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1. Resumen
El proyecto de investigacion tuvo como objetivo producir un fermentado de Lactobacillus

plantarum a partir de residuos agroindustriales (cdscaras de mango) para su aplicacion en la
industria cosmética. Para ello, se realiz6 una busqueda exhaustiva de referencias
bibliograficas sobre los diferentes procesos de fermentacion a partir de hidrélisis acida.
Posteriormente, se disefié y llevd a cabo una metodologia de fermentacidon que involucra una
hidrolisis 4cida de las cascaras de mango para obtener monosacaridos de glucosa, seguida de
ensayos de fermentacion a diferentes condiciones de pH y temperatura. Durante los ensayos,
se monitored la disminucion del pH y de los azucares, asi como la produccion diaria de acido
lactico y la concentracion de bacterias al inicio y final de la fermentacion. Finalmente, se
puede concluir que la metodologia de fermentacion disefiada es una buena alternativa para
producir acido lactico a partir de residuos agroindustriales. Ademas, se establecid que las
condiciones Optimas para la mayor produccion de acido lactico son una temperatura de 30°C

y un pH de 6.

Palabras clave: Hidrolisis acida, Lactobacillus plantarum, fermentacion, acido lactico,

azucares reductores, pH.
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2. Introduccion
El mercado en alimentos y bebidas ha presentado un alto nivel de consumo del 4cido lactico

desde 1982; donde mas del 50% de acido lactico producido es usado para dar el sabor
caracteristico de la masa madre en productos de panaderia. También se usa como saborizante,
acidulante, inhibidor de deterioro bacteriano en alimentos procesados, como bebidas suaves,
dulces, mermeladas, jaleas, regulador de acidez en comidas, entre otros '. De igual manera,
es empleado en formulaciones farmacéuticas como lociones, ungiientos, y en la preparacion
de polimeros biodegradables. Actualmente, el 4cido lactico obtenido de la fermentacion de
Lactobacillus se encuentra alrededor de un 0.52% como ingrediente de formulaciones
cosméticas, con la funcion de mantener la piel en buenas condiciones, regular pH y humectar.
Entre los productos que mas lo contienen, destacan, lociones y cremas faciales, agua micelar,

suero hidratante y tratamiento para el contorno de ojos 2.

Naturalmente, este acido se produce como dos enantiomeros que resultan en tres tipos de
acido lactico; dos isomeros Opticos, el D (-) acido lactico, L (+) acido lactico y su forma
racémica constituida por fracciones equimolares de las formas D y L. Aqui, es importante
resaltar que el isomero D(-) es nocivo para el metabolismo humano y puede causar
principalmente acidosis y descalcificacion. No obstante, se ha reportado que el isomero L(+)
es asimilado en el ser humano en la produccion de la enzima L-lactato deshidrogenasa y es
clasificado por la FDA como una sustancia GRAS, generalmente reconocido como seguro
para uso como aditivo alimenticio'*. Comercialmente, el 4cido lactico puede ser producido
a través de sintesis quimica o por fermentacion microbiana. De la sintesis quimica, se obtiene
una mezcla racémica de acido lactico; aumentando asi, el costo de separacion. Por otro lado,
la sintesis de manera biologica produce acido lactico opticamente puro (D y L) mediante
fermentaciones microbioldgicas. En las cuales, se usan bacterias 4cido-lacticas (BAL) y se
controlan ciertas condiciones como la temperatura, concentraciéon de sustrato y el pH.
Ademas, la sintesis biologica permite usar materias primas baratas como residuos
agroindustriales ricos en carbohidratos, que pueden usarse como sustrato de fermentacion,

disminuyendo los costos de produccion.
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La produccion biotecnologica de acido lactico es llevada a cabo por microorganismos BAL
que incluyen los géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus Tetragenococcus, Vagococcus y
Weissellla *.Y, los hongos filamentosos del género Rhizopus. Debido al gran niimero de
bacterias lacticas, son de mayor interés los géneros altamente productores de acido lactico.

Entre estos, destacan algunas especies de bacterias del género Lactobacillus.

El género Lactobacillus estd comprendido por bacterias de forma bacilar de 0,5 - 1,2 x 1,0 —
10,0 um. Son bacterias Gram +, anaerobias facultativas, de cadena corta, no formadoras de
esporas, con pruebas de catalasa y citocromo negativas. Segun las secuencias del ARNr 168,
los lactobacilos se distribuyen filogenéticamente en siete grupos: Lb. buchneri, Lb. casei ,
Lb. delbrueckii , Lb. plantarum , Lb. reuteri , Lb. sakei y Lb. Salivario®. Son exigentes en
cuanto a aminodcidos, péptidos, nucledtidos, vitaminas, minerales, acidos grasos y
carbohidratos, degradan la sacarosa para producir lactato. Para el crecimiento de
Lactobacillus se consideran indispensables aminoacidos como leucina, valina, acido
glutdmico, arginina, tirosina y triptéfano; el pantotenato y el niacina son dos vitaminas

necesarias, asi como la presencia de ciertos metales como el Mn?" y el Fe?" 367,

Lactobacillus Se puede clasificar en bacterias homofermentativas y heterofermentativas
segun la fermentacion de lactosa. El metabolismo homolactico de las bacterias acido lacticas
(BAL) implica la conversion de hexosas como la glucosa y la fructosa a través de la via de
Emden-Meyerhoff, generando 4cido lactico como producto principal, mientras que las
pentosas se metabolizan mediante la via de la fosfocetolasa o del fosfato de pentosa,
produciendo también 4cido lactico®®®. Aunque la glucosa es el sustrato preferido, las BAL
pueden utilizar fructosa, sacarosa y maltosa como alternativas. En presencia de glucosa, estas
bacterias realizan una fermentacién homoldactica, transformando el piruvato en acido lactico
y regenerando NADH a través de un lactato deshidrogenasa dependiente de NAD". Las
bacterias homofermentativas son altamente eficientes en la conversion de azucares,
especialmente glucosa, en acido lactico, utilizando el piruvato como aceptor de electrones y,

ocasionalmente, generando etanal que se reduce posteriormente a etanol '*!!,
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Por otro lado, las bacterias heterofermentativas del acido lactico, como Lactobacillus
(plantarum, ramnosus, coryneformis, curvatus, casei, paracasei, brevis, buchneri,
fermentun, kéfir, reuteri, leuconostoc), utilizan la via del 6 fosfogluconato/fosfocetolasa para
fermentar hexosas, produciendo cantidades equimolares de acido lactico, etanol y dioxido de
carbono a partir de glucosa en condiciones anaerdbicas '°. En este metabolismo heterolactico,
se forma xilulosa-5 fosfato a partir de glucosa-6 fosfato, que se divide en acetilfosfato y
gliceraldehido 3-fosfato. El gliceraldehido 3-fosfato se convierte en acido lactico, mientras
que el acetilfosfato puede tener diferentes destinos seglin las condiciones ambientales. El uso
de aceptores de electrones alternativos en las BAL heterofermentativas posibilita la
utilizacion de acetilfosfato para producir ATP *!!12. Algunas de estas bacterias no pueden
fermentar la glucosa sin la presencia de aceptores de electrones alternativos debido a la falta

de alcohol deshidrogenasa.

La encapsulacion es un proceso en el cual, un componente activo o nucleo es atrapado o
cubierto por una pared matricial. Esta matriz aisla a la molécula bioactiva del ambiente que
la rodea hasta que se libera en respuesta a las condiciones externas, por ejemplo, presion, pH,
temperatura, etc. Dicha pared, puede componerse de algin polimero, ya sea natural o
sintético, estos pueden ser, gomas, lipidos, carbohidratos, celulosas, proteinas y materiales
inorganicos'>!*. Este proceso, se puede llevar a cabo mediante nanoencapsulacion o
microencapsulacion. Generalmente, existen diversos métodos para la encapsulacion de
ingredientes activos, entre los cuales, destaca el secado por aspersion (spray drying) método
mas usado para la encapsulacion en un 80-90%. El porcentaje restante, corresponde a técnicas
como la aspersion en frio (spray-chilling), lecho fluido, liposomas, complejos de inclusioén

molecular, electroaspersion coaxial, liofilizacion, gelacion idnica, entre otros!!>16,

De esta forma, la encapsulacion de biocompuestos, tales como acidos, probioticos, enzimas,
minerales, vitaminas y antioxidantes se lleva a cabo en las industrias alimenticias,
farmacéuticas y cosméticas con el fin de obtener productos funcionales'”!®. Esta técnica tiene
como objetivo, proteger el principio activo de degradacion, controlar la liberacién en un

tiempo determinado y enmascarar el olor o sabor del compuesto principal. Ademas de esto,
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también proporciona estabilidad durante el almacenamiento y mejora las cualidades

organolépticas, entre otros'S.
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3. Metodologia

3.1 Esterilizacion de materiales
Esterilizar los materiales requeridos para el procedimiento experimental a 121°C durante 30

minutos a 15 psi.
Mantener condiciones asépticas durante todo el procedimiento, incluyendo la sanitizacion de

materiales, manos y superficies de trabajo.

3.2 Preparacion del sustrato (Cascara-mango)
Pelar y picar 35 g de cascaras de mango maduras en pequefios trozos, mezclarlas con 140 mL

de agua destilada en proporcion 1:4 p/v, y someterlos al procesador de comida eléctrico hasta
que el fluido quede lo mas homogéneo posible, a temperatura ambiente (25 °C)

Una vez licuado, depositar el fluido resultante en un Erlenmeyer de 250 mL limpio.

3.3 Preparacion del hidrolizado para fermentacion
Adicionar 5 mL de H2SO4 al 96% al Erlenmeyer de 250 mL que contiene el fluido resultante

del licuado, para obtener una concentracion final de acido del 4% en el hidrolizado.

Agitar por 10 minutos y colocar un tapon de algodon o envolver con papel aluminio.

Autoclavar a 121°C durante 30 minutos a 15 psi. Posteriormente, dejar enfriar el hidrolizado

acido.

3.4 Filtracion
Una vez que el hidrolizado esté a temperatura ambiente, filtrar usando una bomba de vacio

y un filtro Whatman.

3.5 Ajustede pH
Ajustar el pH del hidrolizado con NaOH puro, agregar la cantidad que sea necesaria hasta

obtener un pH de 6 y 4. Medir el pH usando tiras indicadoras, y para finalizar, el pH metro,

10
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tomando una muestra en un tubo falcon. Evitar contaminar el hidrolizado (no introducir

magnetos, varillas, espatulas etc).

3.6 Preparacion de curva de calibracion de glucosa
A partir de una solucién stock de glucosa de 2 mg/mL, preparar soluciones con

concentraciones entre 0.0-1.4 mg/mL (el volumen final de la solucion sera de S00uL).

Agregar 500uL de DNS a las soluciones de glucosa, agitar.

Cubrir los tubos con papel aluminio y rotular con las concentraciones respectivas.

Calentar los tubos entre 94-100°C por 5 minutos.

Enfriar usando bafio en hielo por 30 segundos y adicionar 3.5 mL de agua destilada a cada

tubo, agitar.

Transferir parte del contenido de los tubos a celdas previamente rotuladas.

Leer en el espectrofotdmetro a 540 nm. Recuerde calibrar con el blanco (solucion de glucosa

0 mg/mL).

Elaborar una curva de calibracion de absorbancia vs concentracion y determinar la ecuacion

de la recta y su coeficiente de correlacion.

En un tubo de ensayo, agregar 250 pL de muestra y 250 uL. de DNS.

Colocar en bafio maria por 5 minutos, detener la reaccion en bafio en hielo por 30 segundos.

Agregar 3.5 mL de agua destilada, agitar y dejar reposar por 15 minutos.

Determinar la absorbancia a 540 nm y usar como blanco el agua destilada.

11
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3.7 Curva de crecimiento estandar de L. plantarum
Para conocer la cantidad de bacterias en el cultivo seglin el tiempo, y su fase exponencial y

estacionaria, se realiza una curva de crecimiento.

Agregar 100 mL de caldo MRS a un Erlenmeyer de 250 mL y adicionar 3 a 5 colonias como

indculo.

Tapar el Erlenmeyer con un tapén de algodon y agitar la suspension bacteriana en una

incubadora Shaker a 150 rpm a 37°C por 72 horas.

Tomar 1 mL de la suspension bacteriana para realizar medicion del tiempo 0 en absorbancia

a una longitud de 540 nm y para el recuento inicial.

Para el recuento inicial, realizar diluciones seriadas tomando 0,5 ml de la bacteria activada

en series de tubos que contengan 4,5 ml del diluyente de solucion salina 0.9%.

Sembrar 100 pL de inoculo en cada caja Petri que contiene agar MRS, usar un Asa en L

estéril para la siembra, incubar a 37 °C por 72 h.
Se realizan las diluciones seriadas pertinentes hasta llegar a 10°°.

Para conocer la concentracion de la bacteria, calcular UFC /mL para cada dilucion usando la

siguiente ecuacion (1)

UFC Numero de UFC - factor de diluciéon

(1) —=

Volumen sembrado

Tener en cuenta, que se debe realizar medicion de absorbancia y recuento de UFC/mL cada

12 horas hasta completar las 60 horas de incubacion.

12
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Finalmente, elaborar una curva de crecimiento de Tiempo vs concentracion (UFC/mL)

3.8 Activacion de la bacteria
Tomar 5 colonias de la caja Petri, realizar siembra en 100 mL de caldo MRS estéril, llevar a

la incubadora shaker por 24-30 horas a 37°C y 150 rpm.

3.9 Fermentacion
Una vez se tenga ajustado el pH del hidrolizado, adicionar 120 mL de hidrolizado y 30 mL

de caldo MRS a un erlenmeyer de 250 mL previamente esterilizado. Para un volumen final

de fermentacion de 150 mL.

Adicionar al erlenmeyer de fermentacion un total de 7.5 mL de bacteria activada para una
concentracion del 5% de inoculo. Tener en cuenta que este proceso se debe hacer dentro de

la cabina de flujo laminar.

Tapar el erlenmeyer con papel aluminio o con un tapén de algodon estéril, seguidamente

introducir en la incubadora shaker con las siguientes condiciones 150 rpm y 30°C.

