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RESUMEN EJECUTIVO

La melaza (miel final subproducto de la industrializacion de la cafia de azucar),
es un desecho agroindustrial representa una alternativa para la produccion
biotecnologica de acido lactico, por su alto contenido de nutrientes y azlcares asi
como por su bajo costo. El objetivo del trabajo de investigacion fue desarrollar
una tecnologia adecuada determinando las condiciones necesarias, utilizando la
melaza a diferentes concentraciones (20,30,40%(p/v)) como materias
fermentables; se prob6 también la pureza de la misma para el proceso de

fermentacion.

Las fermentaciones se realizaron anaerébicamente, a 42°C, ajustando el pH a 6,
usando el 10 % de Lactobacillusrhamnosus liofilizado en un fermentador
(shecker) en él se puede controlar la temperatura y agitacion. Para las mezclas
mencionadas se estudio el efecto de la concentracion de acido lactico alcanzado

durante el tiempo de fermentacion.
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Se obtuvieron concentraciones de 2,87% de &cido lactico usando diluciones de
melaza: 30% (p/v), filtrada. Con las siguientes caracteristicas; indice de
refraccion 1.378, punto de ebullicion 108.5°C, viscosidad 0.024 Pa.s, densidad

1114.83 (Kg/m®), pH 4.5, por lo que se concluye que la melaza serfa una buena
alternativa de aprovechamiento de residuos agroindustriales.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA
1.1. TEMA.

“PRODUCCION DE ACIDO LACTICO MEDIANTE EL USO DE
Lactobacillus rhamnosus A PARTIR DE MELAZA”.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

1.2.1 CONTEXTUALIZACION.

El &cido lactico fue descubierto en 1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo
aislé de leche agria, fue reconocido como producto de fermentacion por
Blonodeaur en 1847 y tan solo en 1881, Littlelon inicia la fermentacion a escala
industrial. Es un compuesto muy versatil utilizado en la industria quimica,

farmacéutica, de alimentos y de plasticos

La produccién mundial de &cido lactico es de 100.000 toneladas por afio (Datta
et al., 1995 citado por Wang-Yu et al., 2004), con un crecimiento en la demanda
del 8,6% anual, debido al potencial que tiene este monémero de producir acido
polilactico, un polimero biodegradable con aplicaciones industriales y medicas
(Lisa, 2001; Naveena al., 2005).

El acido lactico puede ser obtenido por via quimica o biotecnoldgica. La
produccién quimica, se basa en la reaccion de acetaldehido con &cido cianhidrico
(HCN) para dar lactonitrilo, el cual puede ser hidrolizado a &cido lactico; otro tipo
de reaccion se basa en la reaccion a alta presion de acetaldehido con monoéxido de

carbono y agua en presencia de acido sulfurico como catalizador.



La produccion biotecnoldgica esta basada en la fermentacion de sustratos ricos
en carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros
D (-) o L (+), 6ptimamente activos. La produccion biotecnoldgica depende del
tipo de microorganismo utilizado, la inmovilizacion o recirculacion del
microorganismo, el pH, la temperatura, la fuente de carbono, la fuente de
nitrégeno, el modo de fermentacion empleado y la formacion de subproductos.
(Goksungur y Guvenc, 1999; Szabo y Kirisci, 1998).

La principal desventaja de la produccion por la via fermentativa es el alto costo
que ocasionan su aislamiento y purificacion, por esta razon las investigaciones se
han enfocado en la disminucion del costo de produccién e incrementar la pureza

oOptica del &cido lactico. (Goksungur y Guvenc, 1999; Szabo y Kirisci, 1998).

Se han utilizado diferentes sustratos puros, tales como glucosa, lactosa,
almidon y celulosa, sin embargo, estos sustratos son econdémicamente
desfavorables, no solo porque los sustratos puros son costosos y requieren la
adicién de fuentes nitrogenadas complejas para producir &cido lactico en un
tiempo razonable, sino también porque se requiere de un pretratamiento de los

polisacaridos naturales para su posible fermentacion. (Young-Jung et al., 2004).

De acuerdo con Tejayadi y Cheryan (1995) citado por Oh et al. (2005).EI costo
de la materia prima en el proceso de produccion de acido lactico a partir de
lactosuero y extracto de levadura con Lactobacillus bulgaricus, representa el 68%.
Akerberg y Zacchi (2000) demostraron también que el mayor costo de
produccién lo representa la materia prima, y Kwon et al. (2000) indican que

solamente el extracto de levadura representa mas del 30% de los costos.

Los factores limitantes en la produccion de é&cido lactico por la via
fermentativa son principalmente, la baja concentracion de bacterias lacticas en el
sistema y la inhibicion del crecimiento por el producto. (Monteagudo y Aldavero,
1999; Kulozik, 1998).



La mayoria de los estudios para la produccion de &cido lactico estan
direccionados a nivel industrial y se enfocan al uso de suero de leche o medios
sintéticos conteniendo lactosa, sacarosa o glucosa como Unica fuente de carbono
mas no mediante la produccién biotecnoldgica que se basa enla fermentacion de

sustratos ricos en carbohidratos por bacterias u hongos.

Las empresas: CCA Biochemical BV of The Netherlands con plantas en
Europa, Brasil, y USA. Archer Daniels Midland (ADM) en USA. NatureWorks
LLC en USA, han optado por la fermentacion como proceso para sintetizar acido
lactico alcanzando el 90% de la produccion.

Por lo anteriormente dicho, se sigue investigando activamente en la busqueda
de sustratos de fermentacion lactica de bajo costo, bajo nivel de contaminantes,
alta velocidad de fermentacion, alto rendimiento en &cido lactico, poca formacion

de subproductos y disponibilidad durante todo el afio.

Se pueden considerar dos métodos para la produccion de acido lactico:

Por fermentacion:
e Bacterias

e Hongos

Por métodos quimicos:
e Hidrdlisis alcalina de los azucares, empleando hidréxidos o

carbonatos.

En la produccion fermentativa de acido lactico, los microorganismos
utilizados pertenecen a los géneros Lactobacillus , no obstante ; debido a que una
de las problematicas es el alto costo de produccion se han venido estudiando
mezclas de cepas lacticas y no lacticas que permiten degradar sustratos complejos

y/o mejorar los rendimientos. (Monteagudo y Aldavero, 1999; Kulozik, 1998).



Las materias primas utilizadas son cualquier producto que contenga azucar o

hidratos de carbono, estos productos estan agrupados en tres grandes grupos.

Materias primas:

e Materias azucaradas: Mostos y jugos de diversas frutas, azlcar de

remolacha y cafia, melazas, sorgo azucarado, suero de leche.

e Materias amilaceas: Cereales que contengan almidén, tubérculos y raices

tales como patatas y yuca.

e Materias celulosicas: Maderas y sus residuos, paja, residuos agricolas,
liquidos sulfiticos residuales de la fabricacion del papel que contiene
azucar, derivados de la celulosa y de hemicelulosa por la hidrolisis.

También es posible usar melazas, aunque plantean problemas en las etapas de
recuperacion [Moo-Young, 1986]. La disponibilidad de las mieles incristalizables
como materia prima puede ser ventajosa, considerando que estas son poco

empleadas, algunas cantidades desperdiciadas y otra cantidad exportada.

La melaza (miel final), en Ecuador representa una alternativa para la
produccién biotecnoldgica de acido lactico, principalmente por su alto contenido

en azucares, asi como por su bajo costo.



La cantidad de azucar se calcula como produccion de melaza de alta calidad,
que en Ecuador es de 8.28 toneladas por 12 toneladas de cafia. Como se detalla en
la Tabla 1.

Tabla 1.- Produccion mundial de cafia de azlcar en paises tropicales.

Cafla de azucar
Maiz en grano Sorgo en grano Tubérculo de | (melaza de alta
yuca calidad)
Pais T TND T TND | T TND T TND
(®) ®) ® ®

México 1.2 0.96 2.5 2.00 114 7.48
Jamaica 1.2 0,96 2.3 0.40 12.6 8.28
Ecuador 0.5 0.40 7.1 1.24 12.6 8.28
Peru 1.6 1.28 1.7 1.36 11.9 2.07 26.5 17.41
China 2.4 1.92 1.6 1.28 16.1 2.80 13.4 8.80

Fuente: Anuario de produccion de la FAO.2005

La fermentacion en general obedece a secuencias muy similares en los
diferentes procesos, observando pequefias variaciones unicamente en lo que
respecta a algunas condiciones de trabajo como: microorganismo adecuado,
temperatura optima de actividad, nutrientes especificos, pH requerido en base a la
materia prima empleada, requerimiento de oxigeno, duracion de la fermentacion y

producto que se requiere obtener.(Dautant.1985)

Las reacciones de fermentacion pueden expresarse como:

C12H22,047, + H0 -  CeH1206 + CgHy204 (1)

Sacarosa o Glucosa Fructosa o
Lactosa Galactosa
CeH1204 - 2 CH;CHOHCOOH 2

Glucosa Acido Léctico




Se puede obtener una gran variedad de productos mediante fermentacion en la

industria de alimentos clasificandose de la siguiente manera:

e Fermentaciones no alcohdlicas

Panaderia (fermentacion por levaduras de panaderia), vegetales fermentados,

(encurtidos en general), ensilado (fermentacion de forraje).

e Fermentaciones alcohdlicas

Vino (fermentacion alcohdlica y malolactica), cerveza, sidra, destilados, vinagre

(transformacion de alcohol en acido acético por fermentacion con acetobacter)

e Fermentaciones carnicas

Embutidos crudos curados (salame, chorizo espafiol), - jamdn serrano (producto
curado), - productos de pescado fermentado (fermentacion en filetes de pescado

ahumado)

e Fermentaciones lacticas

Leches fermentadas en general, yogur (fermentacion de leche con
microorganismos acidificantes, como lactobacillus), quesos (fermentacion con
determinados cultivos bacterianos inoculados), bebidas lacticas alcohdlicas
(kefir).

e Fermentaciones locales especiales

Salsa de soya, miso, tofu, otros productos.

e Otras aplicaciones en tecnologia enzimatica y biocatalisis

Mejora genética de microorganismos.
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Figura 1: Arbol de problemas sobre el uso de melaza para la produccion de acido lactico.

Elaborado por: Veronica Barrera. (2011)




1.2.2 ANALISIS CRITICO.

Un medio de fermentacion tiene como finalidad la eleccién de los componentes
necesarios para lograr el crecimiento y la formacibn de productos
correspondientes al proceso a desarrollar. Se debe tener en cuenta todos aquellos
aspectos relacionados con el microorganismo, el proceso y los sustratos a ser
empleados, como son los requerimientos nutricionales del microorganismo y
algunos especificos del proceso. Otros aspectos que son también importantes se
refieren a todos los procesos y operaciones previas y posteriores a la etapa de
fermentacién y al conocimiento de los mecanismos bioquimicos que regulan la

formacion de algunos productos.

Al representar la materia prima el mayor costo de produccion al utilizar lacto
suero y extracto de levadura se sigue investigando en la bdsqueda de sustratos de
fermentacion lactica de bajo costo, bajo nivel de contaminantes, alta velocidad de
fermentacion, alto rendimiento en acido lactico, poca formacion de subproductos

y disponibilidad durante todo el afio.

Mediante ensayos adecuados con soluciones diluidas de melazas, se ha
demostrado que éstas, a pesar de su bajo contenido de fosforo, constituyen un
buen medio nutritivo para muchos microorganismos, tales como levaduras,
hongos vy bacterias. Es asi que siguiendo una secuencia en el proceso de
fermentacién de la melaza seria la meteria prima para un producto de gran

aplicacion.

Varios compuestos quimicos pueden ser, o lo son ya, reemplazados por
compuestos microbioldgicos en todos los campos de la produccién. La tendencia
mundial va en busca de una produccién mas limpia, lo que ha abierto un campo
para el desarrollo de productos bioldgicos estables, eficaces y de bajo impacto
ambiental. Aunque existen técnicas de mejoramiento quimico para lograr un

mejor producto en las diferentes fermentaciones a nivel industrial y para su uso a



nivel ambiental, generalmente es una mejor opcion el trabajar con fuentes

naturales inalteradas.

1.2.3 PROGNOSIS

De no solucionarse el problema sefialado en el area focalizada, se podrian

esperar las siguientes consecuencias:

e No se impulsaria la utilizacion de melaza en la produccion de &cido
lactico en la industria biotecnolégica ni tampoco estudios posteriores que
involucren el mejoramiento del mismo.

e Afeccion directa en la produccion y comercializacion de &cido lactico.

e Altos costos de productos procesados que requieren el uso de acido

lactico en su formulacion, debido a la importancia de este recurso.

1.2.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudl seré la metodologia adecuada para producir acido lactico mediante el uso

de Lactobacillus rhamnosus sobre la melaza de cafia de aztcar?

1.2.5 INTERROGANTES DE LA INVESTIGACION

e ;COmo se puede utilizar la melaza para la obtencion de &cido lactico?

e ;Cual sera la concentracion mas adecuada para obtener acido lactico?

e ;Cual serd el costo y el rendimiento del &cido lactico producido a base de

melaza de cafia de azUcar?



1.2.6 DELIMITAC6ION DEL OBJETO DE INVESTIGACION

Delimitacion del contenido:

Campo: Biotecnoldgico

Aspecto: Fermentacion

Area: Tecnolégico

Delimitacion Temporal: La investigacion se realizd durante los meses

de Noviembre 2010 — Abril 2011.

Delimitacion Espacial: La investigacion se realizo en la Universidad
Técnica de Ambato, especificamente en los
Laboratorios de la Facultad de Ciencia e

Ingenieria en Alimentos.

1.3 JUSTIFICACION

Esta investigacion es de gran interés porque promueve el estudio de nuevas
fuentes de sustratos utilizados para la produccion de 4acido lactico como es la
melaza, que corresponde a un producto residual del proceso de elaboracion de
azucar, para la sustitucion total o parcial de la materia prima generalmente

utilizada.

Por la escasa investigacion sobre el uso de la melaza (miel de desecho
obtenida de la cafia de azucar al producir el azlcar refinado) en procesos
biotecnoldgicos se da la aplicacion de otros métodos para produccion de &cido

lactico.
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Es factible porque existe acceso a informacion, en revistas técnicas e internet,

hay también varios recursos biotecnoldgicos en los laboratorios y docentes

dispuestos a transmitir sus conocimientos.

El interés biotecnoldgico de la utilizacion de la melaza se debe que es un

desecho de la industria azucarera que se destina para alimento de animales por

lo cual no debe ser afectado en su composicion mucho menos contener restos

de quimicos que afecten a los mismos, es por eso la necesidad de innovar un

proceso de produccion de acido lactico para que el residuo sea aprovechado y no

forme parte de los contaminantes que generalmente son desechados a los rios o

vegetacion de nuestro pais.

1.4

14.1

1.4.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar la tecnologia mas adecuada para aprovechamiento la melaza
como materia prima fermentable en el proceso de produccion de é&cido

lactico utilizando Lactobacillus rhamnosus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la concentracion éptima de melaza para la produccion de acido
lactico.

Demostrar la influencia de los métodos de purificacion sobre la
produccién de acido lactico.

Determinar el rendimiento, costo y propiedades del acido lactico, obtenido

mediante la accidon de Lactobacillus rhamnosus sobre la melaza de cafa.

