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Resumen

El objetivo general de la presente tesis fue la obtencion de &cido lactico a partir de
una fermentacion fangica que utiliza como sustrato solido el escobajo de uva. Se llevo a
cabo la fermentacion en estado sélido con el hongo Rhizopus Oryzae NCIM 1299, el cual
posee un potente pool enzimatico para hidrolizar la estructura lignocelulésica del
escobajo. Es de suma importancia saber que la provincia de San Juan forma parte de un
grupo de provincias cuya actividad econdémica principal es la industria vitivinicola, la cual
produce gran volumen de subproductos lefiosos, como escobajos y restos de poda, que
constituyen importantes fuentes de bajo costo de una amplia gama de compuestos con
varias aplicaciones. La elevada cantidad de residuo sélido que se obtiene, contiene alto
contenido de materia lignocelulésica, formada por componentes monoméricos que pueden
ser usados como sustratos de fermentacion fungica. El acido lactico puede obtenerse por
via biotecnoldgica a partir de derivados de recursos renovables como azlcar, melaza,
lactosuero, materiales amilaceos y lignocelulésicos, almidones, yuca, licor de maiz.
Muchas investigaciones estudiaron los distintos factores que controlan la fermentacion
para producir &cido lactico, desde los microorganismos usados, como las bacterias acido
lacticas, rendimiento del proceso, sistemas batch, fedbatch y continuo, necesidades
nutricionales y suplementos. En esta Tesis se caracterizo fisico quimicamente escobajo de
uva de variedades tintas y blancas. Ademas se sometio el escobajo de uva a diferentes
pretratamientos: soluciones con acido clorhidrico (1 y 5% v/v) y soluciones con agua
oxigenada (5 y 15% v/v), y se cuantifico el rendimiento en glucosa a partir de hidrolisis
acida y con agua oxigenada. Se obtuvo mayor rendimiento de glucosa con la hidrolisis
acida. Finalmente se realiz6 una fermentacion batch de escobajo de uva sin pretratamiento
y se cuantificd acido lactico a partir de la fermentacién fungica. Como conclusion, se
demostro que el escobajo de uva puede utilizarse como sustrato de fermentacion del R.
oryzae NCIM 1299 para la obtencion de acido lactico. Ademas, los resultados obtenidos
en este trabajo son de gran interés en el area de la biotecnologia, ya que se comprueba la
obtencion fungica de acido lactico para multiples usos, a través de la revalorizacién de un

residuo de la vitivinicultura.
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1. INTRODUCCION

En la presente Tesis se desarrollara de forma secuencial ¢l tema “Obtencion de
acido lactico por fermentacion fangica de escobajo de uva”. En el item 1.1 se desarrollara
la Motivacion y Justificacion que llevé a desarrollar el tema de Tesis propuesto. Alli se
muestra las toneladas de residuos solidos que la industria vitivinicola genera por afio en
San Juan, como asi también se nombraran los multiples usos del acido lactico, y los dos
tipos de fermentaciones usadas para la obtencion de &cido lactico: bacteriana y fungica.

En el Capitulo 2 se detallara el objetivo general de la Tesis, el cual ser& obtener
acido lactico a través de la fermentacion en estado solido del escobajo de uva utilizando
Rhizopus oryzae NCIM 1299. Luego en el Capitulo 3 se plantearan los objetivos
especificos, es decir, las metas en cuanto a lo que se espera obtener con las fases tedricas
y experimentales que se desarrollaran.

En el Capitulo 4 se mostrara la difusion de los resultados de la Tesis que fueron
presentados en Simposios y Congresos.

En el Capitulo 5 se desarrollara el marco tedrico, que dara una fundamentacion
tedrica del objeto de estudio respecto al concepto de biorrefineria donde se destaca el gran
potencial de las biorrefinerias aplicadas a los residuos sélidos urbanos, basadas en una
economia circular. Luego se abordara sobre la biorrefineria en el mundo y la situacion de
la biorrefineria en Argentina. Posteriormente se detallaran las caracteristicas del acido
lactico, donde se nombran ademas los usos Yy las industrias que lo aplican, detallando
también el Rhizopus Oryzae como productor de acido lactico. Luego se explicard como
fue variando el precio por kilo toneladas de acido lactico a lo largo de los afos,
describiendo ademas las grandes empresas dedicadas a la produccion de acido lactico,
situadas en paises desarrollados. También se analizara la produccién biotecnolégica de
acido lactico, donde se detalla la sintesis de acido lactico, las materias primas usadas, las
caracteristicas de las bacterias y la fermentacion acido lactica. Ademas se mencionaran
las condiciones para obtener &cido lactico usando Rhizopus oryzae, los sustratos que se
usan y las rutas de fermentacion, ademas de la taxonomia, necesidades nutricionales y el
uso industrial. Finalmente, en este Capitulo se detallaran los distintos métodos que se usan

para la separacion y recuperacion de &cido lactico, con sus ventajas y desventajas.
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Luego en el Capitulo 6 se abordaré sobre los trabajos que hay hasta el momento
sobre la temética en estudio.

Posteriormente en el Capitulo 7 se muestra la metodologia a desarrollar en los
experimentos a escala de laboratorio desarrollados. EI Capitulo 8 se refiere a los resultados
y discusion obtenidos luego de llevar a cabo los experimentos, para luego finalmente en
el Capitulo 9 detallar las conclusiones obtenidas en la Tesis.

1.1 MOTIVACION Y JUSTIFICACION

La provincia de San Juan forma parte de un grupo de provincias cuya actividad
econdémica principal es la industria vitivinicola. Dicha industria genera por afio
aproximadamente 26,398 toneladas de residuos solidos (INV, 2022). Estos residuos tienen
un alto contenido de materia celulésica que hace que los mismos sean dificiles de procesar
haciendo que la disposicion descontrolada de los mismos genere un alto impacto
ambiental en la region.

Los componentes monoméricos que forman parte de la estructura celulésica de
estos residuos pueden ser utilizados como sustrato de fermentacion. Se puede valorizar
asi un residuo y utilizar al mismo tiempo un sustrato de bajo costo. El &cido lactico, es un
posible producto de fermentacion. Es ampliamente utilizado en las industrias alimenticia,
cosmética, farmacéutica, y quimica y es muy importante por su uso como mondémero en
la produccion de &cido polilactico, polimero completamente biodegradable. Puede
producirse ya sea por fermentacién biotecnoldgica o sintesis quimica. La primera ruta ha
recibido un interés recientemente, debido al interés en el medio ambiente y la naturaleza
limitada de fuentes de origen petroquimico.

Dos tipos de fermentaciones se han aplicado para la obtencion de acido lactico a
partir de residuos de la agricultura: fermentacion bacteriana y fangica. Se ha demostrado
que la produccion de acido lactico por bacterias tiene un rendimiento moderado, pero es
una opcién poco atractiva debido a los altos costos y la complicada recuperacion del
producto. En cambio, el hongo Rhizopus oryzae (R. oryzae) puede producir la forma pura
L(+) del acido lactico a partir de carbohidratos complejos presentes en los residuos de la

agricultura. Entre las materias primas utilizadas para la produccién de acido lactico por
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medio de la fermentacion del hongo R. oryzae se encuentran: mazorcas de maiz, residuos
de madera, melazas de cafia y vinazas de remolacha, fibras de alfalfa, almidon de yuca,
paja de trigo y residuos de patata; ademas de residuos generados en el proceso de
produccién de concentrados para alimentacion animal, salvado de trigo, harina de trigo
hidrolizada, jugos de détiles, jugos de cafia de azucar .

En la produccion de cido lactico se usan mohos y levaduras que pertenecen a los
géneros Rhizopus, Zymomonas, Saccharomyces y Kluiveromyces, en particular R. oryzae
debido que presenta la ventaja de que no requiere fuente de nitrégeno organico para su
crecimiento, tiene la habilidad de producir directamente grandes cantidades de L(+)acido
lactico a partir de almidén y puede separarse facilmente del medio de fermentacion en el
proceso de recuperacion y purificacion (Serna-Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).
Los mohos presentan la dificultad de que su forma fisica cambia durante la fermentacion,
y los micelios pueden provocar un aumento en la viscosidad del medio de fermentacion,
provocando un gran aumento en la demanda de oxigeno y resistencia a la transferencia de
masa en el proceso fermentativo (Serna-Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

Las variables que afectan la forma fisica del crecimiento del hongo son el pH del
medio, la agitacion, la aireacion, el nivel de in6culo y la concentracion de sustrato, por lo
tanto estas variables son las que deben ser manipuladas para disminuir la viscosidad en el
medio de cultivo (Serna-Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

En la produccion biotecnolégica de acido lactico, con bacterias o con hongos, se
utilizan como sustratos, sacarosa proveniente de azlcar de cafia y remolacha azucarera,
lactosa proveniente de lactosuero y dextrosa procedente de almidén hidrolizado, la
sacarosa refinada y glucosa son los mas utilizados pero debido a que el aztcar puro es de
alto costo se han investigado otros sustratos para disminuir los costos de produccion.
Materiales celul6sicos, licores sulfiticos, granos dafiados, sustratos amilaceos disponibles
en la forma de desechos agricolas y porciones comestibles de granos y tubérculos, sirven
como materia prima alternativa para su produccion de &cido lactico. Por otro lado
podemos nombrar los siguientes sustratos no puros utilizados para la obtencion de acido
lactico: mazorcas de maiz, residuos de madera, melazas de cafia y remolacha, fibras de

alfalfa, almidon de yuca, paja de trigo y residuos de patata adicionados de residuos
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generados en el proceso de produccion de concentrados para alimentacién animal, jugos
verdes y pardos, salvado de trigo, jugos de cafia de azucar verde (Serna-Cock & Rodriguez
de Stouvenel, 2005).

La produccion biotecnologica, basada en la fermentacion por bacterias u hongos
de sustratos ricos en carbohidratos, depende del tipo de microorganismo utilizado, la
inmovilizacion o recirculaciéon del mismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la
fuente de nitrégeno, el modo de fermentacion empleado, y la formacion de subproductos
(Serna-Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

En la produccion por fermentacion al utilizar bacterias se busca que estas sean
preferiblemente termdfilas, que fermenten rapida y completamente sustratos baratos, con
minima adicion de nutrientes nitrogenados, que crezcan a pH bajos, que presenten poca
produccién de biomasa y una despreciable cantidad de subproductos (Serna-Cock &
Rodriguez de Stouvenel, 2005).

Los residuos lignoceluldsicos necesitan un pretratamiento para poder convertir la
lignina y celulosa en azlcares reductores que luego se convierten en acidos carboxilicos.

En esta Tesis se presenta la obtencidn de acido lactico a partir de escobajo de uva.
Segun el texto de Gimenez y col. (2013) el escobajo de uva es uno de los residuos
industriales mas abundante de la regién de Cuyo de Argentina, generado en el
procesamiento de la uva para la produccion de vinos, mostos y pasas, representando entre
el 2.5y el 5.5 % de la masa de uva industrializada.

De acuerdo a datos obtenidos en el Informe Anual de Cosecha 2021 del Instituto
Nacional de Vitivinicultura (INV) la cantidad de uva que ingresé a San Juan en el afio
2021 fue de 527,970 ton (INV, 2022). Ademas, segun el texto de Ruiz Moreno y col.
(2015) el escobajo de uva representa alrededor del 5 % de los subproductos del vino. Es
decir que con estos datos se obtiene la cantidad de escobajo de uva anual, con un valor de

26,398 ton, como se muestra a continuacion:

100 % subproductos del vino------ 527,970 ton
5 % escobajo de uva----------------- 26,398 ton
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2. OBJETIVO GENERAL

e Obtener &cido lactico a través de la fermentacion en estado sélido del escobajo de
uva utilizando Rhizopus oryzae NCIM 1299, como una estrategia de

revalorizacion del residuo de la industria vitivinicola.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una caracterizacion fisico-quimica del escobajo de uva proveniente de
uvas blancas y tintas.

e Llevar a cabo fermentaciones batch utilizando Rhizopus oryzae NCIM 1299 de
escobajo de uva sometido a pretratamiento.

e Cuantificar el &cido lactico producido en la fermentacion batch.
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4. DIFUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de esta Tesis se presentaron en diferentes Simposios y Congresos,

los cuales se detallan a continuacion:

“Obtencion de Acido Lactico a partir de la Fermentacion fingica de Escobajo de
uva”. Albarracin, Mariana, Bustos; Maria Cecilia. 1 Congreso Binacional de
Investigacion Cientifica (Argentina—Chile) - V Encuentro de Jovenes
Investigadores. 22, 23, 24 de noviembre de 2017. San Juan.

“Obtencion de Acido lactico a partir de la fermentacion de escobajo de uva con R.
oryzae”. M. Carla Groff, Mariana Albarracin, M. Cecilia Bustos, Diego Kassuha,
Sandra E. Noriega. V Congreso Latinoamericano de Ingenieria y Ciencias
Aplicadas - CLICAP 2018- - Argentina. 11, 12 y 13 de abril de 2018. San Rafael,
Mendoza.

“Caracterizacion de biomasa regional, para su uso como sustrato solido de
fermentacion con R. oryzae: escobajo de uva y alperujo”. M. Carla Groff, Mariana
Albarracin, Sandra E. Noriega. Red Andina de Universidades (RADU). 30 de
Mayo de 2018. San Juan.

“Produccion de acido lactico por fermentacion de escobajo de uva con R. Oryzae”.
M. C. Groff, M. Albarracin, D. E. Kassuha, M. Gaido, S. E. Noriega. Il Simposio
de Residuos Agropecuarios y Agroindustriales del NOA y CUYO. ISBN 978-
987-521-982-3. 3, 4 y 5 Octubre de 2018. San Juan.

“Escobajo de uva: un sustrato s6lido innovador para la obtencion de acido lactico
en fermentacion fingica.”. M. C. Groff, M. Albarracin, M.C. Bustos, M. Gaido,
D. E. Kassuha y S. E. Noriega. Il Jornadas de Investigacion, unidad de vinculacion
académica en agronomia, agroindustria y enologia. 8 y 9 de Agosto de 2019.
Campus Universidad Catolica de Cérdoba (UCC), Cordoba.

“Cambio de morfologia de R. oryzae en la fermentacion solida de escobajo de
uva”. Groff, Maria C.; Rocio M. Gil, Maria C. Fernandez P., Mariana Albarracin,
Gustavo J.E. Scaglia y Sandra E. Noriega. 1° Congreso Latinoamericano de

Ciencia, Tecnologia y Sociedad. San Juan, 8 al 10 de Noviembre de 2022.
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5. MARCO TEORICO
5.1 CONCEPTO DE BIORREFINERIA

Las biorrefinerias surgen como una posible solucién para generar no sélo
biocombustibles, sino multiples productos de manera rentable y mas sustentable, a partir
de la biomasa. Entiéndase como biomasa al material organico de origen relativamente
reciente y renovable, como plantas, lefia, cultivos y residuos agricolas, etc. (Martinez
Hernandez, 2015). Es decir que la biomasa puede ser de origen animal o vegetal, pero
generalmente se compone de hidratos de carbono (biomasa vegetal) y lipidos y protidos
(biomasa animal) (Fernandez Acosta, 2013). La utilizacion de biomasa como materia
prima, se considera energia renovable porque es inagotable siempre que se gestione
sosteniblemente. Cumple un papel muy importante en el tratamiento de residuos y en el
aprovechamiento de terrenos. Esta fuente energética puede aprovecharse mediante su
combustion directa a traves de su transformacion en biogas, bioalcohol, etc.

Respecto a los métodos de conversion de la biomasa en combustible pueden
agruparse en dos tipos: conversion bioquimica, a partir de ésta se obtiene etanol y metano
mediante la fermentacion alcohdlica y digestion anaerobia, y conversion termoquimica de
la que se puede obtener gas pobre, carbon y jugos pirolefiosos a partir de procesos de
gasificacion y pirolisis (Ferndndez Acosta, 2013).

Presenta un importante interés medioambiental y es que, siempre que se obtenga
de una formarenovable y sostenible (es decir que el consumo no circule a mayor velocidad
que la capacidad del bosque, la tierra, etc. para regenerarse) se considera la Unica fuente
de energia que aporta un balance de CO» favorable, debido a esto la materia organica
durante su crecimiento puede retener mas CO> del que se libera en su combustion
(Fernandez Acosta, 2013).

Se puede concluir que la implementacion de las biorrefinerias es un tema de gran
importancia econdmica, ambiental y social. Ya que la biorrefineria aplicada a los residuos
solidos urbanos es un método con un gran potencial, que permite realizar el reciclaje y
valorizacion de recursos en forma de subproductos de valor afiadido o energia, basados en

un modelo de economia circular ( Trivifio Pineda, Reyes, & Sanchez Ramirez, 2021).
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Tipos de biomasa

A continuacion, se nombran diferentes formas en que la biomasa puede clasificarse
(Fernandez Acosta, 2013):

- Biomasa natural: es aquella producida en la naturaleza sin que exista intervencion
humana.

- Biomasa residual: se define como aquella generada en cualquier actividad humana,
generalmente en los procesos agricolas, ganaderos y los del propio hombre, como
pueden ser, basuras y aguas residuales.

- Biomasa producida: cultivada con el fin de obtener biomasa que pueda ser
transformada en combustible, en vez de producir alimentos, ejemplo de ésta puede
ser la cafia de azucar, destinada a la produccion de etanol para carburante.
Quedan excluidos del término de biomasa todos aquellos productos agricolas que

sirvan de alimentacion al hombre y a los animales domésticos, asi como también los

combustibles fosiles.

Ventajas vy desventajas del uso de la biomasa

Algunas ventajas que pueden presentarse son; que es una fuente renovable, ya que
se considera la Unica fuente de energia que aporta una cantidad de CO, favorable, de
manera que la materia organica puede retener durante su crecimiento mas CO> del que es
liberado en su combustién, no depende de ninguna fuerza (como en la edlica), los
combustibles que se producen a partir de la biomasa tienen varios usos ( pueden sustituir
a la gasolina para el transporte), puede reconstituir tierras degradadas, se evita la
contaminacion del medio aprovechando los residuos orgéanicos, se logra la ausencia de
emision de azufres e hidrocarburos altamente contaminantes (lluvia acida), también, se
obtienen productos biodegradables a partir de ella (Fernandez Acosta, 2013).

La biomasa se ha ido potenciando como fuente energética y hoy es responsable del
6 % de la generacion de electricidad a nivel mundial, esto demuestra un gran interés por
el uso de ese combustible renovable, ya que protege al medio ambiente (Fernandez
Acosta, 2013).
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También se pueden nombrar algunos inconvenientes ya que solamente puede
aprovechar residuos organicos, para conseguir un buen aporte energético es necesaria gran
cantidad de biomasa y como consecuencia ocupar grandes extensiones de tierra en el caso
del cultivo energético, menor costo de produccion de la energia proveniente de los
combustibles fosiles, menor rendimiento de los combustibles derivados de la biomasa

respecto de los combustibles fésiles (Ferndndez Acosta, 2013).

Procesos de transformacion de la biomasa

Dentro de las conversiones de la biomasa se destacan principalmente dos, en las
gue pueden emplearse métodos diferentes, éstos se nombran en la figura a continuacién
(Fernandez Acosta, 2013):

Conversidn de la Biomasa

Y h
Conversion Termogquimica Conversion bioguimica
L 4 . J v ¥ L
Pirdlisis Licuefaccidn Gasificacion Residuos Azlcares

¥ ¥ v v L 2 ¥

Carbdn Biocombustibles Gas de Alimento Fermentacidn
sintesis animal
¥ ¥

Gas condicionante Calor y electricidad ¥

combinada Biorrefinerias
¥ +

"—+ Combustibles, productos quimicos y materiales

Figura 1: Conversiones de la biomasa.
Fuente: Fernandez Acosta (2013).

Procesos de transformacion bioquimica: Los procesos de transformacion
biolégica son aquellos producidos por microorganismos, que estan presentes en la
biomasa, o se afiaden durante el proceso. El proceso de fermentacion alcohdlica, para la
obtencion de etanol-combustible, origind el concepto de biorrefineria. Mediante la
fermentacion de la biomasa pueden generarse compuestos bioderivados (butanol, acido

lactico, acido acético, glicerina, etc.). También la fermentacion metanica es otro método

Pagina 16 de 114



bioldgico, consiste en la digestion anaerobia de la biomasa por bacterias. Se suele utilizar
para la transformacion de la biomasa himeda, en los fermentadores, o digestores.

Procesos de transformacion termoquimicos: Consisten en la transformacion de la
biomasa en energia o combustibles, en presencia de reacciones quimicas irreversibles, a
partir de elevadas temperaturas en condiciones variables de oxidacion. Se utiliza ésta
tecnologia en aquellos casos en los que la biomasa, por su estado sélido y seco, se
transforme en energia con una elevada velocidad de reaccion. Los procesos
termoquimicos pueden dividirse en varias categorias:

- Combustién: Es aquella forma en la que se logra de manera méas directa el
aprovechamiento energético de la biomasa. Como producto principal se genera
calor; éste puede emplearse directamente (fines domésticos: coccion, calefaccion;
fines industriales: calor de procesos, generacion de energia eléctrica 0 mecanica,
etc.) o utilizarse para generar energia eléctrica mediante un ciclo de vapor
convencional. Se considera la biomasa lignocelulosa con un bajo contenido en
humedad, la mas adecuada para la aplicacion de la combustion con fines
energéticos. La combustién se puede emplear para generar la energia para los
procesos de una biorrefineria, utilizando tanto la materia prima de partida, como
asi también los efluentes generados en otros procesos de conversion. Se pueden
nombrar distintos tipos de combustion, como la combustion completa, combustién
neutral, combustion incompleta con defecto de aire y combustion con exceso de
aire.

- Gasificacion: Proceso que genera una combustion que presenta condiciones de
defecto de oxigeno, con produccién de monoxido y didxido de carbono, hidrégeno
y metano, en proporciones que van a depender de la composicién de la materia
prima y las condiciones del proceso. Este proceso consiste en una oxidacién
parcial a temperaturas entre 700 y 1500 °C, para lograr un buen rendimiento de la
mezcla gaseosa resultante. Se recomienda que la biomasa empleada debe tener una
elevada relacion carbono/nitrégeno, bajo contenido en azufre y un contenido de
humedad menor a 40 %. Se emplea un comburente que puede ser aire, oxigeno,

vapor de agua y/u oxigeno e hidrogeno. Dentro de los distintos tipos de
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gasificaciones existen la gasificacion con aire, con oxigeno y/o vapor de agua y
gasificacion con hidrégeno.

Licuefaccion: Es un proceso termoquimico usado para la obtencion de
combustibles liquidos a bajas temperaturas y altas presiones. Presenta algunas
desventajas: trabaja a elevadas presiones, inconvenientes en el bombeo de la
alimentacion a esas presiones, utilizacion de hidrégeno y elevados costos ya que
es un proceso presurizado. Pero también los combustibles liquidos presentan
ventajas sobre la biomasa como tal, una de ellas es la elevada densidad energética,
su transporte brinda mayor economia y presenta estabilidad en su almacenaje.
Respecto a la licuefaccion hidrotérmica se basa en la hidrogenacion indirecta de la
biomasa y puede considerarse una variante de la pirolisis.

Pirdlisis: Se define como la descomposicion de la materia organica debido a la
accion del calor y ausencia de oxigeno. Se considera como el proceso inicial, en el
cual se somete el residuo previamente a su combustién o su gasificacion. La
pirélisis comienza a los 275 °C y se completa a los 450 °C. En cuanto a la
naturaleza y composicion de los productos finales, estas dependen de las
propiedades de la biomasa tratada, de la temperatura y presién a la que se lleva a
cabo la operacion, y de los tiempos del material en el reactor, etc. Las materias
primas usadas para desarrollar esta técnica son principalmente los subproductos
agricolas y forestales y los residuos s6lidos urbanos. Se puede decir que la pirdlisis
es un buen método para la obtencion de energia a partir de biomasa seca y para
poder convertir los residuos solidos urbanos en compuestos de interés econdémico
(Fernandez Acosta, 2013).

En el trabajo de Martinez Hernandez (2015), se define a la Biorrefineria como:

“..una planta industrial que transforma la biomasa en vapor, electricidad,

biocombustibles, quimicos, plasticos y otros productos de alto valor agregado. Su

proposito es aprovechar cada fraccion de la biomasa, mediante la integracion de

procesos fisicos, quimicos, termoquimicos y bioquimicos, para generar multiples

productos; y cuando esto se hace a partir de una misma materia prima, los costos de

produccion y de capital se distribuyen entre los productos, haciendo su manufactura
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mucho més rentable . En la siguiente figura se muestra un esquema general del proceso

implicado en una planta de bioprocesamiento:

Biomasa a procesamiento directo

Energia, residuo co-producto, etcétera

!

FRACCIONAMIENTO PROCESAMIENTO
OPRETRATAMIENTO _
: Fermentacion
BIOMASA Extraccion Sintesis quimica Polimeros
::'I'cdu'g;':éil i Tratamiento térmico
vas o sk cuefa . irdisis, gasificacion)  [Eléctficidad’ " >
<cult|vct)s(tngo, maz | pioestionanaerobia (C%mbusﬂgn 6n)
s0ya, etc) Tratamiento térmico, etc. '
{Residuos agricolas
E?ssct;g:dheo?;;‘ze'tc.) 4Extrac;95farmacéuticos
{Maderay residuos . ‘ynu.}.ntlvos
forestales b <Fertilizantes

{Biocombustibles

{Basuraorganica (ltarislas

Figura 2: Concepto de biorrefineria.
Fuente: Martinez Hernandez (2015).

El objetivo es crear una economia circular que recicle tanto nutrientes como otros
insumos auxiliares, lo que reduciria su impacto en el medio ambiente y los ecosistemas,
permitiendo, a la vez, el ahorro de recursos no renovables. Se deben tener en cuenta ciertos
procesos que pueden emplearse como una alternativa viable para el tratamiento de
residuos solidos urbanos mediante el concepto de biorrefineria, focalizado en el
aprovechamiento de los residuos solidos urbanos con un impacto ambiental, social,
econdmico y técnico positivo (Martinez Hernandez, 2015).

Algunas de las ventajas ambientales en cuanto a la biorrefineria estan basadas en
la disminucion del uso de la tierra y la proteccién del agua, suelo y ecosistemas, con esto,
se logran beneficios ecoldgicos como la disminucién de las emisiones de gases de efecto
invernadero. Respecto al sector social se genera un mayor numero de empleos, desarrollo
del sector y demas. La biorrefineria se refiere a procesos bioguimicos que se encargan de
utilizar materia residual a base de biomasa como materia prima para la produccion de
biocombustibles, productos quimicos y nutrientes ( Trivifio Pineda, Reyes, & Sanchez
Ramirez, 2021).

Pagina 19 de 114



Respecto al grado de integracion, las biorrefinerias pueden clasificarse, como:

Biorrefinerias de primera generacion, Biorrefinerias de segunda generacion vy

Biorrefinerias de tercera generacion (Fernandez Acosta, 2013):

Se definen a las biorrefinerias de primera generacion como aquellas en las que
existe poca flexibilidad en las capacidades de procesado y donde se producen
mayormente biocombustibles y algunos coproductos. Presenta un grado de
integracion casi inexistente. Algunos ejemplos de este tipo de biorrefinerias son
las plantas de produccion de etanol a partir de cereal por procesos de molienda
seca y las plantas de fabricacion de biodiesel mediante el proceso de
transesterificacion de aceites vegetales.

Respecto a la biorrefineria de segunda generacion, son susceptibles de conectar
lineas de productos industriales con las unidades existentes de produccién
agricola. Al contrario de una biorrefineria de primera generacion, ésta tiene la
capacidad de producir gran variedad de productos finales bajo demanda. Estos
productos pueden ser: almiddn, jarabe de maiz con alta concentracion de fructosa,
etanol, aceite de maiz, piensos de gluten de maiz y harina. Como conclusion se
puede decir que las biorrefinerias de segunda generacion consisten en plantas que
acoplan la produccién de algunos coproductos a la de biocombustible.

Las biorrefinerias de tercera generacion, partiendo de biomasa de origen agricola
o forestal, producirian, mediante tecnologias multiples, lineas de productos
(biocombustibles, productos quimicos, plasticos, etc.). Estas instalaciones se
encargan de aprovechar todas las posibilidades que brinda la biomasa, reduciendo

la generacion de residuos.

5.1.1 BIORREFINERIA EN EL MUNDO

Unioén europea

La Union Europea (UE) estima que en un futuro, en cada uno de sus estados

miembros, 10 % de su energia provenga de fuentes renovables, para esto se desarroll6 un

disefio de biorrefineria integrada para el procesamiento sustentable de biomasa (Gomez

Millan, 2015). Existe un programa de investigacion Ilamado EuroBioRef, cuyo objetivo
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es transformar biomasa a partir de cultivos de segunda generacion (materiales
lignocelulosicos y aceites vegetales) en productos comerciales. Este es un programa que
incluye treinta socios (industriales, académicos, asi como pequefias y medianas empresas)
de quince paises en una cadena de trabajo que incluye: produccion de cultivos,
pretratamiento de biomasa, fermentacion y procesos enzimaticos, procesos cataliticos y
termoquimicos asistidos por un andlisis de ciclo de vida y una evaluacion econémica de
la cadena de valor (Gdmez Millan, 2015).

Se estima poder demostrar un aumento econdmico con el uso de biomasa de
segunda generacion, evitando la produccion de residuos, desarrollando nuevas tecnologias
de reactores para disminuir costos en la elaboracién de productos secundarios de menor
valor agregado como olefinas (utilizadas en la produccion de polimeros en la industria del
plastico) y compuestos fendlicos (usados en el procesamiento de madera y plasticos, asi
como en la industria quimica) (Gomez Millan, 2015).

En la UE, cada uno de los paises miembros son responsables de implementar la
investigacion. ElI Programa de Investigacion Estratégica de SusChem fue publicado
oficialmente en 2006 y establece la necesidad, entre otras, de aumentar la disponibilidad
de quimicos sostenibles provenientes de biomasa. Se destacan dos proyectos en esta area:
la biorrefineria integrada, la cual fue enfocada a la construccién de plantas piloto, y la
biorrefineria de demostracion, la fabrica réapida, flexible y del futuro, enfocada a la
construccién de instalaciones piloto para lograr la maxima integracion de tecnologias
existentes para el disefio de nuevos procesos en biotecnologia industrial (o biotecnologia
“blanca”), nuevos materiales y quimica sostenible (o quimica “verde”), entre otros.

Considerandose las &reas prioritarias de SusChem, se aprobd Biorefinery
Euroview, un proyecto madre para observar detalladamente y evaluar aquellas actividades
de desarrollo tecnoldgico de las biorrefinerias, asi como también sus implicaciones para
el sector agricola y forestal. El proyecto BIOPOL existe en forma paralela, para evaluar
el estatus técnico, social, ambiental, politico y de implementacién de los resultados de
investigacion en biorrefinerias y sus implicaciones en los sectores agricola y forestal. Se
han tenido en cuenta temas referidos a la biomasa como materia prima, su uso potencial,

los avances en la conversion bioquimica y termoquimica, y los analisis econémico, técnico
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y ambiental. Se han llevado a cabo eventos organizados por la parte gubernamental y por
el sector industrial, como la Conferencia Europea sobre la Investigacion en Biorrefinerias
2006 en Helsinki y la Conferencia sobre Biorrefinerias de Madera del Norte en Estocolmo
2008 y Helsinki 2009, organizada por las empresas STFI-Packforsk, Solander Science
Park, Processum Sostenible (Fernandez Acosta, 2013).

En Europa, paises como Suecia y Finlandia utilizan principalmente residuos de la
industria forestal para producir biocombustibles y calefaccion, asi como tambien se
encargan de fabricar pulpa (para la produccion de carton, textiles a base de celulosa, entre
otros) y papel. Se suele utilizar mayormente biomasa local, esto depende del tipo de
materia prima que se tenga en mayor cantidad en la regién y de los productos principales
requeridos (Gémez Millan, 2015).

América Latina

En América Latina los gobiernos y la comunidad cientifica se han puesto el foco
en la exploracion y produccion de biocombustibles, principalmente bioetanol y biodiesel.
En cuanto a la produccién de quimicos a partir de productos renovables ha sido un tema
de interés secundario. Cabe destacar desafortunadamente que muchas de las iniciativas
generan polémica debido a un mal planeamiento agro-industrial, falta de prevision de los
efectos de importacion/exportacion o a su falta de sostenibilidad.

Debido a la escasez de fondos, falta de incentivos y de politicas fiscales que
promuevan entre el sector productivo el interés en las biorrefinerias, practicamente ningln
pais latinoamericano cuenta con una estrategia nacional que considere la produccion
centralizada. Estos paises pueden beneficiarse a partir de la produccion local de
biocombustibles, pero se necesita de un adecuado marco legal sobre bioenergia, cuyo fin
sea proteger a las comunidades rurales (&mbito social) y ecosistemas (&mbito ambiental)
de la explotacion proveniente de grandes firmas transnacionales. A excepcion de los casos
de Brasil (1975), Guatemala (1985) y Honduras (1988) las legislaciones son todas del
siglo XXI. Dentro de los paises latinoamericanos que cuentan con alguna legislacién para

biocombustibles, se muestran en la tabla siguiente (Fernandez Acosta, 2013).
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Tabla 1: Paises Latinoamericanos con legislaciones para biocombustibles

Paises Afo
Nicaragua | 2002
Perl 2003
Colombia | 2004
Costa Rica | 2004
Ecuador | 2004
Paraguay | 2005
Bolivia | 2005
Argentina | 2006
Fuente: Fernandez Acosta (2013).

Recientemente se han consolidado similares legislaciones en Chile, Cuba, El
Salvador, México, Panama, Republica Dominicana, Uruguay y Venezuela. Pero a pesar
de ser legislaciones nuevas, ninguna contempla la produccién de quimicos renovables o
adopta el concepto de las biorrefinerias.

Por otro lado, el pais latinoamericano con una tecnologia favorable para el
establecimiento de biorrefinerias es Brasil. La obtencion de energia a partir de cafia de
azlcar se remonta a 1975 con el Programa Nacional de Alcohol, con el que se obtuvo un
gran avance en la sustitucion de gasolina por alcohol, a partir de esto se logré que el 96 %
de los vehiculos en el mercado funcionen con 100 % de bioetanol en 1985 (Fernandez
Acosta, 2013).

Se puede destacar, que Brasil es un pais con gran produccion de cafia de azUcar,
muy utilizada como biomasa para la elaboracion de bioetanol (Gomez Milléan, 2015).

En Chile se realizaron dos congresos internacionales en 2006 y 2009 (Congreso
Latinoamericano de Biorrefinerias). El principal tema que se tratd fue el de biorrefineria
forestal, ademas se trataron temas como la transformacion bioquimica, termoquimica y
quimica o fisica. Ademas de la biorrefineria forestal, también se llevaron a cabo grandes

estudios que trataban sobre la produccion de biocombustibles a partir de microalgas.
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Estados Unidos

En Estados Unidos, se puede destacar que la industria de los combustibles ha
crecido en los dltimos afios y también las tecnologias para producirlos. El principal
objetivo fue aumentar la eficiencia con que se llevaba a cabo los procesos de produccion.
En abril de 2014, comenzaron a funcionar 25 biorrefinerias integradas que trabajan en
diferentes escalas, la mayoria de ellas utiliza maiz como materia prima, aunque en menor
cantidad puede emplearse, sorgo, residuos agricolas, cafia de azucar, suero lactico,
celulosa, residuos lefiosos, almidon, trigo y cebada (Gémez Millan, 2015).

Una de las ventajas que tienen en comun, tanto EE.UU como la UE, asi como
Canada y Japon, es el desarrollo de biorrefinerias. Es decir que estos paises consideran, el
desarrollo de biorrefinerias como una estrategia nacional a 20 afios. A partir de esto se
logra aprovechar mejor los recursos e incrementar las probabilidades de cubrir las
prioridades nacionales (Fernandez Acosta, 2013).

México

México se considera uno de los lideres latinoamericanos que genera mas emisiones
de CO; (siendo éste , uno de los principales gases causantes del efecto invernadero), por
lo que es necesario lograr disminuir los efectos del cambio climético; de esta forma, los
bosques ayudaran a la adaptacion al cambio climatico y a minimizar sus efectos (Gémez
Millan, 2015).

En México son enormes los recursos de biomasa, especialmente la basura
(alrededor de 30 millones ton/afio) y también los residuos agricolas y agroindustriales (71
millones ton/afio), ademas se pueden nombrar los forestales (3,6 millones ton/afio).
Respecto a la biomasa, se puede definir como una fuente de energia, pero, para lograr un
aprovechamiento realmente sustentable, deben recuperarse algunas fracciones con el
objetivo de darles un valor agregado, en lugar de quemar la biomasa por completo
(Martinez Hernandez, 2015).

Actualmente la enorme posibilidad nacional e internacional para producir energia
y combustibles mediante tecnologias sustentables, limpias y eficientes, puede lograrse con

las biorrefinerias. El objetivo principal serd promover la industrializacion de las
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biorrefinerias, para lograr alcanzar las metas nacionales y mundiales, de manera de
satisfacer la gran demanda de energia, disminuir la reduccién de emisiones de gases de
efecto invernadero, ademas de diversificar materia prima y crear nuevos mercados y
oportunidades (Gomez Millan, 2015).

Proyectos de Biorrefineria en el mundo

Existen actualmente ejemplos de plantas productoras de biocombustibles a partir
de biomasa. Se pueden incluir éste tipo de plantas en biorrefinerias de primera generacion,
aungue también existen grandes proyectos sobre biorrefinerias de segunda generacion
alrededor del mundo como (Fernandez Acosta, 2013):

Islandia: Se trata de una planta de demostracion a escala piloto que se encarga de
procesar 20 mil ton/afio de lignocelulosa; obteniéndose etanol como producto principal y
se utiliza como coproductos lignina, proteinas y fertilizante. Consiste en una biorrefineria
basada en la produccion de 7 millones litros/afio de etanol lignocelulésico, rentable y
sostenible. Dentro de las ventajas que mas se destacan se pueden nombrar la disposicion
en el propio pais de un mercado de energia renovable (geotérmica) eficiente y rentable, la
buena organizacion sin necesidad de subsidios de los mercados de biomasa para procesar
y de los productos generados.

Suecia: Chemrec y Domsjo Fabriker, dos importantes biorrefinerias forestales,
utilizan 70 % de madera local como materia prima, y luego producir diversos productos
como electricidad, lignosulfonatos para alimento animal y biofertilizantes. Ademas se
encargan de procesar aceite residual de procesos de coccion.

Reino Unido: Una empresa muy reconocida es British Sugar, que procesa
remolacha y genera como producto principal betaina (para acuacultivos), y como
coproductos bioetanol, CO., energia termica y carbonato de calcio, destinados al cultivo
de tomate. Otra biorrefineria es Cargill/Cerestar, ubicada en Manchester, encargada de
fabricar derivados de almidon a partir de trigo.

Espafia: Una empresa ubicada en Alicante es BFS (Bio Fuel Systems). A partir de
fitoplancton produciran hidrocarburos, y de esta forma obtener la misma gama de

productos que se obtienen del petréleo fosil.
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Francia: BIOHUB: Es un consorcio industrial, que se encarga de desarrollar
quimicos basados en materias primas agricolas en biorrefineria.

Alemania: Biowert: Biorrefineria verde en Brensbach, esta empresa tiene como fin
procesar desperdicios de pasto y residuos municipales de jardineria. Con esto se obtienen
componentes proteinicos para forraje y fertilizante natural.

Holanda: Greenmills, Amsterdam; tiene como materia prima aceites vegetales que

se usan para producir biodiesel.

5.1.2 BIORREFINERIA EN ARGENTINA

Se considera a la biorrefineria como un procesamiento sustentable de biomasa en
una vision de productos comercializables y energia, es decir, es una estructura productiva
que abarca procesos de conversion de biomasa y equipamiento apropiado para producir
combustibles, energia y productos quimicos de valor agregado. Esto implica una gran
oportunidad de desarrollo para nuestro pais, orientada hacia la produccion vegetal y
animal, asi como también hacia el incremento de la calidad de la actividad agroindustrial
(Dagnino, de Castro, Campestrini, & Chamorro, 2019).

Respecto a las biorrefinerias industriales, se han identificado como las rutas mas
convenientes para la creacién de una bioeconomia sustentable. Los procesos agricolas
generan residuos del agro y foresto industria, por lo que no requieren servicios (energia o
agua) adicionales para llevarlos a cabo. Algunos ejemplos de residuos agricolas incluyen
a la paja de arroz, cascara de arroz, paja de trigo, bagazo de cafia de azlcar, rastrojo de
algodon, etc., y se pueden utilizar como pienso para animales, combustible doméstico y
como combustible para calderas en industrias. A partir de un proceso de biorrefineria que
se aplica a residuos lignocelul6sicos, se obtiene el aprovechamiento de la biomasa. La
separacion de los componentes principales, celulosa, hemicelulosas, lignina e inorganicos,
pueden utilizarse como materia prima para la produccion de bioproductos de alto valor
agregado, como por ejemplo bioalcoholes, fibras, resinas, &cidos organicos, azUcares,
antibidticos, vitaminas, etc. Estos se usan en fabricacion, plasticos, alimentos,

construccién (Dagnino, de Castro, Campestrini, & Chamorro, 2019).
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Un residuo que abunda en la region noreste de Argentina (provincias de Corrientes,
Entre Rios, Santa Fe, Formosa y Chaco) es la cascara de arroz. En cuanto a la produccion
de arroz en Argentina, alcanzé aproximadamente las 1,558,100 toneladas en 2015, de las
cuales el 20 % fue cascara de arroz, cuya composicion es 34.1 % de celulosa, 14.6 % de
hemicelulosas, 19 % de lignina, 15 % de inorganicos y 8% de extractivos solubles en agua
y etanol. Los polimeros de xilanos de hemicelulosas pueden convertirse en subproductos
como jarabe de xilosa (azucar), furfural, xilitol (edulcorante), compuestos de furano y
polimeros de furano. En cuanto a la xilosa (pentosa) se aplica en productos como, aditivos
alimentarios, detergentes, y también como edulcorante en forma de polvo cristalino. El
xilitol y el furfural derivan de la xilosa; el xilitol es usado como edulcorante de alimentos
y en productos farmacéuticos. El furfural, se utiliza como extractante en el refinado de
aceites, asi como también como fungicida o nematocida. Existen diferentes fracciones de
biomasa disponibles, dependiendo de la distribucion del producto de la biorefineria. Por
ejemplo, en el proceso de prehidrolisis, cuyo objetivo es retener la celulosa, se obtiene
licor compuesto por hemicelulosa, azlcares y lignina. Uno de los usos de este licor seria
para la produccién furfural (Dagnino, de Castro, Campestrini, & Chamorro, 2019).

Otra fuente importante de materias primas es la biomasa lignocelulésica, ya que
es renovable y poco contaminante y ademas puede usarse para producir biocombustibles,
biomateriales y bioproductos, similares al petroleo. Los residuos de la agro y foresto
industria disponibles en la region Noroeste Argentino constituyen una alterativa
importante para la biorrefineria. Se llevan a cabo procesos de fraccionamiento para separar
los diferentes componentes de la biomasa (extractivos, celulosa, hemicelulosas, lignina,
inorgénicos), y luego poder aprovecharlos. Se busca obtener: acidos levulinico y lactico a
partir de las hemicelulosas de la corteza y el aserrin de pino; xilitol a partir de las
hemicelulosas de bagazo de cafia y aserrin de eucaliptus.

Las biorrefinerias que se encargan de aprovechar y lograr la valorizaciéon de los
residuos lignoceluldsicos, se ubican en zonas rurales donde se llevan a cabo actividades
agroforestales y serian un gran estimulo para las economias rurales de las diversas

regiones de nuestro pais. Los residuos podrian ser dependiendo de la temporada,
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agroindustriales (bagazo de cafa, cascarilla de arroz, paja de trigo, etc.) o forestales
(aserrin, corteza, etc) (Area & Vallejos, 2016).

En Argentina actualmente, estd comenzando, el aprovechamiento de los residuos
de la industria de la madera para la generacion de energia. Estos residuos lignoceluldsicos
presentan una composicion entre 65-80 % de hidratos de carbono (celulosa y
hemicelulosas) y 20-35 % de compuestos fendlicos (lignina y extractivos). Se realizan
procesos de fraccionamiento para separar los diferentes componentes de la biomasa y
lograr su aprovechamiento. Por ejemplo, con la porcion de extractivos de la corteza y el
aserrin de pino se pueden producir derivados de la oleorresina (insumos de la industria de
pinturas, perfumeria, etc.), y con los de eucaliptus y pino se pueden producir taninos (Area
& Vallejos, 2016).

Los procesos de fabricacion de pulpa obtenidos a partir de la industria papelera
(procesos no degradativos), consisten en tratamientos de disolucion usando agua o
solventes organicos y aditivos (catalizadores y diversos reactivos) y ademas producen
celulosa o lignina como producto final. Los procesos se basan en la diferencia de
solubilidad del solvente elegido, como asi también en las condiciones de proceso para
lograr separar la celulosa, hemicelulosas y lignina como sustancias parcialmente
despolimerizadas, que pueden ser degradadas en etapas posteriores. Se han desarrollado,
ademas, nuevos métodos para la degradacion simultdnea de polisacaridos y la
despolimerizacion parcial de la lignina (procesos degradativos). Cabe aclarar que en estos
procesos se utilizan catalizadores, reactivos, enzimas y microorganismo para lograr un
mayor grado de la hidrolisis y degradacion. En la figura 3 se describen y nombran los
blogques de construccion para bioproductos y biomateriales con mayor potencial a partir

de residuo de las agro y forestoindustrias (Area & Vallejos, 2016).
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TIPO DE RESIDUO Sl PRODUCTOS SEGUN EL PROCESO DE CONVERSION
~ NO DEGRADATIVOS: , colofan, nanofibras/ nanocristales de
F(.)RCE:I‘(:TDUSTRIA. Celulosa ‘ celulosa, celulosa nic:?cy:s‘una. carboximeticelulosa
« Costaneros DEGRADATIVOS: etandl, dcido lictico, sorbitol, glutamato,
« Aserrin monosddico, acido glutdmico, HMF, dcido levulinico, dcido tctico
. m s Hemicelulosas ‘ NO DEGRADATIVOS: fimes, polimeros
. n
° cm:’ y astillas DEGRADATIVOS: etanal, xilol, butanol, 2,3-butanodiol, furfural
« Podas NO DEGRADATIVOS: combustible, dispersantes, emulsificantes,
secuestrantes, adiivos, adhesivos, co-reactivo de polimercs y resinas,
Lignina ‘

AGROINDUTRIA: DEGRADATIVOS: vainifina, dimetisulfuro (DMS), dimetisuliéxido
+ Bagazo (DMSO), gas, aceite y carbdn,
« Cascarilla

AT 5

. Pajas ¢ T ‘ NO DEGRADATIVOS; Adhesivos
+ Podas (frutales, vid) DEGRADATIVOS: Epdxidos

Figura 3: Bloques de construccion para bioproductos y biomateriales con mayor
potencial a partir de residuos de la agro y forestoindutrias.
Fuente: Area & Vallejos (2016).

En cuanto a los azlcares hemiceluldsicos extraidos de la corteza y el aserrin de
pino estan compuestos de hexosas (glucosa, galactosa, manosa, etc.), mientras que las
hemicelulosas de aserrin de eucalyptus, bagazo y otros residuos agricolas se componen de
pentosas (xilosa y arabinosa). A partir de las hexosas se pueden obtener &cidos organicos,
entre ellos se pueden nombrar &cidos levulinico, lactico, succinico, entre otros; e
hidroximetilfurfural, mientras que en el caso de las pentosas se pueden convertir a xilitol,
furfural, etc. Se han obtenido diversos productos provenientes de los azucares de la
celulosa y hemicelulosas y de los compuestos fendlicos de la lignina. Algunos compuestos
derivados de los azUcares pueden ser: etanol, furfural, hidroximetil furfural, &cido l4ctico,
acido succinico, acido levulinico, sorbitol y xilitol.

Se debe destacar que los acidos levulinico y lactico son compuestos quimicos con
importantes propiedades multifuncionales, por lo que presentan gran potencial industrial.
Esta produccion industrial se basa principalmente en aquellos derivados del petrdleo y en
azUcares de primera generacion. Se puede nombrar al xilitol, edulcorante que se utiliza en
productos farmacéuticos y de higiene oral, ademéas puede ser usado en panificados,
mermeladas, gelatinas, refrigerantes y helados. También se utiliza en la prevencién o
tratamiento de enfermedades como diabetes, obesidad, osteoporosis y fibrosis quistica. El
xilitol puede obtenerse a partir del proceso de reduccion quimica de la xilosa o también a
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partir de la conversion biotecnoldgica de medios que contienen Xilosa (Area & Vallejos,

2016).

Acido levulinico: Es uno de los productos quimicos de mayor potencial ya que es
un compuesto quimicamente versatil ya que tiene propiedades de una cetona y un
acido. La produccion de acido levulinico se basa en el proceso de degradacion de
las hexosas (deshidratacion). La conversiéon de las hexosas a &cido levulinico
presenta un rendimiento de 60-65 % debido a la produccion de acido férmico. El
acido levulinico crudo presenta una pureza de 75 % pero puede purificarse ain
mas hasta 98%. Se ha descubierto que la utilizacion de MTHF
(Metiltetrahidrofurano) como solvente resulta eficiente para la extraccion y
recuperacion de acido levulinico y acido férmico. El acido levulinico presenta
varios usos, como se muestra en la siguiente figura: polimeros, resinas, sustancias
saborizantes (y-valerolactona), pesticidas (acido D-amino levulinico, &cido
difendlico) y aditivos para combustible (metiltetrahidrofurano) con varias

aplicaciones industriales potenciales (Area & Vallejos, 2016).
Hemicelulosas

Hexosas

Deshidratocion
catolizado por dcidos

Acido levulinico

Reduccion Oxidacion Condensacién

y-valerolactona (GVL) Acrilatos de acetilo
y-butirolactona (GBL) Acidos succinico acético- Acido difendlico
Metiltetrahidrofurano (MTHF) acrilico
Co-polimerizacion con otros
Combustibles oxigenantes monomeros para el Remplazo de bisfenoles
g * usados en la sintesis de
Solventes mejoramiento de las AR

propiedades po

Figura 4: Produccion y derivados del acido levulinico.
Fuente: Area & Vallejos (2016).
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Como puede observarse en la figura 4 la y-valerolactona (GVL) se obtiene a partir
del &cido levulinico por hidrogenacion catalitica con altos rendimientos (95-99 %). Este
compuesto puede mezclarse con gasolina (10 %) ya que presenta baja presion de vapor,
en comparacion con otros compuestos oxigenados como el etanol. También presenta
caracteristicas como, elevada densidad de energia en comparacion con el etanol,
estabilidad quimica baja, no forma peréxido ni genera problemas de corrosion. Mediante
distintos procesos el GVL puede usarse también para la produccion de polimeros.

- Acido lactico: Este 4cido y sus derivados son usados ampliamente en la industria
alimenticia, quimica, farmacéutica, del plastico, textil, agricultura y alimentacion
animal entre otros, destacando el acido polilactico como una de las aplicaciones
con mayor importancia en medicina, electronica y bioplasticos. En la actualidad el
acido lactico es comercialmente producido por la fermentacion de hexosas
(azucares) provenientes de la biomasa; y de esta forma se produce &cido lactico
enantioméricamente puro, usado para la produccion de acido polilactico (APL). El
APL es un polimero biodegradable y principalmente se aplica en envases de
alimentos y bebidas.

