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RESUMEN

En el presente proyecto de investigacion se elabor6 un polimero biodegradable a partir de
la biomasa del alga parda Sargassum Ecuadoreanum y &cido polilactico (PLA). En la primera
etapa a partir de la biomasa del alga se extrajo el alginato de sodio de la pared celular de las
muestras de algas secas, se realizo un intercambio iénico con el uso de acido clorhidrico 1N
para transformar las sales de alginato presentes en la pared celular en &cido alginico y
mediante el uso de bicarbonato de sodio y una temperatura de 80°C se transformd el acido
alginico en alginato de sodio, se filtro y finalmente se precipitd con 2 gr de cloruro de calcio
para obtener el polimero de alginato de calcio. En la segunda etapa se sintetizd acido lactico
por via fermentativa mediante el uso de bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y
almidon de papa, se actico la sepa de la bacteria en caldo nutritivo por un periodo de 24 horas
y una temperatura de 30°C, se prepar6 el medio de fermentacion con 1000 gr de almiddn de
papa y 1000 ml de agar nutritivo, se afiadi6 la solucién de caldo nutritivo con la bacteria
activada y se dejo fermentar con una temperatura de 20°C y un periodo de 15 dias, el acido
lactico se recupero por medio de una destilacion a 80°C. En la tercera etapa se polimerizo el
acido lactico enacido polilactico (PLA) mediante el método ROP por un periodo de 18 horas
de polimerizacién, la adiciéon de 20 ml de &cido sulfurico 60% v/v y una temperatura de
120°C hasta obtener el dimero lactida, la lactida se polimerizé6 mediante el uso de 3 gr de
cloruro de hierro Il como catalizador y 50 ml de etanol por un periodo de 24 horas a 60°C,
finalmente en la cuarta etapa se determiné la dosificacion de 80% PLA y 20% de alginato de
calcio a una temperatura de 180°C y presion de 100 kg/cm? para obtener el polimero

biodegradable.

Palabras clave: Sargassum Ecuadoreanum, alginato, acido lactico, acido polilactico



ABSTRACT

In this research project, a biodegradable polymer was made fromthe biomass of the brown
algae Sargassum Ecuadoreanum and polylactic acid (PLA). In the first stage, from the
biomass of the algae, sodium alginate was extracted from the cell wall of the dried algae
samples, an ion exchange was carried out with the use of 1N hydrochloric acid to transform
the alginate salts present in the wall cell inalginic acid and by using sodium bicarbonate and
at a temperature of 80 ° C the alginic acid was transformed into sodium alginate, filtered and
finally precipitated with 2 g of calcium chloride to obtain the polymer of calcium alginate.
In the second stage lactic acid was synthesized by fermentation through the use of
Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus bacteria and potato starch, the bacterium was known
to be in nutrient broth for a period of 24 hours and a temperature of 30°C, prepared the
fermentation medium with 1000 gr of potato starch and 1000 ml of nutrient agar, the nutrient
broth solution with the activated bacteria was added and allowed to ferment at a temperature
of 20°C and a period of 15 days, lactic acid It was recovered by distillation at 80°C. In the
third stage the lactic acid was polymerized in polylactic acid (PLA) by the ROP method for
a period of 18 hours of polymerization, the addition of 20 ml of 60% v/v sulfuric acid and a
temperature of 120°C until obtaining the temperature dimer lactide, the lactide was
polymerized by using 3 gr of iron chloride Il as catalyst and 50 ml of ethanol for a period of
24 hours at 60°C, finally in the fourth stage the dosage of 80% PLA was determined and 20%
calcium alginate at a temperature of 180 ° C and pressure of 100 kg/cm2 to obtain the

biodegradable polymer.

Key words: Sargassum Ecuadoreanum, alginate, lactic acid, polylactic acid



CAPITULO |
1. INTRODUCCION

Debido a la contaminacion generada y existente hoy en dia por los polimeros y productos
fabricados a base de petréleo se realizan investigaciones con la finalidad de desarrollar
nuevos materiales biodegradables y amigables con el ambiente a partir de recursos
renovables que no son aprovechados como los residuos agricolas, residuos forestales, algas,
etc. La persistencia de estos materiales derivados del petréleo en el ambiente ocasiona no
solo contaminacién en suelo, agua y aire, sino que afecta a la flora y fauna de manera directa
por lo que la busqueda de nuevos materiales que no afecten o permanezcan mucho tiempo en
el ambiente se ha vuelto indispensable para todas las industrias (Martin Del Campo et al.,

2020).

Actualmente la biomasa proveniente de algas marinas son utilizadas en el sector agricola
como fertilizante para aumentar el rendimiento de diferentes tipos de cosechas, también se
utiliza la biomasa de algas para la biorremediacion de suelos y aguas contaminadas con
metales pesados, como materia prima para la generacion de combustibles y principalmente

en la industria alimenticia (Fernandez, Montiel, Millan, & Badillo, 2012).

Los polimeros y materiales obtenidos de algas se han estudiado, desarrollado y producido
comercialmente en la ultima década, son materiales que tratan de cumplir la funcion de los
productos derivados del petroleo pero con caracteristicas mejoradas ya sea en su resistencia,
elasticidad, estabilidad térmica y degradabilidad con el fin de sustituirlos (Guerrero et al.,

2011).

En este proyecto de investigacion se obtuvo un polimero biodegradable a partir del

alginato de sodio extraido de la pared celular del alga parda Sargassum Ecuadoreanum el



cual fue dosificado con acido polilactico polimerizado a partir de acido lactico sintetizado

por el método de fermentacion mediante el uso de bacterias.
2. ANTECEDENTES

Hoy en dia se dispone de un creciente nimero de polimeros utilizados para satisfacer las
diferentes necesidades humanas, los polimeros de ingenieria y de especialidad son de gran
interés debido a que presentan propiedades quimicas, mecanicas, Opticas y térmicas
excepcionales que estan relacionadas con su estructura y composicion quimica, los polimeros
de especialidad sonaquellos que poseen propiedades con aplicaciones muy especificas y que
en general tales caracteristicas de los polimeros pueden mejorar en gran medida sus
propiedades para la obtencion de materiales con aplicaciones muy especifica, estos
materiales tienen un amplio uso en la industria automotriz, dispositivos eléctricos,

electrodomésticos, carcasas, entre muchos otros (Corefio-Alonso & Méndez-Bautista, 2010).

El alginato (lignina extraida de las algas pardas) se usan principalmente en la industria
alimentaria para darle consistencia a productos lacteos y enlatados, estabilizacion de la
espuma de la cerveza, fabricacion de papel y en el campo de la medicina se utiliza como
agente desintegrador de tabletas (Rodriguez-Montesinos, Arvizu-Higuera, Reyes-Tisnado,
Murillo-Alvarez, & Mufioz-Ochoa, 2012), pero al poseer la capacidad de formar hidrogeles,
perlas y fibras o peliculas se estudian usos en textiles, embalajes, vendajes y bioplasticos un

campo poco desarrollado en la literatura (Rinaudo, 2014).



3. JUSTIFICACION

La contaminacion ambiental causada por plasticos no biodegradables derivados del
petréleo debido a su acumulacion y persistencia en el ambiente se ha convertido en una
problematica mundial, segun datos del informe de PNUMA (Programa de Naciones Unidas
para el medio Ambiente) ha sefialado que en el 2005 se encontraban méas de 13.000
fragmentos de desechos de pléasticos flotando sobre cada kilometro cuadrado del océano
(Serrano, 2010); estos plasticos al estar formados por polimeros sintéticos de compuestos
petroquimicos provocan un deterioro ambiental (Ruiz, 2006), por ello se busca el desarrollo
de nuevos materiales formados por polimeros biodegradables a partir de biomasa de
diferentes especies vegetales, con el fin de ofrecer una alternativa a los polimeros
convencionales y aprovechar los recursos naturales existentes en Ecuador, no existen
investigaciones o0 proyectos para el aprovechamiento de la biomasa proveniente de algas
pardas del género Sargassum Ecuadoreanum en el Ecuador. Por lo que en la presente
investigacion se desarrollara un polimero biodegradable a partir de la lignina extraida de la
biomasa proveniente de la biomasa del alga parda Sargassum Ecuadoreanum existente en las

zonas costeras del Ecuador.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL
- Obtener un polimero biodegradable a partir del alginato de calcio extraido de la
biomasa del alga parda Sargassum Ecuadoreanum, dosificado con el &cido polilactico
extraido del almiddn de la papa.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extraccion del alginato de calcio de la biomasa del alga.



- Obtencion del acido lactico a partir del almidon de papa (Solanum spp.)
- Obtener un material biodegradable a partir el polimero sintetizado de la lignina.
- Realizar un analisis TGA (termogravimétrico) al material biodegradable.

5. MARCO TEORICO

5.1. Algas

Estdn conformadas por un conjunto muy diverso de organismos unicelulares y
pluricelulares que varian en su estructura, composicién, forma y tamafio, aunque abundan en
medios acuaticos dulces y salados pueden vivir en condiciones ambientales muy diversas
dependiendo de sus propias necesidades; existen algas unicelulares que poseen un diametro
gue no sobrepasan las dos micras mientras que algunas algas mas complejas pueden

sobrepasar los cincuenta metros de longitud (Abbayess et al., 1989).

5.2. Clasificacion de las algas

Debido a que existe una gran diversidad de algas se las pueden clasificar de diferentes
maneras, sin embargo, la mayoria de ficdlogos recomiendan y utilizan la clasificacion
propuesta por Bourelly, entre las cuales se encuentran: Cyanophyta, Euglenophyta,

Dinophyta, Heterokontophyta, Rhodophyta y Chlorophyta (Vallejo, 2014).

5.2.1. Algas Cyanophyta o algas verdes-azules

Conocidas como algas verdes o azules se encuentran distribuidas ampliamente en la
naturaleza, este grupo contiene una gran variedad de tipos morfologicos y fisiolégicos
comparten el reino monera con las bacterias o Schizomycophyta debido a que ambos poseen
una organizacién procariota de tipo intracelular, donde el protoplasto no contiene organulos

delimitados claramente del citoplasma, sin embargo, comparten la fotosintesis con las plantas



superiores y algas de tipo eucariota (Edelman, Swinton, Schiff, Epstein, & Zeldin, 1967,

Patterson et al., 1993).
5.2.2. Algas Euglenophyta

Constituyen un grupo de algas bien delimitado en el que existen numerosas especies
incoloras y otras que poseen pigmentos caracteristicos, las algas que poseen pigmentos basan
su nutricion de manera autétrofa o heterétrofas facultativas mientras que las especies
incoloras estrictamente son heterdtrofas, en su mayoria estos organismos se encuentran en
aguas dulces estancadas aunque se las puede hallar en raras ocasiones en aguas marinas o

salobres (Conforti, 1983; Gonzélez, 2006).
5.2.3. Algas Dinophyta

Son algas unicelulares flageladas en las cuales estan agrupadas taxonémicamente aquellas
que presentan un nicleo eucarionte y otro dinocarion, poseen estigmas, ocelos, pustulas y
tricocistos. La mayoria de algas toxicas se encuentran dentro de este grupo y ciertas especies
de dinoflagelados con su presencia dan una coloracion roja al agua, son transportadas a través
de la cadena trofica por lo que llegan a afectar a ciertos mamiferos que se alimentan de ellas
(De la Lanza, Hernandez Pulido, & Crbajal Pérez, 2000; De Marco, Vega, & Bellagamba,

2011; Gallardo Rodriguez, 2009).
5.2.4. Algas Rhodophyta o algas rojas

Son un grupo que contiene mas de 3.000 especies de algas que se caracterizan
principalmente por la presencia de pigmentos ficobilinicos que les proporciona su
caracteristico color rojizo, aunque algunas de estas algas se encuentran en agua dulce, en su

gran mayoria crecen en costas tropicales y subtropicales (Osorio, 2009).