11



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Visitada la biblioteca de la facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos e

internet se encontraron los siguientes trabajos:

ERAZO en 1981, investigo sobre la “Obtencion de Alcohol Etilico a partir

de Melaza” y determind las condiciones mas favorables para dicha produccion.

DAUTANT F,1985, realizé un estudio sobre la produccion de acido lactico a
partir de un proceso de fermentacion de melaza, teniendo como finalidad la
evaluacion economica para determinar la factibilidad de uno de los procesos
industriales para la fermentacion empleando como materias primas mieles sub

producto de la industria azucarera.

MORALES Oscar, 2003 , en su estudio se enfoco al rendimiento que se tiene
al utilizar Latobacillus delberki en medios sintéticos que contengan lactosa,

sacarosa Yy glucosa como Unica fuente de carbono.

SERNA Liliana (2004), estudié la produccion de &cido lactico, conversion
de glucosa y el rendimiento del producto de Lactococcus lactis aislado de
cultivos de cafia de azucar , Streptococcus salivarius aislado de un fermento
comercial y de una mezcla de ambas cepas en fermentacion a escala de laboratorio

utilizando como sustrato caldo MRS adicionado de glucosa.

12



SERNA Liliana (2005) , evalu6 los potenciales de las mezclas de jugos de
cogollos y hojas, con jugo de cafia de azUcar cosechado con quema , y con jugo
de cafia de azlcar cosechado sin quema como sustratos en la produccion

fermentativa de acido lactico.

SOLA Gustavo, en el (2006) de acuerdo a estudios realizados determin6 el
contenido de lactosa presente en diferentes muestras de suero de leche, a fin de
determinar la factibilidad de la utilizacion del suero procedente de la produccion

de quesos para la produccion de acido lactico por fermentacion

WALDIR Estela, propuso en el 2007, optimizar la produccion de acido
lactico utilizando Lactobacillus plantarum L10 cultivado en sistemas batch y
continuo, asi como también optimizar la composicion del medio de fermentacion

para facilitar el proceso de aislamiento y purificacion del producto.

CASTRO,G.B.(2007), en su investigacion sobre “Aprovechamiento
biotecnologico de glucosa, fructosa y sacarosa para la produccion de acido
lactico”, estudia el aprovechamiento biotecnoldgico de mieles para la produccion
de &cido lactico, determinando las condiciones adecuadas de fermentacion que

permitan un alto rendimiento.

GIL-HORAN Ricardo en el 2007, en su estudio: Bioproduccion de &cido
lactico a partir de residuos de céscara de naranja, establecié procesos de
separacion, y purificacion y disefid un proceso para la obtencion de acido lactico
a partir de la biorreaccion en fase sélida de céascara y bagazo de naranja, con

Rhizopus oryzae
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2.2. FUNDAMENTACION FILOSOFICA

Esta investigacion, se ubica en el paradigma positivista, segiin Moo Young, 1986,
ya que tiene la vision de una realidad y una comprension especial que puede ser
dindmica ya que esta en constante cambio y establece propuestas viables que

permiten superar el problema.

Ademas tiene un fundamento de caracter académico cientifico con clara
predisposicion dialéctica en la que predomina el analisis, porque permite

desglosar las partes del tema investigativo.

2.3. FUNDAMENTACION SOCIOLOGICA

El perfil de investigacion cientifica esta disefiado para el beneficio de las
personas, que es razon y fundamento de toda investigacion cientifica. EI ser
humano necesita tener a su alcance nuevos elementos para su bienestar, por ello el

trabajo planteado.

Para la realizacion de la siguiente investigacién no se dispone de una norma
especifica que regule el proceso seguido o la calidad del producto. Se dispone de
la ficha técnica del acido lactico comercial de acuerdo a la casa fabricante

reportada.
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2.4. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

SUPERORDINACION SUBORDINACION

Proceso de
Produccion del acido
lactico

Condiciones de
fermentacion

Lactobacillus

Propiedades
fisicoquimicas del
acido lactico

Purificacion de la
melaza

Acidulante,
conservador

Concentracion
de la melaza

Influye

Variable independiente Variable dependiente
—>

Figura 2. Categorias fundamentales de la produccion de acido lactico a partir de
melaza

Elaborado por: Veronica Barrera, 2011

2.4.1. PROCESO DE PRODUCCION DE ACIDO LACTICO.

La metodologia experimental se resume en los diagramas de flujo 1y 2 en los
cuales se especifica las condiciones y requerimientos para la produccion de acido

lactico mediante el uso de Lactobacillus rhamnosus a partir de melaza, de acuerdo

al estudio realizado en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad.

15




DIAGRAMA DE FLUJO 1.- PRODUCCION DE ACIDO LACTICO

MEDIANTE EL USO DE Lactobacillus rhamnosus A PARTIR DE MELAZA.

Agua destilada y
melaza

Agua

CaCO;

Lactobacillus
rhamnosus 10 %

Adaptado de: CASTRO, G.B. Investigacion “Aprovechamiento biotecnologico de

Tratamientos:
aobo,a1b0,8200

RECEPCION
v 1000 ml
DILUCION -~ pH=5,3
v oBrix= 20
20, 30 y 40% (p/v)
PASTEURIZACION ——63°C/30 min
v
NEUTRALIZACION ——pH=6,1
v
FILTRACION ——» CaCO; exceso
!
CALENTAMIENTO ——45°C
v
INOCULACION | ———43°C
¢ (o]
FERMENTACION | 43°C/72h, con
agltaC|on constante
v
CENTRIFUGACION —» Melaza, m/o, H,0O

v
Sobrenadante (W)
v

RESULTADOS

glucosa, fructosa y sacarosa en la produccion de acido lactico”. (2007)

Tratamientos:

ao bo-melaza 20 % (p/v), sin filtrar.
a; bo:- melaza 30 % (p/v), sin filtrar.

a, b. melaza 40% (p/v), sin filtrar.
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DIAGRAMA DE FLUJO 2.- PRODUCCION DE ACIDO LACTICO

MEDIANTE EL USO DE Lactobacillus rhamnosus A PARTIR DE MELAZA.

Agua destilada y
melaza

Agua destilada

CaCOg

Lactobacillus
rhamnosus 10 %

Adaptado de: CASTRO, G.B. Investigaciéon ‘“Aprovechamiento biotecnoldgico de

Tratamientos:
aghy,a,0b1,8,b1

RECEPCION
v 1000 ml
DILUCION ———pH=5,3
°Brix= 20

v
20, 30 y 40% (p/v)
v

FILTRACION - Impurezas
v
PASTEURIZACION —— 63°C/30 min
v
NEUTRALIZACION ——pH=6,1
v
FILTRACION ——» CaCOj; exceso
v
CALENTAMIENTO | 45°C
v
INOCULACION | 43°C
¢ 0
FERMENTACION | 43°C/72h, con
agltacmn constante
v

CENTRIFUGACION

— Melaza, m/o, H,O

v
Sobrenadante (W)
v

RESULTADOS

glucosa, fructosa y sacarosa en la produccién de acido lactico”.(2007)

Tratamientos:

o by melaza 20% (p/v), filtrada.

a; by melaza 30% (p/v), filtrada.

a, by melaza 40% (p/v), filtrada.

17



DESCRIPCION DEL PROCESO.

RECEPCION

Para este estudio las muestras se obtuvieron a través de la colaboracion de las

personas que trabajan en los laboratorios del Ingenio San Carlos.

Se recibi6 diez litros de melaza de la ultima zafra realizada en el mes de diciembre
de los tanques de almacenamiento que se encuentran a una temperatura de 8

grados centigrados y 85,7 grados brix, los mismos que son utilizados para el

analisis en el laboratorio del Ingenio.

Se trabajo con un porcentaje en peso de:

Tratamientos
ao b sin filtrar
a1 b sin filtrar
az b sin filtrar
o by filtrado
a; by filtrado

a, by filtrado

Melaza
20% melaza
30% melaza
40% melaza
20% melaza
30% melaza

40% melaza

Agua
80% agua
70% agua
60% agua
80% agua
70% agua
60% agua

Elaborado por: Verénica Barrera, 2011.
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DILUCION

Debido a su elevada concentracién de azucar, la melaza no permite una
fermentacion directa, por lo tanto primero debe ser diluida a la concentracion
deseada. Se pesaron 200 gramos de melaza y se la mezcld con agua destilada
obteniendo la concentracion deseada para el proceso de fermentacién (20,30 y 40
%).

Figura 4 Pesado de la melaza

S

Balanza digital (precision de 0.19)
Figura 5. Muestras de melaza diluida

PASTEURIZACION
La pasteurizacion de la melaza fue realizada a bafio maria a 63°C por 30 minutos
para evitar contaminacién del producto.

Figura 6. Pasteurizacién de la melaza

Termdmetro (con escala de 0-200°C)
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NEUTRALIZACION

La fermentacion transcurre de modo inmejorable cuando el pH esta dentro de la
zona &cida pero cercano a la neutralidad, lo que tiende a presentarse por la de
carbonato de calcio o hidréxido de calcio.

Reaccion de neutralizacién del acido lactico.

Ca
OHl' 4 ca(oH), , 0

2 o) 2

Si no se neutraliza el &cido lactico, las bacterias no pueden tolerar la gran acidez
desarrollada y se interrumpe la fermentacion. Puede afiadirse Ca(OH)2 al
principio de la fermentacion ¢ intermitentemente a medida que ésta progresa. La
ventaja de afiadir el carbonato intermitentemente estriba en que, la reaccion acida
del medio impide el desarrollo de los contaminantes.El pH se puede mantener en
un valor constante por regulacion continua, lo cual permite incrementar los

rendimientos y velocidades de produccion.

El pH 6ptimo del proceso fermentativo mediante Lactobacillus rhamnosus, esta
comprendido en un rango de 5.5 a 6.5. Si el medio es demasiado acido, detiene la
actividad de las enzimas y si es demasiado alcalino las fermentaciones producen
hidrogeno e hidrégeno sulfidrico (H2S).

Figura 7. Neutralizacion de la dilucién de melaza

-
LI

[

Muestras de melaza diluida y neutralizadas

Carbonato de calcio y pHmetro digital
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FILTRACION
Luego de la adicion de carbonato de calcio, a la dilucion, para su neutralizacion;

quedan residuos y sedimentos los cuales se eliminaron al ser filtrados mediante

embudos de vidrio y papel filtro.
Figura 8. Filtracién de la dilucion de melaza

CALENTAMIENTO
Las muestras fueron calentadas a 45°C para proceder a la inoculacién, empleando

bafio maria y un termémetro.
Figura 9. Calentamiento de las muestras de dilucion de melaza

4

INOCULACION
Se inoculd Lactobacillus rhamnosus, por siembra directa al diez por ciento para

cada tratamiento, tras el ajuste del pH, y control de temperatura para el ingreso de

las muestras al equipo de fermentacion.

Imagen de Lactobacillus rhamnosus,
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FERMENTACION

El proceso se lleva a cabo en un amplio rango de temperaturas, desde 35 hasta 45
°C. La temperatura éptima es de 43 °C con el uso de Lactobacillus rhamnosus.
La agitacion es importante para que el microorganismo trabaje y que la dilucién

sea homogénea.

Duracion de la fermentacion: Las bacterias requieren de un cierto tiempo para
degradar la materia organica. La velocidad de degradacion depende en gran parte
de la temperatura, ya que a mayores temperaturas el tiempo de retencion requerido
para obtener una buena produccién es menor ya que la fermentacion con L.
rhamnosus suele completarse en el espacio de 70-72 horas; se aplico este tiempo
en el mencionado proceso, con agitacién continua de las muestras colocadas en
frascos plasticos con tapa, de un litro de capacidad, para cada tratamiento; y
control de la temperatura con termdmetro de escala 0 a 200°C, en el fermentador
Skaker.

Figura 10. Equipo fermentador
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Figura 12. Proceso de fermentacion

CENTRIFUGACION

La centrifugacion es una técnica de separacion de las particulas que se basa en la
distinta velocidad de desplazamiento de las particulas de un medio liquido al ser
sometidas a un campo centrifugo. Las muestras se centrifugan a 200 rpm con el

fin de diferenciar dos capas la del producto obtenido y su residuo.

Figura 13. Centrifugado de las muestras Figura 14. Producto

2.4.2 PERFIL DEL PRODUCTO

El &cido lactico es un compuesto ternario formado por carbono, oxigeno e
hidrogeno. Es soluble en éter, miscible con agua y alcohol e insoluble en

cloroformo, éter del petréleo y disulfuro de carbono.

Es fuertemente higroscépico y la presencia de dos grupos funcionales en su
estructura (-OH, -COOH) lo hace formar, espontaneamente, dimeros y polimeros
de &cido lactico vy llevar a cabo diferentes reacciones quimicas de oxidacion,

reduccidn, condensacion y sustitucion del grupo alcohol.
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El &cido lactico es el hidroxiacido méas sencillo que existe. Presenta

isomeria oOptica: L(+) o D(-), aunque es mas comun encontrarlo como mezcla

racémica. Bulut, S.2004

Figura 15. Isomeria dptica L(+) o D(-)

HO._ ,COOH
K.
.'C'
H” CH,
l. (=) Lactic acid

Fuente: Bulut, S.2004
Se presenta bajo tres formas:
- Dextrogira

- Levogira

- Racémica

HO. /COOH

Y /
R
C

o

CH; H

D (-} Lactic acid

El &cido comercial es de la forma inactiva o0 racémica, constituida por una

mezcla de las formas dextrogira y levogira, y se vende en solucion con un 85%

de &cido y algunas impurezas organicas.

Es uno de los principales intermediarios metabdlicos en la mayoria de los

organismos Vvivos, desde procariotas anaerobios hasta humanos.

Los usos del acido lactico pueden dividirse en dos categorias:

e Alimenticias y

e No alimenticias.
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En general, el &cido lactico puede usarse como acidulante en cualquier clase
de alimentos o bebidas, a causa de su sabor agradable y su marcada accién

conservadora.

El material de partida para esta calidad de acido es el lactato célcico bruto
obtenido luego de la centrifugacion, el lactato célcico se emplea en los polvos de
reposteria, en la panificacion y en productos farmacéuticos. Asi también como

transportador de calcio en los alimentos, en los casos de deficiencia de calcio.

En el campo de la medicina en forma de un lactato célcico muy puro para
corregir alteraciones del metabolismo del calcio. Se usa en la industria de los
plasticos, tiene importancia en el desencalado durante el curtido del cuero, para
el tefiido acido de la lana, en la produccion de resinas fendlicas como catalizador,

y como agente dispersante en la industria de pinturas. www.acidolactico.com

También pequefias cantidades de acido L-lactico estan presentes en la sangre y
en otros fluidos y organos del cuerpo; este acido se forma en los tejidos, sobre
todo los musculares, que obtienen energia metabolizando azucar en ausencia de
oxigeno. La acumulacion de grandes cantidades de este acido en los musculos

produce fatiga y puede causar calambres.
Concentracion del &cido lactico.

El 4cido lactico comercial se vende en soluciones cuya concentracion
varia desde 22 a 50%. Se obtiene por acidificacion directa del liquido fermentado

que resulta de un substrato impuro de carbohidratos. La calidad depende del

método de produccion y el grado de refinacion. (Dautant. 1985)
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Para fines comestibles la concentracion oscila desde 50 al 70% para este
grado se especifica que solo se deben encontrar huellas de acido sulfurico,
contaminantes, hierro, metales pesados y no presentar olor. El acido lactico de alta
pureza tendrd una concentracion que varie del 85 al 90% y debe ser
completamente incoloro. (Dautant.1985)

1. Acido lactico crudo, técnico o comercial (concentraciones de 22, 44 y
50 %)
2. Acido lactico para usos alimenticios (concentraciones de 44 y 50 %)
3. Acido lactico transparente o para plasticos (concentraciones de 65 y
85%)
4. Acido lactico grado U.S.P. (United States Pharmacopeia) (Conc. 90%)

El grado técnico o bruto se utiliza para desencalar las pieles durante el curtido.
Los grados comestibles se emplean principalmente como acidulantes de alimentos
y bebidas. La cantidad restante se convierte en plasticos, disolventes y algunos
productos quimicos. El grado USP es un producto farmacéutico antiguo y bien
establecido. (Dautant, 1985)

Las normas que han de cumplir estas calidades suelen estar, determinadas por
los consumidores en relacion con sus necesidades. Estas normas especifican el

color, sabor y aroma, ademas del contenido de cenizas.

Propiedades del acido lactico

El &cido lactico es inodoro y esta clasificado como GRAS (generally regarded
as safe) por la FDA en los E.E.U.U., a mas de ser un componente terciario,
formado por carbono, oxigeno e hidrégeno. Es soluble en agua y en disolventes
organicos misibles con agua, etanol y acetona. En la tabla 2 se muestran las

propiedades del acido lactico.
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Tabla 2. Propiedades del Acido L&ctico.

Acido 2-hidroxi-propanoico-FormulaCsHgO3

Peso molecular 90,08 g/mol
Indice de refraccion 1,4414
Punto de fusién L(+) yD(-) 52,8 a54°C
Punto de ebullicion 125-140 °C
Gravedad especifica 1.206
Calor de combustion 3616 cal/g
Viscosidad 40,33 mNsm™
Densidad 1,249 Kg/m’
Constante dieléctrica 22¢

Fuente: www.acidolactico.com (2010).

Es importante mencionar que sin ser corrosivo puede producir inflamaciones
en caso de contacto breve o repetido, pudiendo causar irritacion de la piel y los
0jos por contacto. Por lo cual se recomienda evitar contacto con ojos y piel, y no

inhalar vapores.
Acidulante, conservador y saborizante.

Su interés radica en varios aspectos, siendo uno de los mas destacados su
aplicacion en la industria alimentaria, debido a sus propiedades como acidulante y
conservante.

Como acidificante se emplea en confiteria y fabricacién de extractos, esencias

y zumos de frutas, limonadas, variantes, jarabes y otros productos. También puede

emplearse en el curado de la carne y en la conservas de pescado y vegetales.
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En las coles &cidas y guisantes actla como preservativo de la putrefaccion. Se
emplea también para acidular los extractos de malta en la manufactura de cerveza,
para ajustar la acidez de la salmuera en la preparacion de aceitunas, para impedir
el desarrollo de las bacterias de &cido butirico en la fabricacion de levadura y en la
fabricacion de bebidas efervescentes.

Los acidulantes son substancias adicionadas a géneros alimenticios con la
funcién de intensificar el gusto &cido de alimentos y bebidas. También influyen en
la conservacion microbioldgica de los alimentos. Los &cidos utilizados en
tecnologia alimenticia pueden ser obtenidos a partir de ciertos procesos de

fermentacion o por sintesis.

2.4.3 MATERIA PRIMA

Durante afios han sido estudiados una gran cantidad de carbohidratos y
materiales nitrogenados para la produccion de &cido lactico. Se han investigado
atendiendo a una alta produccion del &cido lactico, una produccion Optima de
biomasa, una formacion insignificante de subproducto, una rapida tasa de

fermentacion, menor pre-tratamiento, bajo coste, y facil disponibilidad.

Las fuentes del carbono para el proceso de fermentacion del acido lactico
pueden ser la glucosa, la maltosa, la sacarosa o materias primas como melaza y

suero de queso o algunos subproductos agricolas.
2.4.3.1. Melaza

La miel o también llamada melaza, es un liquido denso y viscoso de color
oscuro, es producto final de la fabricacion de la sacarosa procedente de la cafia de

azucar, se usa para alimentos concentrados para animales y como suplemento

alimenticio para el hombre (Leeson y Summers, 2000).
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Las melazas, mieles finales o melazas “blackstrap”, suelen ser definidas, por
muchos autores como los residuos de la cristalizacion final del azicar de los

cuales no se puede obtener mas azUcar por métodos fisicos.

La Norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel final o melaza (no
cristalizable) al jarabe o liquido denso y viscoso, separado de la misma masa
cocida final lo que no es posible cristalizar mas aztcar por métodos usuales,
ademas contiene sacarosa, azUcar invertido, sales y otros compuestos solubles
en alcali que normalmente estan presentes en el jugo de cafa, asi como los

formados durante el proceso de manufactura del azucar.

Estos compuestos no fermentables reductores del cobre, son
principalmente caramelos libres de nitrogeno producidos por calentamiento
requerido por el proceso y las melanoidinas que si contienen nitrogeno derivadas a
partir de productos de condensacion de azucar Yy aminocompuestos (Honig,
1974).

Ademas de la sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa los cuales son fermentables;

las melazas también contienen sustancias reductoras no fermentables (Tabla 3).
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Tabla 3. Composicion de la melaza de cafia de azucar.

COMPONENTES CONSTITUYENTES CONTENIDO
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63% p/p
Azlcares reductores 3-5% p/p
Sustancias disueltas
_ 4-8% plp
Componentes (diferentes azucares)
mayores Agua 16%
Grasa 0.40%
Cenizas 9%
Calcio 0.74%
) Magnesio 0.35%
Contenido de
] Fosforo 0.08%
minerales _
Potasio 3.67%
Glicina 0.10%
Leucina 0.01%
Contenido de Lisina 0.01%
aminoécidos. Treonina 0.06%
Valina 0.02%
Colina 600ppm
Niacina 48.86ppm
_ Acido pantoténico 42.90ppm
Contenido de _
o Piridoxina 44ppm
vitaminas _ _
Riboflavina 4.40ppm
Tiamina 0.88ppm

Fuente: Tellez, 2004: Yepez, 1995.
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Proceso de obtencién

Las melazas se obtienen como un subproducto final de la elaboracion del
azucar de cafia. Se elabora mediante la coccion del jugo de la cafia de azucar hasta
la evaporacion parcial del agua que éste contiene, formandose un producto meloso

semicristalizado. Se puede observar en la figura 16.

Figura 16.- Proceso de obtencion de las melazas.

Almacenamiento #{ Extraccion del jugo

w

Cana de azlcar

Y
Extraccion del azlcar Bagazo

¥ i

Clarificacion Combustible de caldera

¥ L J

Jugo darficado Residuos de espuma,
bamo v desperdicios

1F
Cristalizacion

Produccion de templa o "mazacote”

¥
Centrifugacion

Aztcar Melaza

Fuente: Laboratorio del Ingenio San Carlos, 2008
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Composicién

La composicion de las melazas es muy heterogénea y puede variar
considerablemente dependiendo de la variedad de cafia de azlcar, suelo, clima,
periodo de cultivo, eficiencia de la operacién de a fabrica, sistema de ebullicién
del azlcar, tipo y capacidad de los evaporadores, entre otros. Por otro lado, la
melaza de cafia se caracteriza por tener grados Brix o s6lidos disueltos de 68-
75% y un pH de 5.0-6.1 (Castro,1993) .

Composicién variable: La miel final o melaza contiene la mayor porcion de los
azucares del jugo de cafia, junto con una porcién de sacarosa Yy azucares
reductores se desprende que la composicion debe variar con la variedad y
madurez de la cafia, las condiciones climaticas, el grado de molienda, la

naturaleza de los procedimientos de clarificacion y otros factores.

Durante el proceso de coccion ocurren ciertos cambios, cualitativa y
cuantitativamente, los azucares presentes en la miel difieren del jugo. Los
cambios ocasionados por la accion de la cal u otros alcalis a temperaturas elevadas
sobre los azUcares reductores, especialmente la levulosa, constituyen la fuente

principal de los nuevos compuestos como melaninas que se encuentran en la miel.

AzUcares

Los principales azucares en la melaza son la sacarosa (60-63% en peso), la
glucosa o dextrosa (6-9% en peso), y la fructosa o levulosa (5-10% en peso); estas
dos dltimas constituyen la mayor porcion de los azucares reductores. La fructosa
puede sufrir transformaciones al igual que la glucosa, debido a las reacciones
dependientes de la temperatura. El contenido de glucosa y fructosa puede variar a
causa de la hidrolisis de la sacarosa, a valores de pH acido y a temperaturas altas
(Castro, 1993).
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No azucares

Los no azlcares estan compuestos por 33% de sustancias inorganicas ( Fe™™"
, K", Na" ca®* , Mg?*, zn?* \As®**, Cd**, Hg", Pb" y CI", NO* , SO?); El 42%
corresponde a sustancias nitrogenadas ( aminoacidos, péptidos, colorantes); y el
25% a sustancias organicas libres de nitrogeno (&cidos carboxilicos, alcoholes,
fenoles, esteres, vitaminas, gomas y dextranos)(Castro, 1993).

Cenizas

En general la composicion de las cenizas de las melazas, es cualitativamente
similar al jugo, del cual se obtienen estas. Casi todos los anlisis publicados ,
muestran que el contenido de potasa varia alrededor de 40% del peso de carbono
total de la ceniza; el contenido de cal es del 10 al 20%, el de sulfatos varia entre
el 10 y el 20%, vy las sales de magnesio, sodio, aluminio, el silice, los cloruros,
fosfatos y los oxidos de hierro que completan el resto del contenido de cenizas
(Castro, 1993).

Compuestos nitrogenados

Estan constituidos principalmente por aminodcidos mono y dibasicos, amidas
acidas, betainas y pequefias cantidades de peptonas y nitratos. Cuando los
azucares reductores, glucosa y fructosa, son sometidos a los procesos de
clarificacion, en el tratamiento subsiguiente, se producen varias reacciones, siendo
la mas importante la de los aminoacidos con estos azUcares, formandose
productos coloreados como las melaninas y los residuos fermentables en un
contenido aproximado de 68% de nitrogeno combinado, en la melaza. El

nitrégeno total de las melazas, varia entre 0.4 y 1.5% del peso total de la melaza.
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Acidos

El &cido aconitico, es el mas abundante de los &cidos organicos presentes en
la cafia que se acumula en las melazas, representado aproximadamente el 6% del
peso de sélidos en la melaza. Los &cidos malico y citrico estan presentes en
cantidades apreciables en las melazas. El acido férmico estd presente como
producto de la descomposicién de la melaza; la mayoria de estos acidos son
metabolizados por los microorganismos, como fuente de carbono y no presentan

problemas de inhibicion de crecimiento (Castro, 1993).

Vitaminas

Aquellas vitaminas resistentes a la accion del calor y los alcalis, aparecen
encontradas en las melazas. La niacina, &cido pantoténico y riboflavina,
importante para el crecimiento microbiano, pueden estar presentes en cantidades
significativas y otras vitaminas lo estan en cantidades muy pequefias (Castro,
1993).

En latabla # 4 y # 5 se reportan los parametros y la composicion aproximada de
la melaza utilizada en la fase experimental producida en el ingenio azucarero San

Carlos- Ecuador.

Tabla 4.- Parametros de la melaza (Ingenio San Carlos)

% BRIX % PUREZA

85.29 24.64

Fuente: Ingenio San Carlos_ Laboratorio de control de calidad. Ing. Eduardo

Zambrano laboratorista. 2008.
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Tabla 5 .Composicion aproximada de la miel de cafia. Ecuador

Constituyentes
Principales

Agua

AzUcares

Otros carbohidratos

Cenizas

Componentes

Nitrogenados

Componentes

Sacarosa
Glucosa(dextrosa)
Fructosa(levulosa)

Otras sustancias reductoras

(invertidos)

Gomas, almiddn, pentosanas, también
trazas de hexitoles, mioinositol, D-
manitol y acido urénico (MeO 2.0-
3.0)

Bases: K;0O
CaOo
MgO
Na,O

Acidos: SO;
Cl
P,0Os

SiO, e insolubles

Proteina cruda como N*6.25

Proteina verdadera

Aminoéacidos, principalmente 4acido
aspartico y glutdmico, incluso algunas

pirrolidina de &cido carboxilico.

Porcentajes

17-25

30-40
4-9

1-4

%Cenizas
30-50
7-15
2-14
0.3-9

7-27
12-20
0.5-2.5
1-7

2.5-4.5
0.5-1.5
0.3-0.5
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Compuestos nitrogenados sin 1.5-3.0
Acidos no identificar.
nitrogenados Acido aconitico(lal 5%), citrico, 1.5-6.0

malico,oxalico, glicolico.

Mesaconico, succinico, fumarico, 0.5-1.5
Cera, esterolesy tartarico
fosfatidos
0.1-1.0
Vitaminas
Vitamina A, biotina, niacina, acido Cantidades
pantoténico, riboflavina, tiamina. variables

Fuente: Ingenio San Carlos_ Laboratorio de control de calidad. Ing. Eduardo
Zambrano laboratorista. 2008.

Tabla 6. Aprovechamiento de la melaza de cafia

UTILIZACION GENERALIDADES

Alimentos Alimentacion rica en nutrientes.

Alimentacion menos rica: desecados sobre pulpas, mezclas
Animales con diversos alimentos, pulverizados de forrajes, suplemento

de ensilajes

Vinazas para la obtencién de acido glutamico
Recuperacion  de | Lejias finales como alimento animal y para la obtencién de

liquidos sin azucar | aminoacidos
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Levaduras para panificacion.

Levaduras para alimentacion humana y animal: aditivo para
piensos, extractos e hidrolizados de levadura, fuente de
Fermentacion enzimas, vitaminas y acidos nucléicos.

Ademas es el sustrato utilizado en la produccion de proteina
unicelular.

Alcohol etilico.

Productos colaterales de fermentacion alcohdlica.

Fuente: (Ariza y Gonzalez, 1997)

2.4.3.2. Microorganismo

La eleccion de un microorganismo depende sobre todo del carbohidrato que
se fermentara. El Lactobacillus amylophylus y Lactobacillus amylovirus son las
dos bacterias capaces de fermentar el almidon, el Rhizopus oryzae tiene menos
limitaciones alimenticias y puede fermentar directamente el almidon y ademas

generar &cido lactico L (+) puro.

El género Lactobacillus esta comprendido por bacterias en forma bacilar de
05-12x 10 — 10,0 um, cominmente se asocian en cadenas cortas, son
anaerobio facultativas 6 microaerofilo, catalasa y citocromo negativos (Foo et al.,
1993). Pueden poseer motilidad, se mueven ayudados por flagelos peritricos. Los
lactobacilos son auxotrofos quimioorganotroficos, necesitan medios complejos
para su crecimiento, degradan la sacarosa para producir lactato. La temperatura
Optima de crecimiento de los lactobacilos esta entre 30 — 40 °C (Foo et al., 1993;
Morishita et al., 1981). Su habitat natural es variado pudiéndolos encontrar en el
aparato gastrointestinal de mamiferos y aves, incluyen alimentos de origen vegetal
y animal (Callon et al., 2004).

Las bacterias lacticas son un conjunto de bacterias Gram positivas, no

esporuladas, en forma de cocos o bacilos y catalasa negativa (aunque en algunos

casos pueden encontrarse una pseudo-catalasa), con un metabolismo estrictamente
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fermentativo produciendo &cido lactico como el mayor producto final de la
fermentacion de los azucares via Embden Meyerhoff (glucdlisis) y en otras
ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO, por la via del &cido-6-
fosfoglucénico (heterofermentacidn).

Existen también estudios realizados con la Saccharomyces cerevisiae y la
Kluyveromyces lactis para produccién de &acido lactico L(+) puro debido a su
capacidad para tolerar la alta concentracion de los iones de hidrogeno .

Los géneros basicos que comprenden las BAL son Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactococcus, y Streptococcus asi como los Lactobacillales
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus,

Vagococcus, y Weisella

La forma mas rentable de obtener el isomero L (+) es por medio de la
glucdlisis (transformacion de carbohidratos o hidratos de carbono a acidos). La
estereo-especificidad deseada del producto depende del uso previsto; sin embargo,
el isomero L(+) del &cido lactico es utilizado para la mayoria de las aplicaciones
(Skory, 2000; Vaidya y col., 2005).

La fermentacion de hexosas se realiza por tres vias metabolicas principales
(Fig. 1) (Kandler, 1983). Los lactobacilos homofermentativos como son
estreptococos y pediococos utilizan la via de glucosa EMP (via metabolica de
Embden-Meyerhof-Parnas), y se caracterizan por degradar fructosa 1,6—difosfato
aldosa en dos triosasfosfatos, los cuales son convertidos en lactato (Kandler,
1983; Hiyama et al., 1968).

Tedricamente esta via origina a partir de un mol de glucosa, dos moles de
lactato. Sin embargo, el rendimiento real a condiciones de laboratorio e incluso de
operacion es de aproximadamente el 90% del rendimiento teérico (Bruno—
Barcena et al., 1999; Akeberg et al., 1998).
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Por eso algunas especies del género Lactobacillus son heterofermentativos
facultativos, en condiciones de anaerobiosis y microaerobiosis se comportan como
homofermentativos, y en condiciones aerébicas forman ademas de &cido lactico,
acido acético, acetoina y peroxido de hidrogeno (Li et al., 2006; Porro et al.,
1999).

Las bacterias productoras de acido lactico en general pertenecen al género
Lactobacillus. Hay dos clases de bacterias: las homofermentativas producen &cido
lactico casi exclusivamente, mientras que las heterofermentativas producen
subproductos en cantidades apreciables. También es posible usar cepas de hongos
como Rhizopus que producen acido L(+) lactico.

Las bacterias heterofermentativas obligadas como por ejemplo el género
Leuconostoc, oxidan la glucosa — 6 — fosfato a 6 — fosfogluconato. El producto
final de su metabolismo es una mezcla equimolar de lactato, CO, y etanol 6
acetato (Kandler, 1983).

Figura 17.- Vias metabolicas en la fermentacion de hexosas por bacterias lacticas
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Fuente: Kandler, 1983
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Las bacterias lacticas sélo utilizan los azlcares como sustrato de manera
fermentativa con formacion de acido lactico. Carecen de actividad respiratoria
porque carecen de las enzimas de las cadenas respiratorias. A pesar de su
metabolismo anaerdbico, son aerotolerantes. Debido a que su principal producto
es el acido lactico y a su tolerancia a la acidez (pH = 4-5), predominan ante otros

microorganismos.

Debido al gran nimero de bacterias lacticas s6lo son de interés los géneros
altamente productores de &cido lactico. Para la produccion industrial son de mayor
importancia las bacterias lacticas homofermentativas, aquellas que s6lo producen
acido lactico (Gonzales et al., 2000; Foo et al., 1993).

Se prefiere a los microorganismos que fermenten rapida y completamente con
sustratos baratos, y con adicion minima de nutrientes nitrogenados. Se busca alta
estereoespecificidad en condiciones de valores reducidos de pH y elevadas
temperaturas, que se produzca muy poca biomasa y una cantidad de subproductos

despreciable.

La digestion anaerdbica de la materia organica es un proceso bioquimico
complejo que se desarrolla en tres etapas, utilizando en cada una un grupo de
microorganismos especificos. La materia organica esta constituida por moléculas
cuyo principal constituyente es el carbono, asociado a otros elementos,

principalmente nitrégeno, hidrégeno y oxigeno.
Las etapas de la digestion son las siguientes:
e FEtapa de solubilizacion: En esta etapa la materia organica es hidrolizada
por la accidon de enzimas producidas por bacterias hidroliticas, facultativas,

transformandose en compuestos simples y solubles tales como:

aminodcidos, glicéridos, pépticos y azUcares.
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e Etapa de acidogénesis: En esta etapa los compuestos simples solubles de la
primera etapa sufren un proceso de fermentacion por &cido- bacterias que
los convierten en é&cidos simples de cadena corta. Estas bacterias
formadoras de &cidos, llamadas acidogénicas son también facultativas, es

decir viven tanto en presencia como ausencia de oxigeno.

e Etapa de metanogénesis: En esta etapa los acidos organicos simples
producidos en la etapa anterior, devienen en substratos para la
descomposicién, estabilizacion y produccion de metano mediante la
produccion de bacterias metanogénicas, estrictamente anaerobicas, las
cuales producen CH4 por dos vias: fermentacion de &cido acético y
reduccion de CO; por hidrogeno naciente.

La accion de las metanobacterias en la tercera etapa es el factor clave para el
desarrollo de la fermentacion anaerdbica de las bacterias metanogénicas, pues
estos microorganismos son muy sensibles a los cambios bruscos de temperatura,
viven solo en un rango muy estrecho de pH (6.6- 8.0). Ademas son sensibles a la

toxicidad de ciertos materiales reduciéndose o hasta paralizandose la digestion.

2.4.4 METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LAS DIFERENTES
MUESTRAS DE MELAZA.

a) Solidos Solubles.
Se utilizaron brixémetros con escalas de 0 a 28 y de 28 a 62°Brix para medir el
contenido de solidos solubles; el cual, en jugos y bebidas no alcohdlicas

representa el contenido de azUcares.
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El procedimiento de medida fue el siguiente: se mezcld la muestra perfectamente
para homogenizarla, se limpio el brixdémetro con agua destilada y se secé con
papel adsorbente; con la ayuda de una varilla de agitacion se colocd la muestra en
el brixdmetro y el campo claro se observo directamente el contenido de sélidos
solubles expresados en °Brix. Finalmente se limpi6 el brixdmetro con agua

destilada y se sec6. Los valores son presentados en la Tabla 13 del Anexo A.

Figura 18. Determinacion de sélidos solubles.

.A

b) pH
Se homogeniz6é la muestra mediante agitacion y se calibré el pHmetro de
electrodo previamente con la solucién buffer 7. En aproximadamente 50 ml de
muestra contenida en un vaso de precipitacion se determiné el pH, introduciendo
los electrodos del potencidometro en el vaso de precipitacion con la muestra, y
finalmente se leyd directamente el pH de la muestra. Los valores se pueden
observar en una forma ordenada en la Tabla 14 del Anexo A.

Figura 19. Determinacion de pH

pHmetro de electrodo
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c) Determinacion de Acidez titulable de la Melaza (% de acido aconitico)
Chen (1991), especifico el metodo para determinar el % de 4cido aconitico.

e Meétodo
En aproximadamente 10 g de muestra en un matraz erlenmeyer se afiade 4 gotas
de fenolftaleina, se titula con NaOH 0.1 N o 0.01N hasta conseguir un color
rosado persistente que desaparece lentamente, finalmente se lee el volumen de
NaOH consumido. Los valores de NaOH gastados se reportan en la Tabla 13
Anexo Ay los valores de &cido aconitico se reportan en la tabla 15 en el Anexo A.

e Ecuacion (1). %Acido—aconitico={m?xloo
W

Donde; f: Factor del acido aconitico (0.058)
v: Volumen titulado de NaOH
N: Normalidad (0.1 N)

w: Peso de la muestra (g)

Figura 20. Determinacion de la acidez

de la melaza
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PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL PRODUCTO OBTENIDO

a) pH

Se homogeniz6 la muestra mediante agitacién y se calibré el pHmetro de
electrodo previamente con la solucion buffer. En aproximadamente 50 ml de
muestra contenida en un vaso de precipitacion se determiné el pH,
introduciendo los electrodos del potenciometro en el vaso de precipitacion
con la muestra, y finalmente se leyd directamente el pH de la muestra.

b) Acidez titulable (% de acido lactico)
Se determiné de acuerdo a la técnica oficial de AOAC (1999), por el método
potenciomeétrico.

Figura 21. Determinacion de la acidez

Acido lactico

En aproximadamente 10 g de muestra en un matraz erlenmeyer se afiadio 4
gotas de fenolftaleina, se titul6 con NaOH 0.1 N o 0.01N hasta conseguir un
color rosado persistente que desaparecido lentamente, finalmente se lee el

volumen de NaOH consumido.

Ecuacion (2). 9% Acido— l4ctico {Mﬁ %100
w

Donde; f: Factor del &cido lactico (0.090)
v : Volumen titulado de NaOH (ml)
N: Normalidad (0.1 N)

w: Peso de la muestra (Q)
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Los valores promedios de las lecturas por duplicado en tres réplicas se indica en la
Tabla 18- Anexo B, obtenidas de las Tablas 18-a Anexo B, por replicay 18-b
Anexo B,. para cada tratamiento que requieren melaza sin filtrar, para los
tratamientos que se requieren melaza filtrada los valores promedios se reportan en
la Tabla 19 Anexo B, provenidos de la Tabla 19-a Anexo B, y 19-b Anexo B.
Los porcentajes de acidez se reportan en las tablas de resultados para cada

tratamiento en el Anexo C-1.

c) Densidad
La densidad de una sustancia es constante y se define como la masa presente por
unidad de volumen. La densidad & (Kg/m®) se determino con la siguiente

ecuacion:
m
Ecuacion (3). 0= [V}
Donde:

m=peso de la muestra (gr)

v=volumen de la muestra (ml)

d) Rendimiento
Los porcentajes de rendimiento en producto R ( g/ g), se determinaron mediante

la siguiente ecuacion.
Ecuacion (4). R= {ﬂ} x100

Donde:
wf: peso final de la muestra (g/g);

wi: peso inicial de la muestra(g/g)
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e) Indice de refraccion
Es el numero dimensional que expresa la relacion existente entre la velocidad de
la luz en el medio méas denso. Se llevo a cabo por medio del refractometro de

Abbé, basado en el concepto de angulo limite.

f) Punto de ebullicién

El punto de ebullicion de un liquido puro se define como la temperatura a la cual
la presion del liquido es exactamente igual a la presion de vapor.

En un tubo de ensayo se coloc6 1 ml de sustancia liquida, en un termémetro y se
introdujo todo en un bafio maria. EI comenzar el calentamiento se observo el
desprendimiento de burbujas desde la boca del capilar debido a que el aire del
interior alcanzado una mayor presion lo que obliga a salir al exterior. Al continuar
calentando el liquido, de pronto se observéd que las burbujas que se desprendian
lentamente ahora lo hacen de manera acelerada, el liquido del interior del capilar
se vaporizo y ejercié mayor presion obligandolo a salir al exterior, cuando cesé

el burbujeo se leyd la temperatura del valor correspondiente.

g) Viscosidad

La viscosidad es una medida de la resistencia al flujo de un fluido aunque las
moléculas de un fluido se encuentre en constante movimiento aleatorio, la
velocidad neta en una direccion en particular es cero, a menos que alguna fuerza
se aplique y cause el flujo del fluido.

Se prepar6 el ambiente termostatico a 20°C, asegurando el viscosimetro tipo
Cannon en el termostato, se afiadiéo con la pipeta un volumen de 10 ml de agua,
dejando 10 minutos para permitir que el agua alcance la temperatura del
termostato. Con la ayuda de una pera se succion0 el liquido por el brazo del
capilar del viscosimetro hasta que la superficie este mas arriba del menisco
superior, entonces se permiti6 que el liquido baje por el tubo, y se registré el

tiempo requerido para que el agua pase por el menisco inferior.
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Se repitié la misma operacion con la muestra a determinar la viscosidad.

Ecuacion (5). K= [”—a} x t

Pa

Donde; n,: viscosidad del agua a 20°C en (Pa.s)
p.: densidad del aguaa 20°C en (Kg/m®)

t: Tiempo registrado en la determinacion(s)

K: constante del viscosimetro
Ecuacion (6). Ny = k> Pa *1

Donde; n,: viscosidad del &cido 20°C en (Pa.s)
p. : densidad del 4cido a 20°C en (Kg/m®)

t= Tiempo registrado en la determinacion(s)

K= constante del viscosimetro

2.5. HIPOTESIS
Hipotesis nula

Ho: La concentracién de la melaza y la pureza no influyen significativamente en
la velocidad de fermentacion y en la cantidad de acido lactico producido.

Ho: La pureza de la melaza no influye significativamente en la velocidad de
fermentacion y en la cantidad de acido lactico producido.

Ho: La concentracion de la melaza no influye significativamente en la velocidad

de fermentacion y en la cantidad de acido lactico producido.
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Hipotesis alternativa

Hi: La concentracion de la melaza y la pureza influyen significativamente en la
velocidad de fermentacién y en la cantidad de acido lactico producido.

Hi: La pureza de la melaza influye significativamente en la velocidad de
fermentacién y en la cantidad de &cido lactico producido.

Hi: La concentracion de la melaza influye significativamente en la velocidad de

fermentacion y en la cantidad de &cido lactico producido

2.6. SENALAMIENTO DE VARIABLES
El sefialamiento de las variables se detalla en la Tabla 7.
Tabla 7.Senalamiento de variables.

Variables

Independiente (MELAZA) Dependiente(ACIDO LACTICO)

Factores de estudio

20% (p/v)
Concentracion 30% (p/v)
40% (p/v)

Rendimiento

o Porcentaje de acidez
Sin Filtrar

Pureza
Filtrada

Estudios adicionales para el mejor tratamiento:
- Indice de refraccion
- Punto de ebullicion
- Viscosidad
- Densidad
- Velocidad de fermentacion

- Costo del proceso de produccion
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1. ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Esta investigacidn tiene un enfoque constructivista con un criterio de juicio critico
y propositivo; es constructivista porque los conocimientos y la investigacion es
fruto de la revision bibliografica del autor, ademas permite abrir un campo de

investigacion.

Tiene juicio critico porque refleja el nivel de conocimiento adquirido en los
diferentes semestres que oferta la facultad y es propositivo porque se registra una

solucion al problema investigado.

3.2. MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

Se basa en la modalidad bibliografica ya que recolecta informacion en diferentes
fuentes primarias y secundarias. Primarias en cuanto se refiere a recabar
informacion directamente del objeto en estudio; secundarias en cuanto tiene que

ver con libros, revistas, informacion en la web.

En la modalidad experimental se que recoge la informacién mediante datos que
permiten determinar el grado de influencia  que tienen las variables
independientes sobre las variables dependientes y saber cuales son las que afectan

sobre los resultados.
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3.3. NIVEL O TIPO DE INVESTIGACION

En este caso se optd por realizar una investigacion descriptiva porque desarrolla

ampliamente criterios y contenido.