Para la produccién de acido lactico se usan bacterias, éstas utilizan la via de la

glicdlisis para la transformacion de la glucosa y la isomerizacion a un derivado de

fructosa, y la reaccion alddlica de esa fructosa genera dos fragmentos de C3, que
se convierten a piruvato y por tltimo se reducen a lactato. El acido lactico formado
produce una disminucion del pH del caldo de fermentacion, por este motivo se
adiciona una base para que los microorganismos puedan resistir la acidez y sigan
metabolizando el azicar. Como base generalmente se usa hidroxido de calcio, es
decir que el producto inicial es lactato de calcio. Para lograr la purificacion del
lactato de calcio a acido lactico crudo, se debe adicionar &cido sulfurico, ademas
de realizarse también la esterificacion con metanol a lactato de metilo, seguido de
destilacion e hidrolisis. Como alternativa para la extraccion del &cido lactico se
utilizan solventes (Area & Vallejos, 2016).
Algunos inconvenientes del proceso basado en la fermentacion de hexosas son: la

baja productividad espacio-tiempo a causa del mayor volumen de equipamiento
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por realizar el trabajo a bajas concentraciones de azUcares y productos y los
elevados tiempos de conversion por fermentacion; por su baja productividad se
incrementa el costo de la separacion y la necesidad de varias etapas de purificacion
(Area & Vallejos, 2016).

Otra de las formas de obtener el acido lactico es por via quimica mediante la
degradacion alcalina de azucares, usando hidroxido de calcio, por ejemplo. Este
proceso no se usa comercialmente debido a que el &cido lactico que se formo es
racémico y no seria util para la sintesis de APL. A partir del acido lactico, se
pueden obtener de una serie de productos quimicos de gran importancia industrial,
como se observa en la figura 5. Las conversiones cataliticas del acido lactico
comprenden la oxidacion a acido piravico, la reduccion a 1,2-propanodiol, o la

esterificacion para producir ésteres de lactato, como se muestra a continuacion:

Hemicelulosas y
celulosa

Hexosas y triosas

Fermentociono
. descomposicion quimica

Acido lactico

Reduccion | Oxidacion Deshidratacion Esterificacion |
1,2-propanodiol Acido piravico Di-lactido Esteres de lactato

* Resinas Lactato de etilo:
poliéster « recubrimientoy
insaturadas Industna Acido polilactico limpiador

« Humectante y farmacéutica (PLA) « Solvente verde
preservante de « sintesis de
alimentos, poliuretanos

Fuente: (Area & Vallejos, 2016).

Figura 5: produccién y derivados del acido lactico.
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Xilitol: Este producto se produce debido a la reduccion quimica o bioldgica de la
xilosa proveniente de hidrolizados hemicelul6sicos derivados de materiales
lignocelulosicos ricos en xilanos (ver figura 6). Es muy importante que la xilosa
presente una elevada purificacion para evitar asi la presencia de otros azlcares que
genera subproductos indeseables. En cuanto a la solucion obtenida como resultado,
se concentra y por otra parte el xilitol es recuperado por cristalizacion,
obteniéndose un producto que contiene una pureza de 99.7 % y un rendimiento de
50-60 % con respecto a la xilosa inicial. Respecto a los costos de produccion de
estos procesos, son elevados debido a la dificultad de las etapas de purificacion
que se llevan a cabo para eliminar los subproductos.

Respecto a la produccién biotecnoldgica de xilitol esta basada en la hidrogenacion
de la xilosa por algunas especies de levaduras (Candida, Saccharomyce, Pichia,
entre otras). Algunas ventajas que presentan estos procesos quimicos son: se
realizan en condiciones menos severas de presion y temperatura, y ademas generan
menos cantidades de subproductos. Se desarrollan procesos biotecnoldgicos
rentables y compatibles con el medioambiente, a partir del uso de materiales
lignocelulésicos de bajo costo (residuos agroforestales).

Otra propiedad importante es que el xilitol es un monémero multifuncional no
toxico, capaz de formar distintos tipos de enlaces a partir de reacciones de
copolimerizacién con acidos policarboxilicos. Por ejemplo: a partir de la
policondensacion del xilitol con acido citrico se obtienen polimeros
biodegradables solubles en agua y mediante la reaccion de acrilacion de este
polimero se obtiene un hidrogel elastomérico (Area & Vallejos, 2016).
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Figura 6: Produccion y derivados del xilitol.
Fuente: Area & Vallejos (2016).

Como se puede observar en la figura 6, a partir de la oxidacion del xilitol se obtiene
acido xilénico muy usado como acidulante, secuestrante, y en otras aplicaciones
en la industria alimentaria, farmacéutica y agricola. Por otro lado la conversion de
xilitol a etilenglicol y propilenglicol (polioles) se lleva a cabo a partir de reacciones
de hidrogendlisis (rendimientos de 80 %) que pueden aplicarse como
anticongelantes y también en sintesis de resinas de poliuretano insaturadas.

Por otro lado, se puede mencionar la produccién de azUcar y etanol a partir de cafia
de azUcar, que se afectada mayormente por la variabilidad de la actividad agricola, cuyo
rendimiento depende en mayor medida de las condiciones climaticas y las caracteristicas
del laboreo.

Respecto a la actividad sucroalcoholera hay que resaltar que la provincia de
Tucuman es una de las principales productoras de cafia de azlcar del pais con 15 ingenios
azucareros, 12 destilerias y 5 plantas deshidratadoras de etanol (acopladas a las plantas
azucareras). En el proceso, la cafia de azlcar se somete a una molienda, para obtener jugo

(agua y sacarosa principalmente), éste luego se usa para la obtencion de azucar blanco o
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crudo (P1), o es fermentado para producir etanol (P2). En la P1 se genera un subproducto
azucarado, llamado melaza, que ademas se utiliza para la obtencion de etanol (P3). Tanto
en la P1 como en la P2 se genera bagazo, un material lignoceluldsico que se aplica en el
proceso para la produccion del vapor necesario (P4). En la siguiente figura se muestra la
relacion antes mencionada entre productos y tecnologias ( Wheeler, Machin Ferrero,
Jeger, Salas Tonello, & Mele, 2018).

. Vapor

Figura 7: Diagrama de flujo de los materiales en la industria de la cafia de azdcar. En la
linea de trazo se muestra el bagazo.
Fuente: Wheeler, Machin Ferrero, Jeger, Salas Tonello, & Mele (2018).

Con respecto a la rentabilidad de la actividad, se ve afectada por variacion de los
rendimientos de la etapa agricola. Cuando es elevada la cantidad de cafia de azlcar,
aumenta el stock de azucar (el etanol es fijo) y por lo tanto el precio de este insumo
disminuye, como consecuencia afectara las ganancias del conjunto (campo-industria).
Cabe aclarar que el sector enfrenta una posible disminucién de la demanda de azlcar. Por
lo tanto esto requerira un esfuerzo extra para manejar los recursos de manera eficiente,
para lograr cumplir con las demandas del mercado y mantener la rentabilidad del sector.

Para realizar la actividad de la cafia de azucar se llevo a cabo la seleccion de ciertos
procesos que logran responder al elevado valor de mercado. Estos procesos son los de
produccidén de biobutanol, polihidroxibutirato, acido citrico y de cogeneracién de
electricidad por combustién de bagazo ( Wheeler, Machin Ferrero, Jeger, Salas Tonello,
& Mele, 2018):
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- Polihidroxibutirato (PHB): Este producto es un termoplastico biodegradable y

biocompatible, y presenta interés tanto econdmico como ambiental.

- Biobutanol: Este bioproducto es de gran interés para la industria quimica y también
como combustible. Se obtiene a partir de la fermentacion de sustratos azucarados
y luego sometidos a un proceso de destilacion de la mezcla obtenida (butanol,
acetona, etanol, agua).

- Acido citrico: Es un insumo que presenta multiples aplicaciones, sobre todo en la
industria alimenticia. Una de las formas de obtenerlo es a partir de la fermentacion
de melazas o sustratos azucarados.

- Cogeneracidon: Puede definirse como un tipo de tecnologia que se encarga de
generar la produccién simultanea de vapor y electricidad a partir de la quema del

bagazo, al unirse a una instalacion encargada de procesar cafia de azlcar.

5.2 CARACTERISTICAS DE ACIDO LACTICO

El 4cido l4ctico, acido 2-hidroxipropanoico, se caracteriza por tener un carbono
asimétrico, que da lugar a la actividad dptica. Se conocen dos isémeros Opticos, el D(-)
lactico y el L(+) lactico y una forma racémica que esta constituida por fracciones
equimolares de las formas L(+) y D(-). Respecto a la configuracion L(+) se considera la
forma metabolizada por el organismo humano. Todas las formas del &cido, épticamente
activas y racémicas se encuentran en estado liquido y son incoloras y solubles en agua. En
cuanto al estado puro, son s6lidos muy higroscopicos de punto de fusion bajo. Las dos
formas isoméricas del acido lactico pueden ser polimerizadas y también pueden producir
polimeros que presentan diferentes propiedades, teniendo en cuenta la composicion
(Serna-Cock & Rodriguez-de , 2005).

El acido lactico es un acido carboxilico que presenta gran potencial en el mercado,
y puede utilizarse para producir acido acrilico, polimeros biodegradables, acido piravico,
etc. Es importante tener en cuenta para la produccion de acido lactico ciertos factores
como el pH, la temperatura, la concentracion de nitrégeno ( Trivifio Pineda, Reyes, &
Sanchez Ramirez, 2021).
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El &cido lactico es de gran importancia en la industria farmacéutica como
electrolito y fuente de minerales; en la industria cosmeética como antimicrobiano y
rejuvenecedor de la piel; ademéas en la industria quimica se usa como neutralizante,
solvente y agente limpiador y también en la industria alimentaria como acidulante por su
suave sabor &cido, como conservantes en aceitunas y encurtidos y como antimicrobiano.
Ademaés, es usado en una gran variedad de alimentos procesados como caramelos,
productos de panaderia, sopas, lacteos, cerveza, jaleas, mermeladas, mayonesas y huevos
procesados (Garcia, Arrazola, & Durango, 2010). También se utiliza como agente
saborizante, regulador de pH e inhibidor de bacterias residuales en el procesamiento de
alimentos como dulces, panes, refrescos, cervezas y otros productos. También se
considera un ingrediente importante en los alimentos fermentados, como es el caso del
yogur, la mantequilla y los alimentos enlatados. Otra de las aplicaciones del acido lactico
es en la industria del curtido de pieles, también en procesos de decapado, en la industria
textil se usa como mordiente (fijador) para el tefiido, y tiene la capacidad de reemplazar
al etilenglicol en anticongelante, esto produce mayor eficiencia y menor costo (Komesu,
Wolf Maciel, Rocha de Oliveira,, da Silva Martins, & Filho, 2017).

Se conocen dos formas Opticas activas, donde el &cido L(+) lactico es el méas usado,
ya que los humanos podemos metabolizar. Para purificar acido L(+) lactico, se utilizan
procesos de separacion, concentracion y secado, de las cuales el 85 % de la demanda se
aplica en alimentos y el 15 % restante en la industria no alimentaria. Algunas aplicaciones
que han surgido de acido L(+) lactico, tales como mondmeros o plasticos biodegradables,
presentan un gran potencial de expansién en el mercado. Respecto a la produccién
biotecnoldgica de &cido lactico presenta ventajas como el bajo costo de los sustratos, bajas
temperaturas de produccién y también bajo consumo de energia (Garcia, Arrazola, &
Durango, 2010).

El &cido lactico se puede convertir en etanol, propilenglicol y polimeros acrilicos.
Acido lactico, sus derivados, sales y ésteres se utilizan como disolventes, emulsionantes
y plastificantes. En la industria farmacéutica, el acido lactico se utiliza en implantes,
pastillas, dialisis, suturas quirtrgicas. En la industria cosmética, el acido lactico se utiliza

en la fabricacion de productos de higiene y estética por sus efectos hidratantes,
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antimicrobianos y de rejuvenecimiento de la piel. También se utiliza en productos de
higiene bucal. Han sido desarrolladas nuevas aplicaciones para el &cido lactico, como la
produccién del polimero APL biodegradable y biocompatible disolventes y productos
quimicos oxigenados. En cuanto a la produccion de polimeros representa la mayor parte
de la demanda de &cido lactico (39 %). Respecto a las aplicaciones de polimeros, se
elimina el agua del &cido lactico y luego se polimeriza para obtener el polimero
termopléastico biodegradable, el APL. Se ha conocido una creciente demanda de derivados
del APL para sustituir a los materiales plasticos convencionales, y también para su uso en
materiales para dispositivos médicos. El &cido lactico L(+) genera un alto rendimiento de
lactida, y también produce polimeros con un alto peso molecular, alto grado de
cristalinidad y alta resistencia a la traccion. Una de las caracteristicas principales de estos
polimeros es que son transparentes, lo que es importante para las aplicaciones de
envasado; presentan una larga vida Util ya que se degradan lentamente por hidrélisis (que
puede mejorarse mediante el ajuste de la composicion y el peso molecular); y presenta
caracteristicas similares a las de los polimeros obtenidos a partir de combustibles fosiles.
Los polimeros de acido lactico presentan una ventaja y es que pueden producirse a partir
de carbohidratos renovables.

Aunque la demanda de APL ha aumentado en los ultimos tiempos, su capacidad
de produccién actual, de 450 millones de kg al afio, queda reducida por los 200,000
millones de kg de plasticos totales que se producen al afio. Principalmente este volumen
bajo de produccion, se debe, costos de fabricacion elevados. El costo de fabricacién del
acido lactico, a escala industrial, es inferior a 0.8 dolares/kg, ya que el precio de venta del
APL debe disminuir aproximadamente a la mitad de su precio actual de 2.2 délares/kg
para poder competir con los plasticos basados en combustibles fosiles.

También el acido lactico se usa en la fabricacion de disolventes verdes, que son
ecoldgicos. Los derivados quimicos del acido lactico incluyen el glicol de propileno, el
oxido de propileno, el acido acrilico y los ésteres de acrilato. Sin embargo aunque existe
una importante gama de aplicaciones, el uso del acido lactico presenta una limitacién por

los costos finales de produccidn, relacionados a los procesos posteriores, responsables de
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aproximadamente 30 % al 40 % de los costos totales de produccion del &cido lactico
(Komesu, Wolf Maciel, Rocha de Oliveira,, da Silva Martins, & Filho, 2017).

Respecto a la produccion biotecnoldgica se basa en la fermentacion por bacterias
u hongos de sustratos ricos en carbohidratos y presenta ademas la ventaja de formar
enantiomeros D(-) o L(+) Opticamente activos. También en la produccion biotecnoldgica
se tiene en cuenta el tipo de microorganismo que se usa, como asi tambien la
inmovilizacion o recirculacion del microrganismo, el pH, la temperatura, la fuente de
carbono y de nitrogeno, el modo de fermentacion empleado, y la formaciéon de
subproductos. Cuando se lleva a cabo la produccion por fermentacion con bacterias deben
ser preferentemente termofilas, ademas deben fermentar rapida y completamente sustratos
baratos, agregando cantidades minimas de nutrientes nitrogenados, como asi también es
necesario que crezcan en condiciones de bajos valores de pH, presentar poca produccién
de biomasa y una minima cantidad de subproductos. Para la produccion de acido lactico
las bacterias que pueden utilizarse son cocos y bacilos gram positivos, anaerobios
facultativos, no esporulados, inmoviles y catalasa negativo, que pertenecen a los géneros
lactobacillus (Lb), canrobacterium Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Aerococcus y Weissella. La
mayoria de las especies pertenecientes a estos géneros presentan una tolerancia acida, esto
les da ventajas sobre otras bacterias; la temperatura éptima de crecimiento esta en un rango
de 20 a 45 °C. Las bacterias del acido lactico presentan ademas complejos requerimientos
nutricionales, ya que les resulta dificil sintetizar aminoacidos y vitamina B. En la
produccion de &cido lactico se usan mohos y levaduras que pertenecen a los géneros
Rhizopus, Zymomonas, Saccharomyces y Kluiveromyces, en particular R. oryzae debido
que presenta la ventaja de que no requiere fuente de nitr6geno organico para su
crecimiento, puede producir grandes cantidades de L(+) acido lactico a partir de almidon
y puede separarse de manera sencilla del medio de fermentacion en el proceso de
recuperacion y purificacion. Los mohos presentan la dificultad de que su forma fisica
cambia considerablemente durante la fermentacion, y los micelios pueden ocasionar un
aumento en la viscosidad del medio de fermentacion, provocando un gran aumento en la

demanda de oxigeno y resistencia a la transferencia de masa en el proceso fermentativo,
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de esa forma aumentando los tiempos de fermentacion e incrementando la demanda de
oxigeno y resistencia a la transferencia de masa en el proceso fermentativo, lo que aumenta
los subproductos formados, especialmente etanol, y disminuye los rendimientos.

Las variables que afectan la forma fisica del crecimiento del hongo son el pH del
medio, la agitacion, la aireacion, el nivel de indculo y la concentracion de sustrato por lo
tanto estas variables son las que deben ser manipuladas para disminuir la viscosidad en el
medio de cultivo. En cuanto a la producciédn biotecnoldgica de &cido lactico, con bacterias
u hongos, se suele utilizar como sustratos, sacarosa proveniente de azucar de cafia y
remolacha azucarera, como asi también lactosa proveniente de lactosuero y dextrosa
procedente de almidon hidrolizado. Materiales celulosicos, licores sulfiticos, granos
dafados y porciones comestibles de granos y tubérculos son ejemplos de materia prima
alternativa para la produccion de acido lactico. Se pueden nombrar como ejemplo de
sustrato no puros utilizados en la obtencion de &cido lactico a: mazorcas de maiz, residuos
de madera, melazas de cafia y remolacha vinazas, fibras de alfalfa, almidon de yuca, paja
de trigo y residuos de patata (Serna-Cock & Rodriguez-de Stouvenel, 2005).

Los residuos lignoceluldsicos necesitan un pretratamiento para poder convertir la
lignina y celulosa a azucares reductores que luego son convertidos a acidos carboxilicos.
Los pretratamientos utilizados se pueden clasificar en ( Mtui, 2009):

1. Pretratamiento mecénico: consiste en la reduccion de tamafio de los desechos
lignoceluldsicos por debajo de un tamiz #20. Se usa este tamafio ya que ha demostrado
dar los mas altos rendimientos en la degradabilidad del material celulésico.

2. Pretratamiento fisico: consiste en el tratamiento a elevadas temperaturas o con
irradiacion. El tratamiento del material celulésico sometido a temperaturas de hasta
1100 K bajo atmosferas inerte y oxidante, provoca la pérdida de humedad y la
descomposicion de hemicelulosa, celulosa y lignina. Irradiacién con microondas de
hasta 700 W con diferentes tiempos de exposicion ocasiona la perdida de peso debido
a la degradacion de la celulosa, hemicelulosa y lignina y la presencia de alcali mejora
la velocidad de degradacion.

3. Pretratamiento fisicogquimico: Dentro de los tratamientos fisicoquimicos mas

conocidos se pueden nombrar: tratamientos termoquimicos tales como explosion por
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vapor, agua caliente, explosion de fibra de amonio y explosion por CO». En estos
procesos, la biomasa picada, se trata con vapor saturado de alta presion, amonio
liguido 0 CO2 y luego la presion se reduce rapidamente, produciendo una
descompresion explosiva en el material. La explosion por vapor se inicia exponiendo
el material a temperaturas entre 160 a 260 °C (la presion correspondiente es de 0.69-
4.83 MPa) por algunos segundos hasta minutos antes de llevar el material a presion
atmosférica. Los procesos producen degradacion de la hemicelulosa, y
transformacion de la lignina.

El agregado de H.SO4 0 CO- en el proceso de explosion por vapor puede mejorar la
hidrolisis enzimatica, disminuir la produccién de compuestos inhibitorios y llevar a
una licuefaccién méas completa de la hemicelulosa, glucan, xilan, manan, galactan, y
arabinan. A partir de estos pretratamientos se logran eficiencias de digestion mas
elevadas durante la produccién de monosacaridos, oligosacaridos &cido lactico. En el
pretratamiento con agua caliente, se utiliza agua caliente presurizada a presiones
menores de 5 MPa y a una temperatura entre 170 a 230 °C por algunos minutos,
seguido de descompresion hasta presion atmosfeérica.

Pretratamiento quimico: Fuertes agentes oxidantes tales como H»O> y 0zono
remueven lignina de manera efectiva sin producir residuos tdxicos y las reacciones
pueden llevarse a cabo a temperatura y presion atmosféricas. Se ha investigado como
materia prima paja de arroz, residuos de madera de abetos, desechos de cafia de
azlcar, mazorcas de maiz, mandioca y mani. La hidrdlisis enzimatica y la
sacarificacion de estos desechos se ve altamente mejorada cuando estos
pretratamientos se llevan a cabo a temperaturas entre 120 a 200 °C y las
concentraciones de alcali estan comprendidas entre 0.5 y 2 M. La hidrolisis de
residuos lignoceluldsicos también puede llevarse a cabo utilizando acidos diluidos o
concentrados.

Pretratamiento bioldgico: En este tratamiento se usan microorganismos (hongos o

bacterias) o enzimas para la degradacién del material lignoceluldsico ( Mtui, 2009).
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Rhizopus oryzae productor de acido lactico

El hongo R. oryzae posee actividad enzimatica amilolitica, lo que le permite
convertir almidon directamente a L(+) acido lactico. La fermentacion fungica tiene
algunas ventajas con respecto a que el R. oryzae requiere solo un medio simple para
producir L(+) &cido l4ctico, pero también requiere una aireacion vigorosa porque el R.
oryzae es un aerobio obligado. En las fermentaciones fungicas, las bajas tazas de
produccién por debajo de 3 g/l.h se deben probablemente a bajas velocidades de
reaccion a causa de una transferencia de masa limitada. El bajo rendimiento en
producto de la fermentacion fangica se atribuye parcialmente a la formacion de
subproductos, tales como acido fumarico y etanol (Wee, Kim, & Ryu, 2006).

El reactor de tanque agitado ha sido uno de los reactores mas utilizados en la
fermentacion fungica, pero el hecho de que la morfologia del hongo presenta cambios
importantes durante el proceso fermentativo afectando el rendimiento de produccién,
hace que este reactor no sea una eleccién preferible. Se investigd el efecto de la
aireacion, pH, y contenido de CaCOs en la produccion de acido lactico a partir de
glucosa por medio de fermentacion fungica (R. oryzae, ATCC52311) y pudieron
deducir que una baja aireacion del reactor condujo a la obtencién de &cido lactico
mientras que una alta aireacion condujo a la formacion de esporas. El pH no afecto la
produccién de &cido lactico mientras que el agregado de CaCOsz aumentd la

produccion de este acido significativamente (Dominguez & Vazquez, 1999).

5.3 PRODUCCION Y DEMANDA DE ACIDO LACTICO

El &cido lactico por lo general se vende en forma de solucion al 88 %. El precio

varia en funcién de la aplicaciéon (por ejemplo, alimentos, productos farmacéuticos y

APL). En 2011 se obtuvo informacion de un rango de entre 1.30 y 2.0 ddlares/kg,

actualmente se han alcanzado aproximadamente unos 3.0-4.0 ddlares/kg. El precio del

acido lactico dependera del precio de las materias primas de almidon y azucar que se

usaran en el proceso de fermentacion ( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,, &
Maciel Filho, 2018).
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Se obtuvo un requerimiento de 1.220 kilotoneladas de &cido lactico en 2016 por el
mercado mundial. Considerando un crecimiento anual del 16.2%, se estima que esta
demanda logre alcanzar las 1,960 kilotoneladas en 2025. Esto representaria 9,800 millones
de ddlares en el mercado mundial. Los estudios de mercado informaron que en este
periodo el crecimiento més réapido y por lo tanto mayor, sera el de los medicamentos y los
perfumes América Latina y Asia. En América Latina el mercado de acido lactico esta
experimentando un importante crecimiento (19.2% anual) esto se debe al crecimiento de
la industria cosmética en Brasil y Argentina ( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,,
& Maciel Filho, 2018).

La demanda de APL, al igual que el &cido lactico, deberia crecer hasta alcanzar los
6.500 millones de dolares en todo el mundo en 2025. Esto se debe a la tasa de crecimiento
del mercado del APL en Asia-Pacifico, del 22.4 % anual, debido a la presencia de varias
fabricas de alimentos y bebidas, asi como de cosméticos, principalmente en India y China
( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,, & Maciel Filho, 2018).

Segun otra fuente (http://www.wtva.com) el mercado del acido lactico representd
1,275 millones de ddlares en 2014, y en el afio 2022 se alcanzaron 4,129 millones de
dolares. Esto se vio reflejado en un crecimiento anual del 16.9 % de 2015 a 2022. Se
espera que alcance las 1,844 kilotoneladas en 2024, lo cual representaria un crecimiento
anual del 12.9%. A partir de un estudio referido a los diferentes usos de los residuos
alimentarios se pudo concluir que una biorrefineria que produce plastificante y acido
lactico seria econdmicamente viable, con beneficios anuales de unos 422,699 ddlares.

Resumiendo, se puede decir, que desde los afios 90 el &cido lactico ha ido ganando
terreno en el mercado por su importante aplicacion. Grandes empresas situadas en paises
desarrollados se han dedicado a su produccion y uso en varias areas industriales. Entre
ellas, destacan las siguientes ( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,, & Maciel Filho,
2018):

Corbion - Purac (Paises Bajos)

En esta empresa se produce acido lactico. Se encarga de suministrar a diferentes

sectores, desde el alimentario, el quimico, el de los plasticos (a base de APL), el
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biomédico. Se produce L(+) &cido lactico y D(-) &cido lactico con elevada pureza para su
uso en los sectores farmacéutico y del APL. La empresa se ha dedicado a trabajar en la
produccién de &cido lactico para obtener APL a partir de materias primas de segunda
generacion. Respecto al mercado de Corbion se divide en ventas netas: 74.2 % para
suministros de panaderia, el 23.4 % para productos bioquimicos y el 2.4 % para otros usos
( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,, & Maciel Filho, 2018).

