hidréxido de amonio (NHsOH), o sales como el carbonato de sodio (NaxCOs3) que actian
como buffer (Rios Castro, 2011). Al final de 1a fermentacion se obtienen los correspondientes
lactatos de sodio (NaCHOHCOOCHs3), calcio (CaCHOHCOOCH3) o amonio
(NH4sCHOHCOOCH3). La principal desventaja de utilizar bases fuertes es la accion
corrosiva, por lo tanto, el material de la instalacién debe ser altamente resistente. El proceso
de produccion utilizado por NatureWorks emplea Ca(OH)2 (Vink et al., 2007). El NH4OH
tiene la ventaja de proporcionar una fuente de nutriente nitrogenado a las bacterias

observandose un crecimiento mejorado en comparacion con el NaOH (Norddhal, 2001).
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Las tecnologias que emplean lactosuero como medio de fermentacion estdn en vias
de desarrollo debido a la baja productividad (2.2 g/L.h) de los procesos fermentativos que

limitan su aplicacién industrial (Panesar et al., 2007).

Son numerosos los autores que han estudiado el efecto de distintas variables
(microorganismo, suplementacién del medio, desproteinizacion del lactosuero, cantidad de
in6culo, sistema de fermentacién, empleo de células libres e inmovilizadas) sobre la

productividad del proceso (Panesar et al., 2007).

Cui et al. (2012) obtuvieron L-acido lactico con un rendimiento del 93% empleando
la especie Lacticaseibacillus rhamnosus como inéculo. De modo similar, Biiyiikkileci et al.
(2004), Panesar et al. (2010), Garcia et al. (2013), Arellano Arriaga (2013) y Regino et al.
(2014) emplearon la especie Lacticaseibacillus casei como indculo obteniendo rendimientos
de L-acido lactico de hasta 95%, superiores al 85 - 90% obtenido con la especie Lactobacillus
delbruekii. Urribarri et al. (2004) y Schepeers et al. (2006) obtuvieron rendimientos del 75%

en la obtencién de AL racémico empleando la especie Lactobacillus helveticus como in6culo.

Los consorcios microbianos son asociaciones naturales de dos o mds especies que
actian como una comunidad, beneficidndose cada uno de ellos de la actividad de los demas.
El empleo de consorcios en las fermentaciones favorece la sinergia entre los
microorganismos confiriéndoles mayor robustez o resistencia a las condiciones adversas y a
la invasién de otras especies evitando la contaminacion (Rawlings y Johnson, 2007). Rojas
et al. (2016) emplearon las especies Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 'y
Streptococcus thermophilus (consorcio empleado en la elaboracion industrial de yogurt)
como in6culo en la fermentacién de lactosuero con rendimientos de 94.6%, superiores a los
obtenidos con Lactobacillus delbruekii. De manera similar Cuervo Garcés y Echeverry
Vargas (2016) obtuvieron AL por fermentacion de lactosuero empleando un consorcio de 3
especies (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii y una especie perteneciente

al género Bifidobacterium) con rendimientos del 93%.
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La produccién de AL incrementa con el aumento de hasta el 2% (v/v) del tamafio del
in6culo (Chiarini et al., 1992; Panesar et al., 2010). Sin embargo, porcentajes més altos (10%,

v/v) no mostraron mayor consumo de lactosa (Chiarini ef al., 1992; Panesar et al., 2010).

La suplementacién del medio de cultivo con extracto de levadura como fuente de
nitrégeno es uno de los factores clave para mejorar la productividad de la fermentacién (Cui
etal., 2012; Rojas et al., 2016). Sin embargo, el costo elevado del extracto de levadura limita
su uso en las fermentaciones y la concentraciéon de extracto de levadura en los procesos
industriales es, en la mayoria de los casos, subOptima (Fitzpatrick et al., 2000). Con el fin de
disminuir costos, Urribarri et al. (2004) emplearon triptona como fuente de nitrégeno y los

efectos fueron similares en comparacion al extracto de levadura.

Por otra parte, la desproteinizaciéon del lactosuero mejora notablemente la
productividad del proceso ya que la presencia de proteinas interfiere en la fermentacion.
Urribarri et al. (2004), Panesar et al. (2010), Arellano Arriaga (2013), Garcia et al. (2013),
Regino et al. (2014), Rojas et al. (2016), Cuichdn Guanoluisa (2015) y Cuervo Garcés y
Echeverry Vargas (2016) emplearon vapor a presion para la desproteinizacién del lactosuero
mientras que Li ef al. (2008) y Cui et al. (2012) emplearon ultrafiltracién. En todos los casos

se observo un incremento en el rendimiento y la productividad de la fermentacion.

En relacioén a los sistemas de fermentacion, Biiylikkileci y Harsa (2004) fermentaron
lactosuero sin desproteinizar enriquecido con extracto de malta, fosfato de potasio, sulfato
de magnesio y sulfato de manganeso empleando la especie Lacticaseibacillus casei como
in6culo en un fermentador discontinuo a distintos pHs (5.0, 5.5, 6.0, y 6.5) y temperaturas
(27 °C, 32 °C, 37 °C, 42 °C) durante 24 h. La mayor productividad de AL (3.97 g/L.h) se
alcanz6 a 37 °Cy pH 5.5.

Los sistemas de fermentacién discontinuos con recirculacién del mosto y separacion
del AL permiten la disminucién de los efectos inhibitorios del AL. En estos sistemas el pH

del permeado se ajusta a pH 5.5 - 6.0 al inicio de la fermentacién y se mantiene este valor
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como resultado de la separacion del dcido (Muiii et al., 2005: Gonzélez et al., 2007: Li et al.,

2008).

La produccién de AL por fermentacion convencional batch presenta un largo periodo
lag, requiriendo mayor capacidad de fermentador y mayores costos operativos. Ademads, las
concentraciones de sustrato superiores al nivel critico provocan inhibicién en las cepas, lisis
celular y fase lag prolongada, lo que genera una disminucion en la tasa de fermentacién y la
utilizacion de azucar. Para reducir la inhibicion del sustrato, se utiliza la fermentacion fed-
batch que permite mantener la concentracion de sustrato a un nivel bajo mediante la

alimentacion de nutrientes al medio (Abdel-Rahman et al., 2013).

En los tltimos afios, los métodos de inmovilizacion de células han adquirido gran
importancia en los bioprocesos ya que permiten mayores densidades celulares en los
biorreactores, mejoran la estabilidad del proceso de fermentacion, permiten la reutilizacion
y el funcionamiento continuo, y excluyen la necesidad de separar las células de los productos
después del procesamiento (Kazemi y Baniardalan, 2001). En busca de opciones econémicas
para soportes de inmovilizacion se han utilizado astillas de madera, particulas de ladrillo,
vidrio poroso y cdscara de huevo para Lacticaseibacillus casei. Las astillas de madera
mostraron mayor adsorciéon (Kazemi y Baniardalan, 2001; Senthuran et al., 1999). Sin
embargo, el método de inmovilizacion de células mas empleado es el de encapsulacion de
las bacterias en perlas de gel de polisacdridos naturales (Audet et al., 1991; Roukas y
Kotzekidou, 1991; Champagne et al., 1992; Lamboley et al., 1997). Uno de los principales
problemas de los procesos continuos de una sola etapa con células inmovilizadas es la
conversion incompleta del azicar. En este sentido, Schepers ef al. (2006) emplearon una cepa
de Lactobacillus helveticus inmovilizada en perlas de polisacirido y un sistema de
fermentacion continuo de dos etapas (dos biorreactores en serie) alcanzando productividades

de AL entre 19 - 22 g/L..h con bajo contenido de azucar residual.

Al final de toda fermentacion, el caldo contiene impurezas tales como d4cidos

orgénicos (glicérico, succinico, férmico, fumdrico, pirdvico, acético), alcoholes (metanol,
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etanol, butanol), aminodcidos (alanina, serina, glutamina, glicina), fragmentos proteicos que
derivan de la célula, cuerpos de color, nutrientes residuales, intermediarios metabdlicos, y

subproductos de fermentacion.
1.8. Separacion y purificacion de AL

El mayor desafio en la produccién de AL a partir de sustratos complejos estd asociado
a su recuperacion y purificacion. Aproximadamente del 40% al 70% de los costos operativos
y de capital estdn asociados con los pasos de separacion. Por lo cual, en los dltimos afios se
han estudiado diversos métodos y combinaciones de métodos para su recuperacion de los
caldos de fermentacion de modo de garantizar la viabilidad econémica del proceso (Li et al.,

2008; Gil-Horan et al., 2008).

El proceso de destilacion directa del caldo de fermentacidn a temperatura y presion
normal, no ha sido aceptado debido a la baja volatilidad del AL (122 °C a 1661.73 Pa), su
afinidad por el agua, y su tendencia a polimerizar (Sun et al., 2006; Komesu et al., 2017). Se
han empleado procesos de destilaciéon al vacio a fin de evitar degradaciones y

oligomerizaciones indeseadas (Henton et al., 2005; Sin y Tueen, 2019).

En el proceso convencional se obtiene lactato de calcio como producto de la
fermentacion y para su separacion como AL se lleva a cabo una acidificaciéon con H2SOs.
Este proceso genera AL con elevado contenido de impurezas y grandes cantidades de CaSOq4
insoluble que es separado por filtracién. El filtrado se concentra al vacio hasta un 40 - 80%
de AL. En la obtencion de AL alimenticio se usa carbon activado como clarificante antes de
la concentracion y posterior desdoblamiento del lactato a 4cido. Para obtener AL sin
impurezas el &4cido concentrado se esterifica con metanol empleando H>SOs como
catalizador. Los ésteres son mds volatiles que el AL. El lactato de metilo se destila y es
hidrolizado con agua caliente o con vapor. Se obtiene asi AL puro y se recupera el metanol.

La toxicidad y el costo elevado del metanol han hecho que la produccién a gran escala por
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esta via convencional sea econdmicamente y ecoldgicamente poco atractiva (Groot et al.,

2010; Sin y Tueen, 2019).

En las fermentaciones cuyo producto de fermentacion es el lactato de amonio el
método de recuperacion de AL por acidificacion con HoSO4es practicamente inviable debido
a la alta solubilidad del sulfato de amonio [(NH4) 2SO4] (Sun et al., 2006; Kwak et al., 2012;
Upare et al., 2012). El lactato de amonio se esterifica con alcohol (metanol, etanol o butanol)
y se separa por destilacion. Luego, el éster es hidrolizado a AL (Sun et al., 2006; Zhao et al.,
2009). Ohara et al. (2003) separaron el lactato de amonio de un mosto de fermentacion de
glucosa mediante esterificaciones con etanol y butanol seguidas de destilacion y posterior
hidrdlisis. El rendimiento de AL result superior para el lactato de etilo. Por otra parte, Kwak
et al. (2012) separaron el lactato de amonio por acidificaciéon con H>SO4 y adicién de metanol
a temperatura ambiente. De esta manera se disminuye la solubilidad del (NH4)2SO4 el cual
puede ser separado de la solucion por filtracion mientras que el lactato de metilo es separado
por destilacién. Por otra parte, el (NH4)2SO4 puede ser utilizado para la produccion de H2SOq4

y amoniaco (NH3).

En general, en las reacciones de purificacion de AL por esterificacion e hidrdlisis se
utilizan catalizadores homogéneos tales como H2SO4 y acido clorhidrico (HCI). Sin embargo,
estos catalizadores causan problemas de corrosion de los equipos, son dificiles de eliminar
de la mezcla de reaccién y ocasionan reacciones secundarias. Es por ello, que se prefiere el
uso de catalizadores heterogéneos como son las resinas dcidas de intercambio cationico (Choi
y Hong, 1999). Estas resinas tienen la ventaja de ser solidos de fécil recuperacion y mas
amigables con el ambiente que los 4cidos inorgédnicos. Delgado et al., (2007) y Toor et al.,
(2011) estudiaron la cinética de esterificacion del AL con iso-propanol [CH;CH(OH)CH3] y

etanol, respectivamente; empleando una resina de intercambio catiénica como catalizador.

Por otra parte, los procesos de recuperacién de AL puro mediante esterificacion,
destilacion e hidrélisis son complejos y el costo de capital en equipamiento es muy elevado.

En este sentido, la destilacion reactiva, tecnologia que integra la reaccion y la separacién en
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un mismo equipo, permite una reduccién en la inversion de capital, mejoras en la conversion
de los reactivos y en la selectividad de los productos, asi como ahorro en el uso de energia y
reactivos entre otros (Choi y Hong, 1999). La conversién de la reaccion estd condicionada
por el equilibrio y puede aumentarse sustancialmente mediante la eliminacién continua de
productos de la mezcla de reaccion (principio de Le Chatelier). Cardona Alzate et al. (2004)
separaron AL por destilacion reactiva de lactato de metilo. Para recuperar el AL mediante
dos reacciones (esterificacion e hidrélisis) y una destilacion, se debe emplear un sistema de
destilacion con dos columnas. Sin embargo, este sistema es complejo y requiere del uso de
solventes tales como metanol o butanol (Seo et al., 1999; Sun et al., 2006). Choi y Hong
(1999) y posteriormente Kumar et al. (2006) estudiaron un nuevo sistema de destilacion
discontinuo reactivo que permite recuperar AL puro con rendimientos elevados. Las
reacciones de esterificacion, destilacion e hidrolisis se llevan a cabo en una unica unidad que

posee una columna de destilacion.

Ademads de los métodos de esterificacion-hidrélisis, existen otras alternativas para la
recuperacion y purificacion de AL como la extraccion reactiva, las resinas de intercambio, y
la tecnologia de membranas. Sin embargo, la mayoria de estos métodos, a excepcion de la

tecnologia de membranas, son limitados y costosos.

En la extraccién reactiva la fermentacion se lleva a cabo en presencia de solventes
orgénicos inmiscibles con el agua tales como hexano, heptano, iso-octano y compuestos que
favorecen la separacion de fases tales como aminas terciarias, amonios cuaternarios y
compuestos organofosforados (Sanchez et al., 2007; Sin y Tueen, 2019). Sanchez et al.
(2007) obtuvieron los mejores rendimientos con hexano en comparacién con otros solventes
como heptano e iso-octano realizando el proceso de separacién in situ. Sin embargo, los
solventes orgdnicos son toxicos tanto para los microorganismos como para el medioambiente

y el pH 6ptimo de la extraccion y de la fermentacion no coinciden.

El intercambio de iones con resinas es ampliamente utilizado en bioseparaciones, y

diferentes procesos para la recuperacién de AL. Vaccari et al. (1993) y Cao et al. (2002)
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estudiaron la separaciéon de L-4cido lactico de mostos clarificados empleando columnas
rellenas con resinas de intercambio anidnicas que retienen al lactato. Por otra parte, Gonzalez
et al. (2008) recuperaron el AL por remocidn de los aniones presentes en el mosto clarificado.
Primero el mosto se hizo pasar por una columna de intercambio catiénica a fin de separar el
lactato como AL, y luego por una columna aniénica que retiene los aniones quedando el AL

en solucion.

Hasta el momento la tecnologia de membranas es la mds prometedora para la
separacion de solutos neutros y cargados en soluciones acuosas. Dependiendo del tamafio de
poro, los procesos de separacion por membrana se clasifican como filtracién convencional,
microfiltracién, ultrafiltracién, nanofiltracion y &smosis inversa. Por otra parte la
electrodidlisis convencional, es una tecnologia de separacion por membrana en la cual los
1ones son transportados a través de una membrana de intercambio i6nico de una solucién a
otra, bajo la influencia de un potencial eléctrico (Bouchoux et al., 2006; Machado et al.,

2007; Sin y Tueen, 2019).

La nanofiltracién es un proceso de membrana que puede utilizarse para separar las
impurezas del mosto de fermentacion, tales como proteinas, lipidos y aziicar remanente y se
aplica en la industria del agua potable, alimentaria y textil (Boussu et al., 2007) mientras que
la 6smosis inversa es un método de membranas que se usa para separar agua y concentrar
soluciones (Li et al., 2008). Los procesos de membranas combinadas de nanofiltracién y de
dsmosis inversa, tienen la ventaja de separar impurezas y concentrar el AL del caldo de
fermentacion. Li er al. (2008) emplearon membranas de nanofiltracion de diferentes
materiales (acetato de celulosa, poliamida y compuestos de ambas) con un 97% de retencién
de lactosa remanente. La retencién de las membranas de ésmosis inversa fue del 100% de

AL.

Dentro de los procesos de membranas se estdn investigando procesos que incluyen
separacion, purificacion y concentracion de sales de lactato por electrodidlisis utilizando

membranas impulsadas por potencial eléctrico (Henton et al., 2005; Machado et al., 2007;

32



o " FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
m UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
Garnero, Paula Carolina

Sin y Tueen, 2019), conversidon de sales de lactato en &4cido libre por electrodidlisis con
membranas bipolares y tratamientos de intercambio i6nico, entre otras (Bouchoux et al.,

2006; Machado et al., 2007).
1.9. Sintesis de PLA por apertura de anillo de dimero lactido

Si bien la bibliografia sobre la sintesis de PLA es abundante, existen ain varios
aspectos sin dilucidar asociados a los fendmenos fisicos y quimicos, asi como a las relaciones
entre la estructura y sus propiedades. Existe interés por investigar aspectos bdsicos y

generales de la sintesis quimica de PLA.

En esta Tesis se apunta a investigar la sintesis de PLA por apertura de anillo del
dimero lactido ya que este proceso permite obtener polimeros con propiedades uniformes y

PM muy definidos.

Bésicamente, la sintesis de PLA por apertura de anillo involucra una primera etapa
de sintesis del dimero ciclico (por oligomerizacion y posterior depolimerizacion) y una

segunda etapa de obtencion de PLA (Fig. 5).

Lo i
HO HO 0 o LH/OH
0 0 N5
PLA

Acido Lactico

Condensacién Polimerizacién por
“H,0 Apertura de Anillo {
0]
0 p— \j)L
HO 0 /%‘/OH 0
o Depolimerizacién O%
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Prepolimero del oligémero o
Mjp = 5000

Fig. 5. Sintesis de PLA via prepolimero y lactido (Henton et al., 2005).
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El lactido se obtiene por polimerizacién de AL o lactatos de alquilo (oligomerizacién)
y posterior depolimerizacién (deoligomerizacién) utilizando un catalizador para mejorar la
velocidad y la selectividad de la reaccién de ciclacion intramolecular (Ohara et al., 2003;
Henton et al., 2005). Para la depolimerizacién se emplea por lo general presion reducida
entre S mmHg a 50 mmHg y temperaturas entre 190 °C y 220 °C. Sin embargo, un alto vacio

mejora el rendimiento de lactido (Ohara et al., 2003; Fuentes et al., 2006).

Fuentes et al. (2006) sintetizaron lactido por policondensaciéon de AL a 180 °C y
5.3 kPa durante 120 minutos, y una posterior depolimerizacion a 220 °C y 5.3 kPa durante

40 minutos empleando cloruro de estafio dihidratado (SnCl2.2H>0) como catalizador.

Por otra parte, Upare et al. (2012) sintetizaron lactido a partir de AL y lactato de etilo
empleando diferentes catalizadores tales como 6xido de estaiio (SnO), SnCly, [Sn(Oct)2],
hidréxido 6xido de n-butilestafio (BuSnO2H) y H>SO4. La oligomerizacién del AL se llevo a
cabo a 180 °C y 720 Torr en atmésfera de nitrégeno durante 6 h y luego se continu6 a 10
Torr durante 5 h. La depolimerizacion se llevo a cabo a 210 °C y 10 Torr durante 5 h
empleando 0.5% p/p de SnO como catalizador. De modo similar, la oligomerizaciéon del
lactato de etilo se realiz6 entre 150 - 180 °C durante 6 - 10 h en atmdsfera de nitrégeno a 720
Torr dependiendo del tipo de catalizador empleado (1%). Luego se redujo la presion a 10
Torr durante 2 — 5 h. La depolimerizacion se llevd a cabo en atmdsfera de nitrégeno a 180
°C y 10 Torr durante 5 h. Los mayores rendimientos de lactido (78% y 81%) se obtuvieron a
partir de oligébmeros de peso molecular 1394 y 2346 g/mol generados a partir de AL y lactato

de etilo empleando SnO y Sn(Oct)> como catalizadores, respectivamente.

De modo similar, Ohara et al. (2003) sintetizaron lactido partiendo de lactato de etilo
y lactato de butilo. El mayor rendimiento fue para el lactido obtenido a partir del lactato de
etilo debido a su moderada presion de vapor y bajo impedimento estérico en la

oligomerizacion.
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Yoo et al., (2006) estudiaron el efecto de la temperatura, la presion, el peso molecular
del oligémero y el tipo de catalizador en la sintesis de lactido. La fraccién de meso-lactido
disminuy6 al aumentar la temperatura. Un mayor rendimiento con menor racemizacion se
observé a una presién mds baja. El rendimiento de lactido se maximizé partiendo de un
oligémero de peso molecular de 1380 g/mol. Entre los diversos catalizadores basados en Sn,
la fraccién meso-lactido disminuy6 cuando se usé SnO. La mayor conversién de lactido con
el menor grado de racemizacion se obtuvo para una concentracion de catalizador de 0.1% en

peso.

El lactido viene acompafiado de meso-lactido y otras impurezas tales como AL,
oligdmeros de bajo peso molecular y agua. El lactido fundido puede purificarse por

recristalizacion en tolueno (Kaihara et al., 2007; Yu et al. 2009).

En una segunda etapa, el lactido es polimerizado a PLA por apertura de anillo en
presencia de un catalizador. El catalizador mds empleado es el [Sn(Oct):] ya que es aceptado
por la Agencia de Medicamentos y Alimentacion de EE.UU (FDA, Food and Drug
Administration) debido a su alta reactividad, baja toxicidad y baja tasa de racemizacién del
polimero (Kaihara et al., 2007; Yu et al., 2009). Sin embargo, estdn surgiendo como
alternativas valiosas nuevos sistemas cataliticos eficientes y libres de metales (Henton ez al.,
2005; Xiao et al., 2012). Para sintetizar L-PLA o meso-PLA pueden utilizarse catalizadores
quirales, tal como Al(OiPr)[(R)-(SalBinap)], los cuales promueven una alta

estereoselectividad durante el proceso de polimerizacion (Porter, 2006).

En la literatura se proponen dos mecanismos para la apertura de anillo que requieren

de la participacion de una especie con grupo —OH (agua, alcohol, dcido carboxilico).

El “mecanismo de coordinacién-inserciéon” propone la formacién de un complejo
ternario entre el mondmero, las especies que contienen el grupo —OH Yy el catalizador que

es eliminado al final de la reaccion (Fig. 6).
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Por otra parte, en el “mecanismo de iniciacién de alcoxido” el Sn(Oct)> reacciona con
especies portadoras de —OH para formar un alcéxido que es la especie que inicia la
polimerizacién. Por lo tanto, el Sn(Oct), y los grupos —OH son el iniciador y coiniciadores
respectivamente, a menudo indicados como catalizador y cocatalizador. La observacion de

macromoléculas que contienen grupos finales Oct-Sn-O- por MALDI-TOF y la dependencia

o] 0 o 0 o
> n
OJK[/ A-OH o/lkl/ OJ\]/ 0" o __ROJH/O\”)\O’H
O o~ o] /g,ivo--a."‘ .Sn(0cY) 0 ¢
Sn(Oct H - 2 Sn(Oct
)ﬁ( n( )Z/J‘ﬁ( H 0 c|) )\1:0 n(Oct),
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Sn” ‘R |
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Fig. 6. Mecanismo de crecimiento de cadena de coordinacién-insercion utilizando Sn(Oct)2

como catalizador (Henton et al., 2005).

de la velocidad de polimerizacién con la concentracién de mondmero, iniciador y coiniciador

son evidencia sélida a favor de este mecanismo (Yu et al., 2009).

Béez (2010) sintetizd PLA a partir de D,L-lactido comercial en presencia de Sn(Oct)
disuelto en xileno como iniciador y alcohol bencilico (CeHsCH>OH) y nonanol
[CH3(CH2)7CH20H] como coiniciadores a una temperatura de 170 °C durante una hora con
rendimientos entre 75 - 95%. Kaiara et al. (2007) sintetizaron PLA a partir de L-lactido
comercial en presencia de Sn(Oct), disuelto en tolueno con rendimientos del 95% a una
temperatura de 140 °C durante 10 horas en atmoésfera de nitrégeno. Al final de la
polimerizaciéon, ambos autores disolvieron el PLA en cloroformo y emplearon la
recristalizacion en metanol como método de separacion y purificacion. Para la

caracterizacién del PLA emplearon '"H RMN y Kaiara et al. (2007) ademds emplearon CLE.

Kaiara et al. (2007) obtuvieron PLA de M. = 100.000 g/mol mientras que el M, reportado
por Béez (2010) fue de aproximadamente 3800 g/mol. Segun lo reportado por Béaez (2010),
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el polimero obtenido en presencia de un alcohol como coiniciador tiene apariencia fisica de
polvo blanco y en ausencia de alcohol se obtiene un material con capacidad de formar hilos

y peliculas delgadas.

La pureza (quimica y Optica) del AL y del lactido, asi como las condiciones de
polimerizacién (tiempo y temperatura de reaccion, cantidad de catalizador, entre otras),
determinardn las propiedades finales del PLA producido por apertura de anillo. EI AL
obtenido como producto de fermentacién puede estar acompaifiado de azicares, que atn en
pequenas cantidades, pueden polimerizar impidiendo el desarrollo de la reaccion. (Li et al.,
2008). Por otra parte, un 0.05% en moles de impurezas tales como butanol o lactato de butilo
presentes en el AL afectan la temperatura de degradacién del polimero. De modo similar, la
presencia de humedad en el lactido promueve su degradacién y solventes residuales tales
como acetato de etilo o tolueno, empleados para la purificacion del lactido por
recristalizacién, afectan el rendimiento de PLA (Inkinen et al., 2011). En ausencia de
coiniciador, las impurezas ambientales tales como agua (humedad del AL, lactido y del aire)
y especies dcidas, tienen un efecto importante en la cinética y el peso molecular. Se han
realizado numerosos estudios sobre la influencia de factores tales como la concentracion y el
tipo de iniciador, la pureza del mondmero y la temperatura en la sintesis de PLA (Henton et

al., 2005; Sin y Tueen, 2019).

Hasta el momento la bibliografia asociada al empleo de lactosuero como medio de
fermentacion para la obtencion de AL y posterior sintesis de PLA por apertura de anillo del
dimero lactido es escasa. Cuichdn Guanoluisa (2015) y Cuervo Garcés y Echeverry Vargas
(2016) obtuvieron PLA por fermentacion discontinua de lactosuero desproteinizado por calor
empleando cepas comerciales de Lacticaseibacillus casei, y las especies Lactobacillus
delbrueckii 'y Streptococcus thermophilus; respectivamente. En ambos trabajos la
fermentacion se llevo a cabo a pH entre 5.5 y 6.5 empleando carbonato de sodio y calcio

como agente neutralizante, respectivamente.
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Cuichan Guanoluisa (2015) llevé a cabo la fermentacion a 37 °C durante 21 horas
enriqueciendo el medio con lactosa y sulfato de amonio [(NH4)2SO4]. Para el seguimiento
temporal de la fermentacion se midieron azucares reductores totales por la técnica de Felhing
Causse y Bonnans (FCB). El autor no describe la metodologia de recuperacién y purificacién
del AL ni tampoco las condiciones de reaccion empleadas durante la obtencién de PLA. La
caracterizacion de PLA involucré mediciones de propiedades mecdanicas (tales como flexion
y traccién) y ensayos de biodegradacion. El tiempo de degradacion medio resulté de 42.75

dias.

Por otra parte, Cuervo Garcés y Echeverry Vargas (2016) realizaron la fermentacion
a 42 °C durante 96 horas empleando un método de extraccion liquido-liquido con éter
dietilico para la separacion de AL. Para el seguimiento de la fermentacién se midieron
azucares reductores totales mediante la técnica de FCB y acidez titulable. El lactido se obtuvo
a partir de AL empleando H2SO4 como catalizador a 80 °C durante 35 minutos y luego una
temperatura de 120 °C durante 2 horas. Seguidamente, se sintetizé PLA por apertura de anillo
del lactido a 60 °C empleando SnCl> como catalizador y metanol como solvente durante 24
horas. Al final de la polimerizacidn, se elimin6 el metanol por evaporacién a 70 °C, se lavo
con acetona y se filtr6 al vacio. El PLA se caracterizé por FT-IR y difraccion de rayos X

(XRD).
1.10. Objetivos

En la actualidad existe la necesidad de evolucionar desde una economia centrada
esencialmente en la utilizacion de recursos no renovables hacia un modelo basado en la
bioeconomia. El uso de lactosuero en la produccién de bioplésticos representa un elemento
crucial en el desarrollo y la aplicacién de una biorrefineria sostenible basada en residuos. En
esta Tesis, se considera al lactosuero, rico en lactosa, un sustrato adecuado para generar AL
y PLA, mediante fermentacion y posterior polimerizacién quimica, con la utilizaciéon de BAL
autdctonas aisladas de la region centro del pais y empleando tecnologia de membranas para

la separacion y purificacion de AL.
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El objetivo general de esta Tesis es desarrollar procesos integrados y sustentables
que permitan aumentar el valor industrial/comercial del lactosuero (residuo y/o subproducto
de la industria lechera) para su aplicacion en la sintesis de biopolimeros de interés industrial

y reducido impacto medioambiental.

Para tender al logro de este objetivo general, se plantea la investigacion y estudio de

los siguientes objetivos especificos:

A. Aislamiento e identificacion de cepas silvestres de BAL de la region centro del pais que
posean capacidad de acidificar los sustratos (lactosuero y leche cruda) y resistencia a la

acidez similar o superior a las cepas comerciales.

B. Estudio de la fermentacién de lactosuero empleando las BAL aisladas e identificadas

(cultivos monoclonales y consorcios).

C. Desarrollo de técnicas de caracterizacion cromatograficas para el monitoreo de la

fermentacion.
D. Separacion, purificacidon y concentracion de AL empleando tecnologia de membranas.

E. Sintesis de PLA por apertura de anillo a partir del AL obtenido por fermentacién en

comparacion a una soluciéon de AL comercial.

F. Caracterizacion estructural y térmica del polimero. Aplicacion tecnoldgica.
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2. Materiales y Métodos
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El trabajo experimental involucré bédsicamente las siguientes etapas: i) biisqueda o
“screening” de BAL, ii) obtencién de AL por fermentacion de lactosuero, y iii) sintesis y

caracterizacion de PLA.

En una primera etapa se aislaron, purificaron, identificaron y conservaron 25 cepas
de BAL obtenidas de muestras de sueros frescos, 20 cepas de BAL de muestras de leche
cruda y 3 cepas de BAL a partir de muestras de leche agria (potencialmente utiles). Luego se
seleccionaron y caracterizaron 5 cepas (de las 48) que revelaron tener mejor capacidad
acidificante. En una segunda etapa, las cepas de interés tecnoldgico fueron empleadas para
la obtencion de AL por fermentacion de lactosuero, en comparacion con una cepa testigo de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. E1 AL se recuperd del mosto de fermentacion,
se purificé y se concentrd para ser empleado en la sintesis de PLA por apertura de anillo del

dimero lactido.
A continuacion, se describen los materiales y cada una de las etapas.
2.1. Materiales Empleados

2.1.1. Microorganismo testigo: cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
ATCC N° 11842, que representa a una subespecie de Lactobacillus con buena capacidad de
produccion de AL a partir de lactosuero. BAL termofila, homofermentante y productora de

L-acido lactico.

2.1.2. Materiales y Reactivos: agua destilada, agar Man Rogosa Sharpe (Agar MRS,
Britania), caldo Man Rogosa Sharpe (Caldo MRS, Britania), peptona de carne (Britania), Kit
de Gram (Britania), dcido fosférico 50% p/p (H3POs, Cicarelli), hidréxido de amonio 28%
p/p (NH4OH, Anedra), extracto de levadura (Merk), triptona (Merk), Tween 80 (Sigma-
Aldrich), leche en polvo descremada con un contenido de carbohidratos de 52 g/L (La
Serenisima), lactosuero en polvo (Santa Maria) con un contenido de lactosa de 80% p/p,
hidréxido de sodio (NaOH, Cicarelli, 97% de pureza), hidréxido de potasio (KOH, Cicarelli,
97% de pureza), soluciones de NaOH 1 N (Cicarelli) y NaOH 0.1 N (Cicarelli), solucién de
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acido clorhidrico 0.1 N (HCI, Anedra), AL (C3HeO3, Cicarelli, 85 - 90% de pureza), etanol
pro-andlisis (CH3CH;OH, Cicarelli, 99.5% de pureza), lactosa monohidratada
(C12H22011-H20, Cicarelli), dicloruro de estafio (SnCls, Cicarelli), 2-etilhexanoato de estafio
(II) [Sn(Oct)a, Cicarelli], xileno (CsHjo, Cicarelli), cloroformo (CHCIl3, Cicarelli), metanol
(CH30H, Cicarelli), tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4Oe¢-4H20, Cicarelli), sulfato de
cobre cristalino (CuSOg, Cicarelli), ferrocianuro de potasio [K4Fe(CN)g, Cicarelli], sulfato de
zinc (ZnSOs, Cicarelli), biftalato de potasio (KCgHsOs, Cicarelli), fenolftaleina (C20H14O04,
Cicarelli), azul de metileno (Ci6H1sN3CIS, Cicarelli).

2.1.3. Soluciones

- Solucion de azul de metileno (C16H1sCIN3S) 1%: se disolvié 1 g de azul de metileno
(C16H18CIN3S)en 100 mL de alcohol etilico (CH3CH2>OH) absoluto y se agit6é hasta

total disolucidn.

- Solucion o reactivo de FCB: se disolvieron por separado 130 g de tartrato de sodio y
potasio (KNaCsH4Os-4H>0), 110 g de hidréxido de sodio (NaOH), 24 g de sulfato de
cobre cristalino (CuSOy) y 16.8 g de ferrocianuro de potasio [K4Fe(CN)s] en unos 200
mL de agua destilada para luego mezclarlos en un matraz de 1 L. Se llev6 a volumen

con agua destilada, se dej6 reposar por 24 horas y luego se filtro.

- Soluciones defectantes de Somogyi: para la preparacion de la solucion de Somogyi [
se disolvieron 12 g de sulfato de zinc (ZnSO4) en 100 mL de agua destilada agitando
vigorosamente hasta total disolucién. Para la preparacion de la solucion de Somogyi
11 se disolvieron 1.25 g de hidroxido de sodio (NaOH) en 100 mL de agua destilada
agitando vigorosamente hasta total disolucién. Ambas soluciones se conservaron en

frasco color caramelo.

- Solucion alcohdlica de KOH 0.1 N: se disolvieron 5.6 g de KOH en 1 L de alcohol

etilico (CH3CH20H) absoluto y se dej6 reposar durante 24 h en un recipiente cerrado.
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Luego se filtr6 y se estandarizé empleando biftalato de potasio (KCsHs0O4) como

patrén primario y fenolftaleina (C20H1404) como indicador.

- Solucion de 2-etilhexanoato de estaiio (Il) [Sn(Oct)z] 0.123 M en xileno: se pesaron
aproximadamente 5 g de 2-etilhexanoato de estafio Sn(Oct); y se disolvieron en 100

mL de xileno. Se conservé en frasco color caramelo.
2.2. Biusqueda de BAL

Se tomaron 50 mL de la produccién del dia de 5 sueros y 4 leches en envases
recolectores estériles y se conservaron a -4 °C hasta el momento de su uso (dentro de las
24 h luego de la toma de muestra). Los sueros frescos provenientes de la elaboracion de
quesos cremosos fueron suministrados por las empresas Lacteos Santa Maria SRL (San
Francisco, Cérdoba), Lacteos Ramolac (Ramona, Santa Fe), Manfrey Cooperativa de
Tamberos Ltda. (Freyre, Cordoba), SanCor Cooperativas Unidas Ltda. (Devoto, Cérdoba),
Lacteos Don Silvano (Josefina, Santa Fe); y las muestras de leche por las empresas La
lecherita. Lacteos Republica de Entre Rios SRL (Nogoyd, Entre Rios), Capyc Cooperativa
Agropecuaria Productores y Consumidores Ltda. (Devoto, Cérdoba), Lacteos HerBal
(Portefia, Cordoba) y un tambo de la zona rural cercana a San Francisco (Cérdoba). Ademas,
una muestra de leche proveniente de un tambo de Balnearia (Cérdoba), que provee leche a la
empresa Lacteos HerBal, se recolecté en envase estéril y se dejé a temperatura ambiente

durante 48 h para su acidificacion.

Para la busqueda de BAL potencialmente utiles (bisqueda o “screening” primario) se
aislaron, purificaron, identificaron y conservaron 25 cepas de BAL obtenidas de 5 muestras
de sueros frescos, 20 cepas de BAL obtenidas de 4 muestras de leche cruda y 3 cepas de BAL
(potencialmente mds competitivas) a partir de 1 muestra de leche agria. Se adoptd la siguiente
denominacién para cada una de las cepas aisladas de acuerdo a su procedencia: SM1, SM2,
SM3 SM4 y SM5 (Santa Marfa SRL); R1, R2, R3, R4 y RS (Lécteos Ramolac); M1, M2,
M3, M4 y M5 (Manfrey Cooperativa de Tamberos Ltda.); Scl, Sc2, Sc3, Sc4 y Sc5 (SanCor
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Cooperativas Unidas Ltda.); J1, J2, J3, J4 y J5 (Lacteos Don Silvano); Licl, L1c2, L1c3,
Lic4 y Llic5 (La lecherita); L2cl, L2c2, L2c3, L2c4 y L2c¢5 (Capyc Cooperativa
Agropecuaria Productores y Consumidores Ltda.); L3cl, L3c2, L3c3, L3c4 y L3c5 (Lacteos

HerBal); L4cl, L4c2, L4c3, LAc4 y L4cS (tambo de la zona rural cercana a San Francisco);

y Lac2, Lac3 y Lac5 (leche acidificada proveniente de un tambo de Balnearia).

De las 48 cepas de interés potencial se seleccionaron 5 BAL de interés tecnoldgico

(bisqueda o “screening”

busquedas.

2.2.1. “Screening” Primario

La metodologia empleada para el aislamiento, purificacion,

conservacion de las BAL potencialmente ttiles se muestra en la Fig. 7.
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Fig. 7. Metodologia de obtencion de los aislados de BAL.

secundario). A continuacién, se describen cada una de las

identificacion 'y
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Para el aislamiento se prepararon diluciones seriadas 1/10 (107! a 107) en agua
peptonada (1 g/L) y se sembré 1 mL de cada una de ellas en placas de Petri con Agar MRS,
incubdndolas durante 24 - 48 h a 37 °C. Se escogieron 5 colonias puntiformes, blancas o
transldcidas, que se sometieron a una doble purificacién mediante la técnica de siembra en
estrias en placas de Agar MRS. A partir de cada una de las cepas purificadas se realizaron
resiembras en tubos con Agar MRS distribuido en forma de pico de flauta, que se incubaron
a 37 °C durante 24 - 48 h a fin de obtener cultivos puros o monoclonales para los ensayos
posteriores. La generacion de gas, puesta de manifiesto por el desplazamiento del medio
agarizado hacia arriba dentro del tubo de ensayo, permitié reconocer el comportamiento

metabolico heterofermentante (Fig. 8).

Fig. 8. Cultivo puro heterofermentante en tubo con agar MRS.
2.2.1.1. Identificacion mediante pruebas sencillas

Las pruebas bioquimicas realizadas constituyeron un primer paso para la
identificacién preliminar de los aislados como pertenecientes al grupo de las BAL. Estos
ensayos fueron los siguientes: tinciéon de Gram, prueba de la catalasa (es caracteristico de las
BAL ser aerotolerantes y catalasa negativas) y prueba de propagacion de los aislados en leche

a37°Cy42°C, determinando asi su temperatura 6ptima de produccion y desarrollo.

Para la preparacion del in6culo de la prueba de propagacién en leche se tomé material
celular con ansa ojal de las estrias de los tubos A (Fig. 7) y se realizaron dos resiembras

consecutivas en 10 mL de Caldo MRS, las cuales fueron incubadas a 37 °C durante 24 h.
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Para la reconstitucion de la leche se prepar6 una solucién de 100 g/L con agua destilada y se
esteriliz6 a vapor fluente durante 30 minutos. Luego se sembraron 2 tubos de ensayo
conteniendo 10 mL de leche estéril con 1 mL de indculo y se incubaron a 37 °C y 42 °C,
durante 24 - 48 h. Las BAL que fueron consideradas mesofilas, se caracterizaron por la rdpida
formacién de un codgulo que se observé mds definido en el tubo a 37 °C, en comparacién
con el que se form6 a 42 °C, observandose lo opuesto para las BAL que fueron consideradas

termofilas.
2.2.1.2. Conservacion de las cepas aisladas

Para la conservacion se tom6 material de las colonias del tubo en pico de flauta B
(Fig. 7) y se realizaron 2 resiembras consecutivas en 10 mL de Caldo MRS, incubando a
37 °C durante 24 h y un cultivo “overnight” de 12 h. Luego se centrifugé el dltimo cultivo a
3000 rpm durante 15 minutos, se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en
5 mL de Caldo MRS con el agregado de un 15% (v/v) de glicerol. Estas suspensiones
celulares concentradas se distribuyeron en tubos Eppendorf y en crioviales para su

conservacion a -80 °C en ultrafreezer.
2.2.2. “Screening” Secundario

Se determino la capacidad acidificante de las 48 cepas conservadas y de la cepa de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus empleada como testigo. Se seleccionaron y
caracterizaron 5 cepas que demostraron tener la mejor capacidad acidificante en comparacién

con la cepa testigo en cultivos desarrollados en leche en polvo rehidratada y estéril.
2.2.2.1. Capacidad acidificante

Para la preparaciéon del indculo se sembré 1 mL de los conservados en tubos
Eppendorf en 10 mL de Caldo MRS, se incub6 a 37 °C durante 24 h y luego se realizé una
resiembra en las mismas condiciones. Para cada una de las cepas se inocularon 6 frascos

conteniendo 100 mL de leche estéril con 1 mL de indculo, el que poseia una concentracion
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celular comprendida entre 1x10% y 1x10° UFC/mL (Fig. 9). Se midi6 la acidez titulable y el
valor de pH a 0, 8, 24 y 48 h de incubacién a 37 °C y 42 °C. Se emple6 un pHmetro marca
HANNA vy un electrodo HI 8424 para medir el pH.

Fig. 9. Capacidad acidificante: frascos con 100 mL de leche estéril y 1 mL de in6culo.

Para la medicidn de acidez se titularon 10 mL de muestra con NaOH 0.1 N, utilizando

fenolftaleina como indicador.

La acidez titulable, expresada como g/L. de AL, se determiné aplicando el siguiente

célculo [ec. (7)]:
Acidez Titulable (g/L) = 0.9 x (V-VB) x Nx f (7)

donde V es el volumen (mL) gastado de NaOH 0.1 N en la titulacién, Vg es el volumen
(mL) gastado de NaOH 0.1 N en el blanco (acidez del precultivo), N es la normalidad de la

solucién NaOH y fel factor de correccidn para la soluciéon de NaOH.
2.2.2.2.Caracterizacion Taxondomica

Para la caracterizacion de las bacterias se empled un espectrometro de masas del tipo
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time-Of-Flight (MALDI-TOF) marca
SHIMADZU iD plus PERFORMANCE (Fig. 10).
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En el ensayo se compar$ el espectro de masas de los aislados con espectros de
referencia de una base de datos tedrica mundial denominados “Super Espectros” resultando

la identificacion con un nivel de confianza entre el 75% y 99% (Jadhav et al., 2015).

Fig. 10. Equipo SHIMADZU iD plus PERFORMANCE de espectrometria de masas
MALDI-TOF.

Los “Super Espectros” resultan de masas de aislados identificados por métodos
ampliamente aceptados tales como fenotipado bioquimico, andlisis de ARN 16s o

mecanografia de secuencia de locus multiples (Multi Locus Secuency Typing, MLST).
2.3. Obtencion de AL por fermentacion de lactosuero

Se llevaron a cabo 8 fermentaciones empleando como indculo las 5 cepas
seleccionadas, la cepa testigo y 2 consorcios integrados por 2 de las cepas seleccionadas a

fin de favorecer la sinergia entre las BAL.
2.3.1. Preparacion del mosto

Se preparé una solucién con un contenido de lactosa de 4.5% a partir de 56 g de suero

en polvo y 800 mL de agua destilada en un frasco autoclavable de 1L. El pH se ajust6 a 4.25
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+ 0.05 con una solucién de 4cido fosférico 50% (por debajo del punto isoeléctrico de las
proteinas, pl = 4.6), y se esteriliz6 a vapor fluente. Las proteinas precipitadas se separaron
por filtracion al vacio. El suero desproteinizado se enriquecié con extracto de levadura (20
g/L) y triptona (10 g/L) como fuente de nitrégeno y se adicioné 1 g/L. de Tween 80 como

antiespumante. Finalmente se ajusté a pH 6 + 0.5 con solucién de NaOH 1 N.
2.3.2. Reactivacion de cepas y preparacion del inoculo

Para cada una de las 5 cepas seleccionadas y la cepa testigo se sembré 1 mL del
conservado en 10 mL de Caldo MRS, y se incub6 a 37 °C durante 24 h. Luego se realiz6 una
resiembra en las mismas condiciones. El precultivo se sembr6 luego, en 100 mL de mosto y
se incub6 a 37 °C durante 24 h para ser empleado como indculo en el fermentador. Para los
consorcios se sembraron 1 mL de cada conservado en 5 mL de Caldo MRS que se emplearon

como indculo de 100 mL de mosto.
2.3.3. Fermentacion

Para las fermentaciones se empled un fermentador de vidrio de 1L con tapa de acero
inoxidable equipado con agitador mecéanico, termoémetro digital, mandmetro, calefaccion
externa mediante recirculacion de agua proveniente de un bafio termostatizado, controlador
de pH, y reservorio con solucion de NH4OH 28% p/p para el ajuste de pH mediante apertura

de vélvula solenoide (Fig. 11).

Se trabaj6 a la temperatura Optima de desarrollo de cada BAL y pH 6 £ 0.5. El tiempo
de fermentacion fue de 33 h. Se tomaron muestras de 10 mL cada 3 h empleando aguja y

jeringa estériles.

A lo largo de las fermentaciones se cuantificé lactosa mediante la técnica de FCB y
se empled cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama (GC-FID) para la
caracterizacion de los compuestos presentes en el mosto de fermentacién. Los compuestos al

final de 2 de las fermentaciones fueron analizados ademas por espectrometria de masas (GC-
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MS) y por CCD a fin de comprobar la presencia del 4cido orgdnico y su sal (AL y lactato de

amonio).

Toma de muestra
(jeringa)

Fig. 11. Sistema de fermentacion (A: controlador de pH, B: agitador mecénico, C:

fermentador, y D: bafio termostatizado).

Para el andlisis de las muestras por CG se inactivaron los microorganismos por

tratamiento térmico a baio Maria (100 °C) durante 30 min. y luego se separaron por
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centrifugaciéon a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se ajusté a pH 3 a fin de

garantizar la presencia de la especie no disociada.

Todas las fermentaciones se llevaron a cabo por duplicado excepto la correspondiente

a la cepa testigo.

2.3.3.1. Determinacion de aziicares reductores totales - Método volumétrico de

Fehling, Causse y Bonnans (FCB)

La lactosa es oxidada por el cobre presente en el reactivo de FCB a temperatura de
ebullicion con formaciéon de un complejo cupro-tartrato-sédico-potasico. La reduccion se

efectiia en condiciones alcalinas a fin de mejorar el poder reductor de la lactosa.

Se debe realizar una desproteinizacion de la muestra previo a la titulaciéon. En un
matraz de 100 mL se colocaron 10 mL de mosto de fermentacién, 60 mL de agua destilada,
2 mL de solucién Somogyi I'y 2 mL de solucidon Somogyi 11 bajo agitacion suave luego de
cada agregado. Luego de 2 minutos de reposo se llevo a volumen con agua destilada. Se
homogeneizd, y se filtr el sobrenadante luego de 24 h de reposo hasta obtener un filtrado

limpido.

Como el método es no estequiométrico, no se conoce con exactitud la relacion de
moles entre el ion Cu®* y los aziicares reductores, lo que presenta una dificultad a la hora de
realizar los calculos. Esto se evita determinando el titulo del reactivo de FCB (X). En este
sentido se prepar6 una solucién patrén de lactosa a partir de 500 mg de lactosa monohidratada
(m) en 100 ml de agua destilada. La solucién de lactosa se coloco en una bureta de vastago
acodado y se procedi6 a la titulacién en ebullicion de 15 mL de reactivo de FCB en 50 mL
de agua destilada contenidos en un Erlenmeyer de 250 mL empleando azul de metileno como
indicador. El titulo X corresponde a los mg de lactosa necesarios para reducir el reactivo (15

mL) y se obtuvo a partir de la siguiente expresion [ec. (8)]:

mxV

X= ®)

100
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donde m es la masa de lactosa empleada y V (mL) es el volumen de la solucién patrén de

lactosa gastado en la titulacion.

De modo similar, la muestra desproteinizada se coloc6é en la bureta de vdstago
acodado y se procedid a la titulacion en ebullicién de 15 mL de reactivo de FCB (de titulo X)
en 50 mL de agua destilada contenidos en un Erlenmeyer de 250 mL empleando azul de

metileno como indicador.
Los resultados se calcularon empleando la sig. expresion [ec. (9)]:

g lactosa/100 mL = X x100x F )

Vv

donde X es el titulo del reactivo de FCB, V (mL) es el volumen de la solucion desproteinizada

gastado en la titulacion y F es el factor de dilucién (F =10).

Al tratarse de un método no estequiométrico se deben utilizar iguales volimenes de
reactivo FCB, la misma temperatura de calentamiento, concentraciones de aztcar similares,
y el mismo tiempo de reaccion. S6lo asi las determinaciones serdn comparables y los anélisis
reproducibles. La determinacién debe efectuarse durante los dos primeros minutos de

ebullicion. Caso contrario, se cometen errores.

Para incrementar la exactitud de los resultados se realiz6 una primera titulacion
orientativa para conocer el rango aproximado de azucar reductor en las muestras. El
Erlenmeyer con la solucién de FCB se llevo a franca ebullicién y se comenzé a agregar con
rapido goteo el titulante. Cuando la solucién de FCB cambi6 de color azul a azul claro se
agregaron 2-3 gotas de azul de metileno y se continud la titulacion hasta viraje del indicador
al amarillo. Luego, se realiz6 la titulacion “exacta” donde se agrega el azul de metileno al
inicio de la titulacién y se deja caer rdpidamente un volumen 2 mL menor al volumen gastado

en la titulacion orientativa y se prosigue lentamente hasta su decoloracion.

2.3.3.2. Cromatografia de Gases
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Se empled un cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer, modelo Clarus 600, con
detector fotométrico de llama (GC-FID), inyectores programables Split/Splitless (PSS), bajo
las siguientes condiciones de andlisis: tipo de columna, DB 5 (Agilent Tech. 122-5552, 5%
fenil metil silicona 95%); largo de columna, 50 m; didmetro de columna, 0.25 mm, y pelicula
de 0.25 pm. La separacién cromatogréfica se realiz6 con una rampa de calentamiento del
horno de 10 °C/min., partiendo de una temperatura de 60 °C durante 1 min. hasta una
temperatura de 240 °C, manteniendo luego esta temperatura durante 16 min. La temperatura
del inyector fue de 260 °C y la correspondiente al detector de 300 °C. El gas transportador
utilizado fue nitrégeno (1.5 mL/min). Se us6é una vélvula de inyeccion automdtica para

inyectar 1 pL de la muestra en el flujo de gas, que lo llevé a través de la columna al detector.
2.3.3.3.Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS)

Se empleé un cromatdgrafo gaseoso marca Perkin Elmer, modelo Clarus 600
acoplado a un Espectrometro de Masas Clarus 600T. Para la ionizacion de la muestra (por
impacto electrénico a 70 eV) el equipo posee un filamento de renio, el analizador es un
cuadrupolo simple y el detector un fotomultiplicador electrénico. Tipo de columna Elite-5;
largo de columna, 30 m; didmetro de columna, 0.25 mm, y pelicula 0.25 pm. El gas
transportador fue helio a un caudal de 1 mL/min. El programa de calentamiento fue el mismo
que el correspondiente al GC-FID. La deteccién de los compuestos fue realizada mediante
ionizacién por impacto. Los datos fueron adquiridos a una velocidad de 3 espectros a lo largo
de un rango de barrido de 40 - 500 uma. Los compuestos fueron identificados por
comparacion de los espectros obtenidos con los correspondientes a la libreria de espectros

NIST 2008 (version 2.2).
2.3.3.4.Cromatografia de Capa Delgada (CCD)

Se sembr6 una placa de gel de silice con una gota de muestra y se llevo a una cuba
cromatografica conteniendo hexano y acetato de etilo en relacién 1:2. Se empled solucion

de permanganato de potasio 0.1 N como revelador quimico.
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2.3.4. Recuperacion, purificacion y concentracion del AL obtenido por

fermentacion

Al final de cada fermentacion las células se inactivaron por tratamiento térmico a
bafio Maria y se separaron por centrifugacion a 3000 rpm durante 15 min. en una centrifuga
Rolco de 12 vasos de 60 mL. Los mostos agotados (sin microorganismos) de cada
fermentacidon se mezclaron y se conservaron en un frasco a temperatura de refrigeracion

(4°C).

El mosto agotado se ajusté a pH 3 con solucién de HC1 1 N a fin de desplazar el
equilibrio de disociacion del dcido orgédnico hacia la especie no disociada (pKa 4cido lactico

= 3.86).

Para la purificacién (por nanofiltracién) y concentracién (por 6smosis inversa) de la
solucién de AL se empled un sistema integrado por un reservorio que contiene la muestra a
filtrar, un equipo de filtracion de flujo cruzado SEPA CF Cell con un area efectiva de

filtracion de 142 cm? (22 pulgadas?), una bomba de vacio y un reservorio para el filtrado.

Para la nanofiltracién del mostro agotado se emplearon membranas de poliamida de
tamafio de poro entre 200 y 400 Dalton y un 94% de rechazo hacia el sulfato de magnesio
(TriSep Flat Sheet Membrane, TS80, PA, NF, Sepa, 5/Pk). Durante este proceso se trabajo
con una presion de bomba de 30 bar durante 8 h y agitacion del filtrado de 200 rpm. Las
membranas se lavaron cada 2 horas con agua destilada a fin de favorecer la desobstruccion

de los poros y el buen funcionamiento del equipo.

Posteriormente, para la concentracion de la solucion de AL se llevé a cabo un proceso
de Osmosis inversa con membranas de acetato de celulosa de tamafio de poro de
aproximadamente 100 Dalton y un 97% de rechazo hacia el cloruro de sodio (GE Osmonic
Flat Sheet Membrane CE, RO, Sepa, 5/Pk). Durante este proceso se trabajé con una presion

de bomba de 40 bar durante 8 h. Los problemas de obstrucciéon de membrana hicieron que la
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concentracion de AL se continide en un equipo de evaporacion rotatoria a una temperatura de

40 °C, una presion de 50 mm Hg y una velocidad de rotacién de 95 rpm.

La concentracion de la soluciéon de AL se determiné por titulacién con NaOH 0.1 N
empleando fenolftaleina como indicador. Ademas, se empleé CG-MS a fin de verificar la
eficiencia del proceso de eliminacién de impurezas (volatiles) de PM superiores a 200 - 400
Dalton generadas durante el proceso fermentativo. Para el andlisis por GC-MS se adopt6 el

equipamiento y metodologia descriptos en la seccién 2.3.3.3.
2.4. Sintesis y Caracterizacion de PLA

Se llevaron a cabo dos experimentos. En uno de los experimentos se empled la
solucién de AL 80% obtenida por fermentacién (Exp. 1) y en el otro experimento una

solucién de AL comercial 85-90% (Exp. 2).

La obtencion de PLA involucré basicamente 3 etapas: 1) la sintesis del oligdmero por
condensacion de AL, ii) la sintesis del dimero lactido por depolimerizacion del oligébmero, y

ii1) la sintesis de PLA por apertura de anillo del lactido.
2.4.1. Sintesis del oligomero

Se colocaron 50 g de solucidon de AL en un baldn de 3 bocas provisto de refrigerante
y agitador magnético con calefaccion. La reaccion se llevo a cabo a 180 °C y se empled
corriente de nitrégeno durante las primeras 6 horas (oligdmero A) y vacio por otro periodo
de 6 horas (oligémero B). Se trabaj6 con corriente de nitrégeno para mejorar la eliminacién
de agua (Codari, 2011) y para evitar el ingreso de oxigeno al sistema el cual produciria una

caida en la actividad de la reaccion y un polimero coloreado (Kohn ez al., 2003).

En la Fig. 12 se muestra el sistema de reaccién para la etapa bajo vacio a fin de

favorecer la eliminacion de agua y el incremento del peso molecular del oligémero.
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Fig. 12. Sistema de reacciéon empleado para la oligomerizacién/depolimerizacion bajo

vacio.
Para el monitoreo de la reaccion se midi6 el indice de acidez (IA).
2.4.1.1. Indice de Acidez

Una muestra de masa m (g) se pesé (0.15 g para la solucién de AL y 0.5 g para los
oligdmeros A y B) y se disolvié en 20 mL de una solucién iso-propanol/tolueno (1:1). La
acidez de la muestra se tituld6 con KOH alcohdlico 0.1 N utilizando fenolftaleina como

indicador.
El IA se determiné aplicando el siguiente célculo [ec. (10)]:

IA(mgKOH/g)=56'1XNXVXf

(10)

donde N es la normalidad, V es el volumen (mL) gastado y f es el factor de correccion de la

solucion de KOH 0.1 N.
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2.4.2. Sintesis de lactido

Para la sintesis de lactido se emple6 el sistema de reaccién de la Fig. 12 adoptando la
metodologia descripta por Upare et al. (2012) bajo vacio. El oligémero B contenido en el
balén de reaccion se depolimerizé a 210 °C durante 5 horas bajo vacio empleando 0.5% p/p

de SnCl, como catalizador.

El lactido se obtuvo por sublimacidn inversa adherido en forma de cristales con forma
de aguja a las paredes del refrigerante y del balén de destilacion y se retiré con la ayuda de

una espdtula de acero inoxidable (Fig. 13).

Fig. 13. Sintesis de lactido: extraccién mecdnica de los cristales en forma de aguja.
2.4.3. Sintesis de PLA por apertura de anillo del dimero lactido

Para la sintesis de PLA se emple6 el sistema de reaccion de la Fig. 14. Se adopto la
metodologia y condiciones de reaccion reportadas por Baez (2010). En un balén de 25 mL
de una boca provisto de refrigerante y agitador magnético se pesaron 4.3 g de lactido y se
adicionaron 0.2 mL de alcohol bencilico y 1 mL de solucién Sn(Oct); 0.123 M. La reaccioén
de polimerizacion se llevé a cabo bajo agitacion (300 rpm), a temperatura de reflujo de

170 °C durante una hora.
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Fig. 14. Sistema de reaccidn para la sintesis de PLA por apertura de anillo del dimero

lactido.

El crudo de reaccion caliente se vertid en un vaso de precipitado bajo campana de
extraccion de gases y se dejo enfriar. El resto del polimero que quedé adherido a las paredes
del bal6n se disolvié en un volumen minimo de cloroformo (5 ml) y se anadi6 al vaso de
precipitado conteniendo el polimero. El polimero se recuperd por recristalizacion en exceso
de metanol frio (50 ml). Los cristales de polimero se filtraron y secaron en estufa de vacio a
25 °C hasta pesada constante. EI PLA exhibi6 apariencia de polvo blanco en concordancia a

lo reportado por Baéz (2010) (Fig. 15).

Fig. 15. PLA recuperado por recristalizacion y secado en estufa de vacio.
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2.4.4. Caracterizacion del lactido, oligémeros y polimero

Se emplearon técnicas espectroscépicas (FT-IR y 'H RMN) para determinar la
estructura molecular del lactido, oligdmeros y PLA, y cromatogréficas (CLE) para estimar
las distribuciones de PM y los PM medios. Para la caracterizacion térmica del PLA obtenido

por fermentacion (Exp. 1) se emple6é DSC y TGA.
2.4.4.1.FT-IR

Se emple6 un espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier
ThermoScientific Nicolet IN 10 (Waltham, MA, USA) en la regién de numero de onda de
4000-400 cm™!. Se prepararon pastillas de KBr conteniendo 2 - 3% p/p de muestra seca.

2.4.4.2. '"H RMN

Los espectros de 'H RMN fueron adquiridos en un espectrémetro de Resonancia
Magnética Nuclear Bruker UltraShieldTM 400 (Bruker, Alemania) a 400 MHz, empleando
cloroformo deuterado como disolvente para las muestras secas. Los desplazamientos
quimicos (0) se expresan en ppm. Para el andlisis de los espectros se empled el software del

equipo (Mestre-C).
2.4.4.3.CLE

Se empled un Cromatografo Liquido Waters Breeze compuesto por una bomba
modelo binaria 1525 con un inyector automatico Waters 717 plus, acoplado a un set de
columnas Styragel HR 4E (7.8 x 300 mm) con un detector de indice de refraccién diferencial
(modelo 2414) modelo 410 (T = 30 °C). Se emple6 THF como fase mévil a 1 mL/min. Las
muestras se disolvieron en THF (0.1% p/p), y los volumenes de inyeccion fueron de 20 pL.
La temperatura del sistema fue de 25 °C. Para la calibracién universal se emplearon patrones
de PS SHODEX SM-105 (Lote 90601, certificado por Showa Denko K. K.) de masa molar
de 1200, 3070, 7210, 19600, 55100, 275000 y 133000 g/mol.
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2.4.44. DSC

La Tg se determiné en un equipo de calorimetria diferencial de barrido Q2000
conectado a un enfriador RCS 90. Se pesaron 6.2 mg de muestra que fueron calentados desde
0 a 180 °C y luego enfriados a 25 °C para eliminar la historia térmica del material y restos de
humedad. Luego, la muestra fue calentada nuevamente desde -90 hasta 180 °C a una

velocidad de 10 °C/min.
2.4.4.5. TGA

La estabilidad térmica del PLA se estudié en un analizador termogravimétrico
dindmico Mettler Toledo TGA/SDTAS851e/LF/1100 con aire como gas de purga. Se pesaron
1.8 mg de muestra en crisoles de platino que fueron calentados desde 20 °C a 600 °C a una

velocidad de 10 °C/min.
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3. Resultados y Discusion
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3.1. Aislamiento e identificacion de Bacterias Acido

Ldcticas silvestres de la region Centro
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Los aislados de BAL mostraron morfologia de cocos o bacilos y formas de agrupacién

variadas tales como cadenas cortas, en pares o agrupacion irregular, y en su mayoria

resultaron ser mesofilos y homofermentantes. Todos los aislados mostraron ser Gram

positivos, catalasa negativos y aerotolerantes. Los lactococos resultaron mds rdpidos para

acidificar que los lactobacilos, pero estos tltimos fueron mads resistentes a la acidez.

Las BAL con mayor capacidad acidificante y resistencia a la acidez producida, que al

mismo tiempo demostraron mayor rapidez en la disminucién de pH, resultaron ser las cepas

denominadas Sc3, Lac2, L2c2 y L4c2 (lactobacilos) y R3 (lactococos).

En la Tabla 6 se muestran las principales caracteristicas de estos aislados en

comparacion con la cepa testigo. Todos los aislados resultaron mesoéfilos. La cepa L4c2

presenté metabolismo heterofermentante mientras que en el resto de las cepas no se observé

desprendimiento de gas.

Tabla 6. Caracteristicas de los aislados de BAL y de la cepa testigo (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus).

Capacidad Acidificante

Propagacion Acidez
Cepa Morfologia Desprendimiento en leche ApH? titulable ®
de gas (g/L)
37°C 42°C 37°C 42°C 37°C 42°C
Sc3 Bacilos - ++ + 2.50 2.50 0.96 1.22
Lac2 Bacilos - ++ + 1.58 1.55 040 0.44
L2c2 Bacilos - ++ + 2.60 2.50 1.04 0.97
L4c2 Bacilos + ++ + 222 218 0.96 0.60
R3 Cocos - ++ + 1.68 1.63 0.85 1.18
Cepa Bacilos - —C 4+ —°¢  2.62 —¢ 1.62
testigo

“ ApH= pH (48 h) - pH incial, ® medici6n a 48 h, y ¢ bacteria termdfila.
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Ademds, en la Fig. 16 y Fig. 17 se muestran las correspondientes evoluciones de
acidez titulable y disminuciéon de pH para las cepas seleccionadas. Por otra parte, en la

Fig. 18 se muestra la evolucién de acidez titulable y disminucién de pH para la cepa testigo.

Los aislados Sc3, L2c2 y L4c2 exhibieron una disminucién de pH comparable a la
cepa testigo (Tabla 6) y los aislados Lac2 y R3 mayor rapidez de acidificacién [Fig. 16 c)-
d), Fig.16 1)-j) y Fig. 18 a)] y menor acidez producida (Tabla 6).

Las caracteristicas del resto de los aislados, las mediciones de acidez titulable (g/L) y
la evolucion temporal de pH se muestran en las correspondientes Tabla A.1 y Figs. A.1 -

A.10 del Anexo.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la caracterizacion taxonémica de los
aislados con mayor capacidad acidificante. La identificacién a nivel de género o especie se
hizo con un nivel de confianza igual o superior al 75% (Jadhav et al., 2015). El aislado L2c2
corresponde a una cepa de Lactobacillus pentosus o Lactiplantibacillus plantarum. Las
especies de Lactobacillus pentosus y Lactiplantibacillus plantarum estin estrechamente
relacionadas genotipicamente (Torriani et al., 2001) lo que imposibilita su identificacién por

MALDI TOF.

Los géneros Lactobacillus y Entorococcus pertenecen al Phylum Firmicutes y son

bacterias Gram (+) con bajo contenido de Guanina y Citosina (G+C).

Las BAL del género Lactobacillus son consideradas GRAS (generalmente

reconocidas como seguras) por la OMS para su empleo en la alimentacion humana y animal.
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Fig. 16. Cepas de BAL seleccionadas: Evolucién temporal de acidez titulable.
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Fig. 17. Cepas de BAL seleccionadas: Evolucion temporal de pH.
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Fig. 18. Cepa testigo: a) Evolucion temporal de acidez titulable, y b) Evolucién

temporal de pH.

Tanto la cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus como la cepa de Lactobacillus
pentosus/plantarum poseen un metabolismo heterofermentante facultativo que les permite en
condiciones de microaerobiosis metabolizar la lactosa siguiendo la ruta glucolitica de
Embden-Meyerhof. Estos resultados concuerdan con la falta de desprendimiento de gas
durante la obtencion de cultivos puros o monoclonales (Tabla 6). Ambos lactobacilos son
ampliamente utilizados como fermento en productos lacteos (Cebeci y Giirakan, 2002; Cui
et al., 2012). Por otra parte, la cepa de Limosilactobacillus fermentum es heterofermentante
obligado, es decir metaboliza la lactosa siguiendo la via de la 6-fosfogluconato-fosfocetolasa

(Cueto y Aragén, 2012; Cui et al., 2012).

Los aislados de Sc3 y Lac2 corresponden a cepas monoclonales de Lacticaseibacillus
rhamnosus. Los resultados de acidez titulable y pH mostraron una mayor resistencia a la
acidez de la cepa Sc3 aislada de una muestra de lactosuero [Fig. 16 a)-b) y Fig. 17 a)-b)] en
comparacion a la mayor rapidez de acidificacion de la cepa Lac2 [Fig. 16 ¢)-d) y Fig. 17 ¢)-

d)] aislada de una muestra de leche agria.

Por otra parte, las bacterias del género Enterococcus son homofermentantes y
residentes del tracto intestinal del hombre y de la mayoria de los animales. Asimismo, son

patégenos oportunistas y por lo tanto son indeseables para la tecnologia de alimentos
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Muestra Procedencia Empresa Metabolismo Familia Género Especie % de confianza
de identificacién
Sc3 Lactosuero SanCor Heterofermentante Lactobacillaceae  Lacticaseibaci rhamnosus 77.8
Cooperativas facultativo lus
Unidas Ltda.
Lac2 Leche agria  Lacteos HerBal.  Heterofermentante ~ Lactobacillaceae  Lacticaseibaci ~ rhamnosus 99.9
facultativo llus
L2c2 Leche cruda Capyc Heterofermentante Lactobacillaceae  Lactobacillus/ pentosus/ 90.5
Cooperativa facultativo . .
. Lactiplantibac plantarum
Agropecuaria .
illus
Productores y lantarum
Consumidores p
Ltda.
L4c2 Leche cruda La lecherita. Heterofermentante  Lactobacillaceae  Limosilactoba  fermentum 80.9
Lacteos obligado cillus
Republica de
Entre Rios SRL.
R3 Lactosuero Lacteos Homofermentante Enterococcaceae  Enterococcus faecalis 89.1
Ramolac.
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(Salminen et al., 2004). Enterococcus faecalis tiene una relativa importancia industrial ya

que integra los fermentos de ciertos tipos de quesos, como el Cheddar o Grana Italiano.

Las cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus y Enterococcus faecalis son productoras
de L-4cido lactico mientras que las cepas Lactobacillus pentosus/ Lactiplantibacillus
plantarum y Limosilactobacillus fermentum producen el par racémico, es decir, DL- 4cido

lactico (Panesar et al. 2007; Cui et al., 2012).
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3.2. Produccién de Acido Ldctico a partir de
lactosuero por fermentacion empleando Bacterias

Acido Ldcticas aisladas de la regién Centro del pais
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Se llevaron a cabo un total de 8 fermentaciones (Tabla 8). En 5 fermentaciones se
emplearon las BAL de mayor capacidad acidificante y resistencia a la acidez producida
previamente aisladas e identificadas en comparacién con 1 fermentacion llevada a cabo con
la cepa testigo. Ademads, se llevaron a cabo 2 fermentaciones empleando consorcios de BAL
a fin de incrementar el rendimiento de los procesos fermentativos. Cada consorcio quedd
conformado por una bacteria del género Enterococcus y una bacteria del género
Lactobacillus a fin de producir una sinergia entre ellas combinando la rapidez de

acidificacion de Enterococcus y la resistencia a la acidez de Lactobacillus.
3.2.1. Monitoreo de la fermentacion por FCB: Rendimiento y Productividad

Enla Fig. 19 se muestra la evolucion temporal de lactosa para las cepas monoclonales
y la cepa testigo, y en la Fig. 20 la correspondiente a los consorcios. El error cuadratico medio
(ECM) de cada fermentacion fue calculado a partir de las 2 evoluciones temporales de lactosa
(excepto para la cepa testigo). Se observa repetibilidad y buena reproducibilidad de las

mediciones [Fig. 19 y Fig. 20].

El rendimiento y la productividad de los procesos fermentativos se muestran en las 2
ultimas columnas de la Tabla 8. Nétese que el tiempo final de fermentacion (#) corresponde

al tiempo cuando el contenido de lactosa se hace constante [Fig. 19 y Fig. 20].

Las cepas Sc3, Lac2 y L2c2 correspondientes a BAL heterofermentantes facultativas
tales como Lacticaseibacillus rhamnosus y Lactobacillus pentosus/plantarum mostraron
buena resistencia a las condiciones de fermentacién [Fig. 19. a)-c)] con rendimientos
comprendidos en el rango de 72.1% a 78.2% (Tabla 8) y cercanos al rendimiento de la cepa
testigo Lactobacillus delbruekii subsp bulgaricus (80.9%). Estos resultados son comparables
con los reportados en la literatura (Waldir et al., 2007; Cui et al., 2012; Rojas et al., 2016).
No se observaron diferencias apreciables en las fermentaciones correspondientes a las cepas
Sc3 y Lac2 en contraposicién a lo observado en los ensayos de capacidad acidificante en
leche donde Sc3 mostré mayor resistencia a la acidez y Lac2 mayor rapidez de acidificacion

[Fig. 16 a)-d) y Fig. 17 a)-d)].
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Tabla 8. AL a partir de permeado: Rendimiento y productividad.

Garnero, Paula Carolina

=]
'§ Especi Lactosa inicial ~ Lactosa residual Acido Léctico Tiempo ° Rendimiento Productividad
S specie
2 Li (% p/v) Lf (% plv) (gL tr (h) (%) (gL'h)
o)
&
1 Lacticaseibacillus 5.75 1.49 42.6 30 74.1 1.42
rhamnosus 5.82 1.36 44.6 30 76.6 1.49
2 Lacticaseibacillus 5.05 1.10 39.5 33 78.2 1.20
rhamnosus 5.82 1.36 44.6 30 76.6 1.49
3 Lactobacillus. pentosus/ 5.85 1.63 42.2 30 72.1 1.41
Lactiplantibacillus 5.81 1.57 42.4 30 73.0 1.41
plantarum
4 Limosilactobacillus 5.85 2.44 17.0 30 29.1 0.57
fermentum 5.82 1.98 19.2 33 33.0 0.58
5 Enterococcus faecalis 5.81 3.27 254 12 43.7 2.11
5.79 3.23 25.6 12 442 2.13
6 Lactobacillus .delbmeku 577 110 46.7 27 80.9 173
subsp bulgaricus (cepa
testigo)
7 Lacticaseibacillus 5.82 1.34 44.8 24 77.0 1.87
rhamnosus/Enterococcus 5.85 0.63 52.2 24 89.2 2.18
faecalis
8 L.pentosus/plantarum/E. 5.62 0.96 46.6 15 82.9 3.10
Jaecalis 5.52 0.95 45.7 15 82.8 3.05

2 metabolismo heterofermentante, y ® tiempo correspondiente a la maxima conversién del sustrato.
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05 5 32 0% 12 5% 36
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Fig. 19. Fermentaciones 1-6: Evolucion de la concentraciéon de lactosa a
pH 6. a) Lacticaseibacillus rhamnosus a 37 °C, b) Lacticaseibacillus rhamnosus a 37 °C, c)
Lactobacillus pentosus/ Lactiplantibacillus plantarum a 37 °C, d) Limosilactobacillus
fermentum a 37 °C, e) Enterococcus faecalis a 37 °C, y f) Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus a 42 °C. ECM: error cuadritico medio.

Por otra parte, la cepa de Limosilactobacillus fermentum mostré buena resistencia a las
condiciones de fermentacion [Fig 19 d)] en comparacién a la cepa testigo Lactobacillus
delbruekii subsp. bulgaricus pero su rendimiento resulté menor debido a su metabolismo

heterofermentante obligado (Tabla 8).
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a) b)

6 6
E ECM =0.18 ECM =0.15
S 4 4
3
8
S 2 2
B
o0 0 0

0 12 24 36 O 12 24 36
t[h] t[h]

Fig. 20. Fermentaciones 7 y 8: Evolucion de la concentracion de lactosa a pH 6 y 37 °C.
a) Lacticaseibacillus rhamnosus/Enterococcus faecalis; b) Lactobacillus pentosus/

Lactiplantibacillus plantarum/ Enterococcus faecalis. ECM: error cuadratico medio.

Como era de esperar, la cepa de Enterococcus faecalis exhibié una velocidad de
conversion de lactosa superior a los lactobacilos [Fig. 19 e)] aunque su rendimiento fue
considerablemente menor debido a la sensibilidad que presentan los cocos a la acidez del medio
(Tabla 8). Estos resultados coinciden con los correspondientes al ensayo de capacidad

acidificante en leche [Fig. 16 i)-j) y Fig. 17 1)-))].

Los consorcios exhibieron muy buena resistencia a las condiciones de fermentacion
[Fig. 20] con rendimientos similares o superiores a la cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Tabla 8). Ademads, la productividad del consorcio integrado por las cepas de
Lactobacillus pentosus/ Lactiplantibacillus plantarum y Enterococcus faecalis duplico la
productividad de la cepa testigo como resultado del menor tiempo de fermentacion

(aproximadamente 55% menor).
1.2.1. Monitoreo de la fermentacion por CG y separacion del AL

Enla Fig. 21 se muestran los resultados temporales de CG para la fermentacién 1 llevada
a cabo con la cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus (Sc3). Cromatogramas similares se

obtuvieron para el resto de las fermentaciones.
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Fig. 21. Fermentacién 1: CG-FID. Lacticaseibacillus rhamnosus (Sc3).
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En la Fig. 22 se muestra el cromatograma correspondiente a la mezcla de los mostos

obtenidos al final de las fermentaciones 1-8 luego de las etapas de separacién y concentracion.

400

300 (a)
>
g
— 200 (©)
/ (d)
| /
100 { / , (e)
es— | W E—— — A N __/" | S— —
0 ITT]TTH[T[TIUH][THT[HIW]TTT][lTIUI[I[II[Y[HH]ITTT[ITTI]ITH]
0 2 4 6 8 10 12

t [min]

Fig. 22. GC-FID: Solucién de AL luego del tratamiento de separacion y concentracion.

La asignacion de las sefiales se hizo de acuerdo a Staniforth ef al. (1999) y Feng et al.
(2012). Las sefiales (a), (c), (d), y (e) corresponden a AL, lactido, dimeros y trimeros,
respectivamente. Las sefiales correspondientes a las formas isoméricas del D-, L- y meso-lactido
se superponen en una ancha sefial (c) como resultado de la baja polaridad de las columnas
utilizadas. Feng et al. (2012) emplearon columnas polares que permitié la separacion de las

especies. En la Fig. 23 se muestran los espectros de masa asociados a las sefiales (a) y (c).

La sefial aguda a 3.86 min (b) presente en todos los cromatogramas de la Fig. 21, asi
como su andlisis por espectrometria de masas, y su notable disminucién luego de la etapa de
separacion y concentracion de AL (Fig. 22) sugieren presencia de compuestos volatiles
derivados de nitrégeno o alcoholes superiores generados durante la fermentacién. Luego de los
procesos de separacion y concentracion de AL (Fig. 22) se observd incremento de las sefales
(d) y (e) como posible resultado del incremento en la velocidad de condensacidon durante la
concentracion por evaporacion de agua. Estos resultados estdn en concordancia con lo reportado

por Groot et al. (2010) y Inkinen et al. (2011).
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CEHa04; MF: 902; RMF: 902; Prab 78.5%; CAS: 4511-42-6; Lib: mainlib; ID: 19788.
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Fig. 23. GC-MS: a) sefal (a), y b) sefial (c) de la Fig. 21 para 33 h.

Por otra parte, se corrobor6 la presencia de AL y su sal de amonio por CCD al final de

las fermentaciones 1y 7.
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3.3. Sintesis y caracterizacion de PLA

78



‘J FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
Garnero, Paula Carolina

Se obtuvo PLA a partir de dos mezclas racémicas de AL: i) una soluciéon de AL 80%

obtenida por fermentacion (Exp. 1), y ii) una solucién comercial de AL 85-90 % (Exp. 2).
3.3.1. Indice de Acidez (IA)

Para el monitoreo de la polimerizacién se midi6 el IA. En la segunda y sexta columna

de la Tabla 9 se muestran los valores de IA para el Exp. 1 y Exp. 2, respectivamente.

Tabla 9. Indice de Acidez (IA), PM medios (M, y M. ) y polidispersidad (M. /M, ) del AL,
oligémeros, lactido y PLA.

Exp. 1 Exp. 2
A M, M. D A M M. Di
(g/mol)  (g/mol) (g/mol)  (g/mol)

AL 708 746 764> 1.02 656 178® 211  1.19
Olig. A 261  1266°  1543°  1.22 208 392° 759  1.93
Olig. B 91.1  2109°  3094° 147 70.4  835° 2000°  2.40
Lactido  — 7226 783°  1.08 — 196° 260 133
—' 6886° 8513 1.4 —' 2107 3027° 144

PLA a a a a a a

— sog0e — — —' 1908¢  — —

1o se hicieron mediciones, ® CLE, y© '"H RMN.

A medida que avanza la reaccidn, el IA disminuye como consecuencia de la disminucién

de grupos acidos que reaccionan durante la polimerizacion.
3.3.2. FT-IR

En la Fig. 24 se muestran los espectros del oligémero B y del PLA para el Exp. 1, y en
la Fig. 25 el correspondiente al PLA para el Exp. 2. La asignacién de bandas se hizo de acuerdo

a las sefiales caracteristicas reportadas por Cai et al. (2012).
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Fig. 24. Exp. 1. Espectro FT-IR: a) Oligémero B, y b) PLA.
80



p , FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
m UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
Garnero, Paula Carolina

120

100 S

[0}
o
1

% Transmitancia
B »
o o
1 1
{
J

)]
o
1
—
C
_
__ —
T ==

0 a U (d)(e) d W/

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda [cm_l]

Fig. 25. Exp. 2. Espectro FT-IR correspondiente a PLA.

La sefial a 3500 cm™' corresponde al estiramiento del enlace -OH en el grupo

hidroxilo (a).

A 2997 y 2946 cm™! se observan las sefiales caracteristicas de vibracién por estiramiento
(simétrico y asimétrico) del enlace C-H en el grupo -CH3 (b) y en el rango entre 1470 y 1450

cm’! (d) la correspondiente a la vibracién por deformacién asimétrica.

Por otra parte, la sefial a 1735 cm™! en el oligémero y a 1754 cm™ en el polimero (c)
corresponde a vibraciébn por estiramiento del enlace C-O en el grupo
carbonilo (-C=0). El desplazamiento de esta seflal en el polimero es debido a la

hiperconjugacion del protén del C adyacente al -C=O0.

A 1466 y 1379 cm’! (e) se observan las sefiales caracteristicas correspondientes a la
flexién asimétrica y a la flexién simétrica del grupo -CHb»-, respectivamente. Las sefales de

torsién del grupo C-O-C en el rango entre 1266 y 1185 cm™ (f) se conocen como bandas
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cristalinas (Urayama et al., 2003 y Ahmed et al., 2009) y a 1130 cm™!, 1091 cm™ y 1047 cm’!

se observan las bandas caracteristicas de estiramiento del grupo C-O-C (g).

3.3.3. 'H RMN

En la Fig. 26 y la Fig. 27 se muestran los espectros de 'H RMN correspondientes al
lactido y PLA sintetizado a partir de AL fermentativo (Exp. 1) y AL comercial (Exp. 2),

respectivamente.
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Fig. 26. Exp. 1. Espectro '"H RMN: a) lactido, y b) PLA.
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Fig. 27. Exp. 2. Espectro '"H RMN: a) lactido, y b) PLA.

La asignacion de los picos se hizo a partir de las sefiales caracteristicas del lactido y del

PLA reportadas por Lemmouchi et al. (2007).

Los protones metilicos muestran un desplazamiento quimico entre 1.5 y 1.6 ppm (a),
mientras que los metinicos un desplazamiento quimico entre 5 y 5.30 ppm (c). La integracion
de estas sefiales permite establecer una relacion entre las dreas de los protones metilicos a

metinico (-CH3/-CH-) de 3 a 1, en concordancia con la estructura molecular del lactido y el
PLA.
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La sefial con desplazamiento quimico entre 4.30 y 4.50 ppm (b) corresponde al protén
del carbono adyacente al grupo -OH terminal. En el lactido, esta sefial sugiere presencia de AL
como impureza [Fig. 26 a) y Fig. 27 a)]. Ademads, la sefal con desplazamiento quimico entre
7.25 y 7.40 ppm (d) en los espectros de PLA [Fig. 26 b) y Fig. 27 b)] corresponde al grupo

bencilico del coiniciador que se une covalentemente a un extremo de la cadena del PLA.

A partir de los espectros de 'H RMN se calcul6 el grado de polimerizacién (GP) como

se muestra a continuacion (Baez, 2010):

GP =[(Ad)/ (An)]+1 (10)

donde Aa es el valor de la integral del area bajo la curva para el carbono metilico (a) presente
en la cadena polimérica y Ab es el valor de la integral del drea bajo la curva para el carbono
metinico del grupo terminal de la cadena (b). El término de valor uno corresponde a la

contribucién de un grupo terminal (monémero). Para AL, Aa=0y GP = 1.

A partir de las mediciones de 'H RMN se puede estimar el peso molecular medio en

nimero (Mn) del PLA segun la siguiente expresion:

M. =GP x72 g/mol +108 g/mol (1n

donde 72 g/mol es el peso molecular de la unidad repetitiva o monomérica del PLA, y 108 g/mol

es el peso molecular del grupo bencilico empleado como iniciador.

Los PM medios de PLA se muestran en la Tabla 9. Como era de esperar se obtuvo un
polimero de PM similar al reportado por Bdez (2010). Nétese que las condiciones de reaccion

de esta Tesis corresponden a las adoptadas por Béez (2010).
3.34. CLE

En la Fig. 28 y en la Fig. 29 se muestran las distribuciones de PM correspondientes al

AL, lactido, oligdmeros y PLA obtenidos por CLE para los Exp.1 y Exp.2, respectivamente.
Ademas, en la Tabla 9 se muestran los valores de PM medios en nimero (Mn) y en peso (1\_/Iw
) y los correspondientes a la polidispersidad (1\_/IW /M ).
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Fig. 28. Exp. 1. Cromatogramas obtenidos por CLE.
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Fig. 29. Exp. 2: Cromatogramas obtenidos por CLE.
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Como era de esperar los PM medios aumentan durante la policondensacion (oligémero
A y oligémero B), disminuyen durante la depolimerizacion (lactido) e incrementan al final de

la polimerizacién por apertura de anillo del dimero lactido (PLA).

Se obtuvo PLA de PM del orden de 10° y baja polidispersidad. La polidispersidad del
PLA result6 menor a 2 en concordancia con lo reportado en la literatura (Fuentes et al., 2006;
Lasprilla et al.,2012; Sin y Tueen, 2019) siendo menor para el PLA obtenido por fermentacién

que para el obtenido a partir de AL comercial.

El procesamiento de datos para el AL y el lactido adoleci6 de errores ya que las
muestras fluyeron en un rango de volimenes que no correspondian al rango de los patrones
empleados en la calibraciéon. Asi, los valores absolutos de PM obtenidos

empleando la calibracion no fueron los esperados de acuerdo a los resultados

experimentales. Sin embargo, el mayor valor de M. del AL obtenido a partir del AL producido
por fermentacion (746 g/mol) en comparacion al AL comercial (178 g/mol) sugiere
oligomerizacion incipiente producida durante el proceso de rotoevaporacion. Estos resultados

coinciden con las observaciones de Cuervo Garcés y Echeverry Vargas (2016).

3.3.5. Anadlisis Térmico: Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis

Termogravimétrico (TGA)

En la Fig. 30 se presenta la curva de DSC de la muestra de PLA del Exp. 1. El
termograma presenta una unica temperatura de transicion que corresponde a la temperatura de
transicion vitrea (Tg) a 40.23 °C en concordancia con los valores de Tg reportados en la
literatura para PLA amorfo (Garlotta, 2001; Amhed et al., 2009 y Lasprilla et al., 2012). La Tg

fue determinada ubicando el punto de inflexién en la gréfica.
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Fig. 30. Curva de DSC para el PLA correspondiente al Exp. 1.

En la Fig. 31 se muestra la curva de TGA de la muestra de PLA del Exp. 1 donde se
pueden observar tres zonas. En la primera zona (0 - 200 °C) la pérdida de peso del material
corresponde a pérdidas de humedad por evaporacion y desorcion de agua. La segunda zona
(200 - 280 °C) corresponde a la degradacion térmica o el rompimiento de los enlaces. En la
tercera zona, a partir de los 360 °C la descomposicion es completa. Al final del ensayo el residuo

es de 0.8 %.

87



FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Garnero, Paula Carolina

120

100

80

60

Peso [%]

40

20

0 — T - T - 1 - T T~ T T~ 1T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura [°C]

Fig. 31. Curva de TGA para el PLA correspondiente al Exp. 1.
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Fig. 32. Curva de DTGA para el PLA correspondiente al Exp. 1.
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Por otra parte, en la grafica de la derivada de la curva de TGA se puede observar un valor

maximo a 235 °C correspondiente a la temperatura de degradacion del polimero.

Todos los resultados expuestos coinciden con lo reportado por Amhed et al. (2009).
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4. Conclusiones y Trabajos a Futuro
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Se estudi6 experimentalmente un proceso integrado y sustentable que permite aumentar
el valor industrial/comercial del lactosuero para su aplicaciéon en una segunda cadena de valor,
promoviendo la obtencién de PLA. El proceso involucra la sintesis de AL empleando permeado
de lactosuero como medio de fermentacion, BAL silvestres y tecnologia de membranas para su

separacion y purificacion. El AL es polimerizado a PLA por apertura de anillo.

En esta Tesis se aislaron y conservaron 48 cepas de BAL Gram positivas, catalasa
negativas provenientes de muestras de lactosuero fresco, leche cruda fresca y agria de la regién
Centro del pais con buena resistencia a la acidez y a las condiciones de fermentacion. Se
seleccionaron e identificaron 2 cepas de Lacticaseibacillus rhamnosus (heterofermentante
facultativa productor de L-dcido lactico), una cepa de Lactobacillus pentosus/plantarum,
(heterofermentante facultativa productor de DL-4cido l4ctico), una cepa de Limosilactobacillus
fermentum (heterofermentante obligado productor de DL-dcido lactico) y una cepa de
Enterococcus faecalis (homofermentante productor de L-4cido lactico) con potencial

tecnoldgico para la obtencion de AL por fermentacion de permeado de lactosuero.

Para las fermentaciones batch a pH 6 y 37 °C se empled hidroxido de amonio como
agente neutralizante. Se llevaron a cabo 8 fermentaciones a partir de las cepas puras y dos
consorcios constituidos por las especies Lactobacillus pentosus/plantarum/Enterococcus
faecalis y Lacticaseibacillus rhamnosus/Enterococcus faecalis. Los consorcios exhibieron
rendimientos de AL superiores (83% - 89%) a la cepa de Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus empleada como testigo (81%). Ademas, el consorcio integrado por Lactobacillus
pentosus/plantarum/Enterococcus faecalis casi duplicé la productividad (3.10 gL''h!) de la

cepa testigo.

Para el seguimiento de las fermentaciones se emplearon técnicas cromatograficas (GC)

y volumétricas (método de FCB).

La separacion de AL puro del mosto de fermentacion se realizé empleando tecnologia
de membranas evitando asi la generacioén de sulfato de calcio y el empleo de metanol de los

procesos convencionales de separacion y purificacion de AL.
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Se estudio la sintesis de lactido via un proceso de oligomerizacién-depolimerizacion. La
oligomerizacion de DL-4cido lactico se llevo a cabo a 180 °C (6 h en atmésfera de nitrégeno -
6 h de vacio) y la depolimerizacién a 210 °C (5 h de vacio con 0.5% p/p de cloruro estaiioso
como catalizador). Se sintetiz6 PLA por apertura de anillo del dimero lactido a 170 °C
empleando 2-etilhexanoato de estafio y alcohol bencilico y como iniciador y coiniciador,

respectivamente.

Se obtuvo PLA amorfo de peso molecular medio M, = 6886 g/mol, una polidispersidad
de 1.24, una temperatura de degradacion térmica de 235 °C y una Tg de 40.23 °C, con potencial

aplicacion para la microencapsulacion y nanoencapsulacion de medicamentos y agroquimicos.
En futuros trabajos se pretende:

1. Optimizar y validar la tecnologia de fermentacién y separaciéon de AL utilizando el
equipo piloto instalado en planta piloto de INTA Rafaela (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria).

2. Reutilizar las cepas bacterianas mediante inmovilizacion por encapsulacion.

3. Aprovechar la biomasa unicelular obtenida durante el proceso fermentativo como un
aditivo tecnoldgico para la industria alimentaria.

4. Emplear el PLA obtenido en esta Tesis para la sintesis de micro y nanoparticulas para
la encapsulacion de medicamentos y agroquimicos

5. Obtener L-PLA enantioméricamente puro para aplicaciones de ingenieria de tejidos.

Se estd evaluando la factibilidad de proteccion de la propiedad intelectual del proceso de

obtencion de AL desarrollado en esta Tesis y su escalado en planta piloto.

92



FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

A

Garnero, Paula Carolina

Anexo

93



FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL
Garnero, Paula Carolina

Tabla A.1. Caracteristicas de los aislados de BAL.

Propagacion Capacidad acidificante
Cepa Morfologia Desprendimiento en leche ApH? Acidez titulable °
de gas (g/L)

37°C  42°C  37°C  42°C 37°C  42°C

SM1 Cocos - ++ + 1.79 1.54 1.09 0.93
SM2 Cocos - ++ + 1.79 1.59  0.63 0.51
SM3 Cocos - ++ + 1.61 1.62 094  0.56
SM4 Cocos - ++ + 1.78 1.64  0.61 0.57
SM5 Cocos - ++ + 1.72 1.58 0.72  0.59
Scl Cocos - + ++ 1.80 1.72 043 1.06
Sc2 Cocos - ++ + 026 0.16 026 0.16
Sc3 Bacilos - + ++ 257 253 096 1.22
Sc4 Bacilos - + ++ 3.03 277 097 1.07
Sc5 Bacilos - ++ + 2.52 1.97  0.73 0.19
R1 Cocos - ++ + 1.83 1.69 064  0.59
R2 Cocos - ++ + 1.79 1.63  0.65 0.52
R3 Cocos - + ++ 1.68 1.63  0.85 1.18
R4 Cocos - ++ + 1.81 1.69  0.71 0.68
RS Cocos - ++ + 1.81 1.63  0.69 0.60
Ml Cocos + ++ + 1.32 .22 0.67 0.39
M2 Cocos - ++ + 1.27 .16  0.73 0.44
M3 Cocos - ++ + 1.74 1.15 058 0.49
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Tabla A.1. (continuacién) Caracteristicas de los aislados de BAL.

M4 Cocos + ++ + 1.35 1.27  0.78 0.51
M5 Cocos - ++ + 1.28 1.14  0.76 0.44
I Cocos - + ++ .32 122 0.38 0.66
]2 Cocos - + ++ 1.49 .51 032  0.39
I3 Cocos - + ++ 1.15 1.74  0.55 0.57
J4 Cocos - ++ + 1.51 1.47 041 0.31
J5 Cocos - ++ + 1.50 142 037 030
Licl Cocos - ++ + 1.09  0.21 0.44 0.13
Llc2 Bacilos - ++ + 1.27 1.10 046  0.35
Ll1c3 Cocos - ++ + 254 253  0.88 0.79
Llic4 Cocos - + ++ 1.98 1.57 049 0.56
Llc5 Cocos - + ++ 258 255 076 092
L2cl Bacilos - ++ + 1.10  0.57 0.12 0.09
L2c2 Bacilos - ++ + 260 250 1.04 097
L2c3 Cocos - + ++ 242 541 058 0.76
L2c4 Bacilos - ++ + 252 241 0.74 0.73
L2c5 Bacilos - + ++ 1.71 1.30 039 041
L3cl Cocos - ++ + 225 228  0.68 0.64
L3c2 Bacilos - ++ + 1.72 1.67 052 043
L3c3 Cocos - ++ + 1.92 1.91  0.58 0.51
L3c4 Bacilos + ++ + 1.91 1.93 0.58 0.56
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Tabla A.1. (continuacién) Caracteristicas de los aislados de BAL.

L3c5 Bacilos - + ++ 1.34 1.17  0.18 0.28
L4cl Bacilos - + ++ 219 218  0.65 0.72
L4c2 Bacilos - ++ + 222 218  0.96 0.60
LA4c3 Cocos - + ++ 202 219  0.68 0.78
L4c4 Cocos - ++ + 222 217 096 071
LA4c5 Cocos - + ++ 226 216  0.72 0.76
Lac2 Bacilos - + ++ 1.58 1.55 040 0.44
Lac4 Cocos - + ++ 1.63 1.51 0.40 0.51
Lac5 Cocos - ++ + 1.66 1.68  0.35 0.29

“ ApH= pH (48 h) - pH incial, y ® medici6n a 48 h.
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Fig. A.1. Evoluciones temporales de acidez titulable y pH de los aislados de BAL de la

muestra de leche cruda provista por Tambo Zona Rural (San Francisco, Cérdoba).
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Fig. A.2. Evolucién temporal de acidez titulable y pH de los aislados de BAL de la muestra de

leche cruda provista por Capyc Cooperativa Agropecuaria Productores y Consumidores Ltda.

(Devoto, Cérdoba).
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