3.4. POBLACIONY MUESTRA

La muestra de melaza en estudio fue provista del Ingenio Azucarero San Carlos
ubicado en el sector Marcelino Mariduefia con la ayuda del Ing. Eduardo

Zambrano.

Para la ejecucion experimental se utilizé 200, 300 y 400 g de melaza para la
produccién de acido lactico.

La cepa del microorganismo (Lactobacillus rhamnosus) se adquirié en paquetes
de cinco gramos, distribuido por agro lechero del canton Mejia, perteneciente a la
ciudad de Quito.

Para el presente estudio se emplearon dos variables independientes: la primera
variable concentracion (A) con tres niveles, y la segunda pureza (B) con dos
niveles. En la Tabla 8 se describe las variables independientes, los factores y

niveles de estudio.

Tabla 8. Factores y niveles de estudio.

Factor Nivel Descripcion
a 20% (p/v)
Concentracion A a 30% (p/v)
a 40% (p/v)
b, melaza sin filtrar
Pureza B b, melaza filtrada
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Para la evaluacion de las variables dependientes se utilizdé un disefio
completamente al azar de arreglo factorial AxB, resultando seis tratamientos con
tres réplicas. El esquema de analisis de varianza se describe en la Tabla 9.

Tabla 9. Esquema de Analisis de Varianza (ANOVA )

Fuente de variaciéon Grados de libertad
Total (a*b*r)-1 17
Factor A a-1 2
Factor B b-1 1
Interaccion A*B (a-1)(b-1) 2
Error a*b*(r-1) 12

De la combinacién de los factores en estudio y los niveles indicados, se

obtuvieron los siguientes tratamientos que se reportan en la Tabla 10.

Tabla 10. Tratamientos por combinacion de factores y niveles con su

descripcion.

N° Tratamientos Descripcion

1 ao by melaza : 20 % (p/v),  sin filtrar
2 a1 by melaza : 30 % (p/v), sinfiltrar
3 a by melaza : 40% (p/v),  sin filtrar
4 ao by melaza : 20% (p/v), filtrada
5 a1 by melaza: 30% (p/v), filtrada

6 a by melaza : 40% (p/v), filtrada
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3.5, OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

La operacionalizacion de variables independientes y dependientes se describe en Tabla 11 y Tabla 12.
3.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE: (MELAZA)

Tabla 11.- Operacionalizacion de las variables independientes.

Conceptualizacion Categoria Indicadores Items Basicos

Técnicas e Instrumentos

¢Los grados brix indican la

La melaza de la cafia de cantidad de sélidos solubles
azucar son las mieles ) presentes en una solucion
o ) Grados Brix

incristalizables, que Azlcar azucarada?

contiene agua,

azucares, carbohidratos, HPLC ¢EI'HPLC es una técnica empleada
compuestos Sustrato eficazmente para saber la
nitrogenados y concentracion del sustrato?

vitaminas, la misma )
Porcentaje de

gue sirve como Fermentacion y ¢El porcentaje de acido presente en
acidez

sustrato_para procesos una muestra indican la eficiencia

de fermentacion. de la fermentacion?

Determinacion de °Brix
Balanza y Brixdmetro
(0 a 32°Brix )

Cromatografia liquida de

alta precision.

Determinacion de acidez

pH-metro y bureta

Elaborado por: Vero6nica Barrera (2011)
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3.5.2. VARIABLE DEPENDIENTE: (ACIDO LACTICO)

Tabla 12.- Operacionalizacion de las variables dependientes.

L ] ) ; o Técnicas e
Conceptualizacion Categoria Indicadores Items Basicos
Instrumentos
¢El'pH y la acidez son
. ) indicadores de la calidad del
L Acido pH, acidez L
El &cido lactico es un acido lactico?
compuesto destacado o
L o Determinacion de
por su aplicacion en la ] _ ¢Los acidos regulan el pH de los _
) o _ Industria Alimentos _ pH, acidez y costo
industria alimentaria, ] o alimentos?
] alimenticia del producto
debido a sus _
) _ obtenido.

propiedades como ¢Los acidulantes son
acidulante y ) _ ] ) conservadores eficientes de

Acidulante, Tiempo de vida atil _
conservante alimentos?

conservante

¢Se requiere en alimentos el uso

de &cidos?

Elaborado por: Vero6nica Barrera (2011)




3.6 PLAN DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
La representacion tabular en Excel fue utilizada para procesar la informacion.

El andlisis de datos se realizd con la ayuda del paquete estadistico Excel,
trabajando con un 95% de confianza, analisis de ANOVA vy prueba de Tukey.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

4.1 CARACTERIZACION DE LAS DILUCIONES DE MELAZA.
(MATERIA PRIMA O SUSTRATO)

Las diluciones de melaza presentaron un promedio de 5.3-5.7 en pH, el % de

acido aconitico en un 0.012% vy los sélidos totales de 20-32 °Brix.

PRODUCTO
(Acido Léctico)

4.2.- CINETICA DE FERMENTACION.

Las cinéticas de formacion de producto se pueden verificar con el incremento del
porcentaje de acidez alcanzado durante el tiempo de fermentacion. (Gréaficos 1-
2) del Anexo C-2. ElI porcentaje de acidez en funcion del tiempo para el
tratamiento aoghy (melaza: 20%(p/v), sin filtrar). Grafico 1 del Anexo C-2 alcanza
valores de 0.4 % de &cido lactico.

Se tiene un mayor porcentaje de acidez 2.74 por ciento en el tratamiento agb;
(melaza: 20%(p/v), filtrada), aun cuando este sustrato tenga la misma

concentracion del tratamiento aghy 1o que difiere es el grado de pureza.

Los grafico 3-4 del Anexo. C-2, indican que el porcentaje de acidez es mayor al
utilizar en el proceso melaza a una concentracion del 30%(p/v) v filtrada.
El porcentaje de acidez en funcion del tiempo para el tratamiento a;by (melaza

30%(p/v), sin filtrar) es de 0.5 porciento de 4cido lactico.
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A diferencia del tratamiento a;b; (melaza: 30% (p/v), filtrada) que utiliza la
melaza filtrada el porcentaje de acidez alcanza valores de 2.87 porciento.
Considerandose como un medio adecuado para el desarrollo del Lactobacillus.

El porcentaje de acidez es menor a mayores concentraciones de azlcar adn

cuando en el proceso se utilice melaza filtrada o sin filtrar.

Corresponde al tratamiento a)bo (melaza: 40% (p/v) sin filtrar), un 0.34
porciento de acidez este valor indica que la produccion de acido es minima
(Gréfico 5) del Anexo C-2. Asi como un 0.74 porciento de acidez para el
tratamiento axb; (melaza: 40%(p/v) filtrada). A mayores concentraciones de
melaza como el 40% el microorganismo se inhibe por lo que no se recomienda
trabajar. (Gréafico 6) del Anexo C-2.

La produccion de &cido lactico en funcion del tiempo es descrito por las
ecuaciones polindmicas de regresion las cuales presentaron coeficientes de
correlacibn muy préximos a la unidad para los tratamientos a;b; (melaza: 30%
(p/v), filtrada) y aibo (melaza: 30% (p/v), sin filtrar) partiendo con un 0.20%

de acido lactico.

% de cido Iactico = -7E-06t" + 0,000t" - 0,014t + 0,073 (R? = 0,971 achy)
% de Acido Iactico = -4E-05t" + 0,003t" - 0,047t + 0,202 (R? = 0,993; achy)
% de cido Iactico = -4E-06t" + 0,000t" + 0,000t + 0,057 (R? = 0,980: asho)
% de Acido IActico = -4E-05t" + 0,003t" - 0,047t + 0,202 (R? = 0,993; a;by)
% de Acido Iactico = -4E-06t" + 0,000t" - 0,004t + 0,044 (R? = 0,968; ashy)
% de Acido IActico = -1E-05t" + 0,001t" - 0,019t+ 0,117 (R2 = 0,970: ashy)
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4.3. ESTUDIOS ADICIONALES PARA EL ACIDO LACTICO
OBTENIDO

Se obtuvo un 4cido de 2,87% de acidez usando diluciones de melaza: 30% (p/v),
filtrada. Con las siguientes caracteristicas; indice de refraccion 1.378, punto de
ebullicién 108.5°C, viscosidad 0.024 Pa.s, densidad 1114.83 (Kg/m®), pH 4.5.

4.3.1 ANALISIS DE COSTOS

En la Tabla 35. Anexo F se reporta el estudio econémico de los materiales
directos e indirectos, éste se basa en la produccion de una empresa que
generalmente obtiene 1 litro de &cido lactico por parada, entre los materiales
directos tenemos, la melaza, el microorganismo, y los materiales indirectos,
(envases y etiquetas). El costo obtenido para producir esta cantidad es de 3.88
USD, hay que rescatar que el precio de la melaza es bajo y se tiene acceso en los

ingenios azucareros de la Region Costa Ecuatoriana.

Se estudio el costo por hora de los equipos y utensilios (Tabla 36. Anexo F)
que se involucran en el procesamiento , un afio normal de 250 dias de trabajo,
involucrando también la vida util de los equipos (10 afos) y utensilios (5 afios), el
resultado final fue 0,59 USD.

El costo de los suministros por hora es de 3.48 USD. Las horas hombre o costo
del personal es de 13.50 USD; considerando un obrero con un sueldo bésico

unificado de 270 USD durante las 8 horas de trabajo por dia.

Finalmente se realizé el estudio de la inversion (Tabla 37. Anexo F), para ello
se involucrd lo analizado anteriormente, se suman el analisis economico de los
materiales directos e indirectos, de los equipos y utensilios, de los suministros y
las horas hombre, la suma total es de 21.45 USD para 1 litro de produccién, como
el producto se expendera en envases de 50 ml el costo sera de 1.07 USDy mas
el 20% de utilidades 1.29 USD.
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4.3.2 COMPARACION A LAS DOS HORAS DE FERMENTACION DE
TODOS LOS TRATAMIENTOS.

Los porcentajes de acidez alcanzados a las 2 y 48 horas de fermentacion de las
diluciones de melaza utilizada a sus diferentes concentraciones y a sus respectivos
grados de pureza en tres replicas reportados en las Tablas 26 y 27. Anexo D.

El andlisis de varianza a las dos horas de fermentacion establece la diferencia
significativa tanto en efectos principales como en la interaccion (Tabla 28.
Anexo E), diferenciando el valor F de Fisher calculado 28,99 con el obtenido en
tablas 4,10; al 95% de significancia, con 10 grados de libertad del error; Fisher
calculado es mayor al de tablas en consecuencia los tratamientos difieren
significativamente entre si. El mismo resultado se da a las 48 y 72 horas de
fermentacion. Tablas 29 -30 y 31-32. Anexo E.

4.3.3 DETERMINACION DEL MEJOR TRATAMIENTO EN FUNCION

AL % DE ACIDO LACTICO OBTENIDO.
Entre las muestras de sustratos a diferentes concentraciones de melaza y grado
de pureza, estadisticamente la variacion de la acidez titulable (%) es
significativa (p< 0,05). El contenido de 4cido lactico va de 0,32 a 2.86% . Para
su estudio, se establecié como datos experimentales los valores de porcentaje de
acido lactico producido a las 72 horas de fermentacion para todos los
tratamientos. Obteniendo el mejor tratamiento a;b; con un porcentaje de &cido
lactico de 2,865 el que corresponde a;b:: melaza al 30% (p/v) con filtracion,
porque su diferencia es significativa a los demas tratamientos. Reportado en la
tabla 31 y 32 del Anexo E.

4.3.4 DETERMINACION DEL MEJOR TRATAMIENTO EN FUNCION
AL pH
Mediante el andlisis de varianza realizado a la variable respuesta pH indica que
existe influencia significativa de los factores concentracion y grado de pureza a

un nivel de confianza del 95%, ( Tabla 33 del Anexo E). La prueba de
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diferenciacion Tukey (Tabla 34 ) del Anexo E, establece el menor valor
promedio de pH para el factor concentracion con 4,88 a 30% (p/v) v para el
factor pureza es 4,9 filtrada. Indicando que el tratamiento aib;. melaza 30% (p/v)
con filtracion, es el mejor. Los valores de pH iniciales y finales de los sustratos
en fermentacion a diferentes concentraciones y grados de pureza se reportan en la
Tabla 16 del Anexo B.

4.4. VERIFICACION DE LAS HIPOTESIS

Luego del andlisis estadistico se lleg6 a establecer que:

“La concentracion de la melaza y la pureza si influyen significativamente en la

velocidad de fermentacion y en la cantidad de acido lactico producido”.

Como los tratamientos difieren entre si, se compararon a las 48 horas de
fermentacion (Tabla 27. Anexo D), se rechazo la hipotesis nula (Tabla 29. Anexo
E) y de esta manera se procedio a determinar la diferencia minima significativa

mediante la prueba de Tukey.

Esta prueba sefialé que el mejor tratamiento es: albl (melaza: 30% (p/v), filtrada)
presentando un porcentaje de &cido lactico de 2.87%; el tratamiento que lo sigue
es aObl (melaza: 20% (p/v), filtrada) con un porcentaje de acido lactico de 2,72
% (Tabla 30.Anexo E).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determiné que 30% (p/v) fue la concentracion adecuada de melaza de cafia
la cual debe ser filtrada para utilizarla ~ como medio de fermentacion
determinada en base al porcentaje de &cido lactico obtenido alcanzando los
valores mas altos en porcentaje de acidez (2,87%) y valores mas bajos de pH

(4.5); que corresponden al tratamiento: albl (melaza (30% (p/v), filtrada).

La melaza de cafia requiere un pre-tratamiento adecuado para ser utilizada como
sustrato de fermentacion en procesos biotecnoldgicos, debido a las impurezas
presentes por ser un producto agro industrial, es asi que los tratamientos en los
cuales no se filtré la melaza, tienen valores de porcentaje de acidez entre 0,32 a
0,51 %; es decir cambian significativamente a los tratamientos en los cuales se

filtra la melaza alcanzando valores de acidez desde 0,71 a 2, 87%.

Al comparar estadisticamente el incremento de la acidez a las 48 horas de
fermentacion al 20 y 30% (p/v) de melaza previamente filtrada, se observo que
no hay diferencia significativa entre estas dos concentraciones por lo que la
produccién de &cido lactico al 20% no difiere a la obtenida en la concentracion
del 30%. A mayores concentraciones como al 40% difieren significativamente
de la concentracion del 20 y 30% (p/v) por lo que no se recomienda trabajar a

concentraciones muy altas.
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Se comprobd que el microorganismo se adapta al medio y asimila los azUcares
produciendo &cido lactico  hasta las 48 horas de fermentacion a 43°C de
temperatura. Con el transcurso del tiempo. Los microorganismos requieren
nutrientes, deteniéndose la produccion de &cido lactico es mas se determind una

disminucion a las 72 horas de fermentacion.

Finalmente se concluyé que al comparar los resultados del acido lactico comercial
de caracteristicas: indice de refraccion 1.4414, punto de ebullicion 125-140°C,
viscosidad 0.04033 y densidad de 1249 (Kg/m®), con el &cido lactico obtenido,
de caracteristicas: indice de refraccion 1.378, punto de ebullicion 108.5°C,
viscosidad 0.024 Pa.s, densidad de 1114.83 (Kg/m®), pH de 4.5 y un 2,87% de
acidez, la melaza seria una buena alternativa de aprovechamiento de residuos

agroindustriales.
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RECOMENDACIONES

-Evaluar diferentes técnicas de clarificacion y floculacion para retirar la mayor
cantidad de so6lidos suspendidos y proporcionar un medio de fermentacion

menos turbio.

-Utilizar técnicas mas exactas como la cromatografia liquida de alta resolucion
HPLC para la determinacion del contenido de azlcares totales presentes en la
melaza de cafia,

y la verificacion del acido producido.

-Evaluar la capacidad reproductora de distintas variedades de microorganismos
en este tipo de sustratos de fermentacion comprobando el crecimiento a diferentes

pH, temperaturas, mayor cantidad de indculo, y tiempos de fermentacion.

-Evaluar la velocidad de fermentacién y concentracion del acido obtenido con
adicién de mas fuentes de nitrégeno como Urea, fosfato y sulfato de amonio a la
melaza de cafia; ya que gracias a este nutriente el microorganismo se adapta y
crece aun cuando luego deba llegar a la fase estacionaria y comenzar a morir sin

alcanzar un porcentaje de acidez mayor.
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CAPITULO VI

PROPUESTA

6.1. Datos informativos

Titulo: " Desarrollo de una tecnologia para la produccion de acido lactico a partir

de la melaza”30%(p/v) con filtracion.

Institucion ejecutora: Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos,

Laboratorio Biotecnologia.

Beneficiarios: Poblacién involucrada.

Ubicacién: Ambato — Ecuador

Tiempo estimado para la ejecucion: 4 meses

Equipo Técnico Responsable: Egda. Veronica Barrera, Ing. Maria Teresa

Pacheco.

Costos: $855
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6.2.  Antecedentes de la propuesta

El &cido lactico es uno de los primeros acidos organicos conocidos,
industrialmente se fabrica o puede obtenerse como producto metabélico de la
fermentacién controlada de cualquier medio que contenga carbohidratos, como
azucar de las melazas, de la glucosa del maiz o de la lactosa del suero de la leche,

y por la accion de diversos microorganismos.

Para la produccién biotecnoldgica de &cido lactico se han utilizado diferentes
sustratos puros, tales como glucosa, lactosa, almidén y celulosa, sin embargo,
estos sustratos son econdmicamente desfavorables, no solo porque los sustratos
puros son costosos y requieren la adicion de fuentes nitrogenadas complejas para
producir acido lactico en un tiempo razonable, sino también porque se requiere de

un pretratamiento de los polisacaridos naturales para su posible fermentacion.

El &cido lactico es ampliamente utilizado en las industrias alimentaria, medica,
farmacéutica y cosmética, como materia prima para sintesis organica, como
purgante en forma de lactato de calcio o lactato de magnesio, como removedor de
sales de calcio, en el curtido de pieles, en la produccién de plasticos

biodegradables, agroquimicos

6.3. Justificacion

Esta investigacion es de gran interés porque promueve el estudio de nuevas
fuentes de sustratos utilizados para la produccion de é&cido lactico como es la
melaza, que corresponde a un producto residuo del proceso de elaboracion de
azucar, para la sustitucion total o parcial de la materia prima generalmente

utilizada.

Por la escasa investigacion sobre el uso de la melaza (miel de desecho

obtenida de la cafia de azucar al producir el azlcar refinado) en procesos
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biotecnoldgicos se justifica la aplicacion de métodos experimentales de Ingenieria

en Alimentos para produccion de acido lactico.

Es factible porque existe acceso a informacion, en revistas técnicas e internet,
hay también varios recursos biotecnoldgicos en los laboratorios y docentes

dispuestos a transmitir sus conocimientos.

El perfil tiene utilidad tedrica porque posee informacion bibliografica que
podra servir como fuente de consulta para posteriores estudios.

La investigacion es factible porque existe acceso a informacidn, en revistas
técnicas, libros e internet, ademas el estudio anterior serd de inspiracion para
desarrollar la presente propuesta, hay también varios recursos tecnologicos en los

laboratorios de Biotecnologia que se los puede usar.
Esta investigacion servira como una propuesta a ser aplicada a una empresa, ya
que se trabajara sobre la parte tecnoldgica aplicada para la produccion de &cido
lactico a partir de la melaza, la cual serd la base del estudio a realizarse.
6.4. Objetivos
Objetivo general
e Desarrollar una tecnologia aprovechando la melaza como materia prima
fermentescible para la produccion de acido lactico utilizando
Lactobacillus rhamnosus.
Objetivos especificos
e Estimar el mejor proceso de separacion de acido lactico.

e Demostrar la influencia de los métodos de purificacion sobre la

produccién de acido lactico.
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6.5. AnAlisis de factibilidad

Con el objetivo de saber cual serd el impacto econémico que provocaria el
producir &cido lactico con una cierta cantidad de melaza se realiz6 el estudio
econdmico, involucrando en ello, la materia prima, los equipos y utensilios, los

suministros y el sueldo de los trabajadores.

La investigacidn previa demuestra que existe un tratamiento que se asemeja en
el incremento del porcentaje de acidez al porcentaje de acidez del &cido, la misma
que se toma como mejor tratamiento, que se basa en trabajar con melaza a una
concentracion del 30% p/v y debe ser filtrada y respectivamente con el 10% de

cultivo.

El andlisis economico se realiza con el fin de saber que tan rentable resulta
hacerlo si el producto sera accesible y ademas para saber si competira en el
mercado como producto novedoso de valor econdmico regulado. Hay que recalcar
que el precio debera ser rentable para la empresa, produciendo ganancias y no

pérdidas.

Para determinar el costo de produccion, se consideré 1 litro por parada, de
alli se saco el valor de los suministros y el valor de los equipos y utensilios por
hora, las horas hombre se obtienen de acuerdo a un sueldo basico de 270 USD, en
total el costo de produccion es de 21.45USD . Teniendo en cuenta el 20% de
utilidades, el precio por cada litro que se va a vender serd de 25.74 USD/ It.
Como el producto se expendera en envases de 50 ml el costo sera de 1.07 USD,

mas el 20% de utilidades el precio final del producto podria ser de 1.29 USD.
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6.6. Fundamentacion

La produccion biotecnoldgica estd basada en la fermentacion de sustratos ricos
en carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar enantiomeros
D (-) o L (+), 6ptimamente activos.

La produccion biotecnoldgica depende del tipo de microorganismo utilizado,
la inmovilizacién o recirculacion del microorganismo, el pH, la temperatura, la
fuente de carbono, la fuente de nitrégeno, el modo de fermentacion empleado y la
formacion de subproductos.

Las bacterias que pueden utilizarse para la produccion de &cido lactico son
cocos Yy bacilos Gram positivos, anaerobios facultativos, no esporulados,

inmoviles y catalasa negativo, pertenecientes a los géneros Lactobacillus

La melaza (miel final), representa una alternativa para la produccion
biotecnologica de &cido lactico, principalmente por su alto contenido en azucares,
asi como por su bajo costo. Nutricionalmente presenta un altisimo contenido
en hidratos de carbono ademas de vitaminas del grupo B y abundantes minerales,

entre los que destacan el hierro, cobre y magnesio. Su contenido de agua es bajo.
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DIAGRAMA DE FLUJO.- PRODUCCION DE ACIDO LACTICO
MEDIANTE EL USO DE Lactobacillus rhamnosus A PARTIR DE MELAZA.

Melaza 30%

Agua destilada

CaCO3

Lactobacillus rhamnosus

10 %

Tratamientos:aghy,a1b1,a2b11

- —— 1000ml
DILUCION -
pH=5.3
' T %Brix=26
30%
FILTRACION
— Impurezas
T
sobrenadante

PASTEURIZACION

— 63°C/30 min

FILTRACION
| R Impurezas
NEUTRALIZACION
— | pH=6.1
|
FILTRACION
—> CaCOB exceso
I
CALENTAMIENTO 45°C
I
— INOCULACION
' 43°C/72 h
FERMENTACION |~
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—— Aqgitacioén cte.

CENTRIFUGACION

—» Melaza, m.o, H,O

Sobrenadante (W)

RESULTADOS

Tratamientos:

8 by-melaza 20 % (p/v), filtrada.
a; by melaza 30 % (p/v), filtrada.
a, by melaza 40% (p/v), filtrada.



6.7. Metodologia

Tabla 38. Modelo Operativo (Plan de accion)

Fases Metas Actividades Responsables Recursos Presupuesto | Tiempo
Utilizar residuos agroindustriales Humanos
como materia prima de bajo costo en L ) o .
1. Formular la propuesta ) o Revision bibliografica. | Investigador Técnicos $95,00 | 30 dias
procesos biotecnoldgicos para la
obtencion de acido lactico. Econbmicos
2. Desarrollo preliminar Analizar la factibilidad de la . o ) Humanos .
Anaélisis econémico. Investigador $60 10 dias
de la propuesta propuesta. Econdmicos
Humanos
3. Implementacion de la ] » Produccién de acido ) o .
Ejecucidn de la propuesta. o Investigador Técnicos $200,00 | 45 dias
propuesta lactico
Econdmicos
Verificar los puntos de control en el | Verificacion de Humanos
4. Evaluacién de la proceso y comprobar el incremento de acidez ) o )
o ) y Investigador Técnicos $500,00 | 30 dias
propuesta cumplimiento de los parametros y comprobacion de
planteados en la propuesta. datos experimentales Econdémicos

Elaborado por: Veronica Barrera, (2011)
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6.8.

Administracion

Tabla 39. Administracion de la Propuesta

Indicadores a

mejorar

Situacion actual

Resultados

esperados

Actividades

Responsables

Las condiciones
y parametros que
se deben seguir
para el desarrollo
del

microorganismo
dando asi un
incremento de la
acidez y
disminucion del
pH en el é&cido

obtenido.

Se conoce que se
esta utilizando los
desechos
agroindustriales

en la produccion

de nuevos
productos por
medio de la

fermentacién con
la  ayuda de
diferentes

microorganismos

Conocer mas

de los

de

acerca
procesos

fermentacion.

Analizar el proceso

de produccion.

Aportar a la
poblacion con una
nueva

investigacion.

Controlar en
cada etapa del

proceso.

Realizar el
control 'y la
evaluacion del
proceso

fermentativo.

Determinar el
de

acidez que se

porcentaje

puede llegar a

alcanzar.

Investigador:
Verdnica

Barrera

Elaborado por: Veronica Barrera, (2011)
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6.9 Prevision de la evaluacién

Tabla 40. Prevision de la Evaluacion

Preguntas basicas

Explicacion

¢Quiénes solicitan

evaluar?

Las personas de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos

¢Por qué evaluar?

Porque se debe garantizar la veracidad del proceso de produccion
y de todos sus parametros de control.

¢Para que evaluar?

Para corregir los errores, si existieran en algun lugar del proceso

0 dentro de las formulaciones respectivas.

Para establecer el mejor tratamiento, desarrollando entonces un

proceso de produccion de &cido lactico.

¢Qué evaluar?

La tecnologia utilizada
Materias primas
Porcentaje de acidez alcanzado

Composicion quimica del producto terminado

¢Quién evalta?

El investigador

El director de investigacion

¢Cuando evaluar?

Antes y durante el proceso de fermentacion y también durante el

tiempo de almacenamiento.

¢Como evaluar?

Se evaluard mediante titulaciones con Hidroxido de Sodio 0.1 N.

Otros analisis con instrumentos de analisis apropiados a ese fin.

¢Con que evaluar?

Con los manuales instructivos de cada equipo de analisis.

Normas establecidas.

Elaborado por: Veronica Barrera, (2011)

71




BIBLIOGRAFIA

LIBROS Y REVISTAS:

ADAMBERG, K. 2003. The effect of temperature and pH on the growth of lactic
acid bacteria: a pH-auxostat study. International Journal of Microbiology.85: 171-
183.

AKERBERG,C., and G. Zacchi. 2000. An economic evaluation of the
fermentative production of lactic acid from wheat flour. Bioresource Technol.
75:119-126.

Ariza,B. y Gonzales,L. 1997. Produccion de una proteina unicelular a partir de
levaduras y melaza de cafia como sustrato. Tesis de pregrado Bacteriologia.
Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. Departamento de

Bacteriologia. Bogota. Colombia. 22-27 p.

BULUT, S., M. Elibol, and D. Ozer. 2004. Effect of different carbon sources on
L(+) —lactic acid production by Rhizopus oryzae. Biochem. Eng. J. 21:33-37.

CASTRO, G. B. Aprovechamiento biotecnolédgico de la melaza de cafia de azucar
para la Produccion de acido lactico. U.AM. Mante — UAT. Cd. Mante,
Tam..Dpto.de Ciencia y Tecnologia, U.A.M. Reynosa-Aztlan —-UAT. Reynosa,

Tam.

CARBALLO,F . 2000. Microbiologia industrial: microorganismos de interés
industrial. Editorial Acribia.Espafia.20-31p

DATTA, R., and J. FRANK.1995. Technological and economic potential of poly
(lactic acid) and lactic acid derivatives. FEMS Microbiol. Rev. 16:221-231.

72



DAUTANT SEMPRUM FRANCISCO.1985. Estudio sobre la Produccion de
Acido Léactico a partir de un proceso de Fermentacion de Melaza. Tesis de
Maestria en Ingenieria Quimica. Monterrey, N.L.

ERAZO, 1981, Tesis de Grado “Obtencion de Alcohol Etilico a partir de
Melaza” Universidad Técnica de Ambato. Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos.

GIL-HORAN RICARDO .2008, Bioproduccion de &cido lactico a partir de
residuos de cascara de naranja: Procesos de separacion y purificacion JUNAM,
Facultad de Quimica, 2Consultores independientes. Tecnol Ciencia Ed. (IMIQ)

vol. 23 nim. 2.

HONIG,P. 1974. Principios de Tecnologia Azucarera, Segunda Edicion.

Compafiia Editorial Continental. Mexico.23-54p

INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS (ICONTEC) . 1994.
Industria Alimentarias e Industrias de bebidas. Melaza de Cafia NTC.587.Bogota

Colombia

JORGENSEN, A. 1990. Microbiologia de las fermentaciones industriales.
Séptima Edicion. Editorial Acribia. Zaragoza, Espafia. 22-25 p

LEESON, S. y SUMMERS,J.2000. Nutricion Aviar Comercial. Editorial
Le’Print Club Express Ltda. Bogota, Colombia 43-45 p.

MALAKAR,P;Martens,D;Zwieterring,M.1999.Modeling  the interaction
between Lactobacillus curvatus and Enterobacter cloacae. Il. Mixel cultures end

Shelf life predictions. International Journal of Food Microbiology.51:67-69

McCabe Warren L, Smith Julian C. y Harriott Meter. Operaciones unitarias

en Ingenieria Quimica. 4% ed. México: Editorial McGraw-Hill, 2000. 1114 pp.

73



NAVEENA, B., M. Altaf, K. Bhadrayya, S. Madhavendra, and G. Reddy.
2005. Direct fermentation of starch to L(+)lactic acid in SSF by Lactobacillus
amylophilus GV6 using wheat bran as support and substrate: medium
optimization using RSM. Process Biochem. 40:681-690.

SCHAFFER,B.2004. Examination of the growth of probiotic culture
combinations by the isoperibolic batch calorimetry. Thermochimica Acta. 415:
123-126.

SERNA COCK LILIANA .2005. Produccion de Acido Lactico por una mezcla
de  Lactococus Lactis y Streptococcus Salivarius en Fermentacion en
Discontinuo. Revista Colombiana de Biotecnologia.vol.VII, numero 001.
Universidad Nacional de Bogota pp.32-38

SERNA COCK LILIANA. 2007.Produccién Econémica de Acido Laéctico
Utilizando Residuos de Cosecha y Jugos de Cafia de Azlcar (Saccharum
officinarum L.). Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ingenieria, A.A
237, Palmira, Colombia. (Enero-Marzo 2007).

SHAKER MULT-Tier Environmental, INNOVA 4900, new Brunswick

scientific co. inc. edition, New Jersey USA

SPENCER Meade. “Manual de Azucar de Cafia”.Pag.311.

TEAGUARO, 2005, Perfil del Proyecto de Investigacion “El empleo de Melaza
para la Obtencion de Alcohol Etilico. Universidad Técnica de Ambato. Facultad

de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
TEJAYADI, S., and M. Cheryan. 1995. Lactic acid from cheese whey permeate.

Productivity and economics of a continuous membrane bioreactor. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 43:242-248.

74



WANG,Y.2003. Sugar and acid contents in soymilk fermented with lactic acid
bacteria alone or simultaneous with bifidobacteria. Food Microbiology.20:333-
338

YOUNG-JUNG, W., K. Jin-Nam, Y. Jong-Sun, and R. Hwa-Won. 2004.
Utilization of sugar molasses for economical L(+)-lactic acid production by batch
fermentation of Enterococcus faecalis. Enzyme Microb. Technol. 35:568-573.

INTERNET

www.monografias.melaza.com

www. es.wikilingue.com

www.wikipedis.

WWW.guiminet.com

www.USAID RED Produccion Uso de Melaza

www.es.wikipedia.org

75



ANEXOS



ANEXO A

PROPIEDADES FISICAS DE LAS MUESTRAS
DE MELAZA
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DATOS EXPERIMENTALES

Tabla 13

Valores obtenidos de las propiedades fisicas de las diferentes

muestras de melaza. (Peso de melaza/volumen de agua)

Propiedades fisicas de las

diluciones de melaza

Concentracion

Concentracion

Concentracién

20%( p/v) 30%( p/v) 40%( p/v)
Solido Solubles (°Brix) 20 26 32
ml gastados de NaOH (ml) 0.02 0.03 0.03
Tabla 14

DATOS EXPERIMENTALES

Valores de pH de las diferentes muestras de melaza.

(Peso de melaza/volumen de agua)

Propiedades fisicas de las

diluciones de melaza

Concentracion

Concentracion

Concentraciéon

20%( p/v) 30%( p/v) 40%( p/v)
pH 5.7 5.4 5.3
Tabla 15

DATOS EXPERIMENTALES

Porcentaje de acido aconitico de las diferentes muestras de melaza.

(Peso de melaza/volumen de agua)

Propiedades fisicas de

las diluciones de melaza

Concentracion

Concentracion

Concentraciéon

20% 30% 40%

pH 5.7 5.4 5.3

Solido Solubles (°Brix) 20 26 32
% de &cido aconitico 0.012 0.012 0.012
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ANEXO B

PROPIEDADES FISICO QUIMICAS DEL
PRODUCTO OBTENIDO (acido lactico)
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Tabla 16

DATOS EXPERIMENTALES

Valores de pH iniciales y finales de las diluciones de melaza utilizada a
diferentes concentraciones y grados de pureza en tres réplicas.

Tratamientos: a.b,, agh1, a1bo, aib1, asbo, asb;.

Réplical Réplica 2 Réplica 3 XpH XpH
Tratamientos

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
aobo 6,1 55 6,3 53 6,2 55 6,2 54
aohy 6 4,8 6,2 4,9 6 4,6 6,1 4,8
aib, 6 5,3 6,1 53 6 5,2 6,0 53
aiby 6 4,5 6,1 4,7 6 4,3 6,0 4,5
azbo 6,1 5,6 6,2 5,5 6,2 5,5 6,2 5,5
azby 6,1 5,4 6,1 5,5 6 5,4 6,1 5,4

Tratamientos

ao b melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.
a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.
a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
ao by; melaza: 20% (p/v), filtrada.
a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.
a, by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 17

DATOS EXPERIMENTALES

Valores de los °Brix iniciales y finales de las diluciones de melaza utilizada a

diferentes concentraciones y grados de pureza en tres réplicas.

Tratamientos: a.bo, agh1, a1bo, aib1, asbo, asb;.

Tratamientos Réplica 1 Reéplica 2 Réplica 3 X X
°Brix °Brix °Brix °Brix | °Brix
Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
aobo 20 17 20 16 20 17 20 17
aoby 20 16 20 17 20 16 20 16
aib, 26 20 26 20 26 19 26 20
aiby 26 18 26 18 26 17 26 18
azbo 32 29 32 29 32 28 32 29
azby 32 28 32 29 32 29 32 29

Tratamientos

ao b melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.

a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.

a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.

ap by; melaza: 20% (p/v), filtrada.

a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.

a, by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 18
DATOS EXPERIMENTALES

Valores promedios de las tres replicas para NaOH 0.1N gastados en la
titulacion de los sustratos durante el tiempo de fermentacién. Tratamientos:

(a0bo, a1bo, az2bo)

Tiempo(Horas) | Concentracion Concentracion Concentracion

20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0,3 0,6 0,3
6 0,6 0,9 0,6
24 0,9 2,4 11
28 1,0 2,6 1,6
34 2,5 3,5 2,8
48 4,9 5,6 3,9
50 4,6 5,2 3,9
56 4,6 51 3,7
72 4,6 51 3,6

Tratamientos
ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.

a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.

a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
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Tabla 18-a

DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacion por duplicado en
muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento: (a,bo, a1b,, a200)

Réplical

Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion

(Horas) 20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.3 0.3 0.5 0.6 0.4 0.3
6 0.5 0.5 0.9 0.8 0.6 0.6
24 0.9 0.8 2.3 2.5 1.2 1.1
28 1.0 1.0 2.5 2.6 1.7 1.9
34 2.5 2.6 3.3 3.5 2.7 2.8
48 5.0 4.9 5.7 5.5 3.9 3.9
50 4.6 4.5 5.3 5.1 3.9 3.9
56 4.6 4.6 5.1 5.1 3.8 3.6
72 4.6 4.5 5.1 5.1 3.6 3.6

Tratamientos
ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.

a1 bp; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.

a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
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Tabla 18-a

DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacion en muestras de melaza
durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento: (a,bo, a1b,, a200)

Réplica 2
Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion
(Horas) 20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.2 0.3 0.6 0.6 0.3 0.3
6 0.7 0.6 0.9 0.9 0.7 0.6
24 1.0 0.9 2.4 2.5 1.2 1.2
28 1.1 1.0 2.7 2.6 15 1.6
34 2.4 2.5 3.6 3.5 2.9 2.8
48 4.8 4.6 5.7 5.6 3.9 3.8
50 4.6 4.6 5.1 5.2 3.7 3.8
56 45 4.6 5.1 51 3.6 3.6
72 4.6 45 5.1 5.1 3.6 3.6

Tratamientos
ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.

a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.

a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
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Tabla 18-a

DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacion en muestras de melaza
por duplicado durante el tiempo de fermentacion.
Tratamiento: (a,bo, a1b,, a200)

Réplica 3
Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion
(Horas) 20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.4 0.3 0.7 0.6 0.3 0.3
6 0.5 0.5 1.0 1.1 0.5 0.6
24 0.8 0.8 2.5 2.5 0.9 1.0
28 1.0 1.1 2.9 2.9 1.3 1.4
34 2.6 2.6 3.8 3.9 2.7 2.8
48 5.0 4.9 5.6 5.7 3.8 3.9
50 4.8 4.7 5.2 5.2 3.9 3.9
56 4.7 4.7 5.1 5.1 3.8 3.6
72 4.7 4.7 5.1 5.1 3.6 3.5

Tratamientos
ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.

a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.

a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
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Tabla 18-b

DATOS EXPERIMENTALES

Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en

muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; aghg

PROMEDIOS
Tiempo Réplica 1 Réplica2 | Réplica3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,3 0,3 0,4 0,3
6 0,5 0,7 0,5 0,6
24 0,9 1,0 0,8 0,9
28 1,0 1,1 1,1 1,0
34 2,6 2,5 2,6 2,5
48 5,0 4,7 5,0 4,9
50 4,6 4,6 4,8 4,6
56 4,6 4,6 4,7 4,6
72 4,6 4,6 4,7 4,6
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Tabla 18-b

DATOS EXPERIMENTALES
Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en
muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; a;bg

PROMEDIOS
Tiempo | Réplical | Réplica2 | Réplica3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,6 0,6 0,6 0,6
6 0,9 0,9 0,9 0,9
24 2,4 2,5 2,4 2,4
28 2,6 2,7 2,6 2,6
34 3,4 3,6 3,5 3,5
48 5,6 5,7 5,6 5,6
50 5,2 5,2 5,2 5,2
56 51 51 51 51
72 51 51 51 51

Tratamiento; a;bo melaza: 30 % (p/v), sin filtrar
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Tabla 18-b

DATOS EXPERIMENTALES

Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en
muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; a;bg

PROMEDIOS
Tiempo | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,4 0,3 0,3 0,3
6 0,6 0,7 0,6 0,6
24 1,2 1,2 1,0 1,1
28 1,8 1,6 1,4 1,6
34 2,8 2,9 2,8 2,8
48 3,9 3,9 3,9 3,9
50 3,9 3,8 3,9 3,9
56 3,7 3,6 3,7 3,7
72 3,6 3,6 3,6 3,6

Tratamiento; a;bo melaza: 40 % (p/v), sin filtrar
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Tabla 19

DATOS EXPERIMENTALES
Valores promedios de las tres replicas para NaOH 0.1N gastados en la
titulacion de los sustratos durante el tiempo de fermentacion. Tratamiento:
(aob1, aibi, azb)

Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion
(Horas) 20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar

2 0,7 0,8 0,5

6 1,3 1,3 1,0

24 8,7 8,4 2,3

28 11,5 11,5 2,8

34 16,2 15,8 3,3

48 29,9 30,6 8,3

>0 31,5 32,0 8,2

o0 31,1 31,9 8,1

2 30,9 31,8 7,9

Tratamientos
ao by melaza: 20 % (p/v), filtrada.

a1 by; melaza: 30 % (p/v), filtrada.
a by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 19-a

DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacion en muestras de melaza
por duplicado durante el tiempo de fermentacion.
Tratamiento: (a,b;, a;b;, axb;)

Tiempo Réplical
(Horas) Concentracion Concentracion Concentracion
20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.7 0.9 0.7 0.8 0.5 0.5
6 1.3 15 1.0 1.2 0.9 1.0
24 8.4 8.1 8.3 8.1 2.1 2.3
28 10.9 11.2 11.3 11.5 2.6 2.8
34 16.2 15.9 15.6 15.7 3.2 3.3
48 29.9 28.7 30.1 30.3 8.5 8.3
50 30.8 31.2 31.8 31.9 8.1 8.1
56 31.0 31.1 31.7 31.8 8.1 8.1
72 31.1 30.9 31.8 31.8 7.8 8.0

Tratamientos
ap b1 melaza: 20 % (p/v), filtrada.

a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.
a by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 19-a
DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacién en muestras de melaza
por duplicado durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento: (a,b;, a;b;, axb;)

Tiempo Réplica 2
(Horas) Concentracion Concentracion Concentracion
20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.7 0.8 0.9 0.8 0.4 0.5
6 1.6 1.3 1.7 15 11 0.9
24 94 9.2 8.6 8.4 2.6 2.3
28 11.6 11.4 11.7 11.6 2.9 2.8
34 16.4 16.2 16.3 15.9 3.1 3.0
48 30.2 30.1 31.6 31.5 7.9 8.1
50 32.2 32.1 32.1 31.9 8.0 8.0
56 31.1 31.1 31.8 31.9 8.0 8.0
72 31.1 30.9 31.8 31.8 7.8 8.0

Tratamientos
ap by melaza: 20 % (p/v), filtrada.

a1 by; melaza: 30 % (p/v), filtrada.
a by; melaza: 40% (p/v), filtrada.

91



Tabla 19-a

DATOS EXPERIMENTALES

Valores NaOH 0.1N gastados en la titulacién en muestras de melaza
por duplicado durante el tiempo de fermentacion.
Tratamiento: (a,b;, a;b;, axb;)

Tiempo Réplica 3
(Horas) Concentracion Concentracion Concentracion
20%, sin filtrar 30%, sin filtrar 40%, sin filtrar
2 0.7 0.6 0.6 0.8 0.6 0.5
6 1.1 1.2 1.3 1.3 0.9 11
24 8.7 8.6 8.5 8.7 2.3 2.2
28 11.9 11.7 11.6 11.5 2.7 2.7
34 16.1 16.3 15.7 15.8 3.5 3.4
48 30.2 30.3 29.9 30.1 8.6 8.5
50 31.2 31.3 32.2 31.9 8.4 8.4
56 31.2 31.1 32.2 32.1 8.3 8.3
72 31.1 30.0 31.9 31.9 7.8 8.0

Tratamientos
ap by melaza: 20 % (p/v), filtrada.

a1 by; melaza: 30 % (p/v), filtrada.
a by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 19-b
DATOS EXPERIMENTALES
Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en

muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; agh;

PROMEDIOS
Tiempo | Réplical | Réplica2 | Réplica3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,8 0,8 0,7 0,7
6 1,4 1,5 1,2 1,3
24 8,3 9,3 8,7 8,7
28 111 11,5 11,8 11,5
34 16,1 16,3 16,2 16,2
48 29,3 30,2 30,3 29,9
50 31,0 32,2 31,3 31,5
56 31,1 31,1 31,2 31,1
72 31,0 31,0 30,6 30,9

Tratamiento; aghl: melaza: 30 % (p/v), filtrada
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Tabla 19-b
DATOS EXPERIMENTALES
Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en

muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; a;b;

PROMEDIOS
Tiempo | Réplica 1 | Réplica 2 | Réplica 3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,8 0,9 0,7 0,8
6 1,1 1,6 1,3 1,3
24 8,2 8,5 8,6 8,4
28 11,4 11,7 11,6 11,5
34 15,7 16,1 15,8 15,8
48 30,2 31,6 30,0 30,6
50 31,9 32,0 32,1 32,0
56 31,8 31,9 32,2 31,9
72 31,8 31,8 31,9 31,8

Tratamiento; a;b;: melaza: 30 % (p/v), filtrada
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Tabla 19-b
DATOS EXPERIMENTALES
Valores promedios de NaOH 0.1N gastados en la titulacion en

muestras de melaza durante el tiempo de fermentacion.

Tratamiento; a;b;

PROMEDIOS
Tiempo | Réplical | Réplica2 | Réplica3 | Promedio de
(Horas) réplicas
2 0,5 0,5 0,6 0,5
6 1,0 1,0 1,0 1,0
24 2,2 2,5 2,3 2,3
28 2,7 2,9 2,7 2,8
34 3,3 3,1 3,5 3,3
48 8,4 8,0 8,6 8,3
50 8,1 8,0 8,4 8,2
56 8,1 8,0 8,3 8,1
72 7,9 7,9 7,9 7,9

Tratamiento; ab;: melaza: 40 % (p/v), filtrada
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ANEXO C-1

PORCENTAJE DE ACIDEZ DE LAS MUESTRAS EN
FERMENTACION EN FUNCION DEL TIEMPO
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Tabla 20

RESULTADOS EXPERIMENTALES

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL

TIEMPO
TRATAMIENTO: aghg
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
(Horas) % de acidez % de acidez % de acidez % de acidez
2 0,027 0,0225 0,0315 0,027
6 0,045 0,0585 0,045 0,0495
24 0,0765 0,0855 0,072 0,078
28 0,09 0,0945 0,0945 0,093
34 0,2295 0,2205 0,234 0,228
48 0,4455 0,423 0,4455 0,438
50 0,4095 0,414 0,4275 0,417
56 0,414 0,4095 0,423 0,4155
72 0,4095 0,4095 0,423 0,414

Tratamiento: ap bo; melaza: 20 % (p/v), sin filtrar
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Tabla 21

RESULTADOS EXPERIMENTALES

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL

TIEMPO
TRATAMIENTO: a;bg
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
(Horas) % de acidez % de acidez % de acidez | % de acidez
2 0,0495 0,054 0,0585 0,054
6 0,0765 0,081 0,0945 0,084
24 0,216 0,2205 0,225 0,2205
28 0,2295 0,2385 0,261 0,243
34 0,306 0,3195 0,3465 0,324
48 0,504 0,5085 0,5085 0,507
50 0,468 0,4635 0,468 0,4665
56 0,459 0,459 0,459 0,459
72 0,459 0,459 0,459 0,459

Tratamiento: a; bo, melaza: 30 % (p/v), sin filtrar
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla 22

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL

TIEMPO
TRATAMIENTO :abg
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
(Horas) % de acidez % de acidez % de acidez | % de acidez
2 0,0315 0,027 0,027 0,0285
6 0,054 0,0585 0,0495 0,054
24 0,1035 0,108 0,0855 0,099
28 0,162 0,1395 0,1215 0,141
34 0,2475 0,2565 0,2475 0,2505
48 0,351 0,3465 0,3465 0,348
50 0,351 0,3375 0,351 0,3465
56 0,333 0,324 0,333 0,33
72 0,324 0,324 0,3195 0,3225

Tratamiento:

a, bp. melaza: 40
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Tabla 23

RESULTADOS EXPERIMENTALES

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL
TIEMPO

TRATAMIENTO: agb;

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio

(Horas) % de acidez % de acidez % de acidez | % de acidez
2 0,072 0,0675 0,0585 0,066
6 0,126 0,1305 0,1035 0,12
24 0,7425 0,837 0,7785 0,786
28 0,9945 1,035 1,062 1,0305
34 1,4445 1,467 1,458 1,4565
48 2,637 2,7135 2,1225 2,691
50 2,79 2,8935 2,8125 2,832
56 2,7945 2,799 2,8035 2,799
72 2,79 2,79 2,7495 2,7765

Tratamiento: ap by: melaza: 20 % (p/v), filtrada.
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Tabla 24

RESULTADOS EXPERIMENTALES

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL

TIEMPO
TRATAMIENTO: a;b;
Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
(Horas) % de acidez | % deacidez | % de acidez | % de acidez
2 0,0675 0,0765 0,063 0,069
6 0,099 0,144 0,117 0,12
24 0,738 0,765 0,774 0,759
28 1,026 1,0485 1,0395 1,038
34 1,4085 1,449 1,4175 1,425
48 2,718 2,8395 2,7 2,71525
50 2,8665 2,88 2,8845 2,877
56 2,8575 2,8665 2,8935 2,8725
72 2,862 2,862 2,871 2,865

Tratamiento: a; b;. melaza: 30
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Tabla 25

RESULTADOS EXPERIMENTALES

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE ACIDEZ EN FUNCION DEL

TIEMPO
TRATAMIENTO: ab;

Tiempo Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

(Horas) % de acidez % de acidez % de acidez Promedio
2 0,045 0,0405 0,0495 0,045
6 0,0855 0,09 0,09 0,0885
24 0,198 0,2205 0,2025 0,207
28 0,243 0,2565 0,243 0,2475
34 0,2925 0,2745 0,3105 0,2925
48 0,756 0,72 0,7695 0,7485
50 0,729 0,72 0,756 0,735
56 0,729 0,72 0,747 0,732
72 0,711 0,711 0,711 0,711

Tratamiento: a, b;. melaza: 40
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ANEXO C-2

GRAFICOS DE PORCENTAJE DE LA ACIDEZ EN
FUNCION DEL TIEMPO
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Grafico. 1. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.

Tratamientos: aghg

Porcentaje de acidez en funcion de tiempo
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Tratamiento; aghg: melaza (20%(p/v), sin filtrar)
Grafico.2. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.
Tratamientos: agh;
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Tratamiento; aob;: melaza (20%(p/v), filtrada)
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Grafico 3. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.

Tratamiento: a;bg y aibs.

Porcentaje de acidez en funcion de tiempo
Tratamiento:aibo
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Tratamiento; a;bg: melaza (30%(p/v), sin filtrar)

Grafico 4. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.

Tratamiento: a;b;.
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Tratamiento; a;b;: melaza (30%(p/v), filtrada).
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Grafico. 5. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.

Tratamiento: axbg
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Gréfico. 6. Porcentaje de acidez en funcion del tiempo.
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Tratamiento: a;b; melaza (40%(p/v), filtrada).
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ANEXO D

VELOCIDAD DE FERMENTACION
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Tabla 26

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Porcentajes de acidez alcanzados a las dos horas de fermentacion de las
diluciones de melaza utilizada, a diferentes concentraciones (20,30 y 40 (p/v))

y grados de pureza, en tres réplicas.

Tratamientos: a.b,, agh1, a1bo, aib1, asbg, asbq

2 horas
Tratamientos Reéplical Réplica 2 Réplica3 Promedio
0o 0,027 0,0225 0,0315 0,03
aobs 0,072 0,0675 0,0585 0,07
a1bo 0,0495 0,054 0,0585 0,05
aiby 0,0675 0,0765 0,063 0,07
a2bo 0,0315 0,027 0,027 0,03
by 0,045 0,0405 0,0495 0,05

Tratamientos

ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.
a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.
a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
ap by; melaza: 20% (p/v), filtrada.
a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.
a, by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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Tabla 27

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Porcentajes de acidez alcanzados a las cuarenta y ocho horas de

fermentacion de las diluciones de melaza en tres réplicas.

Tratamientos: a.b,, agh1, a1bo, aib1, asbg, asbq

48 horas
Tratamientos Reéplical Réplica 2 Réplica3 Promedio
aabo 0,4455 0,423 0,4455 0,44
oy 2,637 2,7135 2,7225 2,69
arho 0,504 0,5085 0,5085 0,51
asbs 2,718 2,8395 2,7 2,75
azho 0,351 0,3465 0,3465 0,35
azbs 0,756 0,72 0,7695 0,75

Tratamientos

ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.
a1 bo; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.
a bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar.
ao by; melaza: 20% (p/v), filtrada.
a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.
a, by; melaza: 40% (p/v), filtrada.
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ANEXO E

ANALISIS ESTADISTICO APLICADO PARA
SELECCIONAR EL MEJOR TRATAMIENTO PARA
LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO
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Tabla 28
RESULTADOS ESTADISTICOS

Tabla estadistica ANOVA del porcentaje de acidez a las dos horas de fermentacion.

Tratamientos: agb,, agh1, aibe, a1b1, azbg, asb;.

ANOVA SC GL CM RV Ftabla
A 0,23 2,00 0,12 28,99* 4,10
B 0,31 1,00 0,31 77,24* 4,96
AB 0,07 2,00 0,03 8,43* 4,10
R 0,00 2,00 0,00 0,03 4,10
Error 0,04 10,00 0,00
Total 0,64 17,00

*Significativo Tratamientos:

ao bo: melaza: 20 % (p/v), sin filtrar.
a1 bp; melaza: 30 % (p/v), sin filtrar.
ay bo; melaza: 40% (p/v), sin filtrar
ap by; melaza: 20% (p/v), filtrada
a1 by; melaza: 30% (p/v), filtrada.
a, by; melaza: 40% (p/v), filtrada.

111




Tabla 29

RESULTADOS ESTADISTICOS

Andlisis de varianza de los porcentajes de acidez a las cuarenta y ocho

horas de fermentacién.

Tratamientos: a.b,, agh1, aibo, aib1, asbo, asb;.

ANOVA |SC GL CM Fcal Ftabla
A 544,85 2 272,42 | 1381,90** 4,10
B 1481,49 1 1481,49 | 7514,97** 4,96
AB 421,96 2 210,98 | 1070,22** 4,10
R 0,20 2 0,10 0,51 4,10
Error 1,97 10 0,19

Total 2450,48 17

Elaborado por: Veroénica Barrera, (2011)
** Altamente Significativo.
Fcalculado [ Ftablas; rechazo la hipotesis nula

Tabla 30
RESULTADOS ESTADISTICOS

Prueba de diferenciacion Tukey de los porcentajes de acidez a las

cuarenta y ocho horas de fermentacion verificacion del mejor tratamiento.

Factor Grupos
Combinacion Promedios | Homogéneos
aiby | melaza: 30% (p/v), filtrada 30.58 a
aohy | melaza: 20% (p/v), filtrada 29.90 ab
aby | melaza: 40% (p/v), filtrada 8.31 b
aiby | melaza: 30 % (p/v), sin filtrar | 5.63 b
aogby | melaza: 20 % (p/v), sin filtrar. | 4.86 b
aby | melaza: 40% (p/v), sin filtrar 3.86 b

Elaborado por: Verdnica Barrera, (2011)

Mejor tratamiento: a;b; (melaza: 30% (p/v), filtrada)
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Tabla 31
RESULTADOS ESTADISTICOS

Andlisis de varianza de los porcentajes de acidez a las setenta y dos horas
de fermentacion.

Tratamientos: a.b,, agh1, aibo, aib1, asbo, asb;.

ANOVA |SC GL CM F cal Ftabla
A 612,15 2 306,07 | 20217,86* 4,10
B 1641,64 1 1641,64 | 108438,9* 4,96
AB 491,90 2 245,95 | 16246,43* 4,10
R 0,0069 2 0,0034 0,22 4,10
Error 0,15 10 0,015

Total 2745,86 17

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
** Altamente Significativo.
Fcalculado [1 Ftablas; rechazo la hipétesis nula

Tabla 32
RESULTADOS ESTADISTICOS

Prueba de diferenciacion Tukey de los porcentajes de acidez a las setenta y

dos horas de fermentacion; verificacion del mejor tratamiento.

Factor Promedios Grupos
Combinacion Homogéneos
aiby melaza: 30% (p/v), filtrada 31.83 a
aohy melaza: 20% (p/v), filtrada 30.85 ab
azby melaza: 40% (p/v), filtrada 7.90 b
a1bo melaza: 30 % (p/v), sin filtrar 5.10 b
aobo melaza: 20 % (p/v), sin filtrar. 4.60 b
azbo melaza: 40% (p/v), sin filtrar 3.58 b

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
Mejor tratamiento: a;b; (melaza: 30% (p/v), filtrada)
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Tabla 33
RESULTADOS ESTADISTICOS

Anélisis de varianza de los valores de pH a las setenta y dos
horas de fermentacion.

Tratamientos: a.b,, agh1, aibo, aib1, asbo, asb;.

ANOVA SC GL CM Fcal Ftabla
A 1,10777778 2 0,55 44,12* 4,10
B 1,17555556 1 1,18 93,63* 4,96
AB 0,38777778 2 0,19 15,44* 4,10
R 0,04777778 2 0,02 1,90 4,10
Error 0,12555556 10 0,01
Total 2,84444444 17

Elaborado por: Veroénica Barrera, (2011)
*Significativo

Tabla 34
RESULTADOS ESTADISTICOS

Prueba de diferenciacion Tukey de los porcentajes de acidez a las setenta y

dos horas de fermentacion; verificacion del mejor tratamiento.

Factor Promedios Grupos
Combinacion Homogéneos
aiby melaza: 30% (p/v), filtrada 4.5 a
aohy melaza: 20% (p/v), filtrada 4.76 ab
azby melaza: 40% (p/v), filtrada 5.26 b
a1bo melaza: 30 % (p/v), sin filtrar 5.43 b
aobo melaza: 20 % (p/v), sin filtrar. 5.43 b
azbo melaza: 40% (p/v), sin filtrar 5.53 b

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
Mejor tratamiento: a;b; (melaza: 30% (p/v), filtrada)
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ANEXO F

ANALISIS DE COSTOS
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Tabla 35

Materiales directos e indirectos para la produccion de un litro

de &cido lactico de 2.87% de acidez.

Cantidad Descripcion Precio unitario Precio total
3Kg Melaza 0,05 0,15
0,3gr Lactobacillus 0,6 0,18
lonza Carbonato de calcio 0,35 0,35
4 unidades Papel filtro 0,2 0,8
20 unidades Frascos 50ml 0,07 14
20 unidades Etiquetas 0,05 1
Suma total 3,88
Elaborado por: Veronica Barrera, (2011)
Costo de suministros
Servicio Unidad Consumo | Valor Unitario | Valor Total
) )
Agua m° 0,02 0,01 0,0002
Luz Kw-h 7,54 0,13 0,9802
Gas Kg 14 2,5 2,5
TOTAL (%) 3,4804
Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
Costo del personal
Hombres Sueldo Costo Dia Costo Horas Total ($)
%) Hora ($) utilizadas
1 270 13,5 1,6875 8 13,5
TOTAL(%) 13,5

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)

116




Tabla 36

un litro de &cido lactico de 2.87% de acidez

Costo por hora del proceso aplicado asumiendo una produccion de

Vida Util Costo Costo Dia Costo Horas de uso | Costo uso
Equipo Costo ($) (afios) Anual Hora $)
Balanza analitica 320 10 32 0,128 0,016 1 0,016
Fermentador 180 10 18 0,072 0,009 24 0,216
Cocina industrial 120 10 12 0,048 0,006 2 0,012
Mini congelador 230 10 23 0,092 0,0115 24 0,276
Mesa 30 5) 6 0,024 0,003 8 0,024
Centrifuga 720 10 72 0,288 0,036 1 0,036
Litreros 10 5 2 0,008 0,001 0,5 0,0005
Embudos 2 5 0,4 0,0016 0,0002 2 0,0004
Bureta 12 5 2,4 0,0096 0,0012 0,5 0,0006
Baldes 3 5 0,6 0,0024 0,0003 0,5 0,00015
pH metro 60 5 12 0,048 0,006 0,5 0,003
Utensilios de vidrio 40 5 8 0,032 0,004 1 0,004
TOTAL($) 0,589

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
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Tabla 37

Estudio de la inversién para la produccién de un litro de acido
lactico de 2.87% de acidez

Capital de Trabajo Monto ($)
1. Materiales Directos e Indirectos 3,88
2. Equipos y Utensilios 0,589
3. Suministros 3,4804
4. Personal 13,5
TOTAL ($) 21,45
TOTAL ($) + 20% (utilidades) 25.74

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)

CAPACIDAD DE PRODUCCION 11t
Costo unitario (50 ml) $1,07
PRECIO DE VENTA (costo unitario + 20% utilidad) $1,29

Elaborado por: Verénica Barrera, (2011)
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