Galactic (Belgica)

Es una empresa, que opera desde hace mas de 20 afios, se considera como una de
los lideres en biotecnologia, principalmente en los mercados de la alimentacién, los
piensos, el cuidado personal y sanitario y la industria. Respecto a la fermentacion del acido
lactico, uno de los objetivos es crear soluciones sostenibles, innovadoras y saludables en
el entorno de la seguridad alimentaria, la nutricion y la quimica verde ( Alves de Oliveira,
Komesu, Vaz Rossell,, & Maciel Filho, 2018).

NatureWorks LLC - Cargill (EEUU)

Esta empresa se considera uno de los lideres mundiales en el suministro de &cido
lactico, utilizando el brad IngeoTM, en Nebraska, EE.UU, tiene la capacidad de producir
140,000 toneladas de biopolimero IngeoTM para la elaboracion de envases rigidos y
flexibles, productos de alimentacion, salud y cuidado personal, productos duraderos para
el hogar y electrodomésticos ( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz Rossell,, & Maciel Filho,
2018).

Otros

ADM; B&G; BASF; Cellulac; Danimer Scientific; Direvo Industrial
Biotechnology; Dow; ESUN; Futerro; Henan Jindan Lactic Acid Technology; Hisun
Biomaterials; Jiuding Biological Engineering; Myriant; Musashino Chemical; Piaoan;
Nantong Jiuding Biological Engineering; Pyramid Bioplastics; Shenzhen BrightChina
Industrial; SynbraTechnology; Teijin; ThyssenKrupp Industrial Solutions; Tongjieliang;
Uhde Inventa-Fischer; Yangtzelabre; Zhejiang Hisun Chemical son algunas de las

empresas mas conocidas con actividades en la produccion de acido lactico. Musashino

Pagina 44 de 114



Chemical Laboratory, Ltd. en Japon se considera un gran productor de acido l4ctico
sintético, que produce un total de 7,000 toneladas al afio, lo que puede verse reflejado en
un 2 % de la produccion mundial de acido lactico ( Alves de Oliveira, Komesu, Vaz
Rossell,, & Maciel Filho, 2018).

5.4 PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ACIDO LACTICO

Respecto a la produccion biotecnoldgica del acido lactico, ésta genera gran
importancia debido a los beneficios ambientales y al uso de recursos renovables.

Se llevaron a cabo investigaciones y en la mayoria se usaron bacterias acido
lacticas (BAL) y hongos filamentosos del género Rhizopus. El uso de los hongos presenta
ciertas ventajas debido a las caracteristicas amiloliticas y ademas a los bajos
requerimientos en nutrientes. Existen varias formas en las que los hongos pueden crecer,
estas son; micelio individual, granular, en floculos en pellets esféricos.

Se estudié que cuando la morfologia de R. arrhizus cambié de filamentosa a
pellets, luego de 152 h disminuyo la productividad del &cido lactico de 75.3 % a 62.6 %.
En un cultivo de R. oryzae se mejoro la produccion de acido lactico al ser inducido a la
forma micelial. Respecto a la fermentacion fungica presenta la ventaja de requerir un
medio simple para producir acido lactico, pero ademaés tiene grandes requerimientos de
aireacion.

Algunas de las caracteristicas de las bacterias acido lacticas es que son gram
positivas, microaerofilicos y catalasa negativos. Como producto principal de la
fermentacion de los azlcares producen acido lactico y pueden ser homofermentativos o
heterofermentativos segun la cantidad de é&cido. Pueden encontrarse bacterias
homofermentativas obligadas y facultativas; que dan lugar al &cido lactico como producto
principal de la fermentacion. Se pueden mencionar en este grupo: Lb. caucasicus, Lb.
bulgaricus, Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb acidophilus y Lb. delbrueckii. La mayoria de las
especies que pertenecen a estos géneros presentan elevada tolerancia a pH menor a 5; en
cuanto a la temperatura de crecimiento ésta en un rango de 20 °C a 40 °C. Se destacan por

ser microorganismos de crecimiento rapido, metabolismo simple y relevancia industrial.
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La mayoria de los Lactobacillus producen solamente una forma isomérica de
acido lactico; sin embargo, las formas isoméricas de lactato deshidrogenasa que se
encuentran presentes en Lactobacillus producen el isémero de acido lactico, debido a que
la deshidrogenasa lactica es esteroespecifica; en cuanto a las especies de los géneros
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus y Tetragenococcus Se encargan
de producir unicamente isomeros D(-). Estudios afirmaron que algunos Lactobacillus
producen formas racémicas donde el isomero que predomina depende de las variaciones
en la aireacion, el tipo de fermentacion, la cantidad de NacCl, el incremento de pH y la
concentracion de sustrato. Las especies del género Lactobacillus producen una mezcla
racémica que incluye ambos isémeros, ademas de las formas isoméricas L(+) y D(-), ya
nombradas.

Las homofermentativas por lo general metabolizan la glucosa por la via Embden
Meyerhof, obteniendo como resultado dos moléculas de acido lactico de cada molécula
de glucosa. Cabe aclarar que solamente las bacterias acido lacticas homofermentativas se
encuentran disponibles para la produccion comercial de acido lactico. Respecto a la
eleccion de un microorganismo, esto depende del carbohidrato a ser fermentado:
Lactobacillus delbreuckii ssp. delbreuckii fermentan la sacarosa; Lactobacillus
delbreuckii ssp. bulgaricusus fermentan la lactosa; Lactobacillus helveticus puede
fermentar lactosa y galactosa; Lactobacillus amylophylus y Lactobacillus amylovirus
fermentan almidon; Lactobacillus lactis tienen capacidad de fermentar glucosa, sacarosa
y galactosa (Garcia, Arrdzola, & Durango, 2010).

Respecto a la sintesis de acido lactico, puede llevarse a cabo tanto por rutas
quimicas como por rutas biotecnoldgicas. La materia prima que se utiliza en las rutas
quimicas puede ser biomasa o acetaldehido proveniente del petrdleo. La sintesis a partir
de fuentes no renovables se caracteriza por realizar la reaccion en fase acuosa y alta
presion, ademas requiriendo el uso de cianuro de hidrogeno, acido sulfurico y metanol. La
sintesis a partir de biomasa aplica principalmente tecnologias de conversion hidrotermal
en condiciones alcalinas. Ambas rutas de sintesis producen una mezcla racémica de D/L

acido lactico.
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Las rutas biotecnoldgicas usan biomasa como materia prima en la de sintesis de
acido lactico y ademas la conversion en &cido lctico se lleva a cabo por microorganismos
mediante el proceso de fermentacion. De acuerdo al tipo de biomasa, se requiere por un
lado un pretratamiento y también sacarificacion previa a la fermentacion. Usando
microorganismos especificos y aplicando las condiciones adecuadas de fermentacion, se
puede obtener &cido lactico D(-) o L(+) Opticamente puro. En la figura 8 se nombran los
principales sectores demandantes de acido lactico. En el caso de los sectores de alimentos
y bebidas y cuidado personal utilizan el isomero L ya que el isomero D(-) puede resultar
toxico para el ser humano. En cuanto al sector de los polimeros, éste utiliza isomero D(-)
0 L(+) debido a que los plasticos que se construyen a partir de isdmeros puros tienen
propiedades superiores a los elaborados a partir de mezcla racémica. Respecto al sector
de solventes y otros usos industriales, éste utiliza principalmente la mezcla racémica de
acido lactico debido a que no es tan importante la quiralidad en este tipo de aplicaciones
(Vuan Lanusse, 2018).

Alimentos y
bebidas 34 %

Polimeros
39%

Cuidado
Disolventes y personal 13%

otros usos
industriales 13%

Figura 8: Principales sectores demandantes de acido lactico.
Fuente: Adaptado de Vuan Lanusse (2018).

Se logra la purificacion de acido lactico, a partir de la adicion de cido sulfarico al
medio de fermentacion, esto genera un gran volumen de desechos de sales de sulfato de
calcio. Se plantea la produccion combinada del acido y sus derivados desarrollando los
siguientes pasos: fermentacion, purificacion primaria, purificacion secundaria y tambien

las diferentes tecnologias de polimerizacion o conversion quimica. Respecto al proceso
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de purificacion primaria, este se lleva a cabo a partir de tecnologias avanzadas de
desalinizacion y electrodialisis para lograr obtener &cido lactico puro de manera eficiente
y econdmica, sin obtener residuos de sales. Se obtuvo como resultado un proceso de
fermentacion eficiente y productos de oligdbmeros y polimeros del &cido lactico. El
proceso de purificacion secundaria y de productos lactato-derivados pueden expandir de
manera potencial el mercado del &cido lactico y se usa mucho en actividades de
transferencia de tecnologias para comercializar el proceso y los productos (Munilla &
Carracedo, 2005).

Materias Primas para la produccion biotecnoldgica de 4cido lactico

Para que las bacterias crezcan en un medio de cultivo (mezcla de nutrientes que
permiten el crecimiento de los microorganismos) deben reunir una serie de condiciones
como la temperatura, la presion de oxigeno apta para crecer en el medio de cultivo y el
grado de humedad, asi, como también un grado de acidez o alcalinidad adecuado.
Diferentes sustratos han sido usados para la produccion fermentativa de &cido lactico con
Lactobacillus; a parir de esto, usando un medio simple se obtiene un producto méas puro,
por lo tanto resultan menores costos de purificacion.

Las materias primas usadas en la produccion biotecnoldgica de acido lactico deben
presentar las siguientes caracteristicas: baratas, poco contaminantes, elevada produccion,
alto rendimiento, subproductos formados, capacidad para ser fermentado con poco o
ningln pre-tratamiento y disponibilidad durante todo el afio. Para la produccion
econdmica del &cido lactico, han sido usadas materias primas baratas, como los materiales
celulosicos, los amilaceos, el lactosuero y la melaza. Dentro de los materiales amilaceos
(que son fuente de polisacéridos, principalmente almidén) se pueden nombrar el sorgo
(4.08 % almidon), la paja de trigo (54 % almidon), el maiz, la yuca (27 % almidon), la
papa, el arroz y la cebada. Cabe aclarar que estos materiales deben ser hidrolizados hasta
azlcares fermentables previo al proceso ya que estan formados por enlaces de glucosa
a(1,4) y a(1,6), aunque puede realizarse en simultaneo con la fermentacion (Garcia,
Arréazola, & Durango, 2010).
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Respecto a lo materiales lignocelulésicos, estos consisten en celulosa,
hemicelulosa y lignina. Es decir, se pueden nombrar como materiales lignocelulésicos con
gran potencial como materia prima, el sarmiento de vid, hojas y jugo de cafia de azucar,
Salvado de trigo, la paja de arroz, el salvado de arroz, los granos agotados de cerveceria,
son otros materiales importantes que sirven como materia prima (Garcia, Arrdzola, &
Durango, 2010).

Un subproducto muy importante de la industria lactea, es el lactosuero, que esta
compuesto por lactosa, proteina, grasa, minerales, vitaminas, y acido lactico. Existen dos
tipos de suero, el dulce y el acido que son usados en la produccion de &cido lactico.
Ademas, para la produccion de &cido lactico también se usan desechos orgénicos
derivados del procesamiento de alimentos como los residuos del procesamiento de
zanahoria, bagazo, almidén y desechos de alimentos, desechos de manzana, desechos de

pifia, entre otros (Garcia, Arrdzola, & Durango, 2010).

Fermentacién acido lactica

La fermentacion acido lactica es el proceso de fermentacion donde el producto
final es el &cido lactico, y es llevado a cabo por las BAL, hongos, protozoos y en tejidos
animales (Garcia Gonzaélez , 2019).

Se han realizado estudios e investigaciones para la obtencién de acido lactico a
partir de materias residuales y luego su transformacion en productos quimicos
intermedios, disolventes, plastificantes y resinas. Los microorganismos que producen
acido lactico en general, pertenecen al género Lactobacillus. Se conocen dos clases de
bacterias, las homofermentativas, que producen &cido lactico, en su mayor totalidad y las
heteroferomentativas, que son encargadas de producir subproductos. En la industria se
utilizan las homofermentativas. Es posible ademas emplear cepas de hongos como
Rhizopus que producen L(+) acido lactico (Munilla & Carracedo, 2005).

Es importante aclarar que el acido lactico obtenido por fermentacion en estado
solido (FES), es un proceso que se define como el crecimiento de microorganismos
(principalmente hongos) en material sélido hiumedo, que presenta ausencia de flujo de

agua, esto lleva a la reduccion de efluentes y por lo tanto disminuye la contaminacién. Es
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decir, es un proceso simple en el que se usan volimenes pequefios y elevadas
concentraciones de productos y, ademas, presenta facil aireacion (Garcia, Arrazola, &
Durango, 2010).

Se usan materiales como soporte, entre ellos se encuentran el salvado de trigo, paja
de arroz, etc. Respecto a las cepas bacterianas que se usan, se pueden nombrar las
siguientes: Enterococcus faecalis RKY1, Lactobacillus amylophilus GV6 , Lactobacillus
amylovorus NRRL B-4542, Lactobacillus delbrueckii. En cuanto a los hongos
filamentosos se usaron especies Rhizopus arrhizus 36017 y Rhizopus oryzae 2062 con
rendimientos de Y = 0.85-0.2 g/g asociados con 1.5-3 g/l de biomasa micética producidos
entre las 36 y 48 h de fermentacion. Se realizaron estudios comparativos de la cepa R.
oryzae para evaluar la produccion de acido lactico en fermentacion sumergida (FS) y FES,
con lo cual se obtuvieron resultados y se demostro que la FES tuvo un nivel de produccion
mayor y los rendimientos fueron los siguientes: 93.8 y 137.0 g/l en FS y FES,
respectivamente (Garcia, Arrazola, & Durango, 2010).

Ademas, se han llevado a cabo investigaciones para la produccion de acido lactico
de alta calidad con materias primas econdémicas como pueden ser las tusas de maiz, que
pueden ser usadas en la produccién de APL, que ademas requiere de un acido lactico
Opticamente puro. Se tiene en cuenta que la fabricacién del &cido lactico por fermentacion
de carbohidratos puede producir el estéreoisbmero eficiente y deseado,
independientemente del proceso quimico que se llevd a cabo, pero cabe aclarar que el
proceso de fermentacion debe ser competitivo con el de sintesis quimica (Munilla &
Carracedo, 2005).

5.5 RHIZOPUS ORYZAE COMO PRODUCTOR DE ACIDO LACTICO
Es necesario que en el proceso de fabricacion de acido lactico los microorganismos
fermenten rapida y completamente sustratos de bajo costo, con la minima adicion de
nutrientes nitrogenados y elevada estereoespecificidad, con valores reducidos de pH y
elevadas temperaturas, que se obtenga poca biomasa y como asi también cantidad

despreciable de subproductos. Se obtiene acido lactico por fermentacion a partir de un

Pagina 50 de 114



proceso de glicolisis: degradacion de los carbohidratos y también por sintesis (Munilla &
Carracedo, 2005).

Respecto a los sustratos que se emplean comercialmente, pueden ser los que se
nombran a continuacion; sacarosa del azucar de cafia y remolacha azucarera, suero de
queso conteniendo lactosa y maltosa y dextrosa de almidon hidrolizado. La sacarosa
refinada y la dextrosa son los mas utilizados.

Dependiendo al &cido que producen las cepas de Rhizopus pueden dividirse en dos
tipos, las cepas del tipo I, producen &cido L lactico, a su vez estos contienen los genes de
dos lactato deshidrogenasa dependientes de NAD (LDHA y LDHB). Las cepas del tipo Il
producen acido fumarico y L(+) acido malico, y contienen a su vez el gen de la enzima
LDHB. Con la cepa R. oryzae (tipo 1) se han llevado a cabo humerosos estudios para la
produccidn industrial de L(+) acido lactico, ya que tiene grandes capacidades amiloliticas,
xilanoliticas, pectinoliticas y celuloliticas, que son capaces de realizar la conversion de
residuos poliméricos de la agricultura. Las células de hongos tienen la propiedad de
presentar mayor resistencia osmotica a la acumulacion de &cido lactico y ademas
sobreviven a temperaturas de hasta 44 °C. En cuanto a la produccion de acido lactico por
R. oryzae segun estudios se ha demostrado ser sensible a la temperatura, en donde la
temperatura Optima de produccidn varia en el rango de 27-35 °C (Munilla & Carracedo,
2005).

El Rhizopus es un organismo que se usa ampliamente, ya que se obtiene un
producto final de calidad superior, produciendo acido lactico en la forma quimica, que es
la més conveniente para la fabricacion de APL. Se ha estudiado la modificacion genética
del R. Oryzae para la mejora del rendimiento de la fermentacion. El hongo R. oryzae puede
llegar a producir altas cantidades de acido lactico con la fermentacion de glucosa. Se
obtienen rendimientos con valores entre 60 - 80 %. Segun estudios aproximadamente la
mitad del acido lactico producida en el mundo anualmente es por fermentacion de la
glucosa proveniente del almidon de maiz (Munilla & Carracedo, 2005).

También se debe destacar que las células de Rhizopus presentan menores
requerimientos nutricionales que las bacterias acido lacticas, pero debido a que son

microorganismos aerobios, se requiere aireacion. Esta Ultima caracteristica puede
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considerarse una desventaja ya que el proceso industrial podria verse limitado por la
transferencia de oxigeno afectando la pureza del &cido lactico, ya que se generan
subproductos como etanol. R. oryzae produce etanol a partir de la conversion de piruvato
en acetaldehido y dioxido de carbono a través de una enzima llamada piruvato
descarboxilasa (PDC), luego se produce la oxidacion de acetaldehido a etanol por la
enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) (Meussen, Graaff, Sanders , & Weusthuis, 2012).
En la figura 9 se describen las principales rutas de fermentacion de R. Oryzae usando

glucosa como fuente de carbono:

Extracellular G'”‘fose
Cytosol J
Glucose
1!' Mitochondria
Pyruvate * Pyruvate
ATlp S CoA NADH+H*
I - CO, = —» NAD*
I . l
Acetaldehyde CO, CO, Oxaloacetate Acelyl-CoA
NADH+H* L NADH+H* NADH+H*
3N TCA
NAD* NAD* NAD* E"jC|E
L-(*)-Malate Fumarate
6
! 0 l
Ethanol L-(+)-Lactate Fumarate Fumarate
! | I I
' v + v
Ethanol L-(+)-Lactate Fumarate Fumarate

Figura 9: Descripcion simplificada de las principales rutas de fermentacion de R.
oryzae con glucosa como fuente de carbono. Los nimeros indican las enzimas clave
de la via: 1- Piruvato descarboxilasa (PDC); 2- Alcohol deshidrogenasa (ADH); 3-
Lactato deshidrogenasa (LDH); 4- Piruvato carboxilasa (PYC); 5- Malato

deshidrogenasa (MDH); 6- Fumarasa (FUM).
Fuente: Meussen, Graaff, Sanders , & Weusthuis (2012).

Segun estudios pudo comprobarse que la transferencia de oxigeno se puede
mejorar llevando a cabo un control de la morfologia de crecimiento del hongo. Se han

llevado a cabo distintas técnicas de inmovilizacion previas al proceso de fermentacion,
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para lograr ese control de la morfologia. Pero, mediante la inmovilizacion también se ha
detectado produccion de etanol, aunque en cantidades menores. A partir de esto se pudo
llegar a la conclusion que el etanol se genera debido al crecimiento celular y a partir de
esto se puede decir que la pureza del acido lactico y el proceso de purificacion se ven
afectados de forma negativa. Es importante tener en cuenta que el R. oryzae presenta un
rango de pH entre 4 y 9, pero el pH 6ptimo de crecimiento y produccion de acido lactico
es de 6.5. Sin embargo, pH superior a 4 presenta dificultad y costos al proceso de
purificacion. Se puede decir que este organismo, con cierto suministro de oxigeno,
transforma la glucosa en piruvato, donde este ultimo ingresa al ciclo de los &acidos
tricarboxilicos (CAT), generando ATP y NADH (mostrado en la figura anterior).
Respecto a la energia y los cofactores generados en CAT, estos se encargan de facilitar la
conversion de piruvato a acido lactico a partir de las enzimas lactato deshidrogenasas. El
proceso de fermentacion con R. oryzae en determinadas condiciones, a diferencia de las
bacterias &cido lacticas homofermentativas, da como resultado cuatro productos
principales y de gran uso; &cido L lactico, biomasa celular, &cido fumarico y etanol (Vuan
Lanusse, 2018).

Ademas, Rhizopus oryzae utiliza la xilosa a través del azucar pentosa fosfato
(hexosa monofosfato [HMP]). Un compuesto intermedio obtenido de la via de la HMP es
también el piruvato. Con elevada concentracion de oxigeno en presencia de glucosa y de
una alta concentracion de oxigeno disuelto, el piruvato se convierte en lactato mediante
un NAD" dependiente de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Se informé de que
habia tres enzimas LDH responsables de la reduccién de piruvato a lactato y de la
oxidacion del lactato a piruvato. Estas tres enzimas fueron determinadas bajo diferentes
condiciones de cultivo. Por otro lado, el metabolismo del piruvato en R. oryzae también
implica el CAT que se lleva a cabo en la mitocondria y la via citosolica separada para la
formacion de acido fumaérico, ademas se observa la presencia de las siguientes enzimas:
piruvato carboxilasa, malato deshidrogenasa y fumarasa. Se puede decir que las pentosas,
incluida la xilosa, son metabolizadas a través de la via HMP para obtener los nucleétidos
y aminodacidos para llevar a cabo la sintesis de la biomasa celular ( Yang, Enshay, &
Thongchul, 2013).
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Entonces se puede decir que ademas del almidon, la xilosa es el sustrato mas
abundante en la biomasa vegetal. Sin embargo, ha sido limitada la conversion de la xilosa
en productos quimicos, ya que los microorganismos tienen preferencia por la glucosa
como fuente de carbono y energia. De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se destaca
que R. oryzae muestra preferencia por la glucosa en la fermentacién del &cido lactico. En
la fermentacion de la mezcla de glucosa/xilosa, la glucosa era consumida facilmente,
mientras que, en el caso de la xilosa, esta se metabolizaba lentamente. Esto ocurrio ya que
la glucosa y la xilosa fueron metabolizadas por diferentes rutas metabolicas. Respecto al
catabolismo de la xilosa por R. oryzae, el primer paso es su conversion en xilulosa a través
de la via oxido-reductiva. Es decir, la xilosa se reduce primero a xilitol en presencia de la
xilosa reductasa ligada a NAD(P), que luego es reoxidada por la xilitol deshidrogenasa
para dar xilulosa. Luego, los pasos posteriores a la formacion de xilulosa fosfato podrian
llevarse a cabo a partir de una combinacion de las vias HMP y EMP para producir el
piruvato, mientras que solo la via EMP se usa en el catabolismo de la glucosa. Se puede
concluir que las vias metabdlicas de la xilosa (pentosa) son mas complicadas que las de la
glucosa (hexosa). Esto podria explicarse debido a la lenta conversiéon de la xilosa,
comparada con la glucosa ( Yang, Enshay, & Thongchul, 2013).

El género Rhizopus incluye varias especies que son utilizadas industrialmente para
la produccion de enzimas (glucoamilasas, celulasas, tannasas), acidos organicos (acido
lactico, &cido fumarico), asi como para la produccion de alimentos tradicionales. Rhizopus
oryzae se emplea industrialmente por su capacidad de consumir una gran variedad de

fuentes de carbono ( Londofio-Hernandez, y otros, 2017).

Taxonomia

El filo Zygomycota es una division de los hongos que incluye alrededor de 1000
especies, se divide en dos clases, Zygomycetes y Trichomycetes. Los Zygomycetes abarcan
una diversidad ecoldgica de clases de hongos, incluyendo saprobios y patdgenos de
plantas, patdégenos de animales (sin incluir a los humanos) y otros hongos. El género
Rhizopus se clasifica de la siguiente manera: Filo: Zygomycota, clase: Zygomycete, orden:
Mucorales, familia: Mucoraceae, género: Rhizopus. Este género incluye Rhizopus
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oligosporus, Rhizopus arrhizus, Rhizopus circinans, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae,
Rhizopus microspores y Rhizopus stolonifer.

R. oryzae ha sido aislado de varios sustratos como por ejemplo una gran variedad
de suelos, vegetales en descomposicion, frutas, verduras y semillas. Debido a su rapido
crecimiento, se lo conoce como colonizador primario o secundario, por invasion rapida de
sustratos digeribles (es decir, sustratos ricos en azucares simples) ( Londofio-Hernandez,
y otros, 2017).

Necesidades nutricionales

R. oryzae utiliza principalmente glucosa como fuente de carbono y urea como
fuente de nitrogeno. Aunque también se ha demostrado que R. oryzae puede utilizar otras
fuentes de carbono, por ejemplo xilano para la produccién de xilanasa , celulosa para la
produccion de celulasa , xilosa, glucosa y sacarosa para la produccion de &cido lactico y
manosa, galactosa, manitol, etanol, pectina de citricos, goma guar, fructosa e inulina para
la produccion de varios productos. Ciertos estudios indicaron que las pentosas no son
preferidas por este hongo como fuente de energia, ya que esta cepa fungica prefiere las
hexosas para proceso metabdlicos ( Londofio-Hernandez, y otros, 2017).

Se han evaluado diferentes fuentes organicas como fuente de nitrégeno para el
crecimiento microbiano, entre ellas el extracto de levadura, la triptona y proteinas, y
fuentes inorganicas como el sulfato de amonio, nitrato de potasio y nitrato de sodio.
Aunque R. oryzae tiene preferencia por las fuentes de nitrogeno orgéanico ( Londofio-
Hernéndez, y otros, 2017).

Se ha demostrado que R. oryzae crece a temperaturas de 7 °C a 45 °C, con el
optimo cerca de 37 °C. Su aw minima para el crecimiento es de 0.88. Ademas, puede crecer

a pH entre 4 y 9 ( Londofio-Hernandez, y otros, 2017).

Uso industrial de R. Oryzae

La fermentacion en estado solido de materiales vegetales se considera una opcion
para producir alimentos de alta calidad. La fermentacion de alimentos por hongos de

sustratos de origen vegetal puede clasificarse en las siguientes categorias
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- Fermentacion en la que se lleva a cabo la protedlisis de los polimeros del sustrato
por enzimas fungicas, seguido de una fermentacién sumergida (por ejemplo: salsa
de soja 0 miso). En este tipo de procesos se suelen emplear especies de Aspergillus.

- Fermentacion que produce sustitutos carnicos texturizados a partir de sustratos
como cereales o legumbres utilizando micelio para unir particulas (por ejemplo:
tempeh, oncom). Las especies de Rhizopus se emplean por lo general en este tipo
de procesos.

La fermentacién también se utiliza para la produccion de acidos organicos. R.
oryzae es un importante microorganismo para producir &cidos organicos. Las cepas de R.
oryzae se dividen en dos grupos: productores de &cido lactico o productores de acido
fumarico. Sin embargo, las cantidades de &cido producidas dependen de las condiciones
de fermentacion.

- Acido lactico: es un producto utilizado como materia prima para la produccion
de polimeros biodegradables, disolventes ecoldgicos y productos quimicos oxigenados
debido a sus propiedades quimicas. El acido lactico puede producirse por sintesis quimica
o por fermentacion microbiana; sin embargo el acido lactico L(+) o D(-) 6pticamente puro
solo puede obtenerse mediante un proceso biotecnoldgico de fermentacion con los
microorganismos adecuados. Las fermentaciones con cepas de Rhizopus se prefieren a los
sistemas de bacterias como Lactobacillus spp, debido a los requisitos nutricionales.
Ademas, Rhizopus solo sintetiza 4cido lactico L(+) mientras que Lactobacillus spp. suele
producir una mezcla de isomeros. Debido a que R. oryzae produce acido lactico L(+) en
medio con condiciones minimas empleando diferentes fuentes de carbono, esto reduce el
costo del proceso de fermentacion y facilita las operaciones posteriores para la
recuperacion del producto. La cepa R. oryzae IFO 4707 produjo el mayor contenido de
acido lactico L(+) (10 mg/g de materia fresca). En particular, R. oryzae requiere una alta
transferencia de oxigeno para la produccion de acido.

Se estudio la produccion de compuestos volatiles por R. oryzae ATCC 34612 en
diferentes sustratos (yuca, bagazo, orujo de manzana, soja y amaranto). Los compuestos
detectados en las diferentes fermentaciones fueron acetaldehido etanol, 1-propanol,

acetato de etilo, propionato de etilo y 3-metil butanol. Para mejorar las propiedades
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organolépticas de los sustratos solidos agricolas, a través de la sintesis de compuestos
volatiles, se usaron diferentes cepas de R. oryzae, R. oryzae ATCC 34612, R. oryzae NRRL
395, R. oryzae MUCL 28627 y Rhizopus sp. NRRL 25975 y diferentes sustratos como
yuca, residuos de manzana, soja y amaranto. La produccion de estos compuestos esta
relacionada con la composicion de los residuos agricolas y las condiciones de
fermentacion, como la aireacion, la temperatura y el tiempo de fermentacion (72-180
horas).

Cabe destacar también la produccion de enzimas por R. oryzae. La mayoria se
centran en la produccién de amilasas, lipasas, celulasas, proteasas y tanasas, todas ellas
clasificadas como hidrolasas. Las enzimas producidas por R. oryzae son termoestables y

pueden funcionar en un amplio rango de pH ( Londofio-Hernandez, y otros, 2017).

5.6 PROCESO DE OBTENCION Y PURIFICACION DE ACIDO LACTICO A
ESCALA INDUSTRIAL

El &cido lactico es usado en una gran variedad de transformaciones quimicas y
productos. En todo el mundo se utiliza para aplicaciones en las industrias alimentarias,
farmacéutica, textil, cosmética e industrias quimicas.

Se conocen dos procesos utilizados en la produccién de &cido lactico: la sintesis
quimica y la fermentacion de carbohidratos. La sintesis quimica produce Unicamente una
mezcla racémica de acido lactico utilizando acetaldehido como compuesto inicial. Es
preferible la fermentacion para la produccion de acido lactico, ya que, en la fermentacion,
los sustratos para la obtencion de acido lactico son renovables y se utilizan materias primas
econdmicas, como materiales amil&ceos, la cafia de azucar, el suero de leche, glicerol y
microalgas. Cellulac, Purac y NatureWorks estan investigando formas donde se puede
utilizar biomasa lignocelulésica como fuente de carbohidratos para la obtencion de acido
lactico (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

Son necesarios varios pasos de purificacion luego de la fermentacion para obtener
el producto final de &cido lactico. Las etapas de separacion y purificacion final requieren
un costo de produccion de hasta el 50 %. Ademas del alto costo de estas etapas, resulta

complejo obtener acido lactico de alta pureza, debido a la gran afinidad que tiene con el
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agua, la descomposicion a temperaturas elevadas y el proceso de recuperacion que

necesita de energia (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

Existen varios métodos para la recuperacion de acido lactico, como la precipitacion, la

destilacion, la extraccion con disolventes adsorcion y procesos de separacion por

membranas (6smosis inversa, electrodialisis y ultrafiltracion), etc. Ademas, existen

inconvenientes para su aplicacion industrial, algunos de éstos pueden ser, el alto costo de

los equipos, la recuperacion de disolventes y el elevado consumo de energia. Los procesos

que actualmente se usan para la recuperacion del acido lactico son la precipitacion, la

extraccion con disolventes y las separaciones con membranas.En la Tabla 4 se nombran

los distintos métodos que se usan para la separacion y recuperacion del &cido lactico del

caldo de fermentacion (Komesu, Maciel, & Filho, 2017):

Tabla 4: Ventajas y desventajas de los procesos de separacion de acido lactico.

Proceso de
separacion

Ventajas

Desventajas

Precipitacién

-Se aplica facilmente en
plantas industriales
- Funcionamiento sencillo

- Alto consumo de acido sulfirico
- Generacion de yeso, esto requiere
eliminacion en vertedero
- Baja pureza del producto

Extraccion
Liquido-
Liquido

-No se genera yeso
-Disminucion del riesgo de
descomposicion térmica

- El extractor debe ser regenerado por
destilacion o retroextraccion
- El producto con baja pureza
- Los agentes de extraccion presentan
coeficientes de distribucion desfavorables

Separacion con

-Gran flexibilidad en la
escala de produccion
- Alta selectividad
-Altos niveles de purificacion

-Alto costo de las membranas
-Ensuciamiento de la membrana

Membranas -Usa fermentadores - Problemas de polarizacion
convencionales, - Dificultad de ampliacién
disminuyendo el costo de
inversion en equipos
- Reduce el riesgo de
descomposicién térmica
Destilacion - Altos niveles de -Dificil de ampliar
purificacion . L .
Molecular - Requiere condiciones de alto vacio

- No se usan disolventes
- No se necesita mas
purificacion
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-El proceso es complejo
- Se aplica a las reacciones quimicas

- Integracion y separacion de reversibles en fase liquida
la reaccién en el mismo - Las aplicaciones se limitan a sistemas
Destilacion con aparato donde las velocidades de reaccion son
Reactivos - Elevados niveles de elevadas y no hay variacion de
purificacion temperaturas para la reaccion y la
- Menor consumo de energia separacion

- Problemas de corrosion y separacion
debido al uso de un catalizador homogéneo

Fuente: Komesu, Maciel, & Filho (2017).

Neutralizacion v Precipitacion de la sal con &cido

La separacion, por precipitacion es el proceso de purificacion mas usado en la
produccion de &cido lactico por fermentacion. Se comienza afiadiendo un exceso de
carbonato de calcio o hidréxido de calcio al fermentador para lograr neutralizar el acido
producido, manteniendo el pH de 5 a 6, y produciendo una sal de calcio, el lactato de
calcio. La neutralizacion se lleva a cabo porque las altas concentraciones de acido lactico
y el pH reducido tienen efectos inhibidores en el metabolismo celular debido a la alta
forma protonada que presenta el acido lactico. En el proceso, el caldo de fermentacion es
tratado con acido sulfarico para luego poder precipitar el sulfato de calcio o yeso, que
luego se filtra. En cuanto al filtrado que contiene &cido orgéanico libre se evapora y asi
poder obtener acido lactico puro. A continuacion, se muestran las reacciones quimicas que

intervienen: (Komesu, Maciel, & Filho, 2017)
*Produccion de acido lactico

CoHy,0s = 2CH,CHOHCOOH

Glucosa — Acido lactico
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*Neutralizacién

2CH3;CHOHCOOH + Ca(OH), = Ca(CH;CHOHCO0O0), + 2H,0

Acido lactico + hidréxido de calcio — lactato de calcio + agua
*Acidificacion

Ca(CH3;CHOHCO0O0), + H,S0, » 2CH3;CHOHCOOH + CaS0,

Lactato de calcio + acido sulfurico — acido lactico + sulfato de calcio

Como el objetivo es obtener un producto de pureza elevada, el acido lactico debe
esterificarse con metanol o etanol, y el éster luego se recupera por destilacién, se hidroliza
con agua, se evapora y el alcohol serd reciclado. Una de las formas de obtener &cido lactico
puro es mediante la conversion del lactato de calcio en lactato de zinc usando sulfato o
carbonato de zinc, y el lactato de zinc se recristaliza y luego es disuelto en agua.
Posteriormente, el zinc precipita como sulfuro de zinc usando una solucion de sulfuro de
hidrégeno. La solucién de acido lactico es sometida a un proceso de clarificacion con
carbon, se filtra y se evapora al vacio. Para esta operacion la sal de zinc es la més usada y
apropiada debido a que cristaliza mejor que cualquier otro lactato.

A partir de ciertos estudios e investigaciones se desarrollaron mejoras en el
proceso,es decir estudiaron los efectos de Ca(OH),, NHsOH y NaOH como
neutralizadores para lograr la recuperacion eficiente del &cido lactico. El estudio demostro
que se usa Ca(OH)> como agente neutralizador en la fermentacion de arroz partido
utilizando Lactobacillus delbrueckii. EI Ca(OH)2 es aplicado industrialmente en la
produccion de &cido lactico D(-) ya que el hidroxido de calcio se recupera facilmente por
precipitacion y es mas econémico que el NaOH y el NHsOH.

Ademas, es muy utilizado ya que el cation divalente (Ca*?) resulta mas eficaz para
neutralizar los cultivos en comparacion con los monovalentes (Na* y NH*®) .

Se llevo a cabo la adicion de metanol durante la acidificacion del lactato de amonio

con &cido sulfurico. Se formo el lactato de amonio utilizando hidréxido de amonio para

lograr la neutralizacion del caldo de fermentacion. Mediante adicion de &cido sulfarico,
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se obtuvo sulfato de amonio y &cido lactico. Al afiadir metanol durante el proceso
disminuyd la solubilidad del sulfato de amonio en el caldo, y debido a esto mejoro su
separacion por filtracion, y facilitd la esterificacion del acido lactico con el metanol para
formar lactato de metilo, esto se realizd a temperatura ambiente y se obtuvo un
rendimiento superior al 80 %. Una vez obtenido el lactato de metilo, este se somete a
destilacion para obtener &cido lactico.

Cargill a partir de ciertos estudios, desarrollé un proceso alternativo en el que
utilizé carbonato de sodio como agente neutralizador y para la extraccion amina terciaria.
Se formo lactato de sodio con la adicién de carbonato de sodio, que luego se concentrd y
se extrajo con amina terciaria bajo presion de CO. para la obtencion de una sal de
bicarbonato de sodio que tiene la propiedad de precipitar y un extracto de amina. La
extraccion se realizo con agua caliente a 140 °C y 100 psig para producir una solucion de
acido lactico y una mezcla de disolvente de amina regenerada que posteriormente sera
reciclada. Una vez que se sometid el &cido lactico a purificacion, se utiliz6 luego para la
fabricacion de polimeros.

En el caso ZeaChem, Inc., se encargd de desarrollar un proceso en el cual, el caldo
de fermentacion es neutralizado con carbonato de calcio para obtener la sal de lactato que
luego se sometia a acidificacion con acido nitrico, en donde se recuperaba el acido lactico,
produciéndose nitrato de calcio. Como se menciondé el acido lactico se recuperaba del
medio y por otro lado el nitrato de calcio reaccionaba con carbonato de amonio para
producir nitrato de amonio y carbonato de calcio. Luego el nitrato de amonio se procesé
como fertilizante (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

La separacion de acido lactico por precipitacion presenta algunas desventajas que
se nombran a continuacién: Alto costo de reactivos, es necesario realizar procesos de
filtracion y separacion, especialmente cuando se requiere un producto de mayor pureza.
Desde el punto de vista medioambiental, otro gran inconveniente es que Se generan
grandes cantidades de aguas residuales. Ademas, para producir una tonelada de &cido
lactico se genera aproximadamente una tonelada de sulfato de calcio.

En el texto de Komesu, Maciel, & Filho (2017) se resalta que se obtuvieron las

primeras cepas de Aspergillus capaces de producir cantidades elevadas de acido lactico
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insertando genes de R. oryzae en una cepa de A. brasiliensis de tipo salvaje. Dicha cepa
produjo 32.2 g/L de &cido lactico, con un rendimiento de 0.44 g/g a partir de glucosa en
la fermentacion, y se obtuvo un pH final de 3.2. Una de las principales ventajas de estas
cepas es que pueden crecer a un pH bajo y ademas utilizar fuentes de carbono de bajo

costo como la biomasa vegetal.

Extraccion con disolventes o extraccion liquido/liquido

Se puede decir que la extraccion con disolventes es aquel proceso en el que uno o
mas solutos son eliminados de una mezcla liquida transfiriendo el o los solutos a una
segunda fase liquida inmiscible formada, donde se introduce un disolvente. Por lo tanto,
la separacién esta basada en la diferencia de solubilidad del soluto en las dos fases
liquidas. También se deben tener en cuenta otros factores importantes como los
coeficientes de distribucidn, ya que es un requisito fundamental de un buen extractor (se
define este coeficiente como la relacion entre la concentracion del acido lactico en la fase
solvente y la fase acuosa), la facilidad de separacion de la fase liquida, la selectividad del
extractor y ademas es importante tener en cuenta la eleccion del disolvente con que se
realiza la extraccion (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

En cuanto al disolvente (o extractor), este se encarga de disolver parcialmente
ciertas especies de la alimentacién liquida, provocando al menos una separacion parcial
de los componentes presentes en la alimentacion. Respecto a la eleccion del disolvente se
deben tener en cuenta algunas caracteristicas como: buena selectividad, estabilidad
quimica, regenerabilidad, disminucion de corrosividad, baja toxicidad y poca viscosidad.
En el caso de presentar un extractor con elevada viscosidad, es necesario aplicar
diluyentes, ya que también mejoran la capacidad de extraccion del disolvente.

Se ha llevado a cabo una clasificacion de los tipos de disolventes extractores como:

- Hidrocarburos convencionales, estos contienen oxigeno, como el octanol y la metil
isobutil cetona.
- Disolventes oxigenados que presentan enlaces de fosforo, como es el caso de

fosfato de tributilo.
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- Aminas alifaticas que se caracterizan por tener alto peso molecular, como la
dodecil amina.

De acuerdo a la clasificacion anterior, los hidrocarburos convencionales que
contienen oxigeno, se caracterizan por tener coeficientes de distribuciébn muy bajos.
Respecto a los disolventes oxigenados con enlaces de fosforo, no presentan coeficientes
de distribucidn lo suficientemente altos, para poder extraer de manera adecuada el acido
lactico. Se puede decir entonces que los extractores del tercer tipo, las aminas de elevado
peso molecular, son los més eficaces y apropiados.

Por otro lado, se llevo a cabo el estudio de la extraccion de &cido lactico con
algunos solventes, donde se pudieron observar y clasificar luego, en aquellos que
presentan mayor afinidad con el &cido lactico y poca o ninguna afinidad con el agua. Estos
solventes fueron éter etilico, acetato de etilo hexanol, alcohol isoamilico y furfural. Segln
los resultados, el éter etilico mostr6 la mayor selectividad, luego sigue el acetato de etilo,
el hexanol, el alcohol isoamilico y el furfural. El éter etilico uno de los solventes que no
era aconsejable para su uso como disolvente industrial, fue el éter etilico, ya que presenta
importantes riesgos asociados a la manipulacion. A diferencia del acetato de etilo que
mostrd un gran potencial de aplicacion. No era significativa la diferencia de selectividad
entre el hexanol y el alcohol isoamilico. Es decir que se eligié el alcohol como disolvente
para la purificacion del acido lactico, ya que era el mas adecuado y adaptable por sus
propiedades (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

También se llevaron a cabo estudios referidos a la recuperacion del acido lactico
usando como extracto tributilfosfato y dodecano como disolvente. Como el tributilfosfato
presenta elevada viscosidad, era necesario usar un disolvente de baja viscosidad y que
fuera insoluble en agua. Se obtuvieron buenos resultados, aunque era necesario reducir la
viscosidad del tributilfosfato para evitar un elevado consumo de energia (impulsores y
bomba). Sin embargo, cabe destacar que el uso de un disolvente que presenta baja
miscibilidad en fase acuosa reduce la contaminacion.

Se puede concluir entonces que la extraccion con disolventes necesita de una gran
superficie de intercambio para lograr una separacion eficaz, sin embargo esto implica

costos elevados de equipamiento y de recuperacion de disolventes en las etapas de
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extraccion. Ademas, la alta toxicidad del extractor para los microorganismos, seria un
inconveniente para su aplicacion en la fermentacion extractiva in situ. Es decir que
generalmente la extraccion liquido-liquido no se aplica en los procesos industriales ya que
los agentes de extraccion presentan coeficientes de distribucion con caracteristicas para

los &cidos organicos (Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

Separacién con Membranas

Segun el texto de Komesu, Maciel, & Filho (2017) los procesos de separacion con
membranas se caracterizan por el traspaso de solutos a traveés de una barrera fisica
semipermeable cuyo objetivo es separar dos fases, evitando la transferencia de
componentes de una fase a otra. Los procesos que utilizan membranas se aplican a
diversos sectores de la industria: biotecnologia, tratamiento de aguas, alimentacion,
farmacéutica, etc. Una de las principales ventajas de las membranas son la especificidad
y al bajo consumo de energia. Dentro de los procesos de separacién y purificacion basados
en membranas, los mas conocidos son la microfiltracion, la ultrafiltracién y la tecnologia
de electrodiélisis.

Se puede definir la electrodialisis como un método de separacion, que aplica
membranas de intercambio catidnico y anionico permeables. Las membranas son
colocadas entre el catodo y el anodo; cuando se aplica un potencial eléctrico entre los
electrodos, los cationes migran hacia el catodo y los aniones hacia el anodo. En la
electrodiélisis las membranas usadas son poliméricas, no porosas, con un espesor entre 10
y 500 um. Uno de los usos de la electrodialisis es la eliminacidn de las sales de las
soluciones, como asi también para concentrar las sustancias ionicas. Existe un tipo
especial de electrodialisis con membranas bipolares, que son capaces de disociar la
molécula de agua en protones (H*) e iones hidroxilo (OH"). Estas membranas funcionan
con un 80% de eficiencia. Para la separacion del agua se utiliza la electrodialisis con
membranas bipolares, produciendo de esta forma &cido lactico concentrado, y el amoniaco
se recicla luego. En la electrodialisis es muy importante la etapa de desalinizacion, ya que
brinda un funcionamiento eficiente y econdémico del proceso. La sal de lactato, en esta

etapa, esta dos veces 0 mas concentrada. Posee un rendimiento de recuperacion alto y el
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consumo de energia es bajo. Es decir que para la purificacion del &cido lactico, puede
aplicarse la doble electrodialisis, derivada de la fermentacion sin generacion de sal como
residuo.

Cabe mencionar, ademas, que los procesos de separacion por membrana presentan
ciertas ventajas importantes como la gran flexibilidad en la escala de produccion, esto
dependeré de la demanda del mercado. Como asi también las membranas, debido a su alta
selectividad, garantizan altos niveles de purificacion y separacion; se adaptan a
fermentadores convencionales, lo que permite la produccion y la purificacion simultaneas,
disminuyendo el costo de inversion en equipos. Sin embargo presenta algunos
inconvenientes como el alto costo de las membranas, la polarizacion y los problemas de
ensuciamiento que limitan el uso de los procesos de electrodialisis a gran escala (Komesu,
Maciel, & Filho, 2017).

Se puede concluir que la precipitacion es el método convencional para lograr la
recuperacion del &cido lactico, pero desde el punto de vista econémico y medioambiental
es poco atractivo, ya que genera residuos sélidos y acido lactico de baja pureza.

A diferencia del anterior, la extraccion con disolventes tiene la ventaja de no
generar muchos residuos, pero requiere una gran superficie de intercambio, ademas
debido a la recuperacion del disolvente requiere alto costo y presenta también elevada
toxicidad de los extractores; es decir que estos inconvenientes limitan su uso a gran escala
(Komesu, Maciel, & Filho, 2017).

Destilacién Molecular

Se puede definir a la destilacion molecular como una operacion unitaria poco
convencional de transferencia de masa por difusion, que se lleva a cabo para la separacion
de mezclas liquidas homogéneas que tienen baja volatilidad, elevado peso molecular y
son sensibles al calor. Puede considerase un caso especial de evaporacion, debido a que
puede generarse vapor en la superficie del liquido con la diferencia de que casi no hay
difusion de moléculas gaseosas a la fase liquida (no hay equilibrio vapor-liquido). Esto se
logra cuando la superficie de evaporacion caliente y la superficie de condensacion fria se

colocan cercanas una con la otra. Cabe destacar también que el proceso no implica el uso
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de un disolvente como en la destilacion extractiva, como consecuencia, el material del
producto no se contaminay no se realiza, por lo tanto, una purificacion posterior. Respecto
al aparato de destilacion molecular, este se caracteriza por tener dos configuraciones
posibles: con centrifuga o con pelicula descendente. Los dos disefios presentan el mismo
principio de separacion: una presion reducida, esto ayuda a que las moléculas se evaporen
del evaporador caliente al condensador frio, y también la formacién de una fina pelicula
liquida que facilita la transferencia de calor y masa. Respecto al destilador centrifugo,
funciona utilizando la fuerza centrifuga, logrando la formacion de una fina pelicula de
liquido que luego pasa a traves del disco calentado y hace contacto con la superficie del
condensador. Por otro lado, el destilador de pelicula descendente, lleva a cabo su trabajo
mediante la fuerza de gravedad para originar una fina pelicula en el cilindro de
evaporacion. Se puede destacar que la destilacion molecular es una técnica de separacién
que se usa en muchos procesos de purificacién de productos quimicos, petroquimicos y
grasas, farmacéutica y alimentaria. Tiene numerosas aplicaciones como: recuperacion de
vitamina E a partir de aceites vegetales y residuos de petrdleo; separacion de bioaceite;
obtencion de monoglicéridos; recuperacion de carotenoides del aceite de palma; entre
otras.

Se puede concluir que el &cido lactico es un eficiente compuesto para el proceso
de destilacion molecular, ya que las bajas temperaturas de destilacion y el bajo tiempo de
permanencia reducen la descomposicion del acido lactico, brindando altas purezas y
rendimientos. Ademas, se ha demostrado el gran interés industrial y el potencial de la
destilacién molecular para la produccién de &cido lactico (Komesu, Wolf Maciel, Rocha
de Oliveira,, da Silva Martins, & Filho, 2017).

Destilaciéon con Reactivos

Se define como una operacion unitaria en la cual la reaccion quimica y la
separacién por destilacion se llevan a cabo de manera simultanea en un equipo de
destilacion fraccionada. La destilacion catalitica, es un término que también se utiliza para
estos sistemas, que funciona con un catalizador, este puede ser homogéneo o heterogeneo,

para que la esterificacion sea mas rapida. La destilacion catalitica se clasifica respecto al
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modo de funcionamiento: continuo y por lotes. Respecto al continuo puede utilizarse sobre

todo en las industrias petroquimica y quimica a granel, mientras que el modo por lotes se

utiliza en las industrias de productos especiales, farmacéuticas y biotecnoldgicas. La

destilacion reactiva se aplica mayormente a las reacciones quimicas reversibles,

pertenecientes a la fase liquida, en donde puede observarse que la conversion de los

reactivos esta limitada por el equilibrio de la reaccion. Es decir que se ha propuesto esta

técnica para la recuperacion de acido lactico altamente puro, ya que presenta varias

ventajas como las que se nombran a continuacion:

Reduccion de los costos de equipamiento en la esterificacion, ya que normalmente
necesita una etapa para la reaccion y otra para la separacion de los productos de la
reaccion.

Mejor conversién de los reactivos, disminuyendo los costos de reciclaje.

Buena seleccion de los productos deseados, disminuyendo la formacion de
subproductos.

Reduccion adecuada de la cantidad de catalizador requerida para el mismo grado
de conversion.

También existen varias dificultades y desventajas, algunas son:

Limitacion de volatilidad. Es decir que los reactivos y productos deben tener una
volatilidad adecuada, para mantener altas concentraciones de reactivos y bajas
concentraciones de productos en la zona de reaccion.