5.2.5. Algas Chlorophyta o algas verdes

Contienen alrededor de 500 géneros y 15.000 especies de algas entre las cuales existen
diferentes grados de complejidad desde pequefios organismos unicelulares eucariotas hasta
algas complejas y gigantes. Morfologicamente se incluyen organismos moviles flagelados
unicelulares, organismos no flagelados, colonias moviles y no mdviles, organismos con talos
o sin talos, ramificados entre otros, existen tanto organismos de agua dulce como organismos
de agua saladay se encuentran distribuidos en todo el planeta desde las zonas tropicales hasta

la regidn artica (Leliaert, 2019).

5.2.6. Algas Heterokontophyta o algas pardas

Dentro de estas se encuentran las algas pardas multicelulares entre las cuales existen una
gran diversidad de tamafios y morfologias, dentro de esta clase de algas se encuentran bien
definidas 14 ordenes, 265 géneros y entre 1500 a 2.000 especies, exceptuando a las algas de
agua dulce, el mayor porcentaje de algas pardas son marinas y habitan zonas rocosas. El
principal compuesto polisacarido de almacenamiento que se encuentran en estas algas es la
laminarina, su pared celular se encuentra formada por celulosa en forma de fibrillas reforzada
por alginato que es el acido heteroglucano que méas abunda en las algas pardas (Myklestad &

Granum, 2009).

Tabla 1. Clasificacion de las algas por el tipo de pigmentacion

Nombre Pigmento Color
Rodoficeas Ficoeritrina Rojas
Diatomeas Silice Pardas o doradas

Cianoficeas Ficocianina Azules




Feoticias Ficofeina Amarillo-Verdoso

Cloroficeas Clorofila Verde

Fuente: (Vergara, 2009)

5.3. Algas pardas del género Sargassum

Las especies pertenecientes al género Sargassum son consideradas de las mas importantes
dentro de la flora acuatica en las zonas tropicales y subtropicales debido a que en
comparacion con otras algas predominan en nimero y biomasa, este género adquirio su
nombre debido al Mar de los Sargazos ubicado en el Océano Atlantico Norte, dentro de este
género sobresalen dos especies S.Natans y S. Fluitans (Hernandez Carmona, Casas Valdéz,
Ledn Fajardo, Sanchez Rodriguez, & Rodriguez Montesinos, 1990; Huffard, von Thun,

Sherman, Sealey, & Smith, 2014).

El género Sargassum crecen y se desarrollan en el fondo marino de playas, piedras y
sustratos rocosos, luego forma grandes mantos que se logran mantener a flote mediante
vejigas que poseen y se encuentran llenas con dioxido de carbono, el propagulo del género
Sargassum se desarrolla en un cigoto, estas algas expulsan sus huevos en unos pocos dias,
estos huevos se mantienen unidos a los receptaculos y los cigotos se desarrollan
aproximadamente de 24 horas a 48 horas antes de su lanzamiento, por ende existe una gran
dispersion de estas algas (Curtis, Barnes, Schnek, & Massarini, 2008; Kendrick & Walker,

1991).

Las camas de Sargassum son de gran importancia en la ecologia marina debido a que son
un habitad para varias especies e impulsan las relaciones entre las mismas, ademas son

importantes sitios que sirven para el desove y zonas de alimentacidn para todos los tipos de



organismos, peces y mariscos que alli habitan. Estas algas también tienen una gran
importancia econémica por su amplia gama de aplicaciones como en la industria textil,
farmacéutica, alimentaria, también se lo utiliza como estimulante horticola, en la biosorcion
de metales pesados y ultimamente se lo ha estudiado como generador de biocombustible
(Carvalho Ferreira, Grande, Filho, & Buzéa Jacobucci, 2018; Fajardo Ledn, 1994; Thompson,

Young, & Baroutian, 2020; Tsukidate, 1984).

5.4. Alga parda Sargassum Ecuadoreanum

Esta especie es macroalga parda pluricelular bentdnica pertenecientes al orden Fucales,
es un alga marina de coloracion café que posee caracteristicas morfoldgicas definidas como
una altura que varia entre 23 cma 27 cm de altura con una base poco alargada, presenta un
talo principal del cual se desprenden algunas ramas lisas con hojas de una longitud
aproximada de 4,5 cmy 3,5 mm de ancho, las hojas de esta alga se observan con bordes
aserrados con aproximadamente 1 mm de largo, presentan vesiculas de 4 mm de diametro en

formas esferoidales lisas (Delgado & Narvaez, 2019; Vaca, 2018).

llustracion 1. Alga parda Sargassum Ecuadoreanum

Fuente: Autor



5.4.1. Composicion quimica de las algas pardas del género Sargassum

Las algas en general son organismos que poseen Yy generan varios compuestos Yy
sustancias, dependiendo de cada especie su composicion quimica, nutricional y estructural
varia una de otras, los compuestos producidos por algas incluyen compuestos fendlicos,
carbohidratos, acidos grasos, péptidos, glicolipidos y otros compuestos como el &cido acrilico

y dicetonas (Anaya Lang, 2003).

Uno de los compuestos principales en las algas son los polisacaridos, en las algas pardas
se encuentran como componentes principales y de mayor concentracion los fucoidanos y
alginatos, en las algas verdes los componentes principales son ulvanos mientras que en las

algas rojas predominan agares y carrageninas (Industria Avicola, 2019).

Sin embargo, las algas poseen un contenido bajo de celulosa que en la mayoria de las
algas se encuentran en la membrana de la pared celular, las algas rojas contienen en su pared
celular celulosa, carbonatos de calcio y sustancias pépticas, las algas verdes por su parte
contienen polisacaridos que en su mayoria es celulosa como componente principal de su
pared celular, mientras que las algas pardas contienen acidos alginicos con una matriz de

celulosa (Castells, 2012; Reaven, Evert, & Eichhorn, 2015; Seoanez Clavo, 2013).

5.4.1.1. Carbohidratos

En su mayor porcentaje las algas contienen hidratos de carbono o carbohidratos que
constituyen aproximadamente el 20% al 80% de su peso seco, esto varia dependiendo de
cada tipo, género y especie de alga, dentro de estos se pueden encontrar azlcares simples
como glucosa, galactosa, manosa, ramnosa, etc. Hasta polisacaridos estructurales como agar,

celulosa, alginatos, carrogenatos, entre otros, que son componentes que en su mayoria se



encuentran en la pared celular (Pérez Lloréns & Hernandez Carrero, 2016).
5.4.1.2. Glucosa

La glucosa es un monosacarido considerado importante y el mas abundante en la
naturaleza, que se encuentra desde estructuras muy simples como levaduras hasta estructuras
extremadamente complejas, este monosacarido esta encargado de proporcionar energia a las

células de varios organismos (Castrejon, Carbo, & Martinez, 2007).
5.4.1.3. Celulosa

La celulosa es el componente principal y de mayor abundancia de la biomasa, un
importante polimero natural que se encuentra dentro de las paredes de las células vegetales,
la celulosa es podria definir como glucosa polimerizada, pero al ser un polisacérido es de
dificil degradacion, aunque es de gran interés en diferentes tipos de industrias debido a sus
usos y aplicaciones (Avenas, 2012; Guarnizo Franco, Martinez Yépes, & Valencia Sanchéz,

2009).

5.4.1.4. Proteinas

Son macromoléculas largas que se forman por la unidn de varios elementos propios
aminoacidos, que estan formados por un grupo carboxilo y un grupo amino, enlazados al
mismo carbono que conforma la molécula, las proteinas que pertenecen a las algas son ricas
en compuestos como la analina, glicina, arginina y acido glutamico; las algas dependiendo
de cada género y especie poseen un contenido de proteinas de alrededor del 40% al 70%
(Gonzalez-Torres, Téllez-Valencia, Sampedro, & Najera, 2007; Quitral R., Morales G.,

Sepulveda L., & Schwartz M., 2012; Sim & Goh, 1988).



5.4.1.5. Compuestos fendlicos

Las algas marinas al estar expuestas a la iluminacion se ven afectadas directamente por la
luz ultravioleta y esto les genera estrés, por lo que sintetizan compuestos fendlicos que
forman parte del complejo mecanismo protector de las algas, como un mecanismo de defensa
estas enzimas actlan como antioxidantes (Abdala-Diaz, Cabello-Pasini, Marquez-Garrido,

& Figueroa, 2014; Gomez et al., 2016).
5.4.1.6. Acidos grasos

Dependiendo de cada especie de alga puede a llegar a tener hasta un 70% de acidos grasos
en su estructura, las algas marinas sintetizan estos compuestos que dependiendo su finalidad
varian su contenido de carbonos en su estructura, estos acidos grasos son empleados y se
encuentran en las membranas celulares y con la muerte de las células se degradan con

facilidad (Castillo et al., 2017; Green & Scow, 2000).
5.4.1.7. Acido alginico

También conocido como algina se trata de un polisacarido estable al proceso de la
hidrolisis que cuenta con un alto peso molecular que se basa en las diferentes proporciones
de acido L-guloronico y acido D-manurdnico, la proporcion de estos acidos depende
basicamente de cada especie de alga de la cual se extrae el acido alginico, que es la base para
la formaciénde los diferentes tipos de alginatos, especificamente se extrae de las algas pardas
ya que es el constituyente principal de las paredes celulares (D. L. Arvizu, Herndndez, &

Rodriguez, 2002; Caja et al., 2004a).



5.4.1.8. Alginatos

Estos compuestos denominados alginatos estan clasificados como carbohidratos, son
uniones de multiples unidades de acido alginico que se obtienen a partir de las algas marrones
0 pardas, estan asociados con la presencia y cantidad de acidos L-guloronico y D-
manuronico, los alginatos intervienen en la formacion de geles y espesantes que son Utiles en
la industria alimenticia, cosmética, farmacéutica, quimica, entre otras, se los comercializa

como como sales solubles en agua (Reforma, 2008; Tharp & Yound, 2009).

Existen multiples tipos de alginatos que son usados principalmente como aditivos
alimentarios como alginato de propilenglicol, alginato de amonio, alginato de potasio,

alginato de sodio, alginato de calcio y el mismo &cido alginico (Ibafiez & Herrero, 2017).
5.4.1.8.1. Alginato de sodio

Es un compuesto organico derivado del acido alginico obtenido de las algas pardas, una
de sus principales caracteristicas es la de conformar estructuras, formar geles y posee también
la capacidad de retener agua en diferentes productos alimenticios, al poseer un grupo
carboxilo permite que reaccione con diferentes cationes y mas especifico con iones de calcio
(Flores-Garay, Martinez-Luévanos, Cruz-Ortiz, Garcia-Cerda, & Lopez-Badillo, 2016;

Montoya Pérez, Restrepo Molina, & Mahecha, 2010).
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llustracion 2. Estructura quimica del alginato de sodio

Fuente: (Ayarza, 2014)



5.4.1.8.2. Alginato de calcio

Este compuesto se utiliza principalmente para la formacion de peliculas y geles, el gel de
alginato de calcio es estudiado en varias campos de aplicaciones biotecnologicas como en
procesos de biorremediacion, biosorcion de metales pesados, biocombustibles, entre otros

(Coimbra, Nascimento, & Giese, 2017).
5.5. Acido Lactico

Es un acido hidroxicarboxilico de estructura muy simple que contiene un atomo de
carbono quiral y posee dos formas enantioméricas, las propiedades y comportamiento del
acido lactico depende de su naturaleza fisicoquimica, es un acido organico de formula H3C-
CH(OH)-COOH que se encuentra ampliamente extendido en la naturaleza; fue aislado por
primera vez en 1780 a partir de leche agria y pasé a ser producido y comercializado en 1881

(Castillo Martinez et al., 2013; John, Nampoothiri, & Pandey, 2007).

Es un &cido versatil que ha sido empleado en varias industrias y con diversos propositos,
se utiliza en alimentos, farmacéutica, cosmetologia, produccion de quimicos oxigenados,
productos de higiene intima, reguladores de crecimiento vegetal, etc. En la actualidad la
demanda de este acido ha ido en aumento debido a su reciente descubrimiento como materia
prima para la produccion de acido polilactico (PLA) que es un polimero biodegradable con

propiedades plésticas (Anaya & Lopez, 2018).

El proceso de produccion de acido lactico puede tomar dos rutas, ya sea por sintesis
quimica o por fermentacion, aproximadamente el 90% del &cido lactico en la actualidad se
obtiene por la ruta fermentativa debido a que representa un menor costo y se reemplaza el

uso de catalizadores (Gonzéles, Bustos, Rodriguez, Rodriguez, & Del Angel, 2020).
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llustracion 3. Estructura quimica del &cido lactico

Fuente: (Gémez et al., 2007)

5.5.1. Sintesis quimica del &cido lactico

Existen varias alternativas quimicas para la sintesis quimica del &cido lactico, una de ellas
se basa en la hidrdlisis de lactonitrilo mediante el uso de acidos fuertes que da como resultado
una mezcla en proporciones variadas de acido L y D-lactico, otras alternativas quimicas
usadas son la hidrolisis de acido cloropropionico y oxidacién con acido nitrico del propileno,
oxidacion de propilenglicol, degradacion de azlcares, uso de agua a temperaturas y presiones
elevadas con monoxido de carbono pero todas ellas utilizan catalizadores por lo que no son

alternativas viables (Datta, Tsai, Bonsignore, Moon, & Frank, 1995).

5.5.2. Sintesis fermentativa del 4cido lactico

La produccion de acido lactico por fermentacion de carbohidratos presenta varias ventajas
sobre las alternativas de sintesis quimicas como el uso de temperaturas y presiones bajas,
bajo consumo de energia, bajo costos de los sustratos fermentativos y como ventaja principal
es la produccion de un estereoisomero de acido L o D-lactico Opticamente puro, para la
fermentacion se utiliza diversos organismos que generan las enzimas necesarias para la

descomposicion de los sustratos organicos (Abdel-Rahman, Tashiro, & Sonomoto, 2013).

Las vias metabdlicas para la sintesis del acido lactico dependen del tipo de

microorganismos que se utilicen en el proceso de fermentacion (bacterias, hongos, mohos,



algas, etc.) y del tipo de sustrato que se utiliza. Generalmente se utilizan bacterias
homofermentativas debido a su mayor rendimiento en produccion de &cido lactico, por otro
lado, el uso de bacterias heterofermentativas adicionan un proceso de recuperacién de acido
lactico debido a que producen compuestos secundarios en el proceso de fermentacion como
etanol, &cido acético, etc. Entre los procesos de recuperacion méas utilizados se encuentra la
destilacion, precipitacion quimica, extraccién por precipitacion, electrodiélisis y retencion

por membranas (Murillo, 2013).
5.5.3. Organismos productores de 4cido lactico

El 4cido lactico en la naturaleza puede ser sintetizado o producido por un diverso tipo de
microorganismos entre los cuales se pueden encontrar microalgas, hongos, levaduras y
bacterias, cada especie presenta una mayor o menor produccion de acido lactico por lo que
se han realizado experimentos con cepas mixtas de bacterias y hongos para optimizar y
aumentar esta produccion. Para la produccién de acido lactico por organismos fermentativos
se usan diferentes tipos de sustratos como residuos forestales, residuos de cultivo, almidén,

sacarosa, glucosa, suero de queso entro otros (Cui, Li, & Wan, 2011).

5.5.3.1. Microalgas

Existen diferentes especies de microalgas que en su estructura contienen almidon, estas
especies poseen la capacidad de transformar el almidon en diferentes compuestos organicos
entre los cuales se encuentra el acido lactico, cido férmico, acido acético, entre otros. Estos
compuestos son transformados por las microalgas bajo ciertas condiciones de presencia o

ausencia de aire o luz (Hirayama & Ueda, 2004).



5.5.3.2. Hongos

En su mayoria el &cido lactico es producido por bacterias y hongos en cultivos
sumergidos, sin embargo, existen ciertas especies de hongos que tienen un mayor
rendimiento en la produccion de acido lactico como es el caso de Rhizopus que presenta
diferentes beneficios ante las bacterias como un menor costo de producciony que el sustrato
usado como el almidon no necesita un proceso de sacarificacion previa para la produccion

de acido lactico (Jin, Huang, & Lant, 2003).

5.5.3.3. Levaduras

Las levaduras también son organismos que se pueden utilizar en la produccion de acido
lactico debido a que pueden crecer en medios minerales y soportar un nivel de pH bajo lo
que facilita la recuperacién del acido lactico, el principal sustrato utilizado para las levaduras
es la glucosa (lactato deshidrogenasa heterdloga) que mediante una conversion bioguimica

transforma el piruvato en &cido lactico (Bianchi et al., 2001).

5.5.3.4. Bacterias

Las bacterias del acido lactico (LAB) son los principales microrganismos utilizados para
la produccidn de este acido, sin embargo, la mayor parte de estos microorganismos no poseen
la capacidad de fermentar xilosa; existen algunas especies especializadas como Lactobacillus
y Lactococcus que si poseen la capacidad de fermentar xilosa. Las bacterias del acido lactico
(LAB) se pueden clasificar segin su base de fermentacion en homofermentativas y
heterofermentativas, las LAB homofermentativas producen unicamente acido lactico como
producto final, mientras que las LAB heterofermentativas producen subproductos como

acido acético, dioxido de carbono, etanol, etc. (Budhavaram & Fan, 2009).



5.5.4. Bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus

Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus son bacterias pertenecientes al grupo de bacterias
del &cido lactico (LAB) han sido estudiadas y clasificadas como bacterias anaerobias
facultativas de tipo gran positivo con capacidad heterofermentativa, se consideran bacterias
auxotréficas que se encuentran en la leche, requieren ciertas condiciones de crecimiento
como abundancia de aminoacidos y un sistema de proteinasas y peptidasas, se han estudiado
y establecido rangos de pH inferiores a 4,5 para su 0ptimo crecimiento (Laloi, Atlan, Blanc,

Gilbert, & Portalier, 1991; Renschler et al., 2019).

Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus son bacterias industrialmente importantes para la
produccion de yogurt, queso y acido lactico para uso alimentario, farmacéutico, agricola,
entre otros, estos microorganismos en su mayoria son utilizados en simbiosis con especies
de propionibacterias, estreptococos, lactococos, y otros. Esta relacion aporta un beneficio
mutuo entre especies para su crecimiento y produccion de enzimas, acido lactico, acido
acético, entre otros compuestos organicos, Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus por su parte
produce aminoacidos y péptidos para estimular el crecimiento de otras bacterias (Courtin,

Monnet, & Raul, 2002; Delley & Hottinger, 1990).

Presentan un metabolismo peculiar por lo que en un habitat de leche utilizan la lactosa
como su fuente energética principal, por su metabolismo deben encontrarse en sustratos ricos
en carbohidratos para realizar el proceso de fermentacion, sus paredes celulares se encuentran
envueltas por proteinasas que catalizan el inicio del proceso de la hidrolisis lo que da a estas
bacterias péptidos y aminoacidos para su crecimiento y produccion de acido lactico, ademas
al ser una bacteria no patogena las proteinas presentes en la pared celular presentan efectos

inmunoldgicos (Bernardeau, Vernoux, Henridubernet, & Gueguen, 2008; Kitazawa et al.,



1998; Stefanitsi, Sakellaris, & Garel, 1995).
5.6. Acido Polilactico (PLA)

El &cido polilactico (PLA) pertenece al grupo de los poliésteres alifaticos cuyo precursor
es el acido lactico, el PLA es un polimero termoplastico biodegradable que puede ser
obtenido a partir de la condensacion del acido lactico que se lo puede sintetizar mediante la
fermentacion de sustratos ricos en almiddn de residuos agricolas, el PLA posee propiedades
mecénicas y una estabilidad térmica que lo hacen un posible sustituto de los plasticos
convencionales, las propiedades del PLA pueden mejorarse al ser combinado con polimeros

compatibles (Estupifian, Vasquez, Pefia, & Ardila, 2011).

El PLA como polimero posee propiedades como termoplasticidad, alta resistencia
mecéanica, biocompatibilidad, biodegradabilidad, cristalinidad y transparencia que lo hacen
un posible sustituto de los polimeros obtenidos del petroleo, sin embargo, estas propiedades
del PLA pueden ser modificadas y mejoradas para usos industriales como crear peliculas
flexibles, envases, envolturas, embalajes, textiles, etc. (Jun, 2000; Ke & Sun, 2003; Shirai et

al., 2013; Zhang & Sun, 2004).
5.6.1. Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas del PLA se encuentran en funcion de su estructura y
cristalinidad, al ser un polimero termoestable posee capacidad de ser utilizado a nivel
industrial en procesos de moldeado e inyeccion, aungue posee una resistencia térmica menor
que pléasticos industrializados como el tereftalato de polietileno (PET), estudios realizados
con PLA han establecido un rango de degradacion térmica de 230°C a 260°C y puntos de

fusién de entre 60°C a 190°C dependiendo de su estructura y grado de cristalinidad



(Jamshidian, Tehrany, Imran, Jacquot, & Desobry, 2010; Pagés, Carrasco, Pérez, Santana, &

Maspoch, 2010).
5.6.2. Propiedades oOpticas

El PLA en comparacion con plasticos convencionales que son sensibles a la luz UV como
el tereftalato de polietileno (PET) presenta una mejor resistencia ante la luz UV, también se
caracteriza por tener propiedades Opticas como transparencia, claridad, baja turbidez y alto
brillo que dependen principalmente del grado de cristalinidad que posea el polimero, es decir,
una mayor transparencia del material se obtiene con a un bajo grado de cristalinidad (Shen,

Haufe, & Patel, 2009).

5.6.3. Propiedades mecénicas

El PLA es un polimero que posee propiedades mecénicas similares a los a los polimeros
derivados del petr6leo, sus propiedades varian dependiendo de su cristalinidad, peso
molecular y estructura. Las propiedades del PLA van desde una mejor resistencia a la traccion
y flexion que plasticos convencionales como el polipropileno, poliestireno y el polietileno,
sin embargo, posee una menor resistencia al impacto y elongacion en comparacion de
plasticos como el tereftalato de polietileno (PET); se puede sintetizar un PLA con mayor
resistencia y rigidez dependiendo del contenido de D y L-lactida en el proceso de
polimerizacion (Agrawal & Bhalla, 2003; Burgos, Martino, & Jiménez, 2013; Hamad,

Kaseem, Yang, Deri, & Ko, 2015; Liu, He, Zeng, Xu, & Wang, 2014).

5.6.4. Cristalinidad

El grado de cristalizacion del PLA esta ligado al peso molecular del polimero y las

condiciones en el momento de polimerizar el acido lactico, la cinética de cristalizacion es



lenta y la presencia de compuestos como D-lacturo que se forma en la sintesis de PLA a partir
de &cido lactico disminuye la tasa de cristalizacion, el punto de fusién del PLAy la velocidad

de enfriamiento mantiene o disminuye el grado de cristalizacion (Castro & Vera, 2012).
5.6.5. Sintesis de &cido polilactico (PLA)

El PLA es un biopolimero obtenido a partir de la polimerizacion de miles de monémero
de acido lactico, para la obtencion de este polimero existen varios métodos que se pueden
emplear, sin embargo, siempre se debe considerar y controlar las condiciones necesarias de
presion, temperatura, tiempo de polimerizacion y uso de catalizadores en cada procedimiento
ya que de ello depende la estructura y peso molecular final del polimero (Auras, Harte, &

Selke, 2004).

Existen dos métodos convencionales para la sintesis de PLA los cuales son:
polimerizacion por condensacion directa de 4&cido lactico (policondensacién) vy
polimerizacion por apertura de anillo (ROP), el primer método se basa en la evaporacion de
agua por condensacion y del cual se puede obtener un polimero de bajo o mediano peso
molecular; el segundo método se basa en la eliminacion de agua sin el uso de solventes
organicos para obtener un pre polimero de bajo peso molecular, posterior a ello se
despolimeriza de forma catalitica bajo pardmetros de presion y temperatura para obtener un
dimero ciclico intermedio llamado lactida el cual se polimeriza por apertura de anillo
mediante el uso de un catalizador como el octanoato de estafio (Mehta, Kumar, Bhunia, &

Upadhyay, 2005).
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llustracion 4. Métodos de polimerizacidn a partir de &cido lactico para obtener PLA

Fuente: (Serna C., Rodriguez de S., & Alban A., 2011)

5.6.5.1. Polimerizacion por condensacion directa de &cido lactico
El proceso de policondensacion sucede en una serie de tres reacciones equilibradas:

1. Oligomerizacién o deshidratacion

2. Hidrdlisis

3. Despolimerizacion.

La reaccion de deshidratacion es el inicio del proceso conel cual se llega a la esterificacion
del &cido lactico por medio de una destilacion, la hidrolisis se genera por la presencia de agua
y la despolimerizacion del isomero del PLA, el tiempo de reaccion determina el peso
molecular del polimero obtenido, para un polimero de alto peso molecular se requiere de un
tiempo de reaccion de 24 horas, y las reacciones a tiempos inferiores y temperaturas que no

superen los 150°C producen polimeros de bajo peso molecular (Vargas, 2002; Zuluaga,

2013).



5.6.5.2. Polimerizacion por apertura de anillo (ROP)

Es el proceso para produccién de PLA que produce polimeros con mayor peso molecular,

y se realiza en tres reacciones:

1. Policondensacion
2. Despolimerizacién

3. Polimerizacion por apertura de anillo

A demas, se debe afiadir una etapa de purificacion del polimero, en el método ROP se
recomiendan temperaturas superiores a 150°C para reducir el tiempo de reaccion y
posteriormente lograr la transesterificacion el dimero conocido como lactida a PLA de alto
peso molecular mediante el uso de un catalizador; entre los catalizadores mas eficientes se
encuentran los cloruros de estafio (1) y el 2-etilhexanoato de estafio, asi como son sales de

metales de aluminio, zinc y titanio (Cuervo & Echeverry, 2016; Tejada, 2015).
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llustracion 5. Polimerizacion del acido lactico por el método de apertura de anillo (ROP)

Fuente: (Tejada, 2015)



5.7.Analisis Termogravimétricos (TGA)

Se utilizan para el estudio de los procesos de descomposicion o disociacion térmica de
masas poliméricas, es una técnica que se basa en la medicion del cambio de masa de una
sustancia en funcion del tiempo de exposicion a una determinada temperatura, en este tipo
de ensayo se definen ciertos parametros como temperatura, tiempo, velocidad de
calentamiento, tipo de crisol, atmosfera, entre otros, dependiendo del equipo y la muestra;
los anélisis termogravimétricos TGA miden la variacion de masa en funcion a la temperatura,
y de estas se derivan pruebas que miden la variacion de masa en funcion de dos puntos

diferentes de temperatura (Coronado, 2016).

5.8. Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR)

Es una técnica que se utiliza para medir la emision o absorbancia de energia radiante que
es originada por el proceso de interaccidn entre el material y la radiacion electromagnética
generada por el equipo, se basa en que la radiacion infrarroja (IR) tiene la capacidad de
generar vibraciones en los enlaces moleculares de un material; y dependiendo del tipo de
enlaces y numero de atomos implicados la radiacién se produce a un determinado nimero de
onda o valor de frecuencia, por lo que las bandas de absorcion de un espectro FTIR son
caracteristicos de ciertos quimicos o grupos funcionales (San Andrés, Chércoles, Gomez, &

De la Roja, 2008).



CAPITULO I

6. METODOLOGIA

Para la elaboracion del presente proyecto de investigacion se establecié cuatro fases: la
primera fase fue la obtencion del alginato de sodio liquido del alga parda Sargassum
Ecuadoreanum para luego precipitarlo como alginato de calcio sélido, en la segunda fase se
realizd la sintesis del acido lactico por fermentacion mediante el uso de la bacteria
Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y almidon como sustrato, la tercera parte fue la
polimerizacion del &cido lactico en acido polilactico (PLA) mediante el método de apertura
de anillo (ROP), todos estas fases fueron realizadas en los laboratorios de ciencias de la vida
de la Universidad Politécnica Salesiana y en la cuarta fase se dosificé el alginato de calcio
s6lido conel cido polilactico (PLA) mediante el uso una prensa mecénica de los laboratorios
de transformacidn de polimeros de la carrera de Ingenieria Mecénica para obtener el polimero
biodegradable y realizar los analisis termogravimétrico (TGA) en los laboratorios de Ensayos

Metrolégicos y de Materiales LEMAT-ESPOL.

6.1. Primera Fase

En la primera fase del proyecto de investigacion se obtuvo el alginato de calcio solido a

partir del alginato de sodio liquido obtenido del alga parda Sargassum Ecuadoreanum.

6.1.1. Recoleccion de muestras

El alga parda Sargassum Ecuadoreanum es un alga que crece en las costas de las playas
ecuatorianas, segun (Rubira, 2012) estas algas pardas se encuentran en abundancia en la
provincia de Santa Elena en las costas de Ballenita, Salinas y La Libertad, por lo que la

recoleccion de las algas se realizo en la comunidad de San Pablo ubicado a 15 minutos de la



zona de Ballenita.
Materiales y métodos

- Guantes de latex

- Bolsas pléasticas herméticas
Procedimiento

Se procedié a identificar y recolectar las algas pardas del género Sargassum
Ecuadoreanum mediante el uso de guantes de latex, en el momento de recolectar las muestras
de algas se eliminaron contaminantes como plasticos, redes de pesca y otros objetos, posterior
a eso sen procedio a guardar las muestras en bolsas plésticas con cierre hermético para ser

transportadas.

llustracidn 6. Muestras de algas pardas Sargassum Ecuadoreanum con contaminantes plasticos

Fuente: Autor

6.1.2. Pretratamiento de las muestras

Para el pretratamiento de las muestras se realizaron los procesos de: eliminacién de arena

de las muestras, secado y triturado de las muestras.



6.1.2.1. Eliminacién de arena de las muestras

Este procedimiento se realizd para la eliminacién de arena de las muestras de algas

recolectadas en las playas del sector San Pablo.
Materiales y métodos

- Contenedor plastico
Procedimiento

Las muestras de algas fueron colocadas en un contenedor con agua por 12 horas para
sedimentar las particulas de arena que se encontraban mezcladas con las algas, las muestras
de algas libres de arena permanecieron flotando en la superficie y fueron recolectadas para

su posterior secado.
6.1.2.2. Secado y triturado de las algas

Con la finalidad de eliminar la humedad de las algas se realiz6 un proceso de secado en
condiciones ambientales o secado al ambiente y una reduccion del tamafio de las muestras

de algas mediante un proceso de triturado.
Materiales y métodos

- Fundas pléasticas

- Licuadora
Procedimiento

Se pesaron las muestras de algas dando como resultado 84 gr, las muestras libres de arena

fueron colocadas sobre una superficie plastica y secadas por un periodo de 24 horas en



condiciones ambientales con el fin de eliminar el mayor contenido de humedad posible para

poder ser trituradas.

Las muestras de algas secas fueron trituradas mediante el uso de una licuadora
convencional hasta alcanzar un diametro menor de las hojas de las algas, también se

eliminaron los tallos de las algas que no pudieron ser triturados.

6.1.3. Obtencién del alginato de sodio liquido

Para la extraccion del alginato del alga parda Sargassum Ecuadoreanum se sigui6 los
procedimientos y parametros establecidos por (D. Arvizu, 1993) en los que detalla los
procesos de extraccion de alginato de sodio a partir de algas pardas, en la llustracion 6 se

muestra los procedimientos que se siguieron hasta la obtencion de alginato de sodio.

HIDRATACION

PRE-EXTRACCION

EXTRACCION

FILTRACION

PRECIPITACION

llustracion 7. Procedimientos para le extraccion de alginato de sodio

Fuente: Autor



6.1.3.1. Hidratacion

Este procedimiento de hidratacion es realizado con formaldehido para la eliminacion de
compuestos fenolicos que se encuentran en la estructura de las algas y causan el efecto de
degradacion, ademas el formaldehido ayuda a suavizar el tejido vegetal para que sea mas

facil y répido la extraccion del acido alginico (Buenfil & Ramos, 2014).

Materiales y métodos

Recipiente pléstico
- Barilla de agitacion
- Agua destilada

- Formaldehido

- Muestras de algas secas y trituradas
Procedimiento

e Para la hidratacion se utilizaron 9 partes de solucién de formaldehido al 0,1% por

cada gramo de alga, se pesé 30 gr de algas secas y se preparé 180 ml de la solucién.
e Se diluydé formaldehido comercial al 37% en agua destilada para alcanzar la

concentracién requerida, utilizando la siguiente ecuacion:
Vl * Cl = VZ * CZ
180ml+«37% = V,*0,1%

(180 ml * 37%)
=V,
0,1%

V, = 66,600ml



e Se colocaron los 30 gr de algas secas y trituradas en 180 ml de solucion de
formaldehido al 0,1% y se dejaron reposar por un tiempo de 12 horas.