3.10 Control de parametros
Para controlar adecuadamente el proceso de fermentacion se toman medidas durante los 3

dias, incluyendo el dia 0.

3.10.1 Cuantificacion de azicares reducidos (DNS)
Una vez el hidrolizado tenga el caldo MRS, realizar la cuantificacion de azucares reductores.

En tubos de ensayo, realizar una dilucion s de muestra en agua destilada. Luego, agregar
500 pL de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) y agitar. Envolver los tubos con papel aluminio
para proteger la reaccion de la luz y calentar en un bafio termostatico a 92 °C por 5 minutos.
Pasado ese tiempo, enfriar en los tubos en hielo por 1 minuto para detener la reaccion.
Adicionar 3,5 mL de agua destilada a cada tubo y agitar.

Realizar la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro a longitud de onda de 540 nm

13
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Usar como blanco DNS y agua destilada.

3.10.2 Determinacion de grados brix
Determinar los grados brix usando un refractometro portatil

Lavar y limpiar el prisma del refractometro con agua destilada y secar.

Seguidamente, se debe calibrar el instrumento a 0 ya sea con agua destilada o con una
colusion calibradora Brix.

Para medir, se debe dejar caer de 3 a 4 gotas sobre todo el prisma, dispersar de manera
uniforme cubriendo con la tapa a temperatura ambiente 25°C.

Una vez utilizado, lavar el prisma con agua destilada, secar y guardar en su estuche.

Tener en cuenta que la muestra debe estar a temperatura ambiente, de lo contrario, los grados

brix tendran variaciones.

3.10.3 Determinacion del acido lactico
Realizar un método de acidez titulable usando NaOH 0,1 M estandarizado previamente con

biftalato de potasio como agente titulante y fenolftaleina 1% como indicador.
Tomar 5 mL de muestra y adicionar 50 mL de agua destilada a un Erlenmeyer de 100 mL.
Agregar 2 gotas de la solucion de fenolftaleina 1% y agitar para homogeneizar.

Agregar lentamente y con agitacion la solucion 0,1 M de hidroxido de sodio, hasta conseguir

el cambio de color persistente por 1 minuto.

Leer en la bureta el volumen de solucion empleada, registrar el valor, aplicar la ecuacion (2)

para hallar el porcentaje de acido lactico.

L(NaOH)-N-90

(2) 9 acido lactico =
L v

Donde

L= volumen de NaOH consumido en Litros

14
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N=normalidad NaOH (Eq g/L)

90= peso equivalente del 4cido lactico (g/Eq)

V= volumen en L de muestra titulada

3.10.4 Diluciones seriadas
Con el fin de llevar un registro del crecimiento de la bacteria durante este proceso, se realizan

diluciones seriadas al dia 0, dia }2 y dia 3 ltimo dia de fermentacion.

Tomar 500 pL del caldo de fermentacion y adicionar a un tubo de ensayo que contenga 4.5

mL del diluente estéril SSN 0.9%.

A partir de ese primer tubo, realizar diluciones en serie hasta llegar a 10~

Sembrar 100 pL de inoculo de cada tubo en cada caja Petri que contiene agar MRS, usar un

Asa en L estéril para la siembra, incubar a 37 °C por 72 h.

Realizar todo este proceso en condiciones estériles dentro de la cabina de flujo laminar.

Para calcular las UFC/mL usar la ecuacion (1)

3.10.5 Determinacion de vitamina C
Se realiza una titulacion por yodometria inicamente en el dia 3 de la fermentacion, a través

de los siguientes pasos
Preparacion almidon al 1%: pesar 0.5 g de almidon soluble, calentar en un frasco con 50 mL

de agua destilada y dejar enfriar.

Agente titulante:

- Disolver 2.5 g de yoduro de potasio (KI) y 0.134 g de yodato de potasio (KIO3)
en 100 ml de agua destilada.

- Anadir 15 ml de 3 M de 4cido sulfurico.

- Diluir la solucién anterior en un balén aforado de 250 mL con agua destilada y agitar.

15
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Solucidn estandar

-Pesar 250 mg de 4cido ascérbico, llevar a un matraz de 250 mL y aforar con agua destilada.
- Sacar una alicuota de 25 ml de la solucion estandar y agregar 1 ml de la solucion
indicadora (almidon) y mezclar.

-Titular con la solucion de yodo hasta lograr viraje de color a azul permanente.

Preparacion de la muestra
-Tomar una alicuota de 25 ml de muestra y depositar en un Erlenmeyer de 125 ml.
- Afiadir 1 ml de la solucién indicadora (almidén), mezclar bien.

- Titular la muestra con la solucidon de yodo hasta lograr viraje de color a azul oscuro

3.11 Lisis de la bacteria
Llevar el caldo de fermentacion a ultrasonido a una frecuencia de 40kHz y con 100W de

potencia transmitida al medio durante 10 minutos a 55°C.

Dejar reposar a temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos.

3.12 Identificacion de lisis bacteriana
Realizar un proceso de siembra en agar MRS, incubar a 37°C por 72h.

En el caso de no observar crecimiento de colonias, indicaria que el proceso de lisis se realizo

adecuadamente.

3.13 Disefio experimental
Para lograr un buen proceso de estandarizacion de la metodologia de fermentacion de acido

lactico, fue necesario plantear un disefio de experimentos factorial 2% En este, se pueden
evaluar y analizar dos o més factores (variables) independientes, que los investigadores
consideraron como factores que afectan al proceso planteado.

Para esta investigacion, se plantearon dos factores como el pH y la Temperatura, cada uno

con dos niveles (pH: 4 y 6, Temperatura: 30°C y 40°C). Cada nivel correspondiente a un

16
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factor se combina con los demds niveles del segundo factor planteado Ver tabla 1. Estas
combinaciones describen como realizar los experimentos de la manera mas apropiada, para
dar a conocer qué efecto tienen los niveles de los factores sobre la variable de respuesta que
en este caso es la produccion de acido lactico, y permite determinar si hay una interaccionan
entre ellos o no.

Tabla 1. Niveles y factores del disefio factorial 22,

pH Temperatura (°C)
4 40

6 40

4 30

6 30

Inicialmente, se realiz6é una serie de experimentos para determinar qué concentracion de
acido sulftrico en el hidrolizado era la mejor para obtener una mayor cantidad de azucares,
se evalud concentraciones del 2% y 4%, los resultados se registran en la tabla. Una vez
obtenido el disefio factorial, se llevaron a cabo dos ensayos del proceso de fermentacion bajo
las condiciones que el disefio proporciond. Ademas, Se realiza un ensayo preliminar para
usando Unicamente hidrolizado (control negativo) para evaluar su efecto en la variable de
respuesta. Cada uno de estos ensayos durd una semana, donde se monitoreo mediante acidez
titulable, la produccion del acido lactico durante los tres primeros dias de la fermentacion.

Ver tabla 2, 3 y 4.
Ademas, se realizd una supervision constante de la disminucion del pH (tabla 4) y del
consumo de azicares presentes en la fermentacion (tabla 3). Con el fin de observar, de que,

a medida que la bacteria utilizara los azucares del hidrolizado preparado, también generara

un cambio en el pH del este medio de fermentacion tras la produccion del acido lactico.

4. Resultados y discusion
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En primer lugar, en la figura 1 se presenta la curva de calibracion de glucosa, realizada para

conocer la cantidad de azucares usados por la bacteria durante la fermentacion.
Curva de calibracion de glucosa
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Figura 1. Curva de calibracion de glucosa.

Adicionalmente, en la figura 2 se presenta la curva de crecimiento de L.plantarum durante
60 horas.

Curva de crecimiento L.plantarum

Log UFC/mL
(=] = =] w = (9] [=)] - o0

0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (horas)

Figura 2. Curva de crecimiento de L.plantarum.

A continuacion, se presentan los datos obtenidos del disefio factorial, junto con los resultados

de los controles diarios realizados durante los 3 dias de fermentacion.
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Tabla 2. Resultados del disefio factorial para la produccion de acido lactico.

pH Temperatura (°C) Observacion
Acido lactico
Ensayo (g/L)
4 40 1 5,63
6 40 1 4,86
4 30 1 4,68
6 30 1 12,24
4 40 2 5,58
6 40 2 3,06
4 30 2 3,42
6 30 2 9,36

Tabla 3. Cambio de azlicares (mg/mL).

pH Temperatura (°C) Cambio de aztcares (mg/mL)
Ensayo Dia0 Dia1 Dia 2 Dia 3
4 40 1 0,49 0,48 0,40 0,36
6 40 1 0,39 0,38 0,36 0,32
4 30 1 0,59 0,41 0,31 0,26
6 30 1 0,60 0,44 0,25 0,21
4 40 2 0,49 0,45 0,39 0,37
6 40 2 0,58 0,46 0,39 0,36
4 30 2 0,54 0,46 0,43 0,36
6 30 2 0,41 0,32 0,28 0,24
Control (+) 40 1 0,63 0,38 0,25 0,25
Control (-) 40 1 0,53 0,44 0,41 0,31
Control (+) 30 2 0,65 0,09 0,08 0,12
Control (-) 30 2 0,56 0,51 0,43 0,62

Tabla 4. Cambio de pH.

pH Temperatura (°C) Cambio de pH

Ensayo Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3
4 40 1 4,27 4,27 4,29 4,27
6 40 1 5,61 4,70 4,52 4,47
4 30 1 4,14 4,12 4,10 4,08
6 30 1 5,74 4,08 3,77 3,74
4 40 2 4,50 4,43 4,43 4,38
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6 40 2 6,19 5,26 5,23 5,18
4 30 2 4,45 4,35 4,33 4,17
6 30 2 5,70 4,70 3,95 3,6
Control (+) 40 1 6.00 4.63 4,39 4,36
Control (-) 40 1 561 4.88 4,86 4,85
Control (+) 30 2 6.06 3.90 3,86 3,90
Control (-) 30 2 560 4.92 4,69 4,57

Ademés, se realizo un ensayo iniciando con un pH de 4,72 para observar su efecto en la

variable de respuesta.

Tabla 5. Resultados experimentales del tratamiento a pH 4,72.

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3

Cambio de pH
4,72 4,13 3,83 3,81
g/L de 4cido lactico NA 8,1 9,414 10,08

La hidrdlisis acida es relevante en esta investigacion, ya que permite obtener monosacaridos
de glucosa a partir de biopolimeros como la celulosa y hemicelulosa, presentes en las paredes
vegetales del mango. Es importante mencionar que, la celulosa se compone Unicamente de
monomeros de glucosa y la hemicelulosa de diferentes mondmeros de azlicares como xilano,
manano, galactano, glucano, glucuronoxilano, galactoglucomanano, entre otros '°. Gracias a
la hidrolisis 4cida, todos estos monosacaridos son liberados de la pared celular tras romper
los enlaces glucosidicos P (1-4), de esta manera la bacteria 4cido lactica podra consumir los
azlcares presentes en durante la fermentacion.

Basandose en los articulos donde realizan hidrolisis 4cida de frutas, se encontré que al
preparar un hidrolizado de acido sulfurico al 1% se obtienen muy buenos resultados en la
liberacion de azucares. Se asegura que, bajo este porcentaje se puede favorecer la obtencion
de monosacaridos presentes en las fibras vegetales 2*2!. No obstante, con el fin de obtener
una mayor cantidad de azlcares a partir de la cdscara de mango, se planted preparar un
hidrolizado con &cido sulfurico al 2% y al 4%. Los azlcares totales de cada hidrolizado se
cuantificaron por el método de DNS y grados brix ver tabla 6.

Tabla 6. Azlcares totales de los hidrolizados.
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% de azucares Grados
acido totales brix
sulfurico | (mg/mL)

Experimento 1 2% 0,84 7,6
4% 0,88 10
Experimento 2 2% 0,69 5,4
4% 0,73 8.8

En vista a los anteriores resultados, se decidié seguir preparando hidrolizados al 4%, ya que,
presenta un leve incremento de azucares comparado con el hidrolizado al 2%. Una vez
seleccionando el % de 4cido que tendra el hidrolizado, se realiza la fermentacion.

Para el disefio experimental, en articulos como (Fonseca et al., 2020) se ha reportado que la
bacteria puede crecer a una temperatura de 37°C y que su pH optimo se encuentra entre 4.5
y 6. Por consiguiente, se decidi6 tener un amplio rango de pH (4 y 6) y temperatura (30°C y
40°C) que permitiera un mejor analisis respecto al comportamiento de la bacteria, para asi
determinar cudl es el pH y la temperatura donde hay un mejor crecimiento microbiano y a su

vez una mejor produccion de acido lactico .

Durante el proceso de fermentacion se realizd tanto un control positivo (Unicamente caldo
MRS) como uno negativo (150 mL de hidrolizado). Se observa que, en control negativo, L
plantarum logrd adaptarse y utilizar carbohidratos presentes en el sustrato hidrolizado para
iniciar la fermentacion. Sin embargo, la produccion de &cido lactico se encuentra entre el
rango de 2-3 g/L. Las bacterias acido lacticas son microorganismos nutricionalmente
exigentes que requieren ciertas concentraciones de aminodcidos especificos. Por lo tanto,
dependen de la produccion de peptidasas proteinasas y sistemas de transporte de aminoacidos
y péptidos ?*. Debido a dichos requerimientos nutricionales, y con el fin de obtener una mayor
cantidad de 4cido lactico, se decide suplementar el medio de fermentacion con caldo MRS,
con el fin de incrementar. Se escoge medio MRS como medio de suplementacion e
incubacion de L. plantarum, ya que, por su formulacion permite el adecuado desarrollo de
Lactobacillus y otras bacterias acido lacticas. Este medio contiene proteosa peptona, extracto
de carne, extracto de levadura y glucosa. Estas, constituyen la fuente nutritiva ya que aportan
nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitan, las sales de sodio,
magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento bacteriano. Y, el citrato de
amonio actla como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas .
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Adicionalmente, se elige una proporcion de hidrolizado: MRS de Y4, es decir, 120 mL de
hidrolizado y 30 mL de MRS, basandose en la relacion planteada por Umesh y Preethi. Esta
relaciéon permitid obtener concentraciones de acido lactico en g/L muy similares a las
reportadas por estos investigadores, quienes obtuvieron 10 g/L de 4cido lactico 2%,

Segun lo obtenido en la curva de crecimiento de L. plantarum, Se nota que, a partir de 36
horas la bacteria inicia su estado estacionario, reflejado en la disminucién de UFC/mL.
(figura 2). En esta fase, la bacteria comienza a agotar los nutrientes disponibles su
catabolismo y anabolismo, al igual que, la presencia de sustancias de desecho convierte al
medio en uno inhospito para el crecimiento bacteriano. Una de estas sustancias es el acido
lactico, su acumulacion reduce dréasticamente el pH del medio, lo que ocasiona efectos
inhibitorios, provocando asi una disminucion en el crecimiento celular, un periodo de
fermentacion prolongado y una reduccion de la productividad del 4cido lactico 2°2. Por ello,
al conocer que la bacteria luego de 36 horas entrard en estado estacionario, lo que significa
que no habra incremento significativo en la produccion de acido lactico. Y, en base a los
cambios de pH obtenidos experimentalmente, el pH més bajo obtenido fue de 3,6 en el dia 3
(tabla 4), para evitar una inhibicion del crecimiento celular, se decide realizar el proceso de
fermentacion unicamente por 3 dias.

La concentracion de indculo se establecidé como una variable fija, del 5%. Puesto que, a
mayor concentracion de indculo, habra un proceso de fermentacion mdas acelerado, una
mayor produccion de acido lactico, con un menor tiempo de latencia. Basandose en el
experimento de Wardani et al, se realizan tratamientos a diferentes concentraciones de
in6culo para fermentacion de leche, siendo la mayor 10%. Se llegé a la conclusion, de que la
produccion de acido lactico, la disminucion de pH y de azucares, tanto en 5% como en 10%
es muy similar, por ello, se opta por seleccionar un 5% de inoculo para este estudio 7.

Asimismo, se realizdé medicién de parametros para llevar un control adecuado de proceso.
Para la cuantificacion de azicares totales, se llevo a cabo el método de Miller con el acido
3,5-dinitrosalicilico o también conocido como reactivo DNS. Ya que este reactivo reacciona
solo con los azicares reductores de una muestra. Ademas, su importancia radica en la alta
sensibilidad y facilidad de obtencion debido a que es una técnica espectrofotométrica 2%. De
igual modo, se realizd6 un monitoreo diario de los azucares presentes en fermentacion y
cambio de pH. Para observar una disminucion constante de ambos parametros (azicares y
pH) y poder asegurar que la bacteria consumiera los azlicares producto de la hidrolisis acida
como fuente de carbohidratos. Se esperaba que al tiempo en que se consumieran estos
azucares, se estuviera produciendo acido lactico, por lo que se midio6 el cambio de pH, para
observar que el medio se estuviera volviendo més acido tras la obtencion del 4cido lactico,
ver del anexo 1 al 2.1.

En lo que refiera a la determinacion de la vitamina C, se evidencia que el método de titulacion
por yodometria no fue preciso, la cantidad de vitamina C presente es inferior al 1%. Por lo
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tanto, se recomienda usar métodos como HPLC o espectrofotometria para una mejor
sensibilidad.

Se observa que cuando el tratamiento tenia un pH inicial de 4,7 la produccion de acido lactico
no se veia afectada (ver tabla 5). Sin embargo, cuando el pH inicial fue de 4,45 la produccion
de acido lactico fue mucho mas lenta, teniendo inclusive una caida en su produccion al tercer
dia. Se evidencia la influencia del pH en la produccion de acido lactico, donde las condiciones
optimas evidenciadas de crecimiento se sitian en un rango de pH de 5 a 6, muy similar a lo
obtenido por Vega et al, donde evaluaron dos cepas de L. plantarum, y los mejores resultados
se observaron desde pH 5 hasta pH 7,5 ?°. De la misma forma, la temperatura es un factor
relevante, que impacta la produccion de acido lactico. Se obtuvo que cuando la temperatura
era de 40°C, pasados los 3 dias, no existia presencia alguna de crecimiento bacteriano y la
produccion de &cido lactico permanecid casi constante desde el dia 1. Caso contrario a la
temperatura de 30°C, que impacto positivamente en el crecimiento bacteriano.

Por otra parte, en base a los resultados de la produccion del acido lactico, se obtiene un
analisis de varianza (ANOVA) a través del programa DisignExpert, ver tabla 7.

Tabla 7. ANOVA del modelo factorial seleccionado.

Source Sum of |df| Mean | F-value | p-value
Squares Square

Model 62,23 31 20,74 12,64 0,0165 | significant
A- 13,97 1| 13,97 8,51 0,0433
Temperature
B-pH 13,03 1| 13,03 7,94 0,0479
AB 35,24 1| 3524 21,48 0,0098
Pure Error 6,56 4 1,64
Cor Total 68,8 7

En la tabla anterior, se pueden observar todos los efectos de las variables independientes
sobre la variable de respuesta (4cido lactico). Los valores P inferiores a 0.05 indican que los
términos del modelo son significativos. En este caso, se puede evidenciar que la temperatura
y el pH tienen un efecto significativo. Sin embargo, la temperatura tiene un mayor efecto
individual sobre la variable de respuesta comparada con el pH. Por otro lado,

se obtiene que la interaccion doble de estos dos factores también es significativa, siendo esta
mucho mayor que los efectos individuales. Por ultimo, el valor F del modelo de 12.64 implica
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que el modelo es significativo y que solo hay un 1.65% de posibilidades de que se produzca
un valor F mucho mas grande a causa del ruido (factores que no se consideraron en el modelo
o errores de medicion).

En la figura 3. Se encuentra el cuadro de Pareto en donde se muestra como los dos factores

de tratamiento tienen un efecto significativo en la variable de respuesta.

Pareto Chart

o

232

t-Value of [Effe

Rank

Figura 3. Cuadro de Pareto.

Por otro lado, en la tabla 8 de estadisticas de ajuste, se obtuvo un R? de 0.9046, lo cual
significa que los resultados del disefio experimental son buenos y reproducibles. No obstante,
el R? pronosticado de 0.6185 no esta cercano al R? ajustado de 0.8331 como se esperaba. La
prediccion no es buena, ya que la diferencia estd al limite de 0,2. Esto puede indicar un
posible problema con el modelo y/o los datos. Ahora bien, se tiene que la precision adecuada
debe ser superior a 4. En este caso, su relacion de 7.552 indica una sefial adecuada y que el
porcentaje de error nos es muy alto. Por ultimo, se tiene que el porcentaje del coeficiente de
variacion es del 20.98%, lo que significa que los valores estdin muy dispersos de la media.
Sin embargo, es importante considerar que este disefio es biologico, asi que es normal que
los valores difieran entre si.

Tabla 8. Estadisticas de ajuste.

Std. Dev. 1,28 R? 0,9046

Mean 6,1 Adjusted R | 0,8331

C.V.% 20,98 Predicted R | 0,6185
Adeq 7,5522
Precision

Adicionalmente, la tabla 9 muestra que, los efectos no tienen correlacioén y por lo tanto no
hay un incremento significativo de la varianza. También, se encuentra que los factores de
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temperatura y pH al presentar una estimacion del coeficiente del -1.32 y 1.28
respectivamente, es donde se obtendra una mayor produccion de acido lactico. Esto quiere
decir, que al trabajar a una temperatura de 30°C y a un pH 6, se generara un incremento del
acido lactico. Ademas, los valores VIF (factor de inflacion de la varianza) son de 1.00, esto
indica que los factores no tienen una multicolinealidad. Lo anterior significa que, los efectos
no tienen correlacion y por lo tanto no hay un incremento significativo de la varianza.

Tabla 9. Coeficientes en términos de factores codificados.

Factor Coefficient | df | Standard | 95% CI | 95% CI | VIF
Estimate Error Low High
Intercept 6,1 1 0,4528 4,85 7,36
A- -1,32 1 0,4528 -2,58 -0,0639 1
Temperature
B-pH 1,28 1 0,4528 0,0189 2,53 1
AB 2,1 1 0,4528 -3,36 -0,8414 1

Finalmente, en la figura 4 es posible observar como la produccion de acido lactico va
incrementando acorde al aumento de la superficie del diagrama. Dicho en otras palabras, se
obtendran mejores resultados respecto a la produccion si se trabaja a una temperatura de 30°C
y a pH 6, de lo contrario, la produccién serd muy poca.

Factor Coding: Actual
3D Surface

Lactic acid (g/)

Figura 4. Diagrama de contorno (Superficie 3D).
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5. Conclusiones
Se evidencia que los mejores resultados de concentracion de acido lactico, en g/L, se obtienen

a pH ligeramente basicos y a una temperatura de 30°C. Por el contrario, el uso de pH &cidos,
inferiores a 4.5, y temperaturas elevadas, como 40°C, limita su produccion. Es importante
destacar que los aztcares provenientes del hidrolizado fueron consumidos por la bacteria, y
la disminucion del pH es indicativa de la produccion de acido lactico. Finalmente, la
metodologia de fermentacidon propuesta permitié obtener acido lactico utilizando residuos
agroindustriales como sustrato principal. Ademas, el disefio experimental sirve como modelo
predictivo. Sin embargo, se recomienda realizar un mayor numero de experimentos para

determinar si las variables son realmente significativas.
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7. Anexos

Cambio de aziicares - Experimento 1
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Anexo 1. Cambio de azucares - Experimento 1.
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Anexo 1.1. Cambio de azlcares - Experimento 2.
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Anexo 2. Cambio de pH — Experimento 1.
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Anexo 2.1. Cambio de pH — Experimento 2.
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