Requisito de tiempo de residencia. Ya que, si el tiempo de residencia de la reaccion
es largo, se requerira una columna de gran tamafio y una gran capacidad de carga
en la bandeja y puede ser mas econdémico utilizar una disposicion de reactor-
separador.

Escala de grandes flujos. Resulta complicado disefiar procesos de destilacion por
reactivos para caudales muy grandes, ya que surgen problemas de distribucion de
liquidos en las columnas empaquetadas.

Irregularidades en las condiciones del proceso. Ya que muchas veces las

condiciones Optimas de temperatura y presion para destilacion, se alejan de ser
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Optimas para la reaccion y viceversa, lo que provoca ciertos desajustes en el

proceso.

En el proceso de recuperacion del acido lactico se tiene en cuenta dos reacciones
reversibles, la esterificacion y la hidrdlisis, catalizada por un catalizador acido, segun las

siguientes reacciones estequiometricas:

Esterificacion:

C3Hg05 + C,HsOH & CsHyy05 + H,0

Acido lactico + etanol < lactato de etilo + agua
Hidrolisis:

CsHy003 + Hy0 & C3HgO3 + C,HsOH

Lactato de etilo + agua < acido lactico + etanol

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, la reaccion de esterificacion o
hidrolisis, por lo general es catalizada por un catalizador homogéneo como puede ser el
acido sulfurico, el cloruro de hidrégeno anhidro, entre otros. Sin embargo, también se
puede usar como catalizador, una resina sélida de intercambio i6nico ya que presenta
ventajas sobre los catalizadores homogéneos: baja corrosion, facilidad y buena separacion
para la mezcla de reaccidn, carencia de reacciones secundarias y, ademas, puede ser
reutilizado. A su vez, es importante mencionar que se pueden usar diferentes tipos de
alcoholes como reactivos en la reaccion de esterificacion, como el etanol, el butanol, el
metanol y el 2-propanol. En el caso del etanol, es usado como reactivo para la sintesis de
lactato y tiene la ventaja de que se produce a partir de recursos renovables. En cuanto al
metanol y el butanol se caracterizan por ser los mas econémicos.

Respecto al funcionamiento de la columna de esterificacion, el &cido lactico y el
alcohol se introducen en la parte superior e inferior, respectivamente; una vez que ocurre
la reaccidn, en el destilado se obtiene agua y lactato en el residuo. Las corrientes de
destilado y de residuo son introducidas luego en la columna de hidrolisis. El agua se
alimenta en la parte inferior y el lactato en la parte superior de la columna. Una vez

realizada la hidrolisis, se recupera el alcohol en la parte superior, y el acido lactico ya puro

Pagina 68 de 114



es recuperado en el residuo (Komesu, Wolf Maciel, Rocha de Oliveira,, da Silva Martins,
& Filho, 2017).

5.7 SINTESIS QUIMICA DEL ACIDO LACTICO

De acuerdo a la Figura 10, la sintesis quimica del acido lactico se basa en el
lactonitrilo (Ghaffar, y otros, 2014). El cianuro de hidrdgeno es afiadido al acetaldehido,
siempre y cuando exista una base, para producir lactonitrilo. La reaccion se lleva a cabo a
presion atmosférica en fase liquida. El lactonitrilo debe purificarse por destilacion.
Despues se hidroliza a acido lactico, ya sea por H2SO4 concentrado o por HCI a una
temperatura de 100 °C, obteniendo como resultado acido lactico y sal de amonio. Luego,
el &cido lactico se esterifica con metanol para la obtencién de lactato de metilo previo al
proceso de purificacion mediante destilacidn, y posteriormente se somete a hidrolisis con
agua en presencia de un catalizador &cido para producir metanol (que luego se recicla) y
acido lactico. Se debe aclarar que el proceso de sintesis quimica genera una mezcla
racémica de acido lactico.
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Lactonitrilo

Acido lactico — &+ Saldeamonio

Lactato de metilo

Metanol «———

D y L Acido lactico

Figura 10: Sintesis quimica del &cido lactico
Fuente: Ghaffar y col. (2014).

Segln Ghaffar, y otros, (2014), las reacciones que intervienen en este proceso son

las que se nombran a continuacion:

(a) Adicion de cianuro de hidrégeno como catalizador:
CH;CHO + HCN —» CH;CHOHCN

Acetaldehido + cianuro de hidrégeno — lactonitrilo
(b) Hidrolisis con H2SOa:

1 1
CH3;CHOHCN + H,0 + §H2504 — CH3;CHOHCOOH + E(NH4)ZSO4

Lactonitrilo + acido sulfurico — acido lactico + sal de amonio
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(c) Esterificacién
CH3;CHOHCOOH + CH;0HCH; - CHOHCOOCH; + H,0

Acido lactico + metanol — lactato de metilo

(d) Hidrolisis con H20:
CH;CHOHCOOCH; + H,0 - CH;CHOHCOOH + CH;0H

Lactato de metilo — acido lactico + metanol

Cuando se obtiene &cido lactico debe purificarse por destilacion (al vapor) para
obtener &cido lactico de gran pureza. La sintesis de acido lactico presenta dos etapas,
siendo la primera etapa una esterificacion, y la segunda etapa una hidrélisis,
considerandose ambas reacciones muy eficientes. El acido lactico sintetizado
guimicamente produce la mezcla racémica (50 % D(-) y 50 % L(+)), debido a esto no se
garantiza el mejor punto de fusion para la produccion de APL. EI método para mejorar el
proceso del APL se basa en la disminucion del punto de fusién mediante la incorporacién
de pequefias cantidades de enantiomeros de lactida que contiene, configuracion opuesta
en el polimero (es decir las mezclas de poli D(-) y poli L(+) generan el mejor punto de

fusion) (Juodeikienea , y otros, 2015).

5.8 PRODUCCION DE ACIDO LACTICO MEDIANTE PROCESOS DE
FERMENTACION

5.8.1 FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO
En la figura 11 se muestra un proceso general de fermentacién en estado s6lido para

obtener acido lactico:
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Ca(OH); ———= _

Lactato de calcio +
biomasa

Lactato de calcio

[

Acido lactico

L Acido Lactico

Figura 11: Esquema de fermentacion en estado solido.
Fuente: Adaptado de Komesu, Wolf Maciel, Rocha de Oliveira,, da Silva Martins, &
Filho (2017).

Respecto a la fermentacion microbiana la produccion de acido lactico representa
mas del 50 % de la produccién mundial. Cémo se habld anteriormente presenta numerosas
ventajas, en comparacion con la sintesis quimica: produce isémero L(+) puro y usa
recursos renovables, que servirdn como sustrato de fermentacion. El proceso de
fermentacion se basa en la degradacion biolégica del sustrato (glucosa) por un conjunto
de microorganismos (biomasa), dando como resultado metabolitos tales como el etanol,
el &cido citrico y el &cido lactico. Como sustratos en la fermentacion microbiana para la
obtencion de acido lactico se utilizan las siguientes materias primas; almidones como el
trigo, maiz, yuca, papa, arroz, lignocelulosa, suero de leche, remolacha azucarera. Al
utilizar un producto de fermentacién de gran pureza, como es el caso de la sacarosa de la
cafia de azUcar, se reducen los costos de purificacion. Sin embargo, se tiene en cuenta que
el uso de los residuos de las industrias alimentarias y de la cafia de azlcar tiene importantes
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ventajas desde el punto de vista medioambiental y econdémico. Resulta, ademas,
importante nombrar parametros para lograr la eficacia de la fermentacién, como el pH y
la temperatura del medio, las fuentes de nitrogeno y vitaminas, el modo de funcionamiento
de la fermentacion y la formacién de subproductos.

Una vez realizado el proceso de fermentacion, el caldo de fermentacion que
contiene solucidn diluida de acido lactico y/o sales de lactato, requiere de procesos de
acidificacion y purificacion, para luego someterlo a un proceso de refinamiento.

Se conoce una clasificacion del acido lactico comercial segin su composicion:
grados alimentarios (que presenta un contenido de acido lactico del 25-90 %); grados
farmacéuticos y cosméticos (90 % de contenido de acido lactico); grados industriales (88
% - 90 % de contenido de &cido lactico); y grados especiales. (88 % - 90 % de contenido
de &cido lactico).

Se realizaron una serie de pasos, luego del procesamiento del &cido lactico, para
lograr estos niveles de pureza. Para la recuperacion y purificacion del acido lactico se
requieren los pasos que se nombran a continuacion:

- Por un lado realizar la eliminacion de la biomasa del caldo, mediante el

proceso de filtracion o centrifugacion.

- Por otro lado se realiza la acidificacion del caldo, convirtiendo las sales de

lactato en &cido lactico. Ademas debe neutralizarse el caldo con bases
(Ca(OH)2, NH4OH, NaOH vy otras) durante el proceso de fermentacion para
llevar a cabo el control del pH, de modo que las sales de lactato se producen a

partir del &cido lactico.

Neutralizacion:

2CH;CHOHCOOH + Ca(OH), —» Ca(CH;CHOHC00), + 2H,0

Acido lactico + hidroxido de calcio — lactato de calcio + agua
Acidificacion:
Ca(CH;CHOHCO00), + H,50, —» 2CH;CHOHCOOH + CaSO0,

Lactato de calcio + acido sulfarico — acido lactico + sulfato de calcio
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- Separar el acido lactico de la sal inorgénica formada. Para realizar la separacion
puede llevarse a cabo por precipitacion, extraccion liquido-liquido e intercambio
ionico. Para lograr la eliminacion del acido lactico presente en el caldo sin
neutralizar, se realizan los siguientes métodos de separacion; separacion por
membrana, adsorcion e intercambio ionico.

- Concentracion del &cido lactico, se puede llevar a cabo mediante extraccion con
disolventes, separacion con membranas, evaporacion, cristalizacion y el proceso
de destilacion.

- Eliminacion de impurezas. Ciertas impurezas, como los azucares residuales, acido
acético y &cido formico, se pueden eliminar mediante cromatografia e intercambio
ionico.

En los procesos de produccion de acido lactico, se necesitan ciertos métodos de
purificacion eficaces para la viabilidad econdémica. Se puede decir que existe una gran
diferencia entre el punto de ebullicion del acido lactico y el agua, por lo tanto, resulta casi
imposible obtener acido lactico puro; ya que el acido lactico se caracteriza por tener gran
afinidad con el agua y cuando la concentracion de acido lactico es elevada se forma un
dimero. Una de las tecnologias usadas en la separacion del &cido lactico es el proceso de
precipitacion, el cual funciona afiadiendo al fermentador un exceso de carbonato de calcio
o de hidréxido de calcio, que neutraliza el acido y de esta forma mantener el pH entre 5-
6, obteniendo lactato de calcio. Es importante realizar ésta neutralizacién ya que la
fermentacion es mas eficaz con un pH cercano a la neutralidad, ya que el hongo no se
adapta bien a las condiciones acidas y en el caso de las bacterias hay un descenso en la
produccion de &cido lactico. Cuando se requiere un producto altamente puro el &cido
lactico debe someterse a una esterificacion con metanol o etanol y luego el lactato de
metilo o de etilo son recuperados por destilacion, posteriormente se rehidrata con
cantidades minimas de agua, despueés se evapora y por ultimo el alcohol se recicla.

Sin embargo, la separacion del acido lactico por precipitacion presenta algunas
desventajas que se nombran a continuacion: elevado costo de reactivos, requiere de
proceso de filtracién y otros procesos de separacion, principalmente cuando se requiere

un &cido lactico de gran pureza. Ademas, desde el punto de vista medioambiental, se
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genera una gran cantidad de aguas residuales. Otro inconveniente es que al producir una
tonelada de &cido l4ctico se genera aproximadamente una tonelada de sulfato célcico de
bajo valor, esto implica serios problemas de tratamiento de residuos.

Como se menciond anteriormente otro método de purificacion del acido lactico es
la extraccion con disolventes o también llamada extraccion liquido-liquido. En el proceso
de extraccion, uno o mas componentes (solutos) de una mezcla son transportados a otro
liquido inmiscible (disolvente). La funcion del disolvente es poder disolver ciertas
especies de la alimentacién liquida, logrando al menos una separacién parcial de los
componentes pertenecientes a la alimentacion. Este método no genera residuos solidos
(yeso) a diferencia del método de precipitacién. Pero requiere una gran area de
intercambio para una buena separacion, por lo tanto, necesita un equipo costoso y la
recuperacion del disolvente en las etapas de extraccion. La extraccion liquido-liquido no
suele aplicarse en los procesos industriales, debido a que los agentes de extraccion que se
usan tienen coeficientes de distribucion poco favorables para los &cidos organicos.

Otra forma de obtener acido lactico puro, es mediante procesos de separacidn por
membrana. Estos procesos se basan en la transferencia de solutos a traves de una barrera
fisica semipermeable que sirve para separar dos fases, impidiendo el transporte de
componentes de una fase a otra. Los procesos de membrana incluyen la microfiltracion,
la ultrafiltracion, la nanofiltracion, la smosis inversa o en algunos casos, combinaciones
de ellas. Cabe destacar que las membranas presentan alta selectividad, y esto garantiza
altos niveles de purificacion y separacion. También se puede nombrar a la esterificacion
como otro método de separacién y purificacion del acido lactico, como se explic
anteriormente. (Komesu, Wolf Maciel, Rocha de Oliveira,, da Silva Martins, & Filho,
2017)

También se puede definir a la fermentacién como un proceso de produccién de
energia, en el que las moléculas organicas desempefian el papel de donantes y aceptantes
de electrones. La molécula que se va a metabolizar no posee toda su energia potencial
extraida de ella. Por lo tanto, las bacterias lacticas se utilizan como un método econémico
para alimentos por medio de la fermentacién y, generalmente, no se requiere calor, 0 muy

poco, en la fermentacion. En el proceso de fermentacion por lotes, el cultivo se realiza
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primero en una serie de recipientes de inodculo y después se transfiere al fermentador. El
tamafio del inoculo suele ser del 5 al 10% del volumen de liquido en el fermentador. La
fermentacion suele mantenerse a 35-45 C y a un pH de 5 y 6,5 afiadiendo una base

adecuada, como el hidroxido de amonio.

5.8.2 METODOS DE FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE ACIDO
LACTICO

La fermentacion del &cido lactico depende de ciertos factores como las materias
primas utilizadas, los nutrientes que se encuentran en el medio y los microorganismos
usados. Tres son los métodos de fermentacion que se conocen: la fermentacion por lotes,
la fermentacion por lotes alimentados y la fermentacion continua ( Juodeikienea , y otros,
2015).

Fermentacion por lotes

En la fermentacién por lotes, todos los materiales que se usan, como fuente de
carbono, el nitrogeno y demas, deben agregarse previo al comienzo del proceso de
fermentacion. Una caracteristica favorable de la fermentacidn por lotes es que evita la
contaminacion, comparado con los otros métodos, y como es un sistema cerrado, se
producen elevadas concentraciones de acido lactico. Ademas, la fermentacion por lotes
presenta desventajas, como la baja productividad debido a la inhibicion del sustrato o del
producto.

Soccol, Marin, Raimbault, & Lebeault (1994) fueron capaces de producir 137 g/l
de acido lactico utilizando R. oryzae mediante FES, obteniéndose un rendimiento de acido
lactico de 0.97 g/g. Las ventajas de utilizar la FES, son la alta productividad, Gnico
recipiente de reaccion, tiempo rapido de procesamiento y menos carga de enzimas. En los
procesos de hidrolisis y fermentacién, las materias primas deben primero someterse a un
pretratamiento, para eliminar los compuestos innecesarios. Luego, las materias primas se
someten a sacarificacién enzimatica y el hidrolizado que se formd es sometido a
fermentacion. En el caso de FS, las materias primas estan sujetas a pretratamiento, debido

a esto la productividad real disminuye. Ciertos estudios informaron que el Lactobacillus
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rhamnosus, produjo un rendimiento de &cido lactico de 0.97 g/g por FES y cuando se

realiz6 por el método FS, se obtuvo 0.81 g/g de rendimiento.

Fermentaciéon Fed- bach

En este caso, las materias primas afadidas, como fuente de carbono, fuente de
nitrdgeno y otros componentes necesarios, deben agregarse durante el proceso de
fermentacion a intervalos regulares de tiempo sin remover el caldo de fermentacion. Se
lleva a cabo este tipo de fermentacion para mantener una reducida concentracion de
sustrato, cuando se afiaden nutrientes al cultivo de fermentacion. Ding & Tan (2006)
informaron que la produccion de &cido lactico por Lactobacillus casei utilizando la
fermentacion fedbatch resulto ser mas eficiente en la produccion de acido lactico que otros

métodos.

Fermentacion Continua

Esta fermentacion se basa en la adicion de medio de cultivo fresco al fermentador,
retirando mientras el caldo existente, esto se realiza siempre a la misma velocidad. Se
mantiene constantes las concentraciones de sustratos y productos. Dentro de las ventajas
de la fermentacion continua, es que previene la inhibicién del producto final, menor
frecuencia de parada, poca disminucién de la productividad durante la fase de latencia,
para lograr un alto rendimiento del producto el cultivo se realiza una sola vez, ademas se
ahorra tiempo y esto implica menos trabajo. Por el contrario, algunos inconvenientes que
presenta la fermentacidon continua son: la contaminacion, se requiere un operador de
campo con experiencia, esto implica altos costos. En el trabajo de Krishna, Nikhilesh,
Tarun, Saibaba K V, & Gopinadh (2018) se informd de la produccion de acido lactico de
1.56 g/I/h utilizando Enterococcus faecium a partir de la fermentacion continua. Ademas,
se llevaron a cabo estudios de la produccion de acido lactico donde se usd Bacillus
coagulans (cepa AD) con una productividad de 3.69 g/I/h utilizando la fermentacién

continua.
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5.8.3 CONDICIONES DE LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

Se define la fermentacion en estado sélido (FES) como el proceso en donde los
microorganismos crecen en materiales solidos en ausencia de liquido. La FES puede
reemplazar a la fermentacion sumergida, ya que se aplica para la produccion de
antibidticos, proteinas unicelulares, acidos grasos poliinsaturados, enzimas, &cidos
orgénicos, biopesticidas, biocombustibles y produccion de aromas. Ademas, la FES
presenta mayores ventajas respecto a la fermentacién sumergida, como la alta
productividad volumétrica, el bajo costo del equipo implicado, mejor rendimiento del
producto, genera menos residuos y los procesos que requieren menos tiempo, etc. Sin
embargo, la FES también tiene algunas desventajas, ya que hay algunos procesos en los
que la fermentacion en estado sélido no puede utilizarse, como es el caso de la
fermentacion bacteriana. El estado sélido ofrece grandes ventajas cuando se utilizan
hongos. A diferencia de otros microorganismos, los hongos crecen normalmente en la
naturaleza en sustratos sélidos como trozos de madera, semillas, tallos, raices y partes
secas de animales como por ejemplo la piel, los huesos y la materia fecal, es decir, en
medio con poca humedad. En FES, la humedad necesaria para el crecimiento microbiano
existe en estado absorbido. Sin embargo, se puede diferenciar la FES de la fermentacion
en sustrato sélido; ya que en esta el propio sustrato actia como fuente de carbono y se
produce en ausencia o casi ausencia de agua libre. Se debe destacar entonces que el
objetivo de la FES es colocar los hongos o las bacterias cultivadas en contacto con el
sustrato insoluble y obtener de esta forma la mayor concentracion de nutrientes del
sustrato para la fermentacion (Bhargav, Panda,, Ali, & Javed, 2008).

La produccion de compuestos de interés industrial se realiza empleando la FES,
ésta se considera eficiente para la produccion de enzimas y otros compuestos como
fendlicos, vitaminas, etc, y la fermentacion sumergida (FS). En la FES se emplean
sustratos procedentes de materiales vegetales, principalmente cereales y legumbres, y
algunos residuos agroindustriales. Se sabe que los hongos, principales microorganismos
usados en esta fermentacion, producen varias enzimas para degradar las paredes celulares
de las plantas y mejorar la composicion quimica y la bioactividad de los sustratos
empleados. La fermentacion fungica aplicada a los alimentos mejora la digestibilidad y la
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disponibilidad de las proteinas, evitando el crecimiento de microorganismos patdgenos y
bacterias indeseables, mediante la produccion de compuestos con actividad antibidtica (

Londofio-Hernandez, y otros, 2017).

5.8.4 ASPECTOS DE INGENIERIA BIOQUIMICA DE LA FERMENTACION EN
ESTADO SOLIDO

Humedad y actividad del agua en la FES

La baja humedad del sustrato, en estado solido, limita el crecimiento de los
microorganismos, a diferencia de la fermentacion sumergida. Sabiendo que el concepto
de actividad de agua (aw) esta referido a un parametro que mide el potencial hidrico, y
caracteriza de esta forma el estado energético del agua. Es decir que la actividad del agua
de los sustratos influye mucho en la actividad microbiana, ya que determina el tipo de
organismos que pueden crecer en FES. También puede considerarse el aw del medio como
un parametro fundamental para el transporte de masa de agua a través de células
microbianas. Se descubrié que la actividad del agua 6ptima correspondia a un valor de
0.99 y por debajo de 0.90 no existia desarrollo del hongo, ya que cuando la actividad del
agua es baja hay una pérdida de nutrientes esenciales para el crecimiento de los hongos.
Por lo tanto, se consider6 que una mayor aw mejorod la transformacion del sustrato en
biomasa flngica, ya que si la actividad de agua es reducida existe menor transferencia de

masa y reducida disponibilidad de agua para los microorganismos.

Temperatura y transferencia de calor

El crecimiento de los hongos en la FES esta muy influenciado por la temperatura.
Durante la FES se genera una gran cantidad de calor que es proporcional a las actividades
metabolicas del microorganismo. Los hongos pueden crecer en una amplia gama de
temperaturas, desde 20 °C a 55 °C.

5.8.5 BIORREACTORES

En los procesos de fermentacion, son muy importantes los sistemas de
biorreactores para el crecimiento y cultivo de microorganismos. Sin embargo, existen
factores que dificultan el crecimiento del producto en los biorreactores FES, como la

temperatura, la humedad del lecho de sustrato, el tipo de sustrato utilizado, el tamafio del
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biorreactor, la aireacion, la tasa de refrigeracion enfriamiento, la altura del lecho y la

morfologia de los hongos. Los biorreactores FES estan equipados con un humidificador y

pueden tener ademas una unidad de agitacion (Bhargav, Panda,, Ali, & Javed, 2008).

Hay cuatro funciones principales del biorreactor, que son:

Contener el sustrato

Contener el microorganismo del proceso

Proteger al microorganismo del proceso contra la contaminacion y

Controlar las condiciones ambientales para lograr el crecimiento optimo y la
formacion de productos.

El biorreactor en los procesos FES, proporciona un entorno adecuado para el

crecimiento de los microorganismos y la actividad biologica. La funcion principal de los

biorreactores es contener los medios y estar bien cerrados, evitando de esta forma el

ingreso de sustancias nocivas en el biorreactor (Manan & Webb, 2017). Existen

biorreactores a gran escala y a pequefia escala:

Biorreactores a pequefia escala: La FES a escala de laboratorio, se realiza en placas
de Petri, frascos, matraces Erlenmeyer de boca ancha, frascos roux y frascos de
rodillo. Son sistemas sencillos y los experimentos se llevan a cabo facilmente.
Existen varias formas de biorreactores a pequefia escala, un ejemplo son los
biorreactores de columna que consisten en columnas pequefias, que contienen
aproximadamente 20 g de material sélido preinoculado, ademas estos
biorreactores son Utiles para la optimizacién del medio. Pero presenta la dificultad
en la obtencién del producto y en la escasa eliminacion del calor. Otro de los
biorreactores de columna son los Biorreactores ORSTOM, muy Utiles para los
procesos de escaldado debido al control automéatico de humedad relativa y
temperatura. También se pueden nombrar los reactores de columna no agitados,
existen biorreactores con agitadores como el reactor de tambor perforado y el
mezclador horizontal de paletas (con o sin camisa de agua). Respecto a los
biorreactores de tambor funcionan mezclando el sustrato sélido mediante rotacion
horizontal (con o sin deflectores), logrando una mezcla uniforme del indculo con

el sustrato, pero existe un inconveniente ya que la morfologia de los hongos puede
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deteriorarse facilmente por el alto cizallamiento. Otro ejemplo de biorreactores a
pequefia escala son los Biorreactores de lecho compacto, estd compuesto por
placas internas por las que circula agua fria a una determinada temperatura éptima.
Se debe evitar la variacion de la temperatura ya que retrasa el crecimiento inicial
del cultivo utilizado.

Biorreactores a gran escala: el funcionamiento de estos biorreactores depende de
las caracteristicas de disefio, de la susceptibilidad del sustrato y de la morfologia
de los hongos, del aumento de temperatura, del tamafio de las particulas, de la
cantidad de sustrato utilizado y de la altura de la planta. En la FES se utilizan varios
reactores como por ejemplo los biorreactores de bandeja, que tienen un
funcionamiento sencillo y son de aireacion forzada. En este caso las bandejas
pueden estar construidas de madera, plastico o metal, pudiendo estar perforadas o
no. Estas son colocadas una arriba de la otra, y para su buen funcionamiento se
debe dejar espacios adecuados entre ellas y se colocan en una cdmara que tiene
aire circulante, y de esta forma mantener una temperatura constante. Otro ejemplo
de biorreactores son los biorreactores de lecho compacto, que son modificaciones
de reactores de columna a escala de laboratorio. Presenta un tamiz en el fondo que
permite retener el sustrato. El paso de aire forzado a través del lecho genera
aireacion, lo que facilita su funcionamiento. En cuanto a las limitaciones que
presenta este tipo de reactores, se puede mencionar el calor producido durante el
proceso de fermentacion dentro del lecho de sustrato. Sin embargo, cabe aclarar
que la reduccidn del contenido de agua dentro del lecho de sustrato aumenta su
endurecimiento, esto hace disminuir la penetracion de los hongos en el lecho, por
lo tanto, reduce la formacién de productos. Debido a esto es ventajoso utilizar
hongos termoestables. Otro biorreactor utilizado a escala industrial es el
biorreactor de tambor rotatorio, el cual funciona mezclando el sustrato con el
organismo cultivado, mientras que la rotacion puede ser continua o intermitente
dependiendo de la altura del lecho y la velocidad de rotacion. Este tipo de

biorreactores se caracterizan por ser mixtos. Sin embargo, se debe tener cuidado
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ya que, con mayores tasas de cizallamiento y velocidad de rotacién, puede ser
destruida la fisiologia de los hongos.

Por otro lado, también se pueden mencionar los reactores de lecho fluidizado,
donde el sustrato sélido es fluidizado por un flujo de aire que circula hacia arriba.
Es decir que el biorreactor funciona con el flujo de aire y la velocidad con la que
el sustrato se mueve de manera ascendente. El biorreactor contiene una columna
alta que se ensancha en la parte superior permitiendo desprender los sélidos de la
corriente de gas. EI mantenimiento de condiciones uniformes en todo el sustrato,
sumado al aumento de la superficie, se consideran ventajas de este biorreactor
(Bhargav, Panda,, Ali, & Javed, 2008).

Ademas, los biorreactores FES pueden clasificarse en cuatro grupos segun el tipo

de aireacion y mezcla:
Grupo 1: aireacion no forzada, sin mezcla/agitacion (estéatica).

Biorreactores de bandeja: Son usados ampliamente en la FES tradicional. La
fermentacion se lleva a cabo en bandejas que se encuentran estacionarias, sin agitacion
mecénica. El fondo de la bandeja se encuentra perforado con malla, que permite sujetar el
sustrato solido y de esta manera se genera aireacion normal. En el funcionamiento solo se
admite cantidades limitadas de sustrato solido a fermentar, debido a que deben usarse
capas finas evitando de esta manera el sobrecalentamiento y manteniendo las condiciones
aerobicas. Las bandejas son colocadas una encima de otra con espacios entre ellas. Se
disefiaron también biorreactores de bandeja de columna con aireacion forzada, para lograr
de esta forma controlar las condiciones ambientales en el lecho, manipulando la
temperatura y el flujo del aire. La figura 12 muestra un esquema general de los

fermentadores de bandejas multiples (Manan & Webb, 2017):
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Figura 12: Esquema del biorreactor de bandeja.
Fuente: Adaptado de Manan & Webb (2017).
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Grupo 2: aireacion forzada, sin mezcla (estéatica)

Biorreactores de lecho compacto: Estos biorreactores se construyen con columnas
de vidrio o plastico y, ademas, estan formados por lechos no mezclados que presentan
base perforada. Se aplica aireacion forzada en el fondo de la columna, en ésta el aire pasa
a través de un tamiz. Estos sistemas se utilizan para el desarrollo de productos con
controles eficientes del proceso, especialmente para la eliminacién del calor (Manan &
Webb, 2017).

Su funcionamiento es apropiado para aquellos procesos de FES en los que no es
aconsejable mezclar el lecho de sustrato en el transcurso de la fermentacion, y que podran
ocurrir efectos perjudiciales para el crecimiento microbiano o la estructura fisica del
producto final. Algunas de las caracteristicas basicas de disefio de un biorreactor de lecho
compacto son las que se nombran a continuacion:

- Lacolumna puede tener una seccion transversal que no sea circular.

- Laposicion de la columna puede variar, es decir puede estar en posicién vertical,
horizontal o en cualquier angulo

- Lacolumna puede ser aireada desde cualquier punto, y en el caso de una columna

vertical, el aire puede ingresar desde arriba o desde abajo.

Pagina 83 de 114



- La columna puede estar cubierta por una camisa de agua para eliminar el calor o
utilizar una placa de transferencia de calor insertada en el lecho.

La temperatura y la concentracion de O del aire que fluye dentro del lecho,
variaran a lo largo del lecho hacia la salida. La temperatura aumenta a medida que aumenta
la altura del lecho, y también aumenta a medida que disminuye el caudal de aire, excepto
en la altura de lecho més baja. Para poder reducir la necesidad de una fuerte aireacion, se
desarrollo el biorreactor de lecho empacado Zymotis, para lograr la eliminacion del calor
mediante la insercion de placas internas de transferencia de calor muy proximas entre si,
de esta manera los gradientes de temperatura se reducen en este biorreactor. (Zulcali &
Ali, 2011). La figura 13 muestra un esquema general de un fermentador de lecho

compacto:

Salida de aire
i

| = Enfriamiento del agua

—— Sustrato sélido

Enfriamiento
del agua ) —

Entrada de 1
aire =1 ’

Filtro
de aire .-'

i L1

Base perforada

a
g,j‘gﬂ Deposito de
L% | aaua

Figura 13: Esquema de un biorreactor de lecho compacto
Fuente: Adaptado de (Manan & Webb, 2017)

Grupo 3: aireacién no forzada, con mezcla/agitacion continua o intermitente

Dentro de este grupo se pueden nombrar los biorreactores de tambor rotativo:
constan de un cilindro horizontal y su funcion es realizar una mezcla de forma intermitente

sin aireacion forzada, operando de forma continua o semicontinua. El tambor esta semi
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Ileno con un lecho de sustrato, pero se debe tener en cuenta que el lecho fermentado no
puede ser demasiado alto, para realizar buena transferencia de oxigeno y diéxido de
carbono. Respecto al sustrato sélido, debe mezclarse de distinta forma para los distintos
microorganismos. La mezcla formada puede ser continua intermitente 0 mixta, de esta
forma se evita que se acumule el calor metabdlico generado por la actividad microbiana.
Es importante eliminar el calor metabdlico del lecho, esto se consigue transfiriéndolo al
espacio de cabeza por difusion o a través de la pared conductora al medio ambiente.
Durante la mezcla intermitente, se observa que el crecimiento de los microorganismos es
mas uniforme y menos dafiino para el micelio de los hongos. La mezcla continua podria
afectar el crecimiento de los microorganismos (Manan & Webb, 2017). La figura 14

muestra un esquema del biorreactor de tambor giratorio:

Salida de aire (:

Sustrato s6lido

Nivel del medio
de cultivo

(: Entrada de aire

ny

[}
|

Difusor de aire

Puerto de |:/'\

muestreo

Figura 14: Esquema de un biorreactor de tambor giratorio.
Fuente: Adaptado de Manan & Webb (2017).

Grupo 4: aireacion forzada, con mezcla/agitacion continua o intermitente

Biorreactores de lecho fluidizado: Como se ve en la Figura 15, constan de una
camara vertical con una placa base perforada. Se aplica la aireacion forzada en la cAmara
inferior a una velocidad adecuada para fluidificar las particulas de sustrato solido y de esta
manera provocar la mezcla. Ademas, el biorreactor consta de un agitador, que rompe los
aglomerados (grumos) que pueden formarse. Debido a la expansion del lecho se requiere
un espacio de cabeza suficiente. Este biorreactor de lecho fluidizado proporciona un buen
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manejo de mezcla de gases, solidos y liquidos. Ademaés, se controla sin dificultad la
temperatura y el enfriamiento del lecho de sustrato. El siguiente esquema muestra el
disefio del biorreactor de lecho fluidizado (Manan & Webb, 2017):

Salida de aire

|

Espacio ¢ galida de aire

Base perforada
Agitador

Entrada de aire

Figura 15: Esquema de un biorreactor de lecho fluidizado gas-sélido
Fuente: Adaptado de (Manan & Webb, 2017)

5.8.6 APLICACIONES DE LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO
Produccion de enzimas por FES

La produccion de enzimas es una de las aplicaciones mas importantes de la FES.
Es importante tener en cuenta ciertos factores para el rendimiento de la produccién de
enzimas como el tipo de cepa, las condiciones de cultivo, la naturaleza del sustrato y la
disponibilidad de nutrientes. Se debe controlar la actividad del agua para una obtener una
buena produccién de enzimas. Para la produccion de enzimas en FES, se consideran los
sustratos agroindustriales. Algunas de las enzimas producidas por FES son proteasas,

lipasas, celulasas, pectinasas, amilasas, etc. (Bhargav, Panda,, Ali, & Javed, 2008).

Produccidn de acidos organicos en FES

Tambien la fermentacion es importante para la produccion de acidos organicos.

Estos acidos son comunes en alimentos y bebidas debido a sus propiedades principales:
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solubilidad, calidad higroscopica y su capacidad de quelacién. Algunos de los acidos
producidos mediante FES son el 4cido citrico, el acido lactico, el &cido galico, el 4cido

fumarico, el acido linoleico y el acido kojico (Bhargav, Panda,, Ali, & Javed, 2008).
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6. ESTADO DEL ARTE

6.1 BIOPRODUCCION DE ACIDO LACTICO A PARTIR DE RESIDUOS DE
CASCARA DE NARANJA: PROCESOS DE SEPARACION Y
PURIFICACION

En el trabajo de Dominguez Espinosa, Gil Horan, & Pacho Carrillo (2008)
realizaron estudios que estuvieron basados en el aprovechamiento de la fraccion sélida de
la naranja, como sustrato de biorreaccion en fase solida para la produccién de acidos
organicos, principalmente L(+) acido lactico. En este estudio la cepa que usaron fue R.
oryzae NRRL 1710, para producir L(+) &cido lactico, en algunos procesos comerciales.
La biotransformacién en estado solido de cascara y bagazo de naranja con R. oryzae para
obtener la produccion de acido lactico, la llevaron a cabo en un biorreactor horizontal de
capacidad de 1 litro. Los residuos sélidos de naranja fueron cortados y después secados a
50 °C hasta lograr una humedad de 12 %. Luego molieron la cascara seca y la tamizaron.
Posteriormente adicionaron sulfato de amonio ((NH4)2SO4) como fuente de nitrégeno y
carbonato de calcio (CaCOs) como regulador de pH para ajustar el pH inicial a 5, a los
lotes de harina de naranja. Ademas, se inocularon con una solucion de esporas de R. oryzae
correspondiente a 107 esporas/ml (1ml/10g de sustrato solido), para luego ser incubados
durante 192 horas (8 dias) a 30 °C. Una vez listo el medio e inoculada la cepa, la cascara
fue homogeneizada nuevamente.

Realizaron la determinacion del acido lactico por medio de cromatografia liquida
de alta presion (HPLC). En cuanto a la extraccion del acido de la materia sélida
biotransformada, llevaron a cabo tres técnicas (prensado mecanico, centrifugacion y
filtracion al vacio). Una vez realizada la biorreaccion, obtuvieron acido lactico en forma
de lactato de calcio, con pH 3.4 y alto grado de hidrolisis. El rendimiento masico obtenido
de &cido lactico en la biotransformacion fue de 8.2 mg/g s6lido seco equivalente al 0.82

% ( Dominguez Espinosa, Gil Horan, & Pacho Carrillo, 2008).
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6.2 FERMENTACION DIRECTA DEL ACIDO L(+)-LACTICO A PARTIR DE
LA PULPA DE LA MANDIOCA MEDIANTE EL CULTIVO EN ESTADO
SOLIDO DE RHIZOPUS ORYZAE

En el estudio de Phrueksawan, Kulpreecha, Sooksai, & Thongchul (2012) se
muestra que R. oryzae NRRL 395 utiliza la pulpa de yuca para obtener &cido lactico, en el
cultivo por fermentacion en estado solido. Tuvieron en cuenta que el valor del pH sea 6.
Ademas, observaron un aumento del titulo de lactato en agua inicial, debido al mayor
grado de hinchamiento e hidrolisis del sustrato. En las condiciones éptimas, R. oryzae
convirtio la pulpa de mandioca en &cido lactico a un titulo de 206.20 mg/g de pulpa seca
inicial. Usaron dos enzimas comerciales, celulasa y glucoamilasa y se afiadieron al
sustrato de pulpa solida de mandioca para la produccion de acido lactico. Con la ayuda de
estas enzimas el titulo de lactato fue de 463,18 mg / g de pulpa seca inicial. La pulpa de
mandioca fue pretratada e hidrolizada por &cidos o enzimas, en el cultivo sumergido.
Antes de utilizarla en la fermentacién la pulpa de mandioca se esterilizd en autoclave.
Respecto al hongo se pregermind, en un medio que contenia 20 g/l de glucosa y 2 g/l de
extracto de levadura antes de inocular en el sustrato de pulpa de yuca. El cultivo se incubd
a 30 °C, 150 rpm durante 4 h. Realizaron una combinacion de pretratamiento con celulasa
y glucoamilasa durante el proceso de fermentacion, lo que aumentd aun mas el
rendimiento hasta un 83 %, debido a la conversion de lactato a partir del almidén presente
en la pulpa de mandioca. A partir de este estudio se confirmd que es necesario el
pretratamiento de la pulpa de mandioca previo al cultivo en estado sélido de R. oryzae,
obteniendo ademaés un alto rendimiento de lactato.

6.3 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO POR
RHIZOPUS ORYZAE EN LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO DE
RESIDUOS DE ANANA

En el estudio de Aziman, Tumari, & Zain (2015) se estudia la utilizacion de los
residuos solidos del anana en la fermentacion en estado sélido para la produccion de acido
lactico por Rhizopus oryzae. Los residuos sélidos de anana se secaron al calor en una
incubadora a 60 °C durante 7 dias y luego se trituraron hasta la obtencién de particulas

finas. Posteriormente, se tamizd la muestra para separar las particulas de residuos. Se
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mantuvo R. oryzae y se germinaron las esporas en agar papa dextrosa (APD) durante 7
dias de incubacion a 37 °C. Luego se procedid a la esterilizacién de 10 g de residuos
solidos de anana secos Yy triturados, el hongo se transfirié al medio de fermentacion. La
concentracion de acido lactico en las muestras se determind mediante una HPLC.
Mencionaron que, para la obtencion de &cido lactico, utilizaron 3.15 mm de
tamario de particula, 80 % de contenido de humedad, 1x10* esporas/g s6lido, un medio de
pH de 6.5 y una temperatura de incubacion a 27 °C, con lo que obtuvieron mayor
produccién de &cido lactico 0.0236 g/g de residuos solidos de anana con 72.89 %, 69.08

% y 78.98 % de consumo de glucosa, fructosa y xilosa respectivamente.

6.4 FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO PARA LA PRODUCCION DE
ACIDO LACTICO A PARTIR DE RESIDUOS AGRICOLAS UTILIZANDO
LACTOBACILLUS DELBRUECKII

En el estudio de Rojan P., K. Madhavan Nampoothiri, & Pandey (2006) se
aprovecharon dos residuos agroindustriales, el bagazo de mandioca y el bagazo de cafia
de azUcar, como materia prima y soporte sélido inerte mediante la fermentacion en estado
solido. El bagazo de mandioca se gelatiniz6 a 100 °C durante 15 minutos, seguida de la
licuefaccidn con alfa amilasa (90 °C, pH 5 durante 30 min) y posterior sacarificacion con
glucoamilasa (60 °C, pH 4 durante 70 min) y el hidrolizado de almiddn que contenia
azUcares reductores se utilizé para humedecer el bagazo de cafia de azlcar inerte, que se
utiliz6 como soporte solido para la fermentacion en estado sélido. La fermentacion en
estado solido se llevo a cabo a 37 °C utilizando Lactobacillus delbrueckii NCIM 2025
como inoculo. El cultivo se mantuvo en agar MR a 4 °C. Se obtuvo un maximo de 249
mg AL/g solido seco de &cido L-l4ctico tras 5 dias de fermentacion, con una eficiencia de
conversion de aproximadamente el 99 % de los azUcares reductores iniciales. Se adopt6
el método estandar de hidrdlisis &cida para determinar el contenido total de almidén en el
bagazo de mandioca. De la masa solida fermentada, el acido lactico que se formo se
extrajo con HxSO4 1 M. Para determinar la cantidad de azlcares reductores se uso el
método del &cido dinitrosalicilico. El cultivo se incubd a 10 °C para la produccion de acido
lactico. Se demostrd la produccion maxima de 238.8 mg AL/g sélido seco a 37 °C.

Ademas, en el estudio se comprobo el efecto del pH en varios valores de 4 a 10. Es decir
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que L. delbrueckii fue capaz de crecer en un soporte s6lido como el bagazo de cafia de
azucar y utilizo el azlcar disponible en el medio utilizado para humedecer el sustrato de

manera eficaz.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. CARACTERIZACION DE ESCOBAJO DE UVA

Recoleccidn de muestras: Los escobajos de uva se recolectaron de la bodega Tierra
del Huarpe S.A, seleccionando escobajos de uva procedentes de uvas blancas y
tintas.

Figura 16: Escobajo de uva en bodega Tierra del Huarpe S.A.
Acondicionamiento de muestras:
-Secado: esta operacion se realiza para lograr la mayor extraccion de agua y evitar
de ésta forma la proliferacion de microorganismos. Se realizo6 en estufa convectiva

a una temperatura de 60 +/- 5 °C durante 24 a 48 h.

Figura 17: Escobajo de uva luego de secarlo.
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-Trituracion: este proceso se basa en la reduccion de tamafio y se llevé a cabo con
un triturador de cuchillas a méaxima potencia (750 W) por 2 min.
-Almacenamiento: se realizo a una temperatura de 4 °C en bolsas de polietileno,
que deben permanecer cerradas e identificadas correctamente para una mejor
conservacion.

Para poder llevar a cabo la caracterizacion de escobajo de uva se realizaron los

siguientes ensayos de laboratorio:

Solidos totales: Dos gramos del material fueron procesados en un analizador de
humedad infrarrojo automético (Radwag PMR 50). Las muestras se analizaron
por duplicado siguiendo la norma NREL/TP-510-42621

Nitrogeno total: Se aplico el método de Kjeldahl segin la Norma 920.87 con
algunas adaptaciones segun el material y equipamiento disponible en nuestro
laboratorio. Se procedio a pesar 1 g de material y se colocé en bal6n Kjeldahl
con perlas de vidrio. Se agregd 1 cucharada de &cido salicilico (C7HsO3), agua
destilada como para disolver el sélido y 30 ml de acido sulfdrico concentrado
(H2SOg4). La mezcla se dejo reposar por 30 minutos. Luego se adicionaron 5g
de tiosulfato de sodio (Na2S203), una cucharada de catalizador (una mezcla 2:1
de sulfato de potasio, K2SOs, y sulfato de cobre, CuSOa). Esta mezcla final se
llevo a digestion sobre mechero, hasta observar una coloracion verde esmeralda
en el residuo obtenido. Una vez finalizado se agreg6 agua al digerido y se llevo
a destilar, recogiendo el destilado en un matraz con 200 ml conteniendo 20 ml
de una solucion de H2SOg al 0.5 N con heliantina. Luego se enraso el matraz.
Se tomo un volumen de 20 ml del destilado y se tituld con hidréxido de sodio
(NaOH) 0.1 N, hasta viraje del rosa al amarillo. A partir del procedimiento de
valoracion, se calcul6 el valor del nitrégeno total. Las muestras se analizaron
por duplicado.

AzUcares reductores: Para extraer los azlcares reductores del material, se aplico
el procedimiento propuesto por Spigno et al. (2008) con algunas adaptaciones
al material y equipamiento disponible en el laboratorio. Dos gramos del material

se suspendieron en 25 ml de agua destilada en un vaso de precipitado. La
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muestra se mantuvo en agitacion a 350 rpm durante 4 h a temperatura ambiente.
Luego, se centrifugd a 3,500 rpm durante 5 min y finalmente se filtré por
gravedad con un filtro de papel cualitativo. El liquido se recolectd y se guardd
en el freezer hasta su andlisis. Se realizaron duplicados de esta extraccion. Se
aplico el método de Miller como se describe en el trabajo de Avila Nufiez et al.
(2012). Se prepard una solucion de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Se tomo
una alicuota de 0.5 ml del extracto acuoso y se colocé en un tubo de ensayo con
0.5 ml de la solucién de DNS. El tubo de ensayo se llevé a un bafio maria con
agua en ebullicion durante 5 min. Luego de transcurrido ese tiempo, el tubo de
ensayo se colocd en un bafio de agua fria para que la reaccion se detenga. Se
agregd 5 ml de agua destilada, se agitd y se dejo reposar durante 15 minutos
para el desarrollo del color. La reaccién colorimétrica se ley0 en un
espectrofotometro (Agilent Technology, Cary 60 UV-vis) a 540 nm por
duplicados. Para la cuantificacion, se construyd una curva de calibracion con
soluciones estandar de glucosa anhidra. Las muestras se analizaron por
duplicado (De la Torre, Bustos, Martinez, Casares, & Domarco, 2004).
Lignina Klason: Previo al analisis propiamente dicho de lignina, es necesario
realizar una extraccion de compuestos solubles en agua (restos de tierra, nitratos
y nitritos, proteinas y azucares) y de compuestos solubles en etanol (como ser
la clorofila). Para esto se llevo a cabo una extraccion en equipo Soxhlet de la
muestra de EU, en una primera etapa con agua y en una segunda etapa con
etanol, tomando de referencia la Norma NREL/TP-510-42619. De esta manera
se obtuvo la muestra de EU libre de extraibles.

El método para cuantificar la lignina del EU libre de extraibles se tomo de la
norma TAPPI 222 descripta por Romero-Uscanga y otros (2014). EI método de
hidrolisis acida cuantitativa se realizd en dos etapas: la primera con acido
sulfarico al 72 % que hidroliza los polisacéridos en oligosacaridos, y una
segunda al 4 % que rompe los oligdbmeros en monosacaridos. Se tomd la
cantidad de 1 gramo de EU libre de extraibles y se coloc6 en un vaso de

precipitado de 50 ml a la cual se agregd 15 ml de H2SO4 al 72%, y se mantuvo
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2 h en agitacion. Al poco tiempo de agregar el &cido sulfurico se observo que la
muestra se tornd oscura. Una vez pasado el tiempo, se llevd a un vaso de
precipitado de 1 litro y se realizd una disolucion al 4 % de H.SO4 agregando
agua destilada y se dejo en ebullicion suave por 4 h. una vez frio, se espero hasta
que la muestra se asentara para decantar y filtrar. Una vez filtrada la muestra se
llevo a estufa a 105 + 3 °C durante 24 h y se procedio a pesar.

Las muestras se analizaron por duplicado y el resultado se calculé tomando de

base el peso corregido, descontando las cenizas y el contenido de nitrégeno.
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Figura 18: Equipo Soxhlet para retirar los componentes solubles en agua y
etanol del EU.

Cenizas: Dos gramos de material se pesaron en cépsulas de porcelana
previamente tarados y calcinados. Las muestras por duplicado fueron calcinadas
en una mufla (Dalvo) aplicando una rampa de temperatura como se indica en la
norma NREL/TP-510-42622. Se realiz6 por duplicado, informando el promedio

y desviacion estandar.

Pagina 95 de 114



7.2. ESTUDIO DE PRETRATAMIENTOS HIDROLITICOS DE ESCOBAJO DE
UVA

Se utiliz6 como materia prima para el proceso, escobajo de uva proveniente de la
bodega Tierra del Huarpe S.A.

Se llevaron a cabo pruebas de hidrolisis del escobajo de uva con soluciones de
acido clorhidrico (HCI 1 y 5%), agua oxigenada (H202 5 y 15%), reactivos provenientes
de Sigma Aldrich y de grado reactivo.

Se pusieron en contacto 50 g de escobajo con estas soluciones, que tiene un
volumen de 500 ml, luego se dejo actuar durante 7 dias a temperatura ambiente. Para
evaluar la eficacia de los tratamientos se realizé la determinacion de glucosa mediante el
kit de Glicemia enziméatica AA (marca Wiener lab.) utilizado para la determinacion de

glucosa en sangre.

7.3. FERMENTACION BATCH
7.3.1. PRETRATAMIENTO

Se pesaron 50 g de escobajo de uva seco y se pusieron en contacto con 500 ml del
agente hidrolizante en erlenmeyers de 1 litro. Se aplicd hidrdlisis acida y alcalina por 7
dias a temperatura ambiente. Las soluciones empleadas fueron: HCI 1 % p/p, HCI 5% p/p,
H2SO4 1 % p/p, H2SO4 5 % p/p, NaOH 0.1 N y NaOH 0.5 N. Una vez transcurrido el
tiempo de hidrélisis, se midié el volumen de cada hidrolizado, y se neutralizaron con
NaOH (granallas), CaCOs (polvo) y HCI (concentrado) respectivamente. Se tomd una
muestra de cada licor neutralizado (con posterior centrifugacion) para determinacion de

azucares reductores.
7.3.2.  CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES
Se realiz6 la determinacion espectrofotométrica del contenido de azUcares
reductores, aplicando el Método del DNS (Método Miller), a las muestras de los licores
neutralizados obtenidos posteriores a la etapa de hidrolisis.
7.3.3. FERMENTACION
Para convertir el acido lactico que serd producido en la etapa de fermentacion en
lactato de calcio, se agregé a cada Erlenmeyer 250 ml de una solucién al 10 % de CaCO:s.
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Se reincorporé cada hidrolizado al erlenmeyer del cual provenia y se procedié al
autoclavado (120 °C por 15 min). También se prepard un blanco de 50 g de escobajo de
uva sin hidrolizar.

Una cepa pura de R. oryzae NCIM 1299 (de la Coleccion de Cultivos del Centro
de Referencia de Micologia, Universidad Nacional de Rosario) se proliferé en agar papa
dextrosa (Difco-213400) en placa de petri, a 32 °C y 50 % de humedad relativa (HR) por
4 dias, y se almacend a 4 °C hasta su siembra en los batch de fermentacion.

Se realizaron los ensayos estaticos de fermentacion fangica en los erlenmeyers de
1 litro conteniendo el escobajo de uva y los hidrolizados ya descriptos. Se inocul6 una
cuarta parte de la placa de petri con crecimiento de R. oryzae NCIM 1299. Se incub6 a 32
°C y 50 % HR durante 7 dias. Se llevo a cabo una agitacion manual cada 24 h, evitando
romper la estructura del escobajo de uva.

Luego de alcanzado el tiempo de fermentacion se agregaron 200 ml de agua
destilada a cada batch, para lograr una mayor remocién del &cido lactico de la estructura
solida. Se realiz6 la separacion de la matriz sélida del liquido contenido en cada
erlenmeyer, por filtracion con sedaso, se midieron los voliumenes y se sacaron muestras
(con posterior centrifugacion). Posteriormente se procedié a inactivar el hongo en
autoclave (120 °C por 15 min).

7.3.4. CUANTIFICACION DE BIOMASA FUNGICA

Para poder estimar la cantidad de biomasa flngica inoculada, se realizo la
determinacion de la biomasa seca por el método gravimétrico utilizado por Rodriguez
Pérez, Crescencia Arone, Soria Calzadillo, Aguilera Rodriguez, & Serrat Diaz (2017). El
método se basd en tomar cuatro cuartos de cada caja de petri con crecimiento de biomasa,
se lo llevd a un frasco con 200 ml de agua destilada estéril con agitacion magnética, hasta
observar el desprendimiento total de la biomasa del agar papa dextrosa (APD). Luego se
filtré con un filtro seco y tarado. Se llevé a estufa a 100 °C durante 24 h y se pesé. Con
este método se cuantifican las estructuras fangicas originadas a partir de reproduccién
sexual y asexual, que tienen los hongos filamentosos, ya sea a partir del micelio como de
los esporangioforos, lo que, a nuestro entender, es un resultado mas representativo que el

método microscopico de recuento de esporas en camara de Neubauer. La cantidad de
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biomasa seca flngica inoculada se calculé como:

mgps = (Ps — Tp) %
Donde:

mgrs: masa de biomasa fangica seca [mg].

Ps: peso seco de filtro més biomasa de hongo [g].

Te: tara de filtro seco [g].

7.3.5. CUANTIFICACION DE ACIDO LACTICO.

Se prepararon las muestras de los licores de fermentacion de la siguiente manera:
se tomaron 2 ml de muestra de cada uno y se acidificaron con 1 ml de H2SO4 0.5 N y
posterior filtracion con filtro de nylon 0.2 micras. Se aplico la técnica de HPLC, con un
cromatografo Hewlett Packard 1050, con bomba cuaternaria, detector UV e inyeccién
manual. Se utiliz6 una Columna Phenomenex PN OOG-4144-E0Q, SpherecloneODS2
(5um x 250 mm x 4.6 mm), con metanol-agua (60:40) como fase mévil y un flujo de 0.8
ml/min. La deteccidn se fijé a una longitud de onda de 210 nm y el tiempo de corrida fue
de10 min. Se utiliz6 como reactivo patrén L(+) acido Lactico 85 % diluido en agua grado
HPLC.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. CARACTERIZACION DE ESCOBAJO DE UVA

A continuacién se muestra la Tabla 5 en donde se resumen los resultados de la

caracterizacion fisico quimica de los escobajos de uva:

Tabla 5: Caracterizacion de escobajo de uva

Escobajo de uva Escobajo de uva

Ensayos blanca tinta
Promedio DE Promedio DE
% Solidos totales 37.32 0.46 23.17 1.14
% Nitrégeno total 0.7765 0.09 1.0154 0.11
% AzUcares reductores 30.55 0.06 47.83 0.02
% Lignina Klason 46.91 0.50 48.52 0.50
% Cenizas 6.64 0.10 7.34 0.07

Respecto al contenido de sélidos totales se observa en la tabla que el escobajo de
uva blanca posee mayor contenido que el escobajo de uva tinta. Cabe aclarar que los
solidos totales obtenidos provienen del escobajo recién traido de la bodega, es decir que
en esas condiciones sale de la despalilladora; por lo tanto, esto complica el manejo del
escobajo lo que hace que genere malos olores en la bodega.

En el caso del ensayo de nitrogeno total, se comprobd que los resultados de
escobajo de uva blanca como de escobajo de uva tinta eran préximos entre si, siendo
mayor el contenido en escobajo de uva tinta. Los hongos son microrganismos poco
exigentes a nivel nutricional, por lo que con un contenido minimo de nitrogeno es
suficiente para el crecimiento del hongo. En base a esto, ambos escobajos de uva podrian
utilizarse para llevar a cabo la FES (Groff, y otros, 2022).

Como lo indica la tabla se observa que el porcentaje de azucares reductores es
mayor en el escobajo de uva tinta. De acuerdo al trabajo citado por (Filippi, Georgaka,
Alexandri, Papapostolou, & Koutinas (2021) la presencia de azlcares en residuos de
bodega depende del proceso de elaboracion del vino, ademas la presencia de azucares
libres en el escobajo de uva indica su potencial utilizacion como materia prima para la

produccion de acido succinico a través de la fermentacion. Es decir que en este trabajo se
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comprobo que los azucares libres podian ser directamente usados como sustrato para la
produccion de acido succinico. Por otro lado el trabajo citado por Spigno, Moncalvo, De
Faveri, & Silva (2014) explica que ante la presencia de hidratos de carbono no
estructurales en el escobajo, es decir azlcares derivados del jugo de uva residual, era
necesario un pretratamiento de lavado antes de los procesos de fraccionamiento para evitar
la produccion de azucares toxicos como el 5-hidroximetilfurfural, el furfural y el 5-
metilfurfural.

Se comprueba que todos poseen alto contenido de lignina, por lo que sera de vital
importancia el éptimo desarrollo del hongo para el aprovechamiento de los componentes
hemicelulésicos. De acuerdo a los datos obtenidos en la tabla se obtuvo mayor porcentaje
de lignina en el escobajo de uva tinta (48.52 %) usando como solventes agua/etanol.

De acuerdo a otros trabajos que se usaron para comparar el contenido de lignina
en escobajo de uva se obtuvieron los siguientes resultados: respecto al trabajo de Ping,
Brosse, Sannigrahi, & Ragauskas (2011) se obtuvo un porcentaje de lignina de Klason de
39.60 % usando Diclorometano (DCM) como solvente extractivo. En el trabajo de Spigno,
Pizzorno, & De Faveri (2008) se obtuvo un 32.98 % de Lignina de Klason y usaron como
solvente extractivo agua caliente (2x). Segun el texto de Prozil, Evtuguin, & Cruz Lopes
(2012) se obtuvo un porcentaje de Lignina de Klason de 17.40 % y usaron como solventes
extractivos acetona/ DCM/agua.

Respecto al porcentaje de cenizas, éste fue mayor en el escobajo de uva tinta. El
contenido de cenizas en el escobajo de uva se debe a la presencia de altos contenidos de
metales como Na, K, Mg, Fe y Ca, durante el proceso de calcinacion. (Deiana, Sardella,
Silva, Amaya, & Tancredi, 2009)

8.2. ESTUDIOS DE PRETRATAMIENTOS HIDROLICOS DE ESCOBAJO DE
UVA
8.2.1. HIDROLISIS ACIDA
Como puede verse en la Tabla 6, la concentracion de glucosa obtenida a partir de
la hidrdlisis con acido clorhidrico al 5 % es menor que la concentracion de glucosa
obtenida a partir de la hidrolisis con &cido clorhidrico al 1 %. Debe recordarse que los

azUcares que se obtienen a partir de la hidrélisis acida son: glucosa, xilosa y arabinosa en
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mayor proporcion. Es posible que a mayor concentracion de acido se obtenga mayor

cantidad de xilosa o arabinosa. Esto deberia comprobarse por medio de cromatografia

liquida de alta presion. Por otro lado, también se debe considerar que la celulosa y

hemicelulosa producen azUcares a partir de la hidrdlisis y estos azucares pueden producir

furfural a partir de pentosa y 5-hidroximetilfurfural (HMF) a partir de hexosas.

cuatro ensayos, al igual que de los segundos cuatro ensayos:

Tabla 6: Rendimiento en glucosa a partir de hidrolisis acida.

En la Tabla 6 se muestra el promedio y su desviacion estandar (DE) de los primeros

Masa
Muestra | Tratamiento | Absorbancia ch)/nlc. VOItI;OtaI quC(I:%sa 0/(051%(623)6‘ (gP/rl%rgé) DE
(9)
Hidrolisis con HCl al 1 %
1 1.5153 4.185 1.67 3.35
2 M1 (1%) 1.5535 4.291 04 1.72 3.43 358 0.22
3 1.6994 4.694 1.88 3.75
4 1.7102 4.724 1.89 3.78
Hidrolisis con HCl al 5 %
1 0.9962 2.752 1.10 2.20
2 0.9956 2.750 1.10 2.20
3 M2 (5%) 0.5353 1.479 04 0.59 1.18 169 059
4 0.5344 1.476 0.59 1.18

8.2.2. HIDROLISIS CON AGUA OXIGENADA

Los resultados de rendimiento de glucosa provenientes de la hidrolisis con agua

oxigenada, como se observa en la Tabla 7, dieron en todos los casos valores mas bajos

que la hidrdlisis llevada a cabo con acido clorhidrico. Por esta razon se decidid, en

préximos experimentos, aplicar hidrdlisis acidas (con acido clorhidrico y acido sulfurico)

y hacer pruebas con hidrolisis alcalina. Se puede observar en la Tabla 7 que se muestra a

continuacion el promedio de los ensayos con su respectiva DE:
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Tabla 7: Rendimiento en glucosa a partir de hidrdlisis con agua oxigenada.

Muestra | Tratamiento | Absorbancia conc. ?g?eli Z:i?:%gae %Glucosa | Prom. DE
(9/) () @ (9/1009) | (9/1009)
Hidrolisis con H20; al 5%
1 1.7920 4.949 0.99 1.98
2 1.7915 4.948 0.99 1.98
0,
3 M1 (5%) 1.8138 5.009 02 1.00 2.00 199 0.01
4 1.8141 5.010 1.00 2.00
Hidrolisis con H,0; al 15%
1 2.0000 5.524 1.10 2.21
2 1.9990 5.521 1.10 2.21
0,
3 M2 (15%) 1.5366 5.009 0.2 1.00 2.00 2.10 0.12
4 1.5361 5.010 1.00 2.00

8.3. FERMENTACION BATCH
8.3.1. CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

El R. Oryzae NCIM 1299 es capaz de producir las enzimas necesarias para llevar
a cabo la hidrolisis del material lignocelulésico sin previo tratamiento, descomponiéndolo
en azUcares fermentables, los que participan del metabolismo del mismo. Los
pretratamientos aplicados al EU, ya sean acidos o alcalinos, tienen la finalidad de hacer
mas facilmente digerible el material lignocelulésico, para un mejor rendimiento de la
fermentacién con R. oryzae NCIM 1299.

Los pretratamientos acidos descomponen los enlaces entre mondmeros de azlcares
de las cadenas poliméricas de hemicelulosa y celulosa. Se ha demostrado que la hidrolisis
acida genera principalmente los monémeros xilosa, glucosa y arabinosa, acompariados
por materiales solubles como lignina, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural, que
pueden inhibir el crecimiento de los microorganismos durante el proceso de fermentacion
posterior (Laopaiboon, Thani, Leelavatcharamas, & Laopaiboon, 2010). Durante el
pretratamiento alcalino, se produce la solvatacion y saponificacion de la matriz
lignocelulésica, lo que hace que la hemicelulosa y partes de la lignina se solubilicen,

dejandola mas accesible para el accionar de los microorganismos. En la Tabla 8 se puede
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observar el pretratamiento aplicado de cada muestra y los azlcares reductores, en los
cuales se midié la media y desviacion estandar:

Tabla 8: Contenido de azlcares reductores de licores obtenidos luego de la
hidrolisis y neutralizacion.

Az. Reductores

Muestra | Pretratamiento Media o
[0/100gEU]
1 HCI1 % 2.5982 0.0019
2 HCI5 % 9.6897 0.0097
3 H>S041 % 2.3155 0.0026
4 H>S045 % 5.1043 0.0399
5 NaOH 0.1 N 1.2308 0.0008
6 NaOH 0.5 N 12.6764 0.0067

Los seis pretratamientos aplicados produjeron la hidrdlisis del material
lignocelulésico, como puede verse, por la generacion de azlcares reductores en funcion
de las diferentes concentraciones de los agentes hidrolizantes. Puede verse ademas que a
mayores concentraciones de agente hidrolizante, mayor es la cantidad de azlcares
reductores obtenidos. Esto Ultimo deberia repercutir directamente en la cantidad de AL
obtenido a partir de la fermentacion.

Se observo que para los agentes hidrolizantes en su menor concentracion, el orden
creciente de cantidad de azUcares reductores obtenidos fue: NaOH 0.1 N < H2SO4 1 % <
HCI 1 %. En cambio para los agentes hidrolizantes en su mayor concentracion, el orden
creciente de cantidad de azucares reductores obtenidos fue: H2SO4 5 % < HCI 5 % <
NaOH 0.5 N.

En el estudio citado por Moran Aguilar (2018) el bagazo de cafia de azlcar debido
a su composicion lignocelulésica posee potencial para la generacion de productos de valor
agregado. Se realiz6 la optimizacion de cada etapa del proceso de pretratamiento, para
lograr una mayor produccion de azucares fermentables durante la etapa enzimatica. En
este trabajo se consideraron dos procesos: (1) Pretratamiento &cido y alcalino seguido de

la hidrolisis enzimatica; (2) Pretratamiento alcalino e hidrdlisis enzimética.
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Las condiciones en las que se llevé a cabo el pretratamiento acido para el bagazo
de cafia de azucar fueron: 3 % H>SOs, una relacion liquido sélido de 6:1 (ml:g) y 15 min,
obteniendo una concentracion final de 29.17 % g/L de xilosa. En el pretratamiento alcalino
las condiciones que removieron la mayor cantidad de lignina fueron: 9% H20., relacion
liquido so6lido 19:1 (ml:g) y 44 h; y se obtuvo una concentracién de lignina de 2.76 %.
Para el proceso (2) las condiciones éptimas utilizando bagazo crudo fueron: 6 % H»O»,
relacién liquido sélido de 12:1 y 37 h, dando un resultado de 7.54 % de lignina residual.
La produccidn de azucares finales para el proceso (1) fue de 167.92 g/l y para el proceso
(2), 159.57 g/l para el bagazo de cafa de azlcar. Se observé que se generé mayor cantidad
de azlcares fermentables en el proceso (1) utilizando una etapa acida y una alcalina antes
de la hidrdlisis enzimatica, sin embargo, el proceso (2) alcanz6 una conversion del 80 %
en glucosa y 98 % en xilosa, utilizando Unicamente un pretratamiento alcalino y una
celulasa (Cellic CTec3), lo que disminuye el nimero de etapas del pretratamiento y el
costo del proceso.

Respecto al tratamiento acido al que se sometié el escobajo, la concentracion de
glucosa obtenida a partir de la hidroélisis con acido clorhidrico al 5 % es menor que la
concentracion de glucosa obtenida a partir de la hidrolisis con acido clorhidrico al 1 %.
En cuanto el tratamiento alcalino, se obtuvo un valor de azucares mucho mayor al
someterse a NaOH 0.5 N, respecto al valor que se obtuvo cuando se sometio el escobajo
aNaOH 0.1 N.

8.3.2. CUANTIFICACION DE BIOMASA FUNGICA

El resultado obtenido fue 47.45 +/- 0.006 mg de biomasa flngica seca inoculada
en cada batch de fermentacién. Relacionandolo con el EU, se inocul6 0.949 mggrs/geu.
La biomasa fangica formada durante la fermentacidn, no pudo cuantificarse debido

a la presencia de sales formadas durante la recuperacion y extraccion del AL.

8.3.3. CUANTIFICACION DE ACIDO LACTICO.

El AL producido se cuantificé utilizando la técnica de HPLC. EIl AL de la solucion
patron presentd un pico bien definido con un tiempo de retencion promedio de 4.655

minutos. Los cromatogramas de los licores de fermentacion de EU hidrolizados, también
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presentaron el pico caracteristico de AL. Con los valores de area obtenidos, se realizo el
calculo de la concentracion de AL en los licores. En la tabla 9 pueden verse los resultados
de la cuantificacion de AL, siendo la muestra 7 el licor de fermentacion del EU sin
hidrolizar. Se obtuvo AL para las diferentes condiciones de hidrdlisis, excepto para la
hidrélisis con NaOH 0.5 N. Para un determinado agente de hidrdlisis, la cantidad de AL
obtenido fue proporcional a la cantidad de azlcares reductores presentes en la muestra. A
excepcion del Erlenmeyer 6. En la Tabla 9 se puede observar los resultados de acido
lactico calculando la media y desviacion estandar de cada una de las muestras, como asi
también la productividad (P) de cada una de las muestras, calculando media y desviacion
estandar:

Tabla 9: Produccidn de acido lactico.

% Acido lactico Productividad (P)
Muestra Media DE Media DE
(gAL/100gEV) (gAL/gEU.dia)

1 35.89 1.75 0.0513 0.0025
2 60.35 3.38 0.0862 0.0048
3 48.47 5.54 0.0692 0.0079
4 71.26 491 0.1018 0.0070
5 16.10 2.00 0.0230 0.0029
6 SC - - -
7 9.74 0.45 0.0139 0.0007

SC: sin crecimiento

El Batch 6 de hidrolisis de EU con NaOH 0.5 N, no tuvo crecimiento de R. oryzae
NCIM 1299, lo cual podria asignarse a un alto contenido de sales solubles (producidas en
la neutralizacion), que pueden generar un aumento en la presion osmética del medio,
dificultando el crecimiento del hongo. Pero al analizar los numeros de moles utilizados,
en la condicion de hidrolisis con HCI 5 % comparada con la hidrolisis con NaOH 0.5 N,
resulta en que la solucién acida posee una mayor cantidad de iones y sin embargo hubo
crecimiento de hongo, por lo tanto se descarta esta hipotesis. Por otro lado se encontrd

que en concentraciones altas de alcalis, se corre el riesgo de degradacion y
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descomposicion de polisacaridos disueltos de hemicelulosa, con pérdida de carbono en
forma de dioxido de carbono y furfural, lo que conduce a pérdidas de sustrato digerible
para la fermentacion. Ademas, los compuestos fendlicos monoméricos de lignina
liberados (&cidos aromaticos, catecol, 4- hidroxibenzaldehido y vainillina), son
inhibidores potenciales de microorganismos. Estos ultimos pueden ser las causas de esta
inhibicion. Los resultados obtenidos en este capitulo pueden relacionarse a valores de AL,
a partir de la fermentacion con R. oryzae de otras biomasas lignoceluldsicas, como por
ejemplo: residuos sélidos de anana (RSA) sin hidrolizar, con un rendimiento de 2.36
gAL/100gRSA; hidrolizado de mazorca de maiz, con un rendimiento de 36.2 gAL/litro; y
pulpa de mandioca (PM), obteniendo 20.6gAL/100gPMseca.

Para poder comparar los resultados obtenidos se realizd la basqueda de otros
trabajos que se muestran a continuacion, donde se pudo observar como otros autores
(Bustos, De la Torre, Martinez, Casares, & Domarco, 2004) a partir de azUcares reductores
obtuvieron &cidos y por otro lado otros autores realizaron pretratamientos con H>O2 y
acido para la obtencion de aztcares (Moran Aguilar, 2018).

En el estudio de Bustos, De la Torre, Martinez, Casares, & Domarco (2004), se
emplearon en distintas concentraciones borras procedentes del proceso de elaboracion de
vinos blancos y tintos como nutrientes, usando podas de sarmiento como fuente de
carbono, ya que son una fuente de azucares hemicelulésicos asimilables por Lactobacillus
Pentosus. Las podas se sometieron a un proceso de prehidrélisis con H2SO4 al 3 % durante
15 min a 130 °C. Al utilizar las lias procedentes de vino blanco se obtuvieron
concentraciones de acido lactico superiores a las obtenidas utilizando el medio general de
Lactobacillus. Se obtuvieron rendimientos comprendidos entre 0.43 y 0.59 g/g. EI H2SO4
presente en los licores se neutralizd con CaCO3 hasta alcanzar un pH de 6.3. En este
experimento las borras se liofilizaron. Al afadir lias de vinificacion liofilizadas como
nutriente al medio de fermentacion, los azucares (glucosa, xilosa y arabinosa) fueron
consumidos. De este modo se obtuvieron elevadas concentraciones de acido lactico.

No se encontr6 un trabajo referido al pretratamiento de escobajo de uva con
perdxido por lo tanto se hablara del bagazo de cafia de aztcar (Moran Aguilar, 2018). El

bagazo de carfia de azUcar debido a su composicién lignoceluldsica posee potencial para
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la generacién de productos de valor agregado. Se realiz6 la optimizacion de cada etapa
del proceso de pretratamiento, para lograr una mayor produccién de azlcares fermentables
durante la etapa enzimatica. En este trabajo se consideraron dos procesos: proceso (1),
pretratamiento &cido y alcalino seguido de la hidrélisis enzimatica; proceso (2),
pretratamiento alcalino e hidrolisis enzimatica. Las condiciones en las que se llevo a cabo
el pretratamiento &cido fue: para el bagazo de cafia de azucar fueron: 3% H2SO4, una
relacion liquido solido (ml:g) de 6:1 y 15 min, obteniendo una concentracion final de
29.17 % g/L de xilosa. En el pretratamiento alcalino las condiciones que removieron la
mayor cantidad de lignina fueron: 9% H20, relacion liquido sélido (ml:g) 19:1y 44 h; y
se obtuvo una concentracion de lignina de 2.76 %. Para el proceso (2) las condiciones
Optimas utilizando bagazo crudo fueron: 6% H20z, relacion liquido sélido de 12:1y 37 h,
dando un resultado de 7.54 % de lignina residual. La produccion de azucares finales para
el proceso (1) fue de 167.92 g/L y para el proceso (2), 159.57 g/ L para el bagazo de cafa
de azlcar. Se observd que se generd mayor cantidad de azlcares fermentables en el
proceso (1) utilizando una etapa &cida y una alcalina antes de la hidrolisis enzimatica, sin
embargo, el proceso (2) alcanzd una conversion del 80% en glucosa y 98 % en xilosa,
utilizando Unicamente un pretratamiento alcalino y una celulasa (Cellic CTec3), lo que
disminuye el nimero de etapas del pretratamiento y el costo del proceso.
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9. CONCLUSIONES
9.1. CARACTERIZACION DE ESCOBAJO DE UVA

Tanto el escobajo de uva blanca como el escobajo de uva tinta poseen un contenido
apreciable de azUcares reductores fermentables facilmente disponibles para el hongo,
pudiendo ser utilizado como fuente de carbono inicial de la fermentacion fungica.

Se pudo comprobar que presentan similar contenido de nitrogeno, fuente que el
hongo utiliza para su metabolismo fermentativo.

Ademas, se comprueba que el escobajo de uva tinta posee alto contenido de
lignina, por lo que serd de vital importancia el 6ptimo desarrollo del hongo para el
aprovechamiento de los componentes hemiceluldsicos.

Finalmente, el escobajo de uva analizado podria aprovecharse como sustrato de
fermentacion del R. oryzae, por lo que deben estudiarse los pardmetros Optimos de

fermentacion en futuros trabajos.

9.2. ESTUDIO DE PRETRATAMIENTOS HIDROLITICOS DE ESCOBAJO DE
UVA

En la FES, los microorganismos crecen en un sustrato solido con bajo contenido
de humedad, mientras que en la FS, la fermentacion ocurre por microorganismos que
crecen en un medio liquido (mas del 95 % de agua). Ademas en esta fermentacién se usan
equipos costosos, y por lo tanto se aumenta el costo del proceso. Por Gltimo, la FS presenta
gran dificultad en la eliminacién de desechos y para llevarla a cabo se necesita alto
consumo de energia y agua.

Ademas cabe aclarar que la FES usa productos de la agricultura o subproductos de
agroindustrias, por lo tanto, los sustratos son mas baratos y facilmente disponibles. Se
podria pensar que habria que someter a estos sustratos a tratamientos que faciliten la
obtencion de azlcares fermentables, lo que aumentaria el costo general del proceso,
ademas de generar efluentes contaminantes. Pero este no es el caso cuando se desea
utilizar R. oryzae, ya que se ha podido demostrar que se obtiene un rendimiento adecuado
de AL sin aplicar pretratamientos al escobajo de uva. Esto representa una ventaja

econdémica y medioambiental.
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9.3. FERMENTACION BATCH

Se pudo obtener AL a partir de la fermentacion fungica del EU sin pretratamiento
y en un valor significativo (9.74 %) comparado con otras fuentes lignocelulésicas. Se debe
avanzar en estudios de los componentes lignocelulésicos y en el efecto del uso de
pretratamiento (hidrolisis) del EU sobre el rendimiento de AL obtenido. Los azlcares
obtenidos luego de la hidrolisis de hemicelulosa y celulosa serian los azlcares utilizados
en la fermentacion del R. oryzae, pero este hongo es conocido por su capacidad de
degradar la materia lignocelulésica sin pretratar. Teniendo en cuenta los rendimientos
obtenidos, podria decirse que un pretratamiento de hidrélisis aumenté dichos valores. Un
trabajo a futuro podria ser el estudio de los siguientes pardmetros: aireacion, concentracion
de esporas, tiempo de fermentacion.

Se ha demostrado que el EU puede utilizarse como sustrato de fermentacion del R.
oryzae NCIM 1299 para la obtencion de AL, el cual tiene grandes aplicaciones en la
industria de alimentos. Este bioproceso podria ser de gran interés en una provincia como
San Juan, en donde se produce gran cantidad de EU durante la época de vendimia y no
tiene un destino final de aprovechamiento. Ademas, se podria proponer una alternativa

econdmica de produccion de AL, siendo que en Argentina no hay produccion local.
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