6.1.3.2. Pre-extraccion con tratamiento acido

En esta parte del proceso se realizd un intercambio ionico con &cido clorhidrico para
transformar en &cido alginico todas las sales de alginato que se encuentran en las paredes

celulares de las algas (Vinueza & Leodn, 2017).

Materiales y métodos

- Agitador magnético

- Vaso de precipitacion de 250 ml
- Pipeta de 10 ml

- Guantes de latex

- Acido clorhidrico 1N

- Muestras de algas hidratadas

- pH-metro

Agua destilada

Procedimiento

Se coloco las algas hidratadas en un vaso de precipitacion de 500 ml y se agrega agua
destilada en exceso, se aplica agitacion constante y se afiade acido clorhidrico 1N con una
pipeta hasta ajustar el pH a 3 por 15 minutos, se elimina el excedente de agua y se repite el

mismo procedimiento por 2 veces.



llustracion 8. Tratamiento con &cido clorhidrico de las algas

Fuente: Autor

6.1.3.3. Extraccion

El &cido alginico formado en la etapa de pre-extraccion se convierte en alginato de sodio

con un ajuste de pH y temperatura (Caja et al., 2004b).

Materiales y métodos

- Agitador magnético

- Vaso de precipitacion de 500 ml

- Pipeta de 10 ml

- Bicarbonato de sodio

- Muestras de algas con tratamiento acido
- pH-metro

- Agua destilada



Procedimiento

e Se afadio las algas en un vaso de precipitacion y por cada gramo de alga se agrega
25 partes de agua destilada y con el uso de una pipeta se procede a ajustar el pH a 10
mediante el uso de una solucion de bicarbonato de sodio al 10% y se deja reposar por
un periodo de 5 minutos.

e Se aplicaagitacion constante y se lleva la solucion a punto de ebullicion por un tiempo
de 3 horas.

6.1.3.4. Filtracién

Se eliminaron los residuos de algas mediante un proceso de filtracion al vacio para dejar

el alginato de sodio liquido libre de impurezas.

Materiales y métodos

- Bomba de vacio

- Embudo de filtracion

- Matraz Kitasato de 500 ml
- Papel filtro

- Barilla de agitacion

- Espétula

- Guantes de latex

Procedimiento

Se armo el equipo de filtracion con una bomba de vacio, matraz Kitasato, embudo de
filtracion y papel filtro; se filtra el alginato de sodio resultante del proceso de extraccion para

eliminar los residuos de algas.



llustracion 9. Filtracion del alginato de sodio

Fuente: Autor

6.1.4. Analisis del alginato de sodio

Concel fin de identificar los compuestos y grupos quimicos caracteristicos del alginato de

sodio se utilizo la técnica de espectroscopia infrarroja.

Materiales y métodos

- Equipo de espectrofotometria NICOLET iS10
- Cuentagotas

- Muestra de alginato de sodio liquido obtenido

Procedimiento

Se colocd una muestra de alginato de sodio liquido en el equipo de espectrofotometria
NICOLET iS10 y se hace el analisis de la muestra con los siguientes parametros establecidos

en el equipo (ANEXO 2):

- N° of scans: 32

- Final format; Absorbance



- Source: IR

- Max range limit: 4000

- Min range limit: 400

- Optical velocity: 0,4747

6.1.5. Precipitacion del alginato de sodio liquido enalginato de calcio

Para la obtencion de la sal de calcio (alginato de calcio) a partir del alginato de sodio
liquido es necesario la adicion de cloruro de calcio como catalizador de la reaccion (McHugh,

1987).

Materiales y métodos

Agitador magnético

- Estufa

- Cloruro de calcio

- Bomba de vacio

- Embudo de filtracién

- Matraz Kitasato de 500 ml
- Crisol

- Papel filtro

Guantes de latex

Procedimiento

e Se calent6 50 ml de alginato de sodio hasta alcanzar una temperatura de 80°C y se
aplica agitacion constante, se afiade 2 gr de cloruro de calcio y luego de 7 minutos se

deja de aplicar calor y agitacion constante.



e Serealizd unproceso de filtracion al vacio con el fin de recuperar el alginato de calcio
precipitado.

e Se coloco el alginato de calcio en un crisol y se elimina la humedad llevando la
muestra a una estufa por 2 horas con una temperatura de 80°C.

6.2. Segunda Fase

En la segunda fase se realizo el proceso para la sintesis de &cido lactico por fermentacién
mediante el uso de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y el uso de almidon
como sustrato, se recuperd y analizd el acido lactico obtenido de este proceso con un equipo
de espectrofotometria FTIR de los laboratorios de ciencias de la vida de la Universidad

Politécnica Salesiana.

6.2.1. Sintesis de acido lactico

La produccion de &cido lactico se puede realizar por sintesis quimica o bioquimica, la
sintesis bioquimica se basa en la fermentacion de sustratos con alto contenido de
carbohidratos, las caracteristicas quimicas del acido lactico dependen del tipo de
microorganismos utilizados, el sustrato utilizado, tiempo de fermentacidn, temperatura, etc.
Existen diferentes géneros de bacterias que pueden ser utilizadas en la sintesis bioguimica
como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus (Serna-Cock & Stouvenel,

2005).

6.2.1.1. Activacion y cultivo de las bacterias

La bacteria utilizada para la produccion de acido lactico fue Lactobacillus Delbreuckii
Bulgaricus pertenecientes a las bacterias del acido lactico (LAB) de tipo gran negativo

utilizada para la produccion de yogurt y adquirida a la empresa AGROALIMENTAR.



Materiales y métodos

Autoclave

- Estufa

- Hornilla eléctrica

- Balanza analitica Mettler Toledo ML 204
- Matraz Erlenmeyer de 250 ml

- Cajas Petri de plastico

- Asade platino

- Mechero

- Barilla de agitacion

- Espétula

- Guantes de latex, mascarilla y cofia

- Algodon

- Papel aluminio

- Cepa de bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus
- Agar nutritivo LAB008

- Alcohol

- Agua destilada

Procedimiento

e Se midi6 250 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y fueron
esterilizados en un autoclave por 15 minutos a 120°C y 1 atm de presion, una vez
esterilizados se lo deja enfriar para preparar el agar nutritivo.

e Para preparar el medio de cultivo para las bacterias se pesé 2,5 gr de agar nutritivo



LABO008 y se colocd en 250 ml de agua destilada esterilizada con agitacidn constante
por 2 minutos para homogenizar.

e Una vez preparado el agar nutritivo como medio de cultivo se coloc6 2,5 gr de la sepa
de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus enlos 250 ml de agar nutritivo
preparados, se coloco un tapén de algodon y papel aluminio para cubrir el matraz,
finalmente se coloco los dos matraces en una estufa a 30°C por 24 horas.

e Para la siembra de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus se prepararon
cajas Petri conagar nutritivo, se encendio un mechero y se esterilizo la zona de trabajo
con algodén empapado de alcohol.

e Se utilizd un aza de platino para sembrar las bacterias en las cajas Petri desde la
solucion de las bacterias activadas en agar nutritivo para luego ser identificadas.

6.2.1.2.1dentificacion de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus

Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus es una bacteria de tipo gran positivo por lo que se
utilizé la técnica de tincion de Gram (Esau Lopez-Jacome et al., 2014) en el laboratorio de

microbiologia de la Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca.

Materiales y métodos

Microscopio

- Portay cubre objetos
- Mechero

- Asade platino

- Cristal violeta

- Lugol

- Alcohol Cetona



Procedimiento

Para la identificacion bajo microscopio de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii
Bulgaricus se utilizo la técnica de tincion de Gram la cual consiste en raspar con el asa de
platino una de las colonias de bacterias hasta quedar impregnado de él, se coloca la muestra
del asa en el porta objetos y se afiade una gota de agua destilada, luego se seca la muestra
con el mechero y se agrega una gota de cristal violeta, al transcurrir dos minutos se lava la
muestra con agua destilada y se agrega lugol, se deja secar por dos minutos mas y se afiade
alcohol cetona y finalmente se seca la muestra con el mechero y se coloca bajo el microscopio

para ser observada.

6.2.1.3. Preparacion del medio y sustrato de fermentacion

Para el medio de cultivo de la bacteria se utilizd agar nutritivo LAB008 y como sustrato

de fermentacion el almiddn de la papa comdn Solanum tuberosum spp.
Materiales y métodos

- Autoclave

- Balanza analitica Mettler Toledo ML 204

- Matraces Erlenmeyer de 2000 ml

- Espatula

- Solucion de Bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus activada
- Agar nutritivo

- Agua destilada
Procedimiento

e Se midi6 1000 ml de agua destilada en cada matraz Erlenmeyer y fueron esterilizados



en el autoclave por 15 minutos a 120°C y 1 atm de presion, se dejo enfriar y luego se
afiadio 13 gr de agar nutritivo para cada 1000 ml de agua destilada.

e Se pesaron 1000 gr de almidon de papa para cada 1000 ml de agar nutritivo, se afiadio
y agitd el almidon con el agar nutritivo hasta homogenizar la mezcla.

e Finalmente se afiadié 250 ml de la solucidn de la Bacteria Lactobacillus Delbreuckii
Bulgaricus activada a cada matraz.

6.2.1.4.Fermentacion del cido lactico

Para la obtencion del acido lactico se utilizo el procedimiento bioguimico de fermentacion
bacteriana mediante el uso de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y almidon de

la papa comin como sustrato.

Materiales y métodos

- Estufa

Procedimiento

Se dejo reposar la solucién de bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus por un
periodo de 15 dias a una temperatura constante de 19°C y un pH de 6 para obtener el mayor

rendimiento en la produccion de acido lactico.

6.2.2. Recuperacion de &cido lactico

Existen varios métodos de recuperacion del &cido lactico como la ultrafiltracion, osmosis
inversa, adsorcion, destilacion y extraccion reactiva; la destilacion se usé como método de
recuperacion del &cido debido a que presenta la ventaja de ser un método sencillo y de bajo

costo (Méndez, Pérez, & Morales, 2018).



Materiales y métodos

Soportes universales

Pinzas para soporte

Balon de destilacion de 500 ml
Condensador

Corchos

Malla de asbesto

Mangueras

Mechero

Termémetro

Vaso de precipitacion de 250 ml

Procedimiento

Una vez alcanzado los 15 dias de fermentacion se filtro al vacio la solucion de
bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus para eliminar el excedente de almidon
no fermentado.

Se armd un equipo con un balén de 500 ml para la recuperacion de acido lactico por
medio de destilacion como se indica en la llustracién 10, se encendié el mechero y al
alcanzar una temperatura de 91°C la solucion resultante del filtrado comenzé a ebullir
y a ser destilada, la solucion resultante del proceso de destilacion se recuperd en un

vaso de precipitacion.
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llustracion 10. Equipo de destilacion para la recuperacion de acido lactico

Fuente: Autor

6.2.3. Andlisis de acido lactico

Con el finde identificar los compuestos y grupos quimicos caracteristicos del acido lactico

se utilizo la técnica de espectroscopia infrarroja y se lo compar6 con un producto comercial

que contiene &cido lactico.

Materiales y métodos

Acido lactico recuperado de la fermentacion

Acido lactico comercial (pH-LAC)

Cuentagotas

Equipo de espectrofotometria NICOLET iS10

Procedimiento

Se coloca una muestra de acido lactico enel equipo de espectrofotometria NICOLET iS10

y se hace el anlisis de las muestras con los siguientes parametros establecidos en el equipo

(ANEXO 2):



- N° of scans: 32

- Final format: Absorbance
- Source: IR

- Max range limit: 4000

- Minrange limit: 400

- Optical velocity: 0,4747

6.3. Tercera Fase

En la tercera fase se realizo el procedimiento de polimerizacion del acido lactico obtenido

mediante el método de apertura de anillo (ROP) para la obtencion de &cido polilactico (PLA).

6.3.1. Polimerizacion del acido lactico en acido polilactico (PLA)

El &cido lactico es polimerizado por medio del método de apertura de anillo (ROP) donde
se produce lactida por medio de un proceso de esterificacion mediante el uso de acido
sulfdrico durante un tiempo aproximado de 7 horas y una temperatura de 120°(Cuervo &

Echeverry, 2016).

Inicio de la Aumento de la

esterificacion temperatura
ACIDO Adicion de Acido tempi\ll:laTlir:l ‘j;u:w Adicign de acido tempﬁ:;?fp:”ﬂﬂ;u:c
LACTICO sulflrico 80% viv agitacion constante sulfiirico 80% viv y agitacion constante
Mantener la A . Mantener la i .
. Adicion de acido . Adicion de acido
LACTIDA tempera.t_ura a120°c sulfiirico 60% wiv tem[.:-era.t_ura a 120t sulfiirico 0% wiv
v agitacion constante y agitacion constants

Obtencidn de la lactida

llustracion 11. Metodologia utilizada para la obtencidn de la lactida

Fuente: Autor



Materiales y métodos

Agitador magnético

- Estufa

- Balon de 3 bocas de 500 ml
- Condensadores tipo bola
- Termometro

- Mangueras

- Corchos

- Pipeta de 10 ml

- Acido lactico

- Acido sulfurico 60% v/v
- Cloruro de hierro Il

- Etanol

Procedimiento

Se midid con una probeta 100 ml del &cido l&ctico obtenido y se lo coloco en un bal6n de
3 bocas de 500 ml, se adiciona 5 ml de acido sulfurico al 60% v/v y se eleva la temperatura

a 80°C por un periodo de tiempo de 30 minutos Yy se aplica agitacion constante.
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llustracion 12. Equipo utilizado para la obtencidn de la lactida

Fuente: Autor

Se afiadio 5 ml de acido sulfarico al 60% v/v y se aument6 la temperatura a 120°C
manteniendo agitacion constante por un periodo de tiempo de 2 horas, luego se afiadio
5 ml mas de &cido sulfarico manteniendo la temperatura y agitacion constante por un
periodo de tiempo de 7 horas mas, finalmente se afiadio 5 ml de acido sulfurico
manteniendo la temperatura y agitacion constante por un periodo de tiempo de 9 horas
hasta que la muestra se torné de color café lo que significa la transformacion en el
dimero lactica.

La lactida obtenida se polimerizé por el método de apertura de anillo (ROP) la cual
se realizd mediante la adicion de 3 gr de cloruro de hierro I1'y 50 ml de etanol al 95%
v/v, se llevo a una temperatura de 60°C mediante el uso de una estufa por un periodo
de 24 horas sin el uso de agitacion.

Se elimind el exceso de etanol por medio de evaporacién a 80°C por un periodo de

tiempo de 45minutos y se filtr6 el polimero precipitado obtenido.



e El polimero solido filtrado se llevé a una estufa a 70°C por un periodo de 48 horas
para eliminar el exceso de humedad.

6.3.2. Analisis del acido polilactico obtenido

Con el fin de identificar los compuestos y grupos quimicos caracteristicos del acido

polilactico (PLA) se utilizo la técnica de espectroscopia infrarroja.
Materiales y métodos

- Acido poliléctico obtenido por el método ROP
- Equipo de espectrofotometria NICOLET iS10

- Espatula
Procedimiento

Se coloca una muestra de acido polilactico en el equipo de espectrofotometria NICOLET
iS10 y se hace el analisis de la muestra con los siguientes parametros establecidos en el

equipo (ANEXO 2):

N° of scans: 32

- Final format: Absorbance
- Source: IR

- Max range limit: 4000

- Min range limit: 400

- Optical velocity: 0,4747

6.4.Cuarta Fase

En la fase final se utilizd una prensa hidraulica de los laboratorios de transformacion de

polimeros de la carrera de Ingenieria Mecénica para unir el alginato de calcio y el &cido



polilactico en un polimero para realizar los analisis termogravimétricos (T GA).

llustracion 13. Prensa hidraulica

Fuente: Autor

6.4.1. Dosificacion del &cido polilactico (PLA) y alginato de calcio

Debido a que las caracteristicas del &cido polilactico (PLA) varian dependiendo de su
produccion, pardmetros y método de polimerizacion, en los laboratorios de transformacion
de polimeros y mediante el uso de una prensa hidraulica y un horno industrial se procedio a
encontrar el punto de fusion del PLA obtenido; empezando con 60°C que es el punto de
fusién mas bajo teéricamente hasta alcanzar los 180°C que fue el punto de fusidn del PLA
obtenido. Ademéas, se variaron los parametros de presién comenzando con 50 kg/cn? hasta
100 kg/cm? y tiempo de prensado para la obtencion del polimero biodegradable como se

muestra en la Tabla 2.
Materiales y métodos

- Prensa hidraulica

- Horno industrial



- Balanza analitica Mettler Toledo ML 204
- Guantes resistentes al calor

- Pinzas industriales

- Espétula

- Luna de reloj

- Varilla de cobre
Procedimiento

e Se procedi6 a calentar la prensa y el horno a una temperatura inicial de 60°C.

e Para la primera muestra se pes6 1 gr de acido lactico (PLA) y 1 gr de alginato de
calcio en una balanza analitica.

e Se mezcld y afiadid la muestra de PLA y alginato de calcio en el molde de la prensa
por un periodo de 2 minutos y con una presion de 50 kg/cm?.

e Al retirar la muestra de la prensa se deja enfriar el polimero por un tiempo de 2
minutos.

e Se aumentd la temperatura de 60°C hasta alcanzar 180°C y se variaron los parametros
de presion y tiempo de prensado hasta encontrar el punto de fusion del PLA como se
muestra en la Tabla 2, con la temperatura de fusion el PLA y el alginato de calcio

logran fundirse en un solo polimero homogéneo y que no se desintegra.



Tabla 2. Muestras y parametros para la elaboracion del polimero biodegradable

Temperatura | Presion | Tiempo | Peso | Dosificacion %
Muestra °C Kg/cm2 | Minutos | gr PLA Alg
1 60 50 2 2 50 50
2 60 50 2,5 2 50 50
3 80 50 3 2 50 50
4 80 50 3 2 50 50
5 100 100 3 2 50 50
6 100 100 3 2 50 50
7 120 100 3 2 50 50
8 120 100 3 2 50 50
9 120 100 3 2 50 50
10 135 100 3 2 50 50
11 135 100 3 2 50 50
12 150 100 3 2 50 50
13 150 100 2 2 50 50
14 160 50 2 2 50 50
15 160 50 2 2 50 50
16 160 80 1,5 2 50 50
17 170 80 3 2 50 50
18 170 100 2 2 50 50
19 170 100 2,5 2 50 50
20 180 50 2 2 50 50




21 180 80 2,5 2 50 50
22 180 100 2 2 50 50
23 180 100 2,5 2 50 50
24 180 100 2 2 50 50
25 180 100 2 2 80 20
26 180 100 2 2 20 80

Fuente: Autor

Encontrado el punto de fusién del PLA y logrando formar un polimero con el alginato de
calcio, se variaron los porcentajes de PLA y alginato con el fin de obtener polimeros con
diferentes porcentajes de cada material en 3 muestras diferentes para realizar los analisis

termogravimetricos como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Variacion de porcentajes de PLAy alginato de calcio en el polimero

Peso Porcentaje
Muestra | Temperatura | Presion | Tiempo ar %
°C Kg/cm? | min | PLA | Alg| PLA | Alg
1 180 100 2 1 1 80 | 20
2 180 100 2 16 [ 04| 50 | 50
3 180 100 2 04 |16 20 | 80

Fuente: Autor
6.4.2. Andlisis termogravimétrico (TGA) de las muestras
Los andlisis termogravimétricos fueron realizados a las 3 muestras por los Laboratorios

de Ensayos Metrologicos y de Materiales LEMAT-ESPOL para poder caracterizar la

termorresistencia de los polimeros con diferentes dosificaciones mediante los siguientes



parametros:

Intervalos de temperatura: 35°C a 900°C

- Velocidad de calentamiento: de 1°C/min cuando la pérdida de peso es mayor que 2
mgs™ y 20°C cuando la pérdida de peso es inferior a 1 mgs™.

- Nitrégeno: 35°Cy 60°C

- Aire: 600°C y 900°C

- Flujo de aire y nitr6geno: 50 ml/mim

CAPITULO Il
7. RESULTADOS
7.1. Primera fase

7.1.1. Secado y triturado de las algas

Utilizando el secado en condiciones ambientales para las muestras se logré eliminar el
mayor contenido de humedad de las algas en un tiempo de exposicidn de 24 horas, esto para
su mejor manejo Yy triturado; con el proceso de triturado se logré reducir el tamafio de las
muestras de algas como se muestra en la Ilustracion 15 y asi se aumentd la superficie que
entraria en contacto con los quimicos y procesos posteriores para aumentar, mejorar y

optimizar la obtencion de alginato de sodio.



llustracion 14. Muestras de algas secas y trituradas

Fuente: Autor

7.1.2. Obtencion de alginato de sodio liquido

7.1.2.1. Hidratacion

Las muestras de algas trituradas fueron hidratadas con la solucion de formaldehido al
0,1% por un periodo de tiempo de 12 horas, transcurrido ese tiempo las muestras de algas

aumentaron su volumen debido al proceso de hidratacion.
7.1.2.2. Pre-extraccion con tratamiento &cido

Se aplicé &cido clorhidrico 1N en la solucion de muestras de algas hidratadas para reducir
el pH a 3, con la reduccion de pH se logré convertir en acido alginico las sales de alginato
presentes en la pared celular de las algas, se evidencio en las muestras de algas que se
tornaron de un color café oscuro y también un cambio en su consistencia formandose una

masa compacta como se muestra en la llustracion 15.



llustracion 15. Muestra de algas luego del proceso de pre-extraccion con tratamiento acido

Fuente: Autor

7.1.2.3. Extraccién

El proceso de extraccion culmind en un tiempo aproximado de 3 horas y con una
temperatura de 85°C en el cual se evidencié un cambio de color y textura del liquido en el
cual se encontraban las muestras de algas como se muestra en la llustracion 16, el liquido
tomé un color café oscuro, se elevo el pH a 10 mediante el uso de bicarbonato de sodio y
durante el proceso el liquido tomd un color café claro y una textura espesa debido a la
temperatura y extraccion del alginato de sodio de la pared celular de las algas, se logro
obtener una muestra de alginato de sodio mediante un intercambio i6nico y un aumento del

pH.

llustracion 16. Muestra de alginato de sodio obtenido

Fuente: Autor



7.1.2.4. Filtracién

Se logré eliminar todos los residuos solidos de algas mediante una filtracion al vacio, el
filtrado de alginato de sodio no presentd impurezas por sedimentacion luego de estar en
reposo por un tiempo de 12 horas a temperatura ambiente como se muestra en la llustracion

17.

llustracién 17. Muestra de alginato de sodio liquido con un periodo de 12 horas de reposo

Fuente: Autor

7.1.3. Andlisis del alginato de sodio

Basado en el trabajo de (Borja, Castro, & Eceiza, 2015) y mediante el uso del equipo de
espectrofotometria se logro identificar tres mediciones de vibraciones de frecuencia de banda
del alginato de sodio entre los cuales se encuentran el enlace O-H o grupo hidroxilo con una
medicion de banda de 3274,56 cm?, el enlace COO- con una medicién de banda de 1653,74
cm! y un enlace COO" con una medicion de 1371,53 cm?, estos enlaces identificados
permitid6 confirmar y asegurar que el material extraido del alga parda Sargassum

Ecuadoreanum fue alginato de sodio.
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llustracion 18. Enlaces quimicos del espectro infrarrojo del alginato de sodio liquido

Fuente: Autor

7.1.4. Precipitacion del alginato de sodio liquido enalginato de calcio

Se realizaron tres diferentes pruebas con 50 ml de alginato de sodio liquido cada una y
con cantidades diferentes de cloruro de calcio (CaCl2) hasta evidenciar y alcanzar la

formacion y posterior precipitacion de alginato de calcio sélido.

Como se puede observar en la llustracion 19, en la muestra A no se formo el alginato de
calcio y la muestra de alginato de sodio permanecid sin mayores cambios, en la muestra B se
evidencio un cambio en el alginato de sodio con una textura un poco arenosa lo que significo
la formacion y posterior precipitacion de alginato de calcio solido y finalmente en la muestra
C también se formd y precipito el alginato de calcio con una textura mucho mas arenosa que

la muestra B.



llustracién 19. Muestras de alginato de sodio con diferentes dosis de cloruro de calcio:
A) 1 gr CaCl2, B) 2 gr CaCl2, C) 3 gr CaCl2

Fuente: Autor

Una vez eliminada la humedad de las muestras precipitadas con 2 gry 3 gr de CaCl2 a
una temperatura de 80°C y un tiempo de 2 horas, quedd un polimero sélido de alginato de
calcio; en la llustracion 20 se observa que la muestra precipitada con 2 gr de CaCl2 presenta

una consistencia granulosa mientras la muestra precipitada con 3 gr de CaCl2 es compacta.

llustracidn 20. Muestras de alginato de calcio precipitadas: A) 2 gr de CaCl2, B) 3 gr de
CaCl2

Fuente: Autor



7.2. Segunda fase
7.2.1. Sintesis del acido lactico

7.2.1.1. Activacion y cultivo de bacterias

Mediante el uso de caldo nutritivo como medio de cultivo se logré activar la cepa de
bacterias del género Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus a una temperatura de 30°C y un
periodo de tiempo de 24 horas, se logro evidenciar el crecimiento de colonias de bacterias
flotando en la superficie del caldo nutritivo y también otras colonias que se encontraban

depositadas en el fondo del matraz como se muestra en la llustracion 21.

llustracion 21. Activacion de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus en agar nutritivo

Fuente: Autor

Una vez activadas las bacterias se logrd cultivar las colonias en cajas Petri con agar
nutritivo en un periodo de tiempo de 48 horas y con una temperatura constante de 30°C para
su posterior identificacion, se observo el crecimiento de unsolo tipo de colonias de bacterias
en las cajas Petri como se muestra en la llustracion 22, lo que indica un proceso correcto de
siembra y crecimiento de bacterias de tipo Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y que no se

dio ningun tipo de contaminacion por otro tipo de bacterias.



llustracion 22. Crecimiento de colonias de la bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus

Fuente: Autor

7.2.1.2. ldentificacién de bacteria Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus

Bajo el microscopio y mediante la aplicacionde la técnica de tincion de Gramse identifico
colonias de bacterias tipo bacilos Gram positivos como se muestra en la llustracion 23, que
de acuerdo a la teoria revisada y la sepa sembrada pertenecen al género Lactobacillus
Delbreuckii Bulgaricus, bacterias heterofermentativas utilizadas en la produccién de &cido

lactico.

llustracién 23. Colonias de Bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus vistas bajo microscopio

Fuente: Autor



7.2.1.3. Preparacion del medio y sustrato de fermentacion

Con el uso de almiddn de papa y agar nutritivo como medio liquido se logr6 formar una
mezcla homogénea como sustrato para las bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus,
luego de 3 dias se observo que la mezcla se separ6 y el almidén de papa sediment6 en el
matraz, se aplico agitacion una vez al tercer dia para lograr una mezcla homogénea y se dejo

el resto de tiempo sin agitacion para no alterar el proceso de fermentacion.

llustracion 24. Solucion de bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus con sustrato de almidon

Fuente: Autor

7.2.1.4. Fermentacion del 4cido lactico

Transcurrido los 15 dias se logré observar un cambio enel color en el agar utilizado como
medio de cultivo, la mezcla se tornd de un color amarillo oscuro y el sustrato de almidon
presentaba una consistencia gelatinosa y pegajosa, se pudo apreciar un olor caracteristico a

leche fermentada que se desprendia del matraz.



llustracién 25. Solucion de bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus y almiddn de papa
luego de 15 dias de fermentacion

Fuente: Autor

7.2.2. Recuperacion del 4cido lactico

El filtrado del proceso de fermentacion se utilizo en el proceso de destilacion que empezd
a ebullir a una temperatura de 91°C, como resultado del proceso de destilacion se recuperd

4cido lactico incoloro con un olor a leche fermentada.

llustracion 26. Acido lactico obtenido por destilacion

Fuente: Autor



Durante el proceso de destilacion no todo se recupero, se obtuvo un sobrante que no se
pudo seguir destilando, el sobrante presentd un color amarillo oscuro mas intenso del que

presentaba el filtrado al inicio del proceso de destilacion.

Sayp

llustracion 27. Liquido sobrante del proceso de recuperacion por destilacion del acido lactico

Fuente: Autor

7.2.3. Analisis del 4cido lactico

Mediante el uso del equipo de espectrofotometria se obtuvo el espectro infrarrojo del
acido lactico sintetizado y recuperado, se identificaron dos mediciones de frecuencia de
bandas pertenecientes al enlace OH o grupo hidroxilo presentes en alcoholes y acidos con
una medicion de banda de 3274,54 cm™ y un enlace C=0-OH el cual pertenece al grupo
acido con una medicion de banda de 1637,35 cm™ por lo que se comprobd la correcta sintesis
y recuperacion de acido lactico por via fermentativa mediante el uso de la bacteria

Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus.
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llustracion 28. Espectro infrarrojo y estructura quimica del acido lactico
Fuente: Autor

Se realizo la comparacion del acido lactico obtenido y un producto comercial que contiene
acido lactico mediante la técnica de espectrofotometria y se pudo observar la semejanza en
su espectro infrarrojo, en la ilustracion 29 se muestra la coincidencia de los picos con un
valor de frecuencia de banda de 3274,54 cm en el acido lactico obtenido y 3274, 47 cm™ en
el producto comercial con acido lactico perteneciente al enlace OH y un pico con un valor de
frecuencia de banda de 1637,35 cm? en el 4cido lactico obtenido y 1638,14 cm? en el
producto comercial con acido lactico perteneciente al enlace C=0-OH caracteristico del

grupo éacido.
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llustracion 29. Comparacion del &cido lactico obtenido (color rojo) y &cido lactico comercial
(color azul)

Fuente: Autor

7.3. Tercera fase

7.3.1. Polimerizacion del acido lactico en &acido polilactico (PLA)

Mediante el uso de 20 ml de acido sulfurico al 60% v/v durante un tiempo de 9 horas se

logré obtener el dimero lactica que se presenta de un color café oscuro como se muestra en

la llustracién 30.

llustracién 30. Lactida obtenida

Fuente: Autor



La polimerizacién de la lactida por el método de apertura de anillo (ROP) se realizo
mediante el uso de 3 gr de cloruro de hierro Il como catalizador y 50 ml de etanol, el proceso
de polimerizacion dio como resultado un polimero solido de color blanco que precipito al

fondo del vaso como se muestra en la llustracion 31.

llustracion 31. Polimero de &cido polilactico obtenido por el método ROP

Fuente: Autor

Una vez eliminado el exceso de etanol por medio de evaporacion, quedé el polimero de
acido polilactico sin humedad el cudl tom6 un color gris como se muestra en la llustracion

32.

llustracion 32. Acido polilactico obtenido

Fuente: Autor



7.3.2. Anédlisis del acido polilactico (PLA)

Se analiz6 el espectro infrarrojo de la muestra del polimero de acido polilactico para la
identificacion de mediciones de frecuencia de bandas de los enlaces y grupos quimicos
caracteristicos del PLA, entre ellos enlaces -CH- con mediciones de bandas de 2950 cm? y
2990 cm?, enlaces C=0 con mediciones de bandas de 1746,64 cm™, enlaces CH3 con
mediciones de bandas de 1381,46 cm?, enlaces CH con mediciones de bandas de 1266,81
cmt y mediciones de banda con valores de 1180,53 pertenecientes a enlaces de tipo C-O

presentes en los acidos, con estos resultados se confirmd la correcta polimerizacién del &cido

lactico en &cido polilactico (PLA).
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llustracion 33. Espectro infrarrojo y estructura quimica del acido poliléctico

Fuente: Autor

7.4. Cuarta fase

7.4.1. Dosificacion del acido polilactico (PLA) y alginato de calcio

Para la elaboracién del polimero biodegradable con acido polilactico (PLA) y alginato de



calcio se variaron principalmente dos pardmetros que son la presion y temperatura, con los
valores de los dos parametros y dosificaciones en la Tabla 2, se evidencia que estos
parametros estan directamente relacionados entre si, a mayor temperatura se necesitd una
mayor presion para lograr una fusién homogénea del polimero entre el PLA y el alginato de

calcio.

Se variaron las proporciones de PLA y alginato de calcio como se muestra en la Tabla 3,
y se mantuvieron los parametros de temperatura a 180°C y 100 kg/cm? de presién por un
tiempo de 2 minutos para lograr formar los 3 polimeros como se muestra en la llustracion 34

y realizar los analisis termogravimétricos de cada polimero.

llustracion 34. Polimero obtenido con diferentes porcentajes de Play alginato de calcio: A)
50% PLAY 50% Alginato, B) 80% PLAY 20% Alginato, C) 20% PLAY 80% Alginato

Fuente: Autor

7.4.2. Andlisis termogravimétrico (TGA) de las muestras

El polimero con una dosificacion 50% PLA y 50% alginato de calcio (muestra 1 del
ANEXO 1) empieza a perder su peso a una temperatura de 12°C por lo que no presenta
buenas caracteristicas téermicas, pierde un 33% de su peso total de 9,7740 mg a partir de los
98°C hasta los 270°C y queda un 30% de residuos, un peso de 2,9322 mg de cenizas que se
lo puede atribuir a metales y otros compuestos del proceso de biosorcion natural realizado

por el alga, que se lo puede observar en la llustracion 35.
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El polimero con una dosificacion 20% PLA y 80% alginato de calcio (muestra 3 del
ANEXO 1) empieza a perder su peso a una temperatura de 24°C presentando un mayor
estabilidad térmica que la muestra 2, pierde un 26% de su peso total de 10.5080 mg a partir
de los 548°C hasta los 752°C, sin embargo, a partir de los 24°C se evidencia en la llustracion

36 pérdidas de su peso, esta muestra deja un 56% de residuos equivalente a un peso de 5,8844

mg.

llustracion 35. Determinacion de la estabilidad térmica y residuos del polimero con un

porcentaje de 50% Play 50% alginato de calcio

Fuente: Autor
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llustracion 36. Determinacion de la estabilidad térmica y residuos del polimero con un
porcentaje de 20% Play 80% alginato de calcio

Fuente: Autor

De los analisis termogravimétricos (TGA) realizados a los 3 polimeros se pudo observar
que el polimero con un porcentaje de 80% de PLA y 20% alginato de calcio (muestra 2 del
ANEXO 1) presenta mejores caracteristicas térmicas que las otras dos muestras, el polimero
como se muestra en la Ilustracion 37, es termoestable hasta alcanzar 80°C en el cual su
estructura y peso de 10,0380 mg no varian con la temperatura, en comparacion con la
llustracion 38 de un analisis TGA realizado a una muestra de PLA por (Amaya, 2018) el
polimero sintetizado muestra una temperatura de 200°C antes de perder peso, mientras que

el PLA puro alcanza 300°C antes de perder peso como muestra la curva TGA.

La curva TGA también presenta que el polimero a partir de los 80°C hasta los 299°C

pierde un 60% de su peso total de 10,0380 mg, lo que equivale a una pérdida de 6,0228 mg.

También se observa que al llegar a una temperatura maxima de 900°C queda un residuo



de 14,9% del peso total de la muestra equivalente a un peso de 1,4956 mg.
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llustracion 37. Determinacion de la estabilidad térmica y residuos del polimero con un

porcentaje de 80% Play 20% alginato de calcio

Fuente: Autor
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llustracion 38. Andlisis termogravimétrico TGA de acido polilactico

Fuente: (Amaya, 2018)




En los analisis TGA realizados a los polimeros con las diferentes dosificaciones se

evidencia un porcentaje de residuos diferentes en cada uno de las 3 muestras como se muestra

en la Tabla 4, en el polimero con una dosificacion de 20% PLA y 80% alginato de calcio se

muestra un residuo equivalente al 56% de su peso total, en el polimero con una dosificacion

de 50% PLA y 50% alginato de calcio se muestra un residuo equivalente al 30 % de su peso

total y finalmente en el polimero con una dosificacion 80% PLA y 20% alginato de calcio se

muestra un residuo equivalente al 14,9 % de su peso total, se puede atribuir estos residuos a

metales y otros tipos de compuestos presentes en el alginato de calcio por el proceso de

biosorcion realizado por el alga debido a que a mayor porcentaje de alginato de calcio en el

polimero existe una mayor cantidad de residuos.

Tabla 4. Resimen de parametros de los polimeros

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

(50% PLA — (80% PLA — (20% PLA — Acido polilactico

50% Alginato) 20% Alginato) 80% Alginato) (100% PLA)
Peso inicial (mg) 9,7740 10.5080 10,0380 -
Temperatura
inicial de 12 80 24 213,73
degradacion (°C)
Temperatura
final de 723,48 698,65 733,30 644,09
degradacion (°C)
Residuos (%) 30 14,9 56 0,2608
Residuos (mg) 2,9322 1,4956 5,8844 -

Fuente: Autor

Se puede observar en los resultados de los analisis TGA realizados a las 3 muestras en la

Tabla 4, en comparacion con la muestra de PLA realizado por (Amaya, 2018) que la

temperatura final de degradacion de las 3 muestras aumenta en forma proporcional a la



cantidad de alginato de calcio que contiene cada muestra como se indica en la llustracion 39.
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llustracion 39. Comparacidn de la temperatura final de degradacion con la cantidad de
alginato de calcio

Fuente: Autor

Mientras que la temperatura inicial de degradacién de las 3 muestras disminuye en forma
inversamente proporcional a la cantidad de alginato de calcio que contiene cada una de las

muestras como se observa en la llustracion 40.
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llustracion 40. Comparacidon de la temperatura inicial de degradacion con la cantidad de
alginato de calcio

Fuente: Autor



8. DISCUSION

Para la obtencién del acido lactico a nivel industrial y comercial se utiliza la técnica de
fermentacion bacteriana debido a sus ventajas economicas y técnicas sencillas en
comparacion del método de sintesis quimica (Serna-Cock & Stouvenel, 2005), la temperatura
de fermentacion depende de cada especie de bacteria, el género de bacterias Lactobacillus
fermenta acido lactico a una temperatura que no supere los 35°C en un ambiente anaerobio
y un periodo de tiempo minimo entre 2 y 4 dias para el inicio de la fermentacion y termina
cuando el sustrato es consumido por completo (Siles, 2014), en este trabajo investigacién se
utilizé Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus como bacteria fermentativa en un ambiente
anaerobio utilizando almidén de papa como sustrato, por un periodo de tiempo de 15 dias y

una temperatura constante de 20°C para asegurar la obtencidn de acido lactico.

La recuperacién mas sencilla del acido lactico se realiza por destilacién a una temperatura
de entre 80°C y 130°C dependiendo de la especie de bacteria utilizada, las bacterias
heterofermentativas como Lactobacillus producen compuestos secundarios en el proceso de
fermentacion por lo que es necesario la separacion y recuperacion del &cido lactico
(Budhavaram & Fan, 2009; Courtin et al., 2002; Renschler et al., 2019), en esta investigacion
se realizo el proceso de destilacion para la recuperacion del &cido lactico a una temperatura

de 91°C que fue el punto de ebullicion de la solucion filtrada del caldo fermentativo.

Para la polimerizacién del &cido lactico en acido polilactico (PLA) de alta densidad se
utiliza la técnica de apertura de anillo (ROP) lo que asegura la obtencion de un polimero de
mejores caracteristicas termo mecanicas, esta técnica utiliza temperaturas superiores a 135°C
y periodos de tiempo de 5 a 7 horas en los procesos de deshidratacion, hidrélisis y

despolimerizacion que garantizan la formacion del dinero denominado lactida (Mehta et al.,



2005), en esta investigacion se aplicd una temperatura inicial de 80°C hasta alcanzar una
temperatura constante de 120°C durante un periodo de tiempo de 18 horas para asi obtener

el dimero lactida.

Para dar inicio a la reaccion de polimerizacion de la lactida en acido polilactico (PLA) es
necesario el uso de un catalizador, segin estudios realizados el catalizador mas utilizado para
esta reaccion es el 2-etilhexanoato de estafio, sin embargo, se pueden utilizar sales de metales
de aluminio, zinc y titanio (Cuervo & Echeverry, 2016). En esta investigacion se utilizo el
cloruro de hierro Il como catalizador para dar inicio a la reaccion de apertura de anillo de la
lactida y su posterior polimerizacion en acido polilactico (PLA), los resultados fueron
favorables como se demostré mediante el analisis del espectro infrarrojo del polimero de
PLA obtenido; por lo que se demostrd que el uso de cloruro de hierro Il es un catalizador
ideal para la polimerizacion de la lactida. La lactida se polimerizo en un tiempo de 24 horas
mediante el uso de cloruro de hierro 1l como catalizador, mientras que en un estudio realizado
por (Ruvalcaba, Francisco, Garcia, Eduardo, & Fernandez, 2017) la lactida se polimerizé en
acido polilactico (PLA) en un tiempo de 7 horas mediante el uso de 2-etilhexanoato de estafio

como catalizador.

El &cido polilactico (PLA) presenta residuos lo que se ha demostrado mediante un analisis
TGA realizado a una muestra de acido polilactico (PLA) puro, estos residuos son atribuidos
al catalizador utilizado en la reaccion de polimerizacion (Amaya, 2018), se comparé estos
resultados con los andlisis TGA realizados en esta investigacion a las tres muestras con
diferentes dosificaciones de PLA, los residuos de las tres muestras son atribuidos al alginato
de calcio, debido a que son inversamente proporcionales a la cantidad de PLA que contiene

cada muestra, y proporcionales a la cantidad de alginato contenido en cada muestra; a medida



gue se aumenta la cantidad de alginato aumenta la cantidad de residuos en cada muestra como

se muestra en la llustracion 41.

90 60
80

50
70
60 40
50

30
40
30 20
20

10
10

Muestra 2 Muestra 1 Muestra 3

I P A ALG Residuos

llustracion 41. Grafica de comparacion de residuos con las proporciones de PLA Yy alginato
de calcio

Fuente: Autor

9. CONCLUSIONES

Se comprobd que se puede utilizar el alga parda Sargassum Ecuadoreanum como
materia prima para la obtencion de alginato de sodio, el cual puede obtenerse
mediante el uso de acido clorhidrico y bicarbonato de sodio como catalizadores para
realizar el intercambio iénico con las sales de alginato presentes en la pared celular
del alga; a partir de 30 gr de algas se obtuvo 500 ml de alginato de sodio dando una
relacion de rendimiento de 3:50.

En el proceso de fermentacion para la sintesis de acido lctico se debe mantener una
temperatura constante de 20°C y un periodo de tiempo de fermentacién del sustrato

de 15 dias, no se necesita aplicar agitacion a la mezcla de agar nutritivo y almidon a



partir del tercer dia para no interrumpir el proceso fermentativo que realizan las
bacterias Lactobacillus Delbreuckii Bulgaricus.

Para la precipitacion de alginato de calcio a partir de 50 ml de alginato de sodio
liquido es necesario el uso de 2 gr de CaCl2 como catalizador para la precipitacion
de alginato de calcio y luego de eliminar la humedad se registra una cantidad de
alginato de calcio conun peso de 2,45 gr que es proporcional a la cantidad de cloruro
de calcio utilizada como catalizador.

El polimero sintetizado con un porcentaje de 80% PLA y 20% alginato de calcio
mediante el analisis de las pruebas TGA demuestra que posee una estabilidad térmica
sin cambios en su peso hasta una temperatura de 80°C y presenta un menor cambio
en su estabilidad a partir de los 80°C hasta llegar a los 200°C; ademas tiene una menor
cantidad de residuos finales por lo que puede ser utilizado como material para
embalaje, botellas, descartables, recipientes u otro tipo de contenedores que no

sobrepasen esa temperatura.
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ANEXOS
ANEXO 1: Informe de ensayos TGA realizados por LEMAT-SPOL
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ANEXO 2. Parametros establecidos en el equipo de espectrofotometria NICOLET
iS10

Parameter Value

Sample compartment  Main
Outside acceptable range: 2.0 - 9.8 (Gain:1) Detector DTGS KBr
Beamsplitter KBr
Source IR
Accessory Mone
Window MNone

Recommended ranae 4000 — 400

Max range limit 4000
Min range limit 400
Gain:g Autogain -
Optical velocity 0.4747 -
Aperture Medium resolution -

Sample shuttle 1=
Attenuation Maone
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