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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal la obtencion de acido
lactico mediante un proceso biotecnoldgico usando cultivo iniciador lactico a
partir de la remolacha forrajera. Se emplearon diferentes condiciones de
operacion para la etapa de hidrolisis acida y la fermentacién lactica como la
concentracion de &cido (0.1, 0.4 N), temperatura (50, 70 °C), velocidad de
agitacion (150, 180 RPM) y tiempo de hidrolisis (4, 6 horas); relacidon
glucosa/cultivo (2:0.5, 1:0.5) y tiempo de fermentacion (3,5 dias)
respectivamente. El analisis del efecto de los factores respecto a la variable
respuesta para ambas etapas se realiz6 utilizando el programa MINITAB 2022,
empleando disefios factoriales de cuatro factores y dos niveles para la etapa de
hidrolisis acida y de dos factores con dos niveles para la etapa de fermentacion
lactica. Por otro lado, los resultados mostraron la mayor concentracién de &cido
lactico con un disefio para la hidrolisis 4cida (180 RPM, 0.4 N H2S04, 50°C Y 6
horas) y la fermentacién lactica (2:0.5, 5 dias) de 3.81 g/L a partir de 21.6 °Brix
de remolacha forrajera, siendo la concentracion de acido, temperatura y relacion

glucosa/cultivo los que mas influyeron para la obtencién de acido lactico.

Palabras claves: Remolacha forrajera, hidrolisis acida, fermentacion lactica,

cultivo iniciador lactico.



ABSTRACT

The main objective of this investigation was to obtain lactic acid through a
biotechnological process using lactic starter culture from fodder beet. Different
operation conditions were used for the acid hydrolysis stage and lactic
fermentation such as acid concentration (0.1, 0.4 N), temperature (50, 70 °C),
agitation speed (150, 180 RPM) and hydrolysis time (4, 6 hours); glucose/ culture
ratio (2:0.5, 1:0.5) and fermentation time (3,5 days) respectively. The analysis of
the effect of the factors with respect to the response variable for both stages was
carried out using the MINITAB 2022 program, employing four factors factorial
designs with two levels for the acid hydrolysis stage and two factors with two
levels for the lactic fermentation stage. On the other hand, the results showed the
highest concentration of lactic acid with a design for acid hydrolysis (180 RPM,
0.4 N H2S0O4, 50 °C Y 6 horas) and lactic fermentation (2:0.5, 5 days) of 3.81 g/L
from 21.6 °Brix of fodder beet, being acid concentration, temperature and

glucose/ culture ratio the most influential for obtaining lactic acid.

Keywords: fodder beet, acid hydrolysis, lactic fermentation, lactic initiator

culture.



INTRODUCCION

El acido lactico es un acido organico natural de importancia industrial en las
aplicaciones farmacéuticas como electrolito y fuente de minerales; en la industria
cosmética como pH buffer, antimicrobiano y rejuvenecedor de la piel; en la
industria quimica como neutralizante, solvente y agente limpiador y en la
industria alimentaria como acidulante, preservante y antimicrobiano , y se utiliza
en una gran variedad de alimentos procesados como caramelos, productos de
panaderia, sopas, lacteos, cerveza, jaleas, mermeladas, mayonesas y huevos

procesados.

La produccion biotecnoldgica de &cido lactico ha adquirido gran importancia
debido a los beneficios ambientales y al uso de recursos renovables en lugar de
los petroquimicos. Ademas de esto ofrece varias ventajas como el bajo costo de
los sustratos, bajas temperaturas de produccion y bajo consumo de energia.

Hay numerosas investigaciones que estan enfocadas en encontrar nuevas
fuentes nutricionales, y técnicas efectivas de fermentacion encaminadas a

alcanzar altas conversiones de sustrato y altos rendimientos en acido lactico.

El observatorio de complejidad econémica menciona que en el periodo (2021-
2022) el acido lactico crecié un 16.3%, desde 736 a 856 millones de dolares,
representando asi el 0.0036% de todo el comercio mundial [1]. Por otro lado, se
estima una tasa compuesta anual de acido lactico segmentado por fuente
(natural y sintética) del 4.09% durante el periodo (2024-2029) [2].



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Descripcién de la realidad problematica

Actualmente, el acido lactico que se comercializa se encuentra entre el 80 -
88 % de pureza paratodo tipo de aplicaciones. Asimismo, en los ultimos cinco
afos los principales paises exportadores de &cido lactico, sus sales y ésteres
fueron China (510 millones de ddlares), Estados Unidos (131 millones de
ddlares), Brasil (98 millones de dolares), La India (33 millones de dolares) y
México (7 millones de dolares); y entre los principales paises importadores
de &cido lactico, sus sales y ésteres fueron Estados Unidos (317 millones de
dolares), Espafia (161 millones de ddlares), China (136 millones de dolares),
Alemania (126 millones de délares) y Paises Bajos (113 millones de
dolares).[3]

Este compuesto quimico se produce comercialmente por sintesis quimica o
fermentacién de azucares. En busqueda de tecnologias limpias algunos
paises de Latinoamérica vienen realizando investigaciones en la obtencion
de acido lactico por bioprocesos fermentativos ecoldgicos en el que se utiliza
fuentes de biomasa renovables tales como los residuos agroindustriales
(almidén de maiz [4], cafia de azUcar [5], pulpa de café [6]) y forestacion que
son de preferencia por su bajo costo.

Segun [7] la remolacha forrajera (Beta vulgaris) es una planta que se ha
convertido en uno de los principales recursos alimenticios en la nutricion
animal. Segun se infiere de [8] la remolacha forrajera tiene un gran contenido
de azucares. Siendo este uno de los factores mas importantes en el
aprovechamiento de cultivos iniciadores lacticos en la etapa de la

fermentacion lactica para la produccion de acido lactico.

En el Peru las importaciones de acido lactico por sintesis quimica en los
ultimos cinco afos ascienden a 2 089 925 kilogramos lo que en divisas viene
aser 5793975 millones de dolares, en cuanto a las exportaciones se produce

muy poca cantidad de &acido lactico con una produccién de 254,475



kilogramos lo que genera en divisas 1 801 988 millones de ddlares. Las
principales empresas exportadoras son tres: JM LUDAFA SAC, E& M S.R.L
y VIA FOODS INGREDIENTES SAC con una patrticipacion de 81.2, 16.0,
1.2% cuyas divisas generadas son de 1,633.786; 321,478 y 23,850 US$. [3]

La remolacha forrajera que se produce en el Peri es utilizada

fundamentalmente como suplemento alimenticio para animales [9].
1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

¢ Como obtener acido lactico mediante un proceso biotecnol6gico usando

cultivo iniciador lactico a partir de la remolacha forrajera?
1.2.2. Problemas especificos

¢, Cudles son las caracteristicas de la remolacha forrajera para la obtencién

del &cido lactico mediante un proceso biotecnoldgico?

¢, Cuales son los parametros del proceso de la hidrdlisis acida de la remolacha

forrajera para producir acido lactico?

¢, Cudles son los pardmetros del proceso de la fermentacion lactica de la

remolacha forrajera para producir &cido lactico?
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Obtener &cido lactico mediante un proceso biotecnologico usando cultivo

iniciador lactico a partir de la remolacha forrajera.
1.3.2. Objetivos especificos

Caracterizar la remolacha forrajera para la obtencion del acido lactico

mediante un proceso biotecnolégico



Determinar los parametros del proceso de la hidrdlisis acida de la remolacha
forrajera para producir acido lactico.

Determinar los parametros del proceso de la fermentacion lactica de la

remolacha forrajera para producir acido lactico.
1.4. Justificacion

1.4.1. Justificacion tedrica

Este proyecto se justifica por:

Naturaleza: La produccion industrial de acido lactico se inicié hace mas de
100 afios, la investigacion sigue alin muy activa, basicamente esto es debido
a dos factores: las nuevas aplicaciones que se le han encontrado y el costo,
gue resulta alto para aplicaciones a gran escala. La produccion
biotecnolégica de acido lactico propone disminuir los costos de produccion
mediante el empleo de sustratos mas baratos como desechos
agroindustriales, a través del uso de microorganismos mas eficientes; esta
basada en la hidrdlisis y la fermentacion de sustratos ricos en carbohidratos
por bacterias u hongos. El acido lactico tiene un amplio rango de aplicaciones
en la industria alimentaria, quimica, farmacéutica, cosmética y entre otras
[10]. De lo descrito anteriormente radica la importancia del estudio de esta

tesis.

Magnitud: De acuerdo con [11] la produccion de la remolacha en el Peru ha
tenido un leve incremento llegando a producirse alrededor de 106 667
toneladas en el afio 2023, con una variacion de un 1.7 % con respecto a la
produccién del afio anterior en el que solo se obtuvieron 104 853 toneladas y
se espera que estas cantidades sigan en aumento ya que existe una gran
demanda en el exterior por este producto debido a sus aplicaciones en

diferentes industrias.

Vulnerabilidad: En la actualidad se encuentra poca informacién con

respecto a nuestro sustrato (remolacha forrajera), aun asi, hemos creido
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conveniente este estudio amparados en [14] de esta manera buscamos

contribuir al mayor conocimiento del tema.

Trascendencia: El trabajo de investigacion es muy beneficioso porque
contribuye con la preservacion del medio ambiente, al uso de recursos

renovables en lugar de los petroquimicos y por la reduccion de costos.
1.4.2. Justificacion metodolégica

Presentar un método experimental en el cual se puntualice las diferentes
etapas del proceso, como la hidrdlisis acida y la fermentacion lactica con el
cultivo iniciador lactico en la obtencion del acido lactico y que pueda

compararse con otras investigaciones tal sea el caso.
1.5. Delimitantes de la investigacion
1.5.1. Teodrica

La presente investigacion se circunscribe en aprovechar el contenido de
azucares de la remolacha forrajera, siendo este usado como alimento para
los diferentes tipos ganado, el sustrato es previamente acondicionado e
hidrolizado en medio acido con el fin de obtener azucares fermentables para
luego mediante un cultivo iniciador lactico se genere la fermentacion lactica,

y como producto principal se obtenga &cido lactico.
1.5.2. Temporal

La investigacion tomara un periodo de 04 meses, comenzando en el mes de
mayo y culminando en el mes de agosto del 2024, debido a que la produccion
de la remolacha forrajera comienza a mediados del mes de setiembre hasta

el mes de marzo, en este Ultimo mes se realiza su recoleccion.
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1.5.3. Espacial

El desarrollo de la investigacion se efectia en el departamento de Lima,
especificamente en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica de

la Universidad Nacional del Callao (UNAC) y laboratorio externo.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes: internacionales y nacionales
2.1.1. Internacionales

La tesis de “Obtencién de acido lactico a partir del lactosuero por medio de
fermentacion usando Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus” de la Universidad
Politécnica Salesiana, Ecuador [12] tuvo como propdsito desarrollar una
metodologia para la obtencion de acido lactico mediante via fermentativa, el
sustrato aprovechado fue el suero lacteo residual proveniente de la
elaboracion del queso y utilizando bacterias acido lacticas. Los factores del
tratamiento fueron el tiempo de fermentacion (72 y 96 horas) y pretratamiento
del sustrato el cual fue suplementado con fosfato de amonio y extracto de
levadura los cuales fueron ejecutados a 37 y 42°C. Se usé el método de
prueba de acidez titulable para la caracterizacién de &cido lactico y la
identificacion de grupos funcionales del acido Ilactico mediante
espectroscopia FT-IR. Se concluyé que las bacterias sembradas en
lactosuero desproteinizado enriquecidas con extracto de levadura y NH.H.PO
presentaron una mayor propagacion de bacterias y un valor promedio de
acidez titulable de 6 + %, a comparacion de los métodos que fueron

sembrados en caldo nutritivo.

La tesis de “Obtencion del acido lactico a partir del almidon de papa (Solanum
Tuberosum L), como materia prima para la fabricacion de material
descartable biodegradable” de la Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador
[13] su objetivo fue basarse en un proceso de fermentacion anaerobio con la
bacteria Lactobacillus Delbrueckii Bulgaricus que se realizo en un biorreactor.
Por otro lado, se utiliz6 el disefio en bloque completamente al azar, en el cual
se determinoé que la mayor produccion de acido lactico se obtuvo a menores
temperaturas de hasta 30°C. Se utilizé un tiempo de fermentacion mayor a 5
dias, el cual no tuvo significancia con la concentracion de acido lactico

(0.365%) en base a su sustrato utilizado con una cantidad de 300 g.
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La patente de “Produccion de acido lactico a partir de jugo de remolacha
azucarera crudo concentrado” de Oficina Espafola de Patentes y Marcas,
Espafa [14] el sustrato utilizado fue la remolacha azucarera que previamente
fue tratada hasta obtener el jugo crudo, se sometié al jugo crudo a
calentamiento y concentracién a una temperatura entre 50 y 90 °C. Este jugo
de remolacha crudo concentrado se diluye a una concentracion de
aproximadamente 16-30 °Brix con una densidad promedio de 1.335 g/L. Se
utilizé un fermentador de 5 m3 con un volumen de sustrato de 1 m?, en el cual
se afiadieron 6.0 g/l de nutrientes, 10% (v/v) de un inGculo crecido en
sacarosay se ajusto el pH a 6.4 usando cal. La temperatura de fermentacién
se mantuvo a 54°C y el tiempo promedio de fermentacion fue de 22.5 horas.

La pureza Optica promedio del caldo de fermentacion final fue 99.35%.

El articulo de “Obtencién de azucares fermentables mediante hidrdlisis acida
de Beta vulgaris L.” de la Revista Internacional de Contaminacion Ambiental,
México [15] tuvo como proposito aumentar la cantidad de azucares
hidrolizando el sustrato con H2SO4 que contribuyeron al rendimiento de etanol
en la fermentacion. Se utilizé el programa SigmaPlot 10.0 para la generacion
de superficies de respuesta y entre los pardmetros evaluados fueron la
velocidad de agitacién, concentracion de &cido, masa de sustrato y
temperatura teniendo un impacto en la hidrolisis. El rango de masa y agitacion
fue de 5 a 40 gry 100 a 250 Rpm respectivamente, asi como la temperatura
y el tiempo de reaccién en el intervalo de 30 a 90 °C y de 2 a 6 h,
respectivamente. A una velocidad de 150 Rpm se tuvo mayor efecto de
hidrolisis. Mediante comparacion de medias se determiné que las
concentraciones superiores a 0.5 N de H2SO4 no tienen efecto significativo
(p<0.05) sobre la liberacion de azucares totales. EI mayor rendimiento de
hidrolisis fue una masa de 10gr de sustrato. La temperatura de 90 °C
proporcioné la mayor hidroélisis, y con 50 °C la cantidad de azUucares totales
fue 3 g/L menor a la generada en 90 °C. Las mejores condiciones del disefio

del experimento fueron; 40 °C, 150 Rpm y 10 g de sustrato.
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2.1.2. Nacionales

La tesis “Evaluacion de la influencia del encapsulamiento de cepas
homofermentativas en la obtencion del acido lactico a partir de lactosuero” de
la Universidad Catodlica de Santa Maria, Arequipa [16] considera que casi el
90% del volumen de la leche es lactosuero, cuyo principal componente es la
lactosa, junto con proteinas, lipidos y sales minerales, y se reutiliza como
materia prima para fabricar acido lactico, se determind las condiciones
Optimas de crecimiento en las cepas pertenecientes al Enterococcus faecalis
y se obtuvo acido lactico en fermentaciones batch con lactosuero
desproteinizado y sin desproteinizar, con las cepas sin y encapsuladas en
perlas de alginato al 4% y 5% de cloruro de calcio. Se determiné que el
Enterococcus faecalis en fermentacién batch con la cepa sin activar y sin ser
encapsulada, en lactosuero desproteinizado y purificado a 40°C por 1 hora
(concentracion de &cido lactico) obtuvo el mayor rendimiento de 16.92%,
seguida de la cepa encapsulada al 5% de CaClz, fermentada en lactosuero
desproteinizado y purificado a 45°C por 5 h para la concentracion de acido

lactico con un rendimiento de purificacion 8.33%.

La tesis “Optimizacion de los parametros de fermentacion del suero de la
leche para la obtencion del acido lactico con la metodologia de superficie de
respuestas” de la Universidad Nacional del Callao, Callao [17] tuvo como
objetivo determinar los parametros 6ptimos de temperatura, concentracion
del in6culo y el pH para la fermentacién del suero de la leche utilizando las
bacterias Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus; mediante el
disefio Box-Behnken de la metodologia de superficie de respuesta con el cual
se obtuvo los parametros 6ptimos de 42 °C de temperatura, 0,1 g/L de inoculo
y 6,0 de pH; donde se obtuvo 41,4979 g/L de acido lactico en base a una

muestra de 47 L suero lacteo residual.
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2.2. Bases teodricas
2.2.1. Remolacha forrajera

Es una variedad de tubérculo de palatabilidad gustativa y nutritiva en
animales como las vacas y las ovejas por su gran contenido de azlcar. La
hoja y el tubérculo juntos aportan energia y proteina. En la tabla 1 se detalla
la clasificacion botanica por Linneo citada por [18].

Tabla 1

Clasificacion taxonémica

Clasificacién taxonémica

Reino Vegetal

Sub reino Phanerogamae

Division Angiospermae

Clase Dicotyledoneae

Sub clase Archychlamydeae

Orden Centrospermales

Familia Chenopodiaceae

Genero Beta

Especie Beta vulgaris

Sub especie Beta vulgaris L. ssp. vulgaris
Variedad Beta vulgaris |. ssp. vulgaris var. crassa

Nombre comun Remolacha forrajera

Nota. Adaptado de Efecto del distanciamiento entre plantas en la producciéon de dos

variedades de remolacha forrajera (Beta vulgaris L. ssp. Vulgaris var crassa) Puno [18].

En la figura 1 se visualiza el diagrama de bloques desde el cultivo de las
semillas de la remolacha forrajera hasta el aprovechamiento como fuente de
alimento en animales, los diferentes tipos de ganados que aprovechan este

alimento son: ganado bovino o vacuno, ovino y porcino.
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Figura 1

Diagrama de bloques en el proceso de alimentacion en animales
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2.2.2. Caracteristicas especificas

Robles (1985) citado por [18] detalla que posee raiz napiforme, carnosa, piel
roja palida o rosa, en algunas variedades y en otras amarilla encarnada y
blanca; el tallo es herbaceo con hojas alternas estipuladas pecioladas y
verdes, hojas de forma oval, acordonadas, tiernas de color verde claro con
venas encarnadas y sostenidas por peciolos largos y anchos; la
inflorescencia agrupada en racimo, flores pequefias de color verdoso, tal

como se ilustra en la figura 2.

Figura 2

Remolacha forrajera

Nota. Extraido de Efecto del distanciamiento entre plantas en la producciéon de dos

variedades de remolacha forrajera (Beta vulgaris L. ssp. Vulgaris var crassa) Puno [18].

2.2.3. Caracterizacion fisicoquimica

En la tabla 2 se presentan los parametros fisicoquimicos de la remolacha
forrajera, segun el estudio de Torrenegra (2016), citado por [19].
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Tabla 2

Parametros fisicoquimicos

Parametros fisicoquimicos

Humedad (g/100g) 87.22
pH 5.96
Acidez(g/100g) 0.172
Solidos solubles (g/100g) 6.42
Ceniza (g/1009) 1.05
Proteinas (g/100gq) 1.59
Fibra cruda (g/100g) 2.77
Carbohidratos (g/100g) 10.01
Grasas (g/1009) 0.12

Nota. Extraido de Tiempo y temperatura de deshidratacion de la remolacha (Beta Vulgaris)

en las caracteristicas fisicoquimicas del edulcorante [19].

Generalmente la mayor concentracion de la sacarosa se encuentra en la raiz
carnosa, que presenta mayor diametro y disminuye progresivamente por los
extremos. La raiz de la remolacha, al alcanzar la madurez de cosecha,

presenta en promedio un 75% de humedad y un 16 a 17% de sacarosa [18].
Jugo de remolacha

En [19] se cita a Alvarado et al., (2013) en el cual se menciona que el cultivo
de remolacha contiene entre 17 a 24 °Brix en el jugo, siendo usado como

materia prima para obtener etanol.

Asimismo, en la patente [14] se descubrié que el Jugo de remolacha crudo
concentrado con al menos 60 °Brix (cantidad de azucar en peso / 100 gramos
de liquido) es un sustrato adecuado para la fermentacion de acido lactico en
grandes cantidades en el ambito industrial. El jugo de remolacha crudo
concentrado se puede afiadir en forma diluida a la fermentacion,

preferiblemente entre 20 a 30 °Brix.
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2.2.4. Condiciones edaficas y climaticas

Segun Robles (1985), citado por [18], la semilla de remolacha germina a
temperaturas de entre 4 y 9 °C, aunque es recomendable que la temperatura
aumente. Este cultivo [20] puede tolerar bajas temperaturas siempre que
sean constantes, aunque se vea afectado por el calor del verano y los vientos
calidos. Prefiere suelos profundos y frescos con temperaturas de 15 a 18 °C,
gue sean ricos en materia organica y con un pH neutro o ligeramente alcalino.
Hoy en dia, se cultivan en diversas regiones con el objetivo de aprovechar
sus hojas, que se usan como forraje. Este cultivo requiere condiciones
ambientales en las que incluyen alrededor de 400 mm de lluvia durante la
temporada. Normalmente la remolacha forrajera se propaga mediante
siembra directa, colocando dos a tres semillas por cada hueco en un surco

simple o doble.

Segun los autores de [21], la remolacha forrajera se desarrolla en las
regiones altoandinas del norte de Perd. Ademas, [7] indica que esta planta
prospera a altitudes de entre 1500 y 2800 msnm y muestra una notable
resistencia a las heladas. Por lo tanto, su cultivo en zonas de trépico alto
ofrece una mayor disponibilidad de materia seca y energia para especies

zootécnicas que viven en climas frios.
2.2.5. Hidrdlisis
2.2.5.1. Hidrélisis acida

De acuerdo con [22], la sacarosa es un disacarido que se hidroliza facilmente
en medio acido dando como productos a la glucosa y fructosa; al aumentar
la temperatura y disminuir el pH la velocidad de reaccibn aumenta

significativamente, en la figura 3 se ilustra la reaccion:
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Figura 3

Hidrolisis acida de la sacarosa
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Nota. Extraido y adaptado de Hidrélisis de una molécula de sacarosa a una glucosa y una

fructosa, Naukas [23]

En [22] referencia a (Garcia, 2007), en la que el autor refiere que la velocidad
de inversién de la sacarosa por hidrélisis acida tiene influencia por los

siguientes factores:

e Temperatura: Generalmente la velocidad de reaccion aumenta con la
temperatura, como consecuencia del incremento de la energia
cinética de las moléculas. La relacion entre la constante de velocidad
o coeficiente cinético y la temperatura se puede describir mediante la
ecuacion de Arrhenius. En muchas reacciones quimicas la velocidad

se duplica aproximadamente cada 10°C.

e Concentracion de los reactivos: Cuanto mayor sea la concentracion
de reactivo, mayor serd la frecuencia de colision. En otras palabras,

existird una relacion directa con la velocidad de reaccion.

e La concentracion inicial de la sacarosa y el tiempo de hidrélisis son
otros factores que acttan en la hidrdlisis de la sacarosa, éste ultimo
influye en el punto en que la reaccién llega al equilibrio [22]. El tiempo
de reaccién para la hidrdlisis se realiza en condiciones acido-diluidas
con una menor inversion de energia debido a la incorporacion de

temperatura y agitacion en el proceso [15].
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En lo que refiere a la concentracion de reactivos se ha reportado el uso de
varios 4cidos tales como: &cido clorhidrico, acido acético y acido sulfurico,

siendo el acido sulfarico el mas utilizado [15]

Segun [15], ha propuesto que las condiciones de hidrdlisis estan disefiadas
para reducir el consumo de energia debido a la agitacion y la temperatura, y
en estas condiciones no se encuentran compuestos inhibitorios como los

fendlicos, lo que es beneficioso para el proceso de fermentacion.
2.2.6. Fermentacion

En [24] se menciona que las fermentaciones son procesos metabdlicos que
son llevados a cabo por levaduras y diversas bacterias, que convierten
compuestos quimicos organicos, especialmente azlcares, en sustancias
organicas mas simples como etanol, acido lactico y acido butirico. En [25] las
rutas metabolicas de la degradacion fermentativa de los carbohidratos y los
productos finales generados varian considerablemente entre diferentes

grupos microbianos, estos se detallan en la tabla 3.

Segun [25] durante la fermentacion, el sustrato fermentable produce una
mezcla de productos finales, estos no pueden ser mas oxidados ni muy
reducidos. La gran mayoria de sustratos que contienen carbohidratos son
excelentes para los procesos fermentativos, por otra parte, los acidos
organicos, aminoacidos, piridinas y pirimidinas también se pueden fermentar

en presencia de bacterias.
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Tabla 3

Grupos bacterianos y los diferentes tipos de fermentaciones

Tipo de

Productos simples

fermentacion

Grupos bacterianos

Lactica

Acido lactico

Bacterias acido lacticas:

Streptococcus, Pediococcus y

Lactobacillus (algunas
especies)
Acida mixta (2) Acido lactico, acido Muchas Enterobacteriaceas,

(2a) Butanodiol

aceético, acido

succinico, 4cido
férmico, CO2 y etanol
2)

ademas se sumael 2,3-

Como en pero

p.e. Escherichia, Salmonella,
Shigella, Proteus, Yersinia.
Aerobacter, Serratia,

Aeromonas, Bacillus polymyxa

butanodiol
(3) Butirica Acido butirico, &acido Muchos anaerobios
aceético, COz y Ha. esporulados:  Clostridium y
algunos anaerobios no
esporulados(Butyribacterium)
(3a) Acetona- Como en (3) pero Algunos anaerobios
butanol ademas se suma esporulados (Clostridium)
butanol, etanol,

(4) Propidnica

acetona, isopropanol
Acido propio6nico, acido
acetico, acido

Succinico y CO2

Propionibacterium, Veillonella

Nota. Adaptado de Bioquimica de las fermentaciones [25].

2.2.6.1.

Fermentacion lactica

La fermentacion es una ruta anaerdbica (que no requiere oxigeno) para

descomponer la glucosa. En el proceso de fermentacién, la glucdlisis es la
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Unica via para obtener energia, con una o dos reacciones adicionales al final
[26]. La glucdlisis comienza en el citosol de la célula y se puede dividir en dos
fases principales: la fase que requiere energia y la fase que libera energia
[27].

En la figura 4 se ilustran ambas fases; la fase que requiere energia se
encuentra situada sobre la linea punteada, la glucosa inicial se reorganiza y
se le afiaden dos grupos fosfato, o que genera inestabilidad en la molécula
modificada, ahora denominada fructosa-1,6-bisfosfato. Esta inestabilidad
permite que la molécula se divida en dos mitades, produciendo dos azucares
fosfatados de tres carbonos. Dado que los fosfatos provienen de ATP, se

requieren dos moléculas de ATP para esta primera fase [27].

Los dos azlcares de tres carbonos generados al descomponer el azucar
inestable son distintos. Solo uno de ellos, el gliceraldehido-3-fosfato, puede
continuar hacia el siguiente paso. No obstante, el otro azucar, el
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), puede transformarse facilmente en el
isbmero favorable, permitiendo que ambos azlUcares completen la via

metabolica al final [27].

En la fase que libera energia se encuentra ubicada debajo de la linea
punteada, cada molécula de tres carbonos se transforma en piruvato, también
una molécula de tres carbonos, a través de una serie de reacciones. Este
proceso genera dos moléculas de ATP y una de NADH. Dado que esta fase
ocurre dos veces, una por cada azucar de tres carbonos, se producen un total
de cuatro moléculas de ATP y dos de NADH [27].
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Figura 4
Glucdlisis: la fase que requiere energia y la fase que libera energia
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Nota. Extraido de Khan Academy, glucdlisis [27]

En la figura 5 se detalla las reacciones complementarias, que daran como
resultado la fermentacion lactica; el NADH transfiere sus electrones
directamente al piruvato, resultando en la formacion de lactato como producto
final. El lactato, que es la forma desprotonada del &cido lactico, da nombre a
este proceso. Tanto las bacterias que producen yogur como los eritrocitos de
tu cuerpo, que carecen de mitocondrias y por lo tanto no pueden realizar la

respiracion celular, llevan a cabo la fermentacion lactica [26].
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Figura 5

Fermentacion lactica: reacciones complementarias
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Nota: Extraido de Khan Academy, fermentacion [26]

2.2.7. Cultivos iniciadores lacticos

Son preparaciones de una gran cantidad de células, estds pueden estar
formadas por uno o mas bacterias acido-lacticas que se afiaden a un sustrato
para producir la fermentacion [28]. Estos cultivos son obtenidos de fuentes
primarias tales como los derivados lacteos y leche fermentada. Luego de su
obtencion las cepas se seleccionan, se multiplican y finalmente pasa por una
serie de procesos hasta llegar a la liofilizacién [29]. Estos cultivos liofilizados
son utilizados como in6culo directo DVS, esto representa una gran ventaja ya
gue no necesitan ninguna activacion para su uso, siendo asi una solucion

tecnoldgica de rapido y facil empleo [29].

Las bacterias acido lacticas también conocidos como quimiorganotrofos, son
microorganismos Gram positivos, carentes de movimiento, no esporulados,
no poseen catalasa y presentan forma de cocos o0 bacilos. Son

microorganismos anaerobicos, capaces de tolerar y desarrollarse en medios
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aerobicos, cuyo rango de crecimiento va de mesdfilos a terméfilos y su

desarrollo se limita a temperaturas por debajo de los 15 °C [30].

A parte de ello, los géneros mas representativos de las bacterias acido
lacticas son: Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y
Leuconostoc [31]. Se sostiene en [32] que las bacterias acido lacticas se
clasifican en homofermentativos (producen solo acido lactico) o
heterofermentativos (producen acido Ilactico y otros subproductos).
Especificamente en [33] se manifiesta que algunos del género lactobacillus
son homofermentativos obligados, siendo el Lactobacillus delbrueckiie subsp.
Bulgaricus productor de &cido D (-) lactico. Por otro lado, la subsp especie de
Streptococcus thermophilus se clasifica como homofermentativos para dar

acido L (+) lactico como principal producto [34].
2.2.8. Métodos de obtencion de acido lactico

De [13] se afirma que, el acido lactico se puede obtener mediante la sintesis
qguimica o por una via fermentativa biotecnolégica. Dada la necesidad de
obtener &cido lactico 6pticamente puro, en la actualidad se prefiere la técnica

por via fermentativa biotecnolégica.
Via sintesis quimica

En la figura 6 se describe el proceso de la sintesis quimica comercial, que se
realiza mediante la reaccion en fase liquida y a la presién atmosférica entre
cianuro de hidrégeno y el acetaldehido, que usa una base como catalizador
para la produccién del lactonitrilo, el cual se recupera por destilacion y se
hidroliza a acido lactico utilizando HCI o H2SOa4 concentrado, generando
acido lactico crudo y una sal de amonio. El acido lactico crudo se esterifica
con metanol para obtener el lactato de metilo, el cual es recuperado y
purificado mediante destilacion y luego hidrolizado con agua en presencia de
un catalizador acido para obtener acido lactico puro y reciclar el metanol
como subproducto, pero la principal desventaja de este método es que

produce mezclas racémicas de acido D (-) y L (+) lactico. [35]. A ello se suma
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el uso de solventes en la Ultima etapa (purificacion) y las condiciones de
operacion que resultan un mayor gasto energético [36].

Figura 6

Secuencia de la produccion de acido lactico por via sintesis quimica
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Nota. Extradido de Bioproduccién de acido lactico a partir de residuos de cascara de naranja:

Procesos de separacion y purificacion [35].

Via fermentativa biotecnoldgica

Por su parte la produccion biotecnoldgica se fundamenta en la fermentacion
de sustratos ricos en carbohidratos por medio de bacterias u hongos, lo que
permite obtener enantiomeros optimamente activos D (-) o L (+). Diversos
factores influyen en este proceso biotecnoldgico, incluyendo el tipo de
microorganismo empleado, la inmovilizacion o recirculacion de este, el pH, la
temperatura, las fuentes de carbono y nitrégeno, el método de fermentacion
utilizado y la generacion de subproductos [13]. La principal ventaja de esta
via, es el uso de sustratos renovables que resultan ecoamigables con el
medio ambiente y no solo ello, sino en la obtencion de acido L (-) o D (-)

lactico en su forma Opticamente pura, segun los microorganismos elegidos
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[37]. Y entre las desventajas de esta via es el alto costo operativo, ya que es
necesario la esterilizacion de materiales y los medios utilizados para prevenir
contaminaciones. Ademas, los costos asociados con la separacion y

purificacion son elevados [38].
2.2.9. Acido lactico

Se define [39] al acido lactico como un compuesto orgénico, el cual es
producido naturalmente, y se encuentra en varios drganos del ser humano,

aunque también se puede producir industrialmente.

El acido lactico [40] conocido en su nomenclatura sistematica como acido 2-
hidroxipropanoico, esta formado por el grupo funcional carboxilo e hidroxilo,

conformando un carbono asimétrico que le confiere su actividad Optica.

En la figura 7 muestra la estructura de los isbmeros oOpticos, el D (-) lactico y
el L (+) lactico y una forma racémica constituida por fracciones equimolares
de las formas L (+) y D (-) a citando asi a (Gopal et al. 2008; Vijayakumaret
al. 2008). Asimismo, el isbmero D (-) puede causar descalcificacion y
acidosis, afectando negativamente al metabolismo humano refiriendo a
(Panesar et al. 2007) [40].

Figura 7

Estructuras isoméricas del acido lactico

COOH COOH
HO—é‘ *—H H—(|_7 *—~OH

L|7H3 |CHEI
L(+) acido lactico D(—)acido lactico

Nota. Extraido de Produccion de &cido lactico por via biotecnol6gica [40]
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Las estructuras Opticas activas, asi como la racémica se encuentran en
formas liquidas, incoloras y son solubles en agua. Son sélidos con un punto
de fusion bajo y altamente higroscopicos cuando estan en estado puro. La
obtencion de isOmeros puros, se puede dar mediante la fermentacion
microbiana a partir de sustratos renovables [40]. En la tabla 4 se encuentra
la informacién mas relevante de las propiedades fisicoquimicas del acido

lactico.

Tabla 4

Propiedades fisicoquimicas del acido lactico.

Informacidn sobre propiedades fisicoquimicas basicas

Forma /estado Liquido

Color Incoloro. Amarillo claro
Apariencia palido

Olor Caracteristico

Punto de ebullicion 120-130°C 1013 hPa
Inflamabilidad No inflamable

pH <1,2 25°C

Viscosidad dindmica 5,6 mPa.s 25°C
Solubilidad Soluble en agua
Densidad 1, 2 g/lcm3x

Nota. Adaptado de Ficha de datos seguridad [41]
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2.3. Marco conceptual
Proceso biotecnoldgico

Después de las consideraciones anteriores, la obtencion de &cido lactico
mediante un proceso biotecnolégico consistirA en un conjunto de
operaciones, tales como la hidrolisis del sustrato y la fermentacion del
sustrato hidrolizado. Este sustrato es un tubérculo que contiene una gran
cantidad de azucares, y es usado como alimento para ganado. El objetivo de
esta primera operacion fue hidrolizar la remolacha forrajera, que previamente

se concentrd hasta obtener jugo crudo concentrado de remolacha forrajera.

La hidrdlisis en este caso fue &cida, de modo que, se obtuvieron azucares
fermentables o reductores (glucosa). En ese sentido en esta etapa se busca
reducir el consumo de energia debido a la agitacion y la temperatura, y asi

pasar a la siguiente etapa de fermentacion lactica.

En la etapa de la fermentacion se utilizé cultivos iniciadores lacticos, los
cuales son preparaciones de bacterias acido lacticas de inoculaciéon directa
al sustrato (DVS), estos contenian dos tipos de bacterias de tipo
homofermentativos: Lactobacillus delbrueckii  subsp. Bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus. La primera bacteria tiene como producto
principal acido D (-) lactico y la segunda bacteria tiene como principal
producto acido L (+) lactico. Precisando que, ambas bacterias son

homofermentativos.

Puesto que, anteriormente en la etapa de hidrolisis se obtuvo azucares
reductores y junto a las bacterias acido lacticas recorren la ruta glucolitica,

dando lugar como producto principal el acido lactico.
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2.4. Definicion de términos basicos

Azucares reductores. Son aquellos que mantienen su grupo carbonilo
(grupo funcional) en su estado original. Entre ellos se incluyen la glucosa,
lactosa, fructosa, maltosa, galactosa y manosa; este grupo carbonilo les

permite reaccionar con otras moléculas [42].

Bacterias acidofilas. Son organismos que crecen mejor en condiciones de
pH por debajo de cuatro. La gran mayoria de estos microorganismos pueden
desarrollarse en presencia de oxigeno, aunque algunos son estrictamente

anaerobios [43].

Bacterias anaerobias. Son microorganismos que pueden sobrevivir y

reproducirse en entornos que carecen de oxigeno [44].

Bacterias Termofilas. Estos microorganismos se desarrollan a temperaturas
superiores a 45 y hasta 50 °C. Entre ellas se encuentran bacterias de los
géneros Bacillus, Clostridium, Methanobacterium, etc. [43].

°BRIX. Los grados Brix miden el cociente total de sacarosa disuelta en un
liquido [45].

Carbohidratos. Son moléculas biolégicas compuestas principalmente por
carbono, hidrégeno y oxigeno [46].

Glucélisis. Conjunto de reacciones que extraen energia de la glucosa al
descomponerla en dos moléculas de tres carbonos, conocidas como piruvato
[27].

Hidrolisis acida. La hidrdlisis de la sacarosa genera una mezcla equimolar

de fructosa y glucosa, conocida comercialmente como azucar invertido [47]

Jugo. Se define como un liquido no fermentado que se obtiene de frutas
maduras, frescas y en 6ptimo estado. Este producto no incluye céscaras,

semillas ni otras sustancias afiadidas [48].
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Liofilizacién. Proceso que implica en colocar una muestra completamente
congelada en un ambiente al vacio con el fin de eliminar el agua u otros
disolventes de la muestra, permitiendo el cambio directo de la fase solida a

vapor sin pasar por una fase liquida [49].

Proceso biotecnoldgico. Conjunto de operaciones que estan relacionados
a organismos Vvivos y a sus procesos bioldgicos como la fermentacion de
ciertos productos, el uso tecnolégico de enzimas y la produccién de proteinas
[50].
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1. HIPOTESIS Y VARIABLES
3.1. Hipodtesis general e hipotesis especifica
General

Es posible obtener acido lactico mediante un proceso biotecnolégico usando
cultivo iniciador lactico a partir de la remolacha forrajera utilizando hidrolisis

acida y posterior fermentacion lactica.
Especifica

La remolacha forrajera para la obtencion del &cido lactico mediante un

proceso biotecnoldgico debe contener al menos 20 °Brix.

Los parametros del proceso de la hidrdlisis acida de la remolacha forrajera
para producir acido lactico son: velocidad, concentracién, tiempo y

temperatura.

Los parametros del proceso de la fermentacion lactica de la remolacha
forrajera para producir acido lactico son relacion glucosa: cultivo lactico y

tiempo de fermentacion.

3.1.1. Operacionalizacién de variable
A. Variable dependiente

Variable Y= Acido lactico.

B. Variables independientes
Variable X= Remolacha forrajera
Variable Zi= Hidrdlisis acida

Variable Z>= Fermentacion lactica

La tabla 5 presenta la operacionalizacion de las variables del proceso

biotecnolégico para la obtencion de acido lactico.
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Tabla 5

Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES METODOS TECNICA
CONCEPTUAL OPERACIONAL

Dependiente

Acido lactico Acido obtenido por Acido obtenido  por Concentracion g/L VOLUMETRICO ACIDEZ TITULABLE

produccion biotecnologica
basado en la fermentacién
de sustratos ricos en
carbohidratos [10]

produccion biotecnolégica
en dos etapas: hidrélisis
acida y fermentacion
lactica con propiedades
fisicoquimicas con normas
estandar, medido como
concentracion.

Independientes

Remolacha
forrajera

Hidrélisis

acida

Fermentacion
lactica

Alimento de mucha
palatabilidad por su
contenido de azucar [7]

La hidrédlisis favorece la
disponibilidad de azucares
fermentables mediante el
cambio de propiedades de
la lignocelulosa [15]

La fermentacion lactica
depende del tipo de
microorganismo utilizado,
en la que transforma
principalmente azucares,
formando 4&cido lactico
como uno de los
subproductos [10]

La remolacha forrajera
tendra un pretratamiento
hasta obtener Jugo de
remolacha crudo
concentrado

La hidrdlisis &cida esta
condicionada por las
variables: velocidad de
agitacion, concentracion
de é&cido, tiempo vy
temperatura medidos
como la mayor cantidad
de °Brix.

La fermentacién lactica
inicia con la inoculaciéon
del cultivo iniciador lactico
para luego incubarlo.

Azucares

Velocidad de
agitacion

Concentracion de
acido

Tiempo
Temperatura
Relacion glucosa:
cultivo lactico

Tiempo de
fermentacién

°Brix (g sacarosa/100
g de solucién)

Rpm
Mol/L
Horas

°C

g glucosa: g cultivo
lactico

Dias

INSTRUMENTAL

AGITACION
POTENCIOMETRIA
CRONOMETRIA
TERMOMETRIA

INSTRUMENTAL

REFRACTROMETRIA

BANO DE AGUA
TERMOSTATIZADO CON
AGITACION “SB-12L”

INCUBACION

34



V. METODOLOGIA DEL PROYECTO
4.1. Disefio metodoldgico
4.1.1. Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de enfoque cuantitativo por cuanto se
parte de una realidad problematica para resolver un problema especifico
mediante mediciones; se cuenta con la hipétesis, un marco tedrico y se usa
la estadistica inferencial como herramienta para el andlisis de la investigacion
gque se levanta de una muestra determinada usando la técnica de la

observacion y/o el instrumento de cuestionario.

Por otra parte, el estudio de esta tesis es experimental pura de tipo factorial
porgue se hard manipulacion intencional de las variables independientes y se

medira su efecto sobre la variable dependiente.

Asi mismo, el estudio de esta tesis reune las caracteristicas de una
investigacion aplicada, porgue tiene como fin proponer soluciones en base al

problema estudiado y generar un impacto social positivo.
4.1.2. Disefio de investigacion

En la presente investigacion se define como factores a las variables que se
desean evaluar en las condiciones de hidrdlisis acida: velocidad de agitacion,
concentracion de acido, temperatura y tiempo de hidrdlisis tal y como se
detalla en la tabla 6.

Se definen:
Zin= numero de factores o variables que se manipulan son 4.

n = niveles o nimero de valores que adoptaran las variables, en esta

investigacion son 2.

35



Tabla 6

Factores y niveles para la etapa de hidrélisis acida

N° FACTORES NOTACION UNIDADES NIVELES
A B

1 Velocidad de Z11 Rpm 150 180

agitacion
2 Concentracion de Z12 mol/L 0.1 0.4
acido
3 Temperatura Z13 °C 50 70
4  Tiempo de hidrolisis Z14 Horas 4 6

Asimismo, en la tabla 7 se define como factores a las variables que se desean
evaluar en las condiciones de fermentacién lactica: relacién glucosa: cultivo

lactico y tiempo de fermentacion.
Se definen:
Z2>n= numero de factores o variables que se manipulan, son 2.

n = niveles o nimero de valores que adoptaran las variables, en esta

investigacion son 2.

Tabla 7

Factores y niveles para la etapa de la fermentacioén lactica

N° Factores Notacion Unidades Niveles
A B
1 Relacion X21 g:g 2:.0.5 1:0.5
glucosa: cultivo
lactico
2 Tiempo de X22 Dias 3 5

fermentacion
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Segun [51] refiere que los disefios factoriales 2k, conocidos como planes de
experiencia son ampliamente utilizados en experimentos donde se requiere
encontrar valores Optimos de un grupo de variables, las cuales estan
determinadas por un rango de valores, éstos se conocen como niveles de la
variable. Estos niveles pueden ser cuantitativos (primer y tercer caso),
cuando se trata de niveles numéricos o cualitativos (segundo caso) cuando

se trata la ausencia o presencia de un factor.

La figura 8 muestra el disefio Factorial completo utilizando el software
MINITAB 22, siguiendo procedimiento siguiente: Estadisticas / DOE/

Factorial/Crear Disefo Factorial.

Figura 8

Factores y niveles para la etapa de la fermentacion lactica

H & . Estackani e boest »

1 01 de cootin ' Tacteowl ' ': Crase doeto dactena

Nota. Se hace uso del Programa MINITAB 22.

De manera especifica en la tabla 8 se detalla el disefio factorial completo para
la evaluacion de las variables con sus respectivos niveles en la etapa de
hidrolisis acida; al finalizar esta etapa se elegiran a los tubos que
proporcionen la mayor cantidad de azucares fermentables, los cuales seran

medidos en °Brix (g sacarosa/100 g sol).
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Tabla 8

Disefio experimental: variables en la etapa de hidrolisis acida

N° Velocidad Concentracion Temperatura Tiempo °Brix

de de acido (°C) de
agitacion (mol/L) hidrélisis
(Rpm) (horas)
1 150 0.1 50 4
2 180 0.1 50 4
3 150 0.4 50 4
4 180 0.4 50 4
5 150 0.1 70 4
6 180 0.1 70 4
7 150 0.4 70 4
8 180 0.4 70 4
9 150 0.1 50 6
10 180 0.1 50 6
11 150 0.4 50 6
12 180 0.4 50 6
13 150 0.1 70 6
14 180 0.1 70 6
15 150 0.4 70 6
16 180 0.4 70 6

En la tabla 9 se evaluaran las condiciones de la fermentacion lactica en base
al disefo factorial completo, teniendo en cuenta a los tubos elegidos en la

etapa anterior.
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Tabla 9

Disefio experimental: variables en la etapa de fermentacion lactica

N° Relacion g Tiempo de Concentracion
glucosalg fermentacion (dias) de acido (g/L)

Cultivo
2:0.5
1:0.5
2:0.5
1:0.5

A W DN P
g o1 W w

4.2. Método de investigacion

De acuerdo con la metodologia de la investigacion, el método utilizado en el
presente trabajo de investigacion es el hipotético-deductivo puesto que se
parte de una serie de hipoétesis para luego obtener conclusiones particulares
de ella, y que luego seran verificadas experimentalmente, es decir comprende
una etapa inicial de inferencias empiricas que permiten deducir hipétesis que

seran refutadas mediante la experimentacion [52].

La obtencién de &cido lactico mediante un proceso biotecnolégico usando
cultivo iniciador lactico a partir de la remolacha forrajera sigue la siguiente
metodologia, las cuales se representa en la figura 9, como un diagrama de

flujo.

39



Figura 9

Diagrama de flujo

Recoleccion de
materia prima

Obtencion de jugo

Pretratamiento
de la materia ‘ crudo concentrado

prima de remolacha
' forrajera

Sacarosa
Indicador: °Brix
Método: refractometria
Etapa 2 l:> Hidrolisis acida

Azucares fermentables
Indicador: °Brix P
Método: refractometria s SN

Etapaa

Etapa :> Fermentacion i S:::;g, |
Pa3 lactica | Hew= )
Acido lactico

(Acidez titulable, AOAC 942. 15A, 22nd. Ed 2023 ) |

4.3. Poblacién y muestra

En el presente trabajo de investigacion se adquirio la remolacha forrajera en
la Empresa Municipal de Mercados S.A. (Emmsa) que esta localizado en la
avenida La Cultura 808, en el distrito de Santa Anita 15011, provincia de
Lima, se trabajara con una unidad de andlisis que consiste de dos atados de

remolacha forrajera equivalente a 2kg.
4.4. Lugar de estudio

La presente investigacion se realizo en los laboratorios de fisicoquimica y
microbiologia de la facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional

del Callao, donde se cuenta con los equipos requeridos.

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccién de lainformacion
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Para este tipo de investigacion se usara la técnica de la observacion ya que
se observara el comportamiento del fenédmeno bajo estudio y el instrumento

a utilizar sera un Check list.
4.5.1. Técnicas paralarecoleccion de lainformacién

En la experiencia se requiere trabajar por triplicado, debido a que el Jugo de
remolacha crudo concentrado es una mezcla heterogénea, ademas de ello
disminuira el margen de error en los resultados. A continuacion, se detalla los

meétodos y/o técnicas en el proceso de obtencion del acido lactico.
Para la obtencidn y pretratamiento de la remolacha forrajera.

Como primer paso desecharemos algunas partes de la remolacha de los dos
atados de remolacha forrajera que es equivalente a 2Kg, luego del lavado se
procedié a pesar nuevamente dandonos un peso de 1.764 Kg, para después

cortar en bastones como se ilustra en la figura 10 y 11.

Figura 10

Lavado de la remolacha forrajera
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Figura 11

Corte en bastones de la remolacha forrajera

Identificacién de azucares en el Jugo crudo concentrado de remolacha

forrajera.

En la obtenciéon de Jugo crudo concentrado de remolacha forrajera (se
concentr6 a 65°C [14] como se ilustra en la figura 12) obteniéndose un
volumen de 360 mL (p= 1.054 kg/L) y el volumen de agua al concentrar el
Jugo crudo fue de 715mL. El bagazo obtenido de la extraccion de Jugo crudo
de la remolacha fue de 27.38% del peso de remolacha lavada.

Figura 12
Concentracion del Jugo de remolacha crudo

En la tabla 10 se detalla la técnica y el método para la medicion de azucares
y el pH. La técnica de refractometro consistié en agregar unas gotas de la
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muestra de Jugo de remolacha crudo concentrado. En la figura 13 y 14 se
ilustra la medicién de azucares y pH respectivamente.

Tabla 10
Propiedades quimicas del jugo crudo concentrado de remolacha

Analisis Técnica Método

°Brix (g sacarosa/100g de Refractometro  Instrumental
solucion)

pH Potenciometro  Instrumental

Nota. Los resultados estan expresados en °Brix (g de sacarosa/100 g de solucion)

Figura 13
Medicién de °Brix del Jugo crudo concentrado de la remolacha

Nota. Medicién de °Brix con el refractometro digital ATAGO. Foto tomada en el laboratorio

de fisicoquimica de la facultad de ingenieria quimica de la Universidad Nacional del Callao.
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Figura 14

Medicion del pH del Jugo crudo concentrado de la remolacha forrajera

Nota. Antes de usar el potenciometro se requiere la calibracion con las soluciones de 4.01 y
6.86. Foto tomada en el laboratorio de fisicoquimica de la facultad de ingenieria quimica.

Para la etapa de hidrdlisis acida del Jugo de remolacha forrajera crudo

concentrado hasta azlcares fermentables.

Luego de la obtencién y pretratamiento de la remolacha forrajera, se tomara
5 g del Jugo crudo concentrado para cada tubo (1, 1x, 1xx,2,2x,2xx, ...) y se
les adicionara una solucion de 15 ml de H2SOas (ver anexo 02) con
concentraciones de 0.1y 0.4 N sea el caso, para luego colocarlas en el equipo
de bafio Maria con agitacion SB-12L BENCHMARK SCIENTIFIC como se
ilustra en la figura 15. Luego se dejaran reposar a temperatura ambiente en

ausencia de luz.
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Figura 15

Hidrdlisis del Jugo crudo concentrado

Nota. El equipo utilizado fue bafio maria con agitacién. Foto tomada en el laboratorio de

fisicogquimica de la facultad de ingenieria quimica.

En la figura 16 se ilustran los 64 tubos, los cuales a cada uno se les midi6
°Brix final al finalizar la etapa de hidrolisis acida, estas se detallan en la tabla
11. Para el reconocimiento de azucares reductores se utilizara el método de

refractometria.
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Figura 16

Etapa final de hidrolisis acida: °Brix y pH

Nota. Foto tomada en el laboratorio de fisicoquimica de la facultad de ingenieria quimica.

Tabla 11
Etapa final de hidrolisis 4cida: medicién de °Brix

Etapa 1: Hidrolisis acida R1 R2 R3

°Brix final

Nota. Donde R1, R2, R3 representa el nimero de repeticiones.

Cultivo iniciador lactico

Se utilizé el cultivo lactico liofilizado Selection™ mild 1 (ver anexo 02) que
contiene 2 tipo de cepas, el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (L.
bulgaricus) y Streptococcus thermophilus. En la figura 17 se muestra la

presentacion de este cultivo.
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Figura 17

Cultivo iniciador lactico liofilizado

Nota. Foto tomada en la empresa Insumos & Soluciones SAC.

Para la etapa de fermentacion lactica

Luego de la hidrdlisis acida, trasvasaremos los tubos 4, 8, 10, 16 con sus
respectivas repeticiones a matraces con una capacidad de 50 mL,
previamente se requiere neutralizar con NaOH 1N hasta un pH 6.8, con el
objetivo de acondicionar el medio de crecimiento de los microorganismos

presentes.

Los matraces se colocaran en el autoclave a una presion interna de 1.03 bar,
provocando que la temperatura del vapor alcance una temperatura de 121 °C
durante 15-20 min tal como se ilustra en la figura 18.

Figura 18

Esterilizacion en la autoclave

Nota. Foto tomada en el laboratorio de microbiologia de la facultad de ingenieria quimica.
47



Luego del tiempo estimado sacamos los matraces esterilizados M4, M8, M10,
M16, dejaremos que enfrie para posteriormente inocular directamente el
cultivo DVS y glucosa. No olvidar realizar todo esto con el mechero de bunsen

encendido para evitar la contaminacion de las muestras.

En la figura 19 muestra los matraces M4, M8, M10, M16 en la incubadora a
una temperatura entre 35-45 °C para favorecer el crecimiento de las cepas

presentes en el cultivo lactico y asi se pueda producir acido lactico.

Figura 19

Muestras en la incubadora

— )

El reconocimiento del acido lactico se realizara por acidez titulable (AOAC
942.15A, 22nd. Ed. (2023)), luego se guardard las muestras en la
refrigeradora del laboratorio.

4.5.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Para el desarrollo de la parte experimental se necesitaron equipos, materiales

y reactivos los cuales se detallaran a continuacion.

Equipos
e Extractora de Jugos OSTER 600 W FPSTJE320S PLOMO.
e Balanza analitica.

e Refractometro digital ATAGO PR-201.
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e Bafo Maria con agitacion SB-12L BENCHMARK SCIENTIFIC.

e Potenciémetro PEN TYPE PH METER-009(]) A.
e Autoclave.
e Incubadora.
e Estufa.
Materiales
e Vasos de precipitado 1000, 500, 100 mL.
e Varillas de vidrio
e 48 tubos de ensayo con tapa Pirex N°9825.
e 12 matraces Erlenmeyer PIREX 50ml.
e Papel aluminio.
e Pipetas 1, 10 ml.
e 1 Piceta.
e 1 Propipeta.
e 5 frascos de plastico.
e 3 Fiolas de 250 mL.
e Mechero de bunsen.
e 12 Placas Petri.
e Papel craft.
e Lupa.

e Termdmetro.
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Reactivos
e H2S040.1,0.4N
e NaOH 1IN
e H20 destilada.
e Solucién buffer 4.01y 6.86
e Cultivo lactico Selection™ Mild 1
4.6. Anélisis y procesamiento de Datos

El andlisis y procesamiento de datos se ha desarrollado mediante la
investigacion experimental, el cual estd integrada por un conjunto de
actividades metodicas y técnicas que se han realizado para obtener la
informacion y los datos necesarios para el proceso biotecnoldgico del 4cido
lactico a partir de la remolacha forrajera a escala de laboratorio. Para lo cual
se empled la técnica estadistica inferencial de disefio factorial de 4 factores
para la etapa de hidrdlisis acida y un disefio factorial de 2 factores en la etapa

de fermentacion lactica, usando el software estadistico Minitab 22.
4.7. Aspectos éticos en Investigacion

Los autores de la investigacion se responsabilizan de la informacién
publicada como resultado de este proyecto, de acuerdo al Reglamento del
Cédigo de Etica de la Investigacién de la UNAC, Resolucion N° 260-2019-
CU., donde se sefala los principios éticos como norma de comportamiento
conductual, asi como también los autores estan de acuerdo con el reglamento
en donde reconoce que la investigacion es una funcién esencial y obligatoria
en la Universidad Nacional del Callao, por ello el investigador es responsable

de los procedimientos y evaluaciéon de su investigacion.
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V. RESULTADOS
5.1. Resultados descriptivos

En la tabla 12 se presentan los datos estadisticos descriptivos de las 3
mediciones para la concentracion de la sacarosa en la remolacha forrajera
utilizada como sustrato para la obtenciébn de &acido lactico mediante un

proceso biotecnoldgico.

Tabla 12
Datos estadisticos descriptivos

Variable Media Minimo Mediana Maximo
°Brix 21.600 21.400 21.500 21.900

Nota. Resultados obtenidos con Minitab 22

En la tabla 13 da a conocer los valores promedios obtenidos para el pH del

Jugo crudo concentrado de la remolacha forrajera.

Tabla 13

Datos estadisticos descriptivos

Variable Media Minimo Mediana Maximo
pH 5.0333 5.0000 5.0000 5.1000

Nota. Resultados obtenidos con Minitab 22

En la tabla 14 se detalla los datos obtenidos de la concentracion de la

sacarosa en °Brix, con respecto a los pardmetros de la hidrolisis acida.
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Tabla 14

Concentracion de la sacarosa con respecto a los parametros de la hidrélisis

acida
Velocidad Concentracion Temperatura Tiempo °Brix
de de acido (°C) de Ri R2 Rs
agitacion (mol/L) hidrélisis
(RPM) (horas)
150 0.1 50 4 72 72 71
150 0.4 50 4 73 79 79
150 0.1 50 6 6.6 6.5 6.6
150 0.4 50 6 85 82 80
180 0.1 50 4 6.5 6.1 6.3
180 0.4 50 4 76 80 7.9
180 0.1 50 6 8.0 81 8.0
180 0.4 50 6 9.1 9.2 95
150 0.1 70 4 54 57 57
150 0.4 70 4 80 81 79
150 0.1 70 6 55 5.7 6.0
150 0.4 70 6 75 75 8.1
180 0.1 70 4 58 55 6.0
180 0.4 70 4 82 7.7 7.7
180 0.1 70 6 59 58 538
180 0.4 70 6 82 82 7.6

Nota. Resultados obtenidos luego de la hidrélisis acida, donde R1, R2, Rses el nimero de

repeticiones.

Se muestran en la tabla 15 los resultados promedios de la concentracion de
acido lactico en g/L (ver anexo 02) al finalizar la etapa de fermentacion lactica

para la comprobacion de hipétesis especifica tres.
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Tabla 15

Etapa final de la fermentacion lactica: Concentracion de acido lactico

Relacion Tiempo de Concentracion

glucosa/ cultivo (g/g) fermentacion (dias) de acido (g/L)

2:0.5 3 1.84
1:05 3 1.44
2:0.5 5 3.81
1:0.5 5 1.28

Nota. Resultados promedios obtenidos por el laboratorio “Sociedad de Asesoramiento

Técnico”.

El valor de la mediana de la concentracion de acido lactico en todos los casos,

luego de finalizar la fermentacion lactica, se detalla en la tabla 16.

Tabla 16

Datos estadisticos descriptivos

Muestra N Mediana

Concentracion 4 1.64

Nota. Resultados obtenidos con Minitab 22

5.2. Resultados inferenciales

Dado que:
Si p> 0.05 se acepta la hipétesis nula.
Si p< 0.05 se rechaza la hipétesis nula de manera significativa.

En el anexo 3: Etapa de hidrdlisis acida se muestran las pruebas de
normalidad mediante Kolmogorov - Smirnov y los valores atipicos para
velocidad de agitacion, concentracion de acido, tiempo, temperatura y °Brix
para la hidrélisis acida, los cuales no mostraron normalidad en sus

distribuciones, por lo que se realizaran pruebas no paramétricas.
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Teniendo en cuenta que nuestros datos no presentan normalidad, se realiz
la correlacidon en parejas de Spearman con el objetivo de conocer el efecto
de los °Brix con respecto a los parametros de la hidrélisis acida, como se

detalla en la tabla 17.

Tabla 17

Etapa Hidrolisis acida: correlacion en parejas de Spearman

Muestra 1 Muestra 2 N Correlacion IC de 95% Valor
parap p

°Brix Velocidad de 48 0.155 (-0.137; 0.422) 0.292
agitacion

°Brix Concentracion 48 0.747 (0.562; 0.861) 0.000
de acido

°Brix Temperatura 48 -0.336 (-0.572; -0.049) 0.020

°Brix Tiempo 48 0.230 (-0.061; 0.486) 0.115

Nota. Resultados obtenidos con Minitab 22

Los resultados de aplicar la correlacion de Spearman al efecto de la velocidad
de agitacién, tiempo, temperatura y concentracion de acido sobre la
concentracion de sacarosa medidos como °Brix durante la etapa de hidrolisis
acida, indican que estos (°Brix) tienen un indice de correlacion igual a 0.155
con respecto a la velocidad de agitacion, es decir existe una correlacién baja
y directa entre estas variables, con un p = 0.292 (mayor a 0.05); el indice de
correlacion entre los °Brix y la concentracién del acido es de 0.747 lo que
sefiala una alta y directa correlacion entre ambas variables, con p = 0.00
(menor a 0.05); la correlacion entre los °Brix y la temperatura es de -0.336
implica una correlacion baja e inversa entre ambas variables, con p = 0.020
(menor que 0.05) y el indice de correlacion 0.230 entre los °Brix y el tiempo
muestran una correlacion de baja y directa entre ellos con p = 0.115 (mayor
que 0.05).

Asi mismo en el anexo 3: Etapa de fermentacién lactica se muestran las

graficas de probabilidad para tiempo de fermentacion, relacion glucosa/
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cultivo y concentracion de &cido lactico, en la cual solo la concentracion de
acido lactico mostro normalidad en su distribucion, con un valor de p > 0.05
no tenemos suficiente evidencia para concluir que nuestros datos no siguen
una distribucién normal; por lo tanto, se realizaran pruebas no paramétricas

con correlaciones en parejas de Spearman como se detalla en la tabla 18.

Tabla 18

Fermentacion lactica: correlaciones en parejas de Spearman

Muestra 1 Muestra 2 N Correlacion IC de 95% para Valor

P P

Concentracion Relacion 4 0.894 (-0.704; 0.999) 0.106
de acido glucosa/ cultivo
lactico
Concentracion Tiempo de 4 0.000 (-0.961; 0.961) 1.000
de acido fermentacion

lactico

Nota. Resultados obtenidos con Minitab 22

El indice de correlacion 0.894 (cercano a 1) indica que hay una correlacion
fuerte y directa entre la relacion glucosa/cultivo y la obtencién de acido lactico,
con un valor de p de 0.106 (mayor a 0.05). Por otro lado, el indice de
correlacion entre el tiempo de fermentacion y la obtencion de &cido lactico es
de cero, lo que implica que no hay relacion entre estos dos parametros, con

un valor de p de 1.000 (mayor a 0.05).
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS
6.1. Contrastacion y demostracion de la hipdtesis con los resultados

Hipotesis especifica 1: “La remolacha forrajera, para la obtencion del acido

lactico mediante un proceso biotecnoldgico, debe contener al menos 20 °Brix.

La tabla 12 muestra el valor promedio del contenido de sacarosa en la
muestra experimental de 21.6 °Brix, valor por encima de lo establecido, por

lo que la hipoétesis especifica 1 si se pudo comprobar.

Hipotesis especifica 2: “Los parametros del proceso de la hidrélisis acida
de la remolacha forrajera para producir acido lactico son: velocidad de

agitacién, concentracién de acido, tiempo y temperatura”

En la tabla 14 se muestran los resultados de relacionar los pardmetros
velocidad de agitacion, concentracion de acido, tiempo y temperatura con el
proceso de hidrdlisis acida, encontrando evidencia estadistica significativa
con la concentraciéon de acido (p=0.00) y la temperatura (p=0.020), de igual
manera no se encontrd evidencia significativa con la velocidad de agitacion
(p=0.292) y el tiempo (p=0.115); por lo que la hipétesis especifica 2 se

comprobd parcialmente.

Hipdtesis especifica 3. “Los parametros del proceso de la fermentacion
lactica de la remolacha forrajera para producir &cido lactico son relacién

glucosa: cultivo lactico y tiempo de fermentacion”

De los resultados mostrados de la tabla 18 no se encontré evidencia
significativa para relacionar los pardmetros relacién glucosa/ cultivo, y tiempo
de fermentacion en el proceso de fermentacion lactica, teniendo valores de p
de 0.106 y 1.000 respectivamente, esto permite interpretar que ambas
correlaciones no son estadisticamente significativas; por lo que la hipétesis

especifica 3 no se comprobo.
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Hipdtesis general: “Es posible obtener acido lactico mediante un proceso
biotecnolégico usando cultivo iniciador lactico a partir de la remolacha

forrajera utilizando hidrdlisis acida y posterior fermentacién lactica”

Puesto que la hipotesis especifica 1 se comprob6 de la tabla 12, y de los
resultados de las tablas 14 y 15, hidrolisis acida y fermentacién lactica
respectivamente, se evidencié en todos los casos la obtenciéon de &cido
lactico. Sin embargo, la hipotesis especifica 2 se comprobd parcialmente y la
hipétesis 3 no se comprobd, se puede decir que no existe evidencia

estadistica significativa para comprobar la hipotesis general.
6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares

Hipotesis especifica 1: Los resultados obtenidos para el contenido de
sacarosa en la muestra experimental, con una media de 21.6 °Brix, dieron
valores por encima de lo indicado por VISSER Diana et. al [14], el cual sefiala
gue es preferible que el jugo de remolacha crudo concentrado pueda

contener entre 20 a 30 °Brix.

Hipotesis especifica 2: Los resultados mostraron evidencia estadistica
significativa que hay relacion alta con la concentracién de acido (0.747) y baja
e inversa con la temperatura (-0.336) coincidiendo con JIMENEZ ISLAS,
Donaji et al. [15] en el cual refiere que para la concentracion de &cido y
temperatura existe significancia; ademas menciona que para
concentraciones mayores a 0.5 N no existe diferencia significativa; sin
embargo el parametro de temperatura estard influenciado por la
concentracion del acido y el tiempo de hidrolisis.

Asimismo, no se encontr6 evidencia con la velocidad de agitacion y el tiempo;
se discrepa del autor ya que menciona que a velocidades por debajo de 150
RPM no existe significancia, posterior a ello existe diferencia significativa. Por
ultimo, sefiala que para la obtencion de azucares fermentables mediante
hidrdlisis acida, el tiempo de hidrolisis a partir de cuatro horas en adelante no

tiene significancia, por lo que se coincide con el autor.
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Hipotesis especifica 3: Con respecto a los resultados obtenidos de la
concentracion de acido lactico, con una mediana de 1.64 g/L, no se pudo
contrastar con sustratos o volimenes equivalentes con nuestra investigacion.
Se concuerda con INIGUEZ, Andrea y CASTILLO, Antonio [13] con respecto
al tiempo de fermentacion mayor a 5 dias, el cual no tuvo significancia con la
concentracion de acido lactico usando como sustrato almidon de papa. Por
otro lado, WARTHON AYALA, Carmen y RAMOS HUAMAN, Mercedes Z. [17]
obtuvieron 41,4979 g/L de &cido lactico en base a una muestra de 47 L suero
lacteo residual, usando como inéculo 0.1 g/L y un tiempo de fermentacion de
3 dias.

6.3. Responsabilidad ética de acuerdo a los reglamentos vigentes

De acuerdo al Reglamento del Codigo de Etica de la Investigacion de la
UNAC, Resolucién N° 260-2019-CU., los autores de la presente investigacion

se responsabilizan por la informacion emitida en el presente informe final.
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VIl.  CONCLUSIONES

Se obtuvo &cido lactico mediante un proceso biotecnolégico usando
cultivo iniciador lactico a partir de la remolacha forrajera, con una
mediana de produccién de acido lactico de 1.64 g/L; asi mismo se
obtiene la mayor concentracion de acido lactico utilizando un disefio
para la hidrdlisis 4cida (180 RPM, 0.4 N de H2S0O4, 50 °C y 6 horas) y la
fermentacion lactica (relacion glucosa/ cultivo de 2:0.5 y tiempo de
fermentacion 5 dias) con un valor de 3.81 g/L.

Se caracteriz6 la remolacha forrajera para la obtencién del acido lactico
mediante un proceso biotecnoldgico, en la cual se obtuvo de la muestra
experimental un valor promedio para el contenido de sacarosa de 21.6
°Brix, valor por encima de lo indicado en la hipotesis.

Se determiné los parametros del proceso de la hidrdlisis acida de la
remolacha forrajera para producir 4cido lactico, siendo los parametros
mas importantes para este estudio con evidencia estadistica
significativa con la concentracion del acido y la temperatura con
respecto a los °Brix.

Se determiné los parametros del proceso de la fermentacion lactica de
la remolacha forrajera para producir acido lactico, cuyos parametros
relacion glucosa/ cultivo y tiempo de fermentacibn no se encontro
evidencia estadistica significativa con respecto a la concentracién de
acido lactico, sin embargo, existe una correlacion fuerte y directa entre

la relacion glucosa/ cultivo y la concentracion de acido lactico.
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VIll. RECOMENDACIONES

Se aconseja lavar la materia prima antes de iniciar con el pretratamiento
de la concentracion del jugo de la remolacha, y asi evitar interferencias
gue puedan afectar la obtencion de acido lactico.

Se recomienda realizar estudios méas detallados para obtener mejores
condiciones de hidrélisis para que el cultivo iniciador lactico pueda
consumir los azucares degradados de la remolacha forrajera y permita
obtener un mayor rendimiento de produccion de acido lactico durante
su desarrollo.

Se recomienda realizar un estudio con otros tipos de microorganismos
lacticos homofermentativos teniendo en cuenta la curva de crecimiento
con respecto al tiempo.

Al realizar la fermentacion lactica se recomienda esterilizar todos los
materiales a utilizar siguiendo un manual de préacticas de laboratorio de
microbiologia general para evitar contaminaciones que puedan alterar

los resultados en dicho proceso.
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Anexo 1

Matriz de consistencia

ANEXOS

OBTENCION DE ACIDO LACTICO MEDIANTE UN PROCESO BIOTECNOLOGICO USANDO CULTIVO INICIADOR LACTICO A PARTIR DE LA REMOLACHA FORRAJERA

PROBLEMA
General
¢ Cémo obtener acido lactico
mediante un proceso

biotecnoldgico usando cultivo
iniciador lactico a partir de la
remolacha forrajera?

Especifico

¢ Cudles son las caracteristicas
de la remolacha forrajera para
la obtencion del acido lactico
mediante un proceso
biotecnol6gico?

¢Cuéles son los parametros
del proceso de la hidrdlisis
acida de la remolacha forrajera
para producir acido lactico?

¢Cudles son los parametros
del proceso de la fermentacion
lactica de la remolacha
forrajera para producir &cido
lactico?

OBJETIVO
General
Obtener acido lactico mediante
un proceso bhiotecnoldgico
usando cultivo iniciador lactico

a partir de la remolacha
forrajera.
Especifico
Caracterizar la  remolacha

forrajera para la obtencion del
acido lactico mediante un
proceso biotecnoldgico

Determinar los parametros del
proceso de la hidrdlisis acida de
la remolacha forrajera para
producir acido lactico.

Determinar los parametros del
proceso de la fermentacion
lactica de la remolacha forrajera
para producir &cido lactico.

HIPOTESIS

General
Es posible obtener acido lactico
mediante un proceso biotecnolégico
usando cultivo iniciador lactico a partir
de la remolacha forrajera utilizando
hidrolisis acida y posterior fermentacion
lactica.

Especifico

La remolacha forrajera para la
obtencién del &cido lactico mediante un
proceso biotecnologico debe contener
al menos 20 °Brix.

Los parametros del proceso de la
hidrolisis é&cida de la remolacha
forrajera para producir &cido lactico
son: velocidad de agitacion,
concentracion de acido, tiempo vy
temperatura.

Los parametros del proceso de la
fermentacion lactica de la remolacha
forrajera para producir &cido lactico son
concentracién del M.O en el inoculo y
tiempo de fermentacion.

VARIABLE
Dependiente

Y: Acido lactico

Independiente
X: Remolacha

Forrajera

Z1: Hidrélisis
acida

Z2: Fermentacién
lactica

DIMENSIONES

Concentracion

Sacarosa

Velocidad de
agitacion

Concentracién de
acido

Tiempo
Temperatura
Relacion de
glucosa: cultivo

lactico

Tiempo de
fermentacion

INDICADOR

g/L

°Brix (g sacarosa/100 g de

solucién)

150, 180 Rpm
0.1, 0.4 mol/L
4, 6 horas

50, 70°C

2:0.5,1:0.5 gglucosa: g

cultivo lactico

3, 5 dias
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Anexo 2

Ficha técnica de acido sulfarico (H2SO4)

Sp e cltru m Specification for Sulfuric Acid, Reagent, ACS (51730)

CHEMIGAL MFG CORP

Trem Nuber 51730
Sulfiric Acid Reagent ACS
7664939

APPEARANCE free fom swpendedr
ASSAY (H,50,) 950 98.0%
COLOR (APHA) 10
RESIDUE AFTER IGNITION 5 ppm
CHLORIDE (C1) 0.2 ppm
NITRATE (NO.) 0.5 ppm
AMMONIUM (NH,) 2 ppm
SUBSTANCES REDUCING PERMANGANATE 2 ppm
ARSENIC (4s) 0.01 ppm
HEAVY METALS (as Ph) 1 ppm
[RON 0.2 ppm
MERCURY 5 ppb
EXFIRATION DATE
DATE OF MANUFACTURE
Spectrum Chemical Mfg Corp
Corporate Headguarters:  West Coast Faciy:
T8 Jarsey Ave. 1417 5, San Pedro 5t
Yew Brmswick, T 08901 Gardena, CA 90248
13141300 310.516.8000
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Ficha técnica de cultivo iniciador lactico

Inproving fod & el

Selection™ Mild 1
Informacion de Producto
Yersion: 5 Pl EU ES 27-11-2020

Dezcripoton
Culthvo termdfilo Yo-Flex &,

Composicida ded cultive:
LactobacRlus delbrueckll sutap, budgarics

Streptococoes thermophilis

No Material Ti5163 Color. Elanco & ligeramente reflzo o mamon
Tamafe: S0G U Formate: FDOVS
Tipe: Sobwe (3] en caje Aspecto Flsice:  Granulade

Almacenaje y mantpulacton
«18°C s «0°F

Vida uttl
Como minimo 24 meses desde L fecha de fabricackin cusndo se almacens sigulendo Las recomendaciones.
A 3'C (417F) la caducidad es de chimo minime & semanss.

Aplicacsion

Use
Bl culthvo producind un yorar Con U aroma moy ssave, extra-alts viscostdad y muy baje pest-acidificackin, Adecuado pars b
fabricackn de yogur finne, Datide y ligaido.

Dusls recomendada
Dosts de Inoculackm recomendada: SURS de leche

Disedados para un rendinrdento Sptime, la compasicitn y la doshs de Mocdaciin recomendada para este culthve fueron
desarollades cddadosanents mediante el wo de copas microblanas unicas, principios blotecnokdgices avangados y mis de
140 a0 de experiencls scumitada de L Industria lactea.

Advertencia: La splfcackin de una dost de Inocatackin inferior a la recomendada puede Cactar una varfaciin o deseada
on s calidad del producto, ena miwnar ef iciencla de produccin, pérdidas en of rendimlento del producto, posRies falles de
fermentackn y s mayor tlesgo de alagues de Dacteriif agos.

Directivas para su wse

Sacar ¢ culthvo del congelador Justo sates de su utilizackin, Uimplar 1a parte superior del sotve con diero. Abrlr o sobve y
sfadir los granclos Hodllizades drectanente al products pastecrizade mientres se ayita suavemente. Agitar s mexcls
dwrante 1015 minctos pars dstritulr el cutthvo homogineamente, Ls tengerstura recomendada de facubackin es de
35.45°C 195113 'F). Para mis Informackin sobre splicaciones especificas, por favor, consulle nuestros catsiogos tecnkoes y
fecetlas recomendadas.

Informacion tecnics

e by hypenian Pégina: 14
Lo farmeciie ol recoghdo o1, MepUm muettro fazi 2057 y sTtander, veTeT y RR0cA3 y 0 SrOcaced (0 prodacton Gue SguE i na \)
av propledad ntelectuct de tercerae. T oo o pr narer provey per. cdhdar o mn owvees ropiarr one

regietmadan o por derechoe Je or rzmmmm

72



l-\"!"",'rM & N

selection™ Mild 1
fumacidn de Mroducto
Varskee & M OEU B 27002000

Curva de acidifcadién

7.0 ! L L M 1 1 1
— JTCIN'F

== 4CHMF

e 43 CHOVF

&

Time (hr}

Condicknes de fermentactin
Leche enters »2 ¥ loche desnatada en polvo (B5°C/185°F, 30 minutes)
Inecdackin: 500025001

Nétodes aralitices
Les netndes de refevencia y anslitices esthn disponiies bejo petickin,

Informacion dietetica
Kosher:

Halal:
VLOG:

Koter Lacteo excly, Pascus
Centificade
Corfonme

Legizlacton

Chr. Hansen cumple con ks requerimientos genersies de sequridad slimentaris establecidos por o Reglanents
1782002 /EC. Las bacterias Acido Actices son reconocida de forms genersl come sefuras y pueden ser utilizades en
sliventos, sh endargo, pare splicacionss especificas recomendancs que consulte la legisiackn racionsl.

B\ producto esta destioade = ser utilizado en alimentos.

Segurided elimentaria
Mo esfste garantis de segurided alimestaris Impticits pars aplicaciones de este products distintas de las indicadas en la

seccion de wtiltzacion, i deses utiitzar este producto en otre aplicackin por faver, contacte co su representante de Che,
Hansen para sedicitar syuda.

Etiquetado
Eviguetada recomendade "cultho &cide Lactico” o “cultive feiclader”, sin embargo, la legfislackin puede variar. Por favor,
consdte la legistacion local,

e gy hamenogn Phyine: 1)
1o Infarmecie 0guf mcoghac a1, Mgle SURLED (el 10MT § ePOERAeT, WNDT Y £R0CSS U Broducha (o praductod Jue equl e ewockeeit) no wiokain) Serechor
a0 propledd telectuct de tercarse. [ pradorto §2 progacton 2oesnin eater 2rocegiany) por patander canoedisal © m fromisasiin, marcer sepiairadss o a0
regitmasor 0 por derechor Jv proplechd mtalectust atmfarer. Todae lor Serechos reenasty
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selection™ Mild 1
nfomackén de Productn
Venskde: & M EU £S5 27002000

Marcas comerciales

Les nosodwes de preductos, nombres de conceplos, ogotipod, marces y olras marces comernclsies mencionadas en ete
documento, figuren o oo en mayscaas, en negrita o con el simboio ® 0 TV, son propledad de Cle. Hansen AJS o do wra
il de la mEsme o utfilzades bajo licencla. Las marcas registradas que aparecen en &5t doCumente pueden no estar
registradss en su pak, eungue estén marcads con un &,

Serviolo tecnico

Persomal de b Laboratoriks de Apticacn y Desarrolio de Productss de Chr Handen estan & su dispesicion si necesita mas
Infarmacion.

Infermacién GMO
De scuerdo con (s legklackin de (s Unkin Euwnpes mencionads & continuacion, podemos ndormar que:

Selection™ Mid 1 no ¢s un slimento GM (modificado gendticamente) *.

NO conthene o combite en OGM y 1o se produce & partlr de OGM de acuerde con el Reglaments 1829/2003 * sobre alimentos
¥ plersos modificades gendticanente.

Come ta, el etiquetado GM no &3 requerido pera Setection™ WD 1 o ol alfmento que se utliza pars producli ™. Ademas, ¢l
products ne contiene ninguns materia prime con L etigueta GM.

* Reglarenrs (CT) o* 8293007 Sel Portarwrte Durspea y cdel Comw s, ov 32 ae repievtre e 2000, aobew alirwnios y plecsss mocificass gend rcamente
** fegtavanre )C0) =* 12012003 Svl Periarranto Durspec y def Conae)a, 3w 11 de meptiempen Jv 2001, refative 2 la txzsetdlided’ y o efigentas de arporiuence

nodfcoder ¥ le tezzobdliced dv stimantzs y plemace produricor 2 perelr o angeriamos mocificosiae qeedtizzrunts i por b3 oue se madiio La
Dwrectha 20641 1BUCE.

Bar fover, temgo en cownts ue & infrmecion Qur 1e presents oout mo Ivplica e o 2rodicto pueds sev LA RS 0 eutd certfinedo externaments pere ey

snilnnds en alirenics 2 plenaae stiquetados come “anpdabor o scalagiced” o Tores o OGH" Lac raguicions sare Aocar ety decloracikames varion sepde of
pals, concactensr povo cbtersr mdy formacia.

ww chehgpensan Pigina: 54
Lo sformeciie aqu reneghdo et upamld by emtender, v«nvuﬂyd, fopr A oM 00 viclany Serechoe
v proplesiag ntelectuct e tercerss TV o 2uedein) pizee roteghacs) par satwnter om N, maerces megletrados © A0

M—ﬂﬂ"mﬁmmﬂl Tadoe foe Serechon reranvadal
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g (4 A ool & Aty

Verside: § M EU &5 27012000

Infermazién sebre Ale

La du adéryenos comunes de acuerds con el Acto de 2004 sobre
mm'mahwmmn-y
Etiguetado de Estados Unidos (FALCPA) y con of Reglaments
[11697201 VEC de la Usiido Europes

Que contengan ghuten® ymmsamm
UStiCecs y productis & base de Crusthcecs
Hueves y productos & base de huevo
[Pescads y producics & base de pescade
[Cacahuetes v productos 2 bese de cacahiuetes
5058 v productes a bise de sols
Leche y sus derwades (Inclulds b (actoss)
rutos de chscara® y productos derbrades

: aﬁ._&m-am

polomwnusmm

[Mestaza y productes derbades

[Grancs de sésama y productos & base de fyanos de wésano

Altramuces y producios a base o albvamece:

Maymdxlmahnuhuﬁw

Anhidride sulfurese y sulfitos (ahadids | en concentraciones sugeriores & 0 mg/vg o 10
pug/litre expresadn como S0y

il

| F|F|F| F| F| F|

FI\F| F|F|F)

F

* For fovor, comaudty of Reglarmento de i3 UT 194912541 Aneaz ¥ 2ar2 ueg definician (g’ o lor ol¥rgeacs camumer, Mg I legiaiaoidn de io Unide furepen
LARE T ST T

e Chehpomogn Phgine: 4 &)
10 efarmochio oqa! meceghdo or, angie martro ezl 30der y sedencer, mwmynmwm S92 M mwrcioneyi o violain) Jerecho
o propledad htelectaxt de tercerae £ 2radicto jeo pr 2uede/n) ertsr sroteg om e i ome

regietmant o por devechon o propiechd intelecruet siesliarer, maamm




(?ﬂ." Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

\ » JUALMPBANTE QUISSE M* 2900 - 2988 | LINA 14- PEIU  TELEFOND. 2085000
- Emal sefparuifsatpers com | wak werw astpetu com

INFORME DE ENSAYO N° DT-04250-02-2024

FRODUCTC ¢ Jugo de remaolacho.
SCUCITADRO POR 1 Campos Cosimio Estelta
DRECCION :  Urb. Sanfa Rosa ge Figrola Mz C Lole 5- Catkao - Uma
FECHA DE RECEPCION L 22408-21
FECHA DE ANALISS L 24.08.22
FECHA DE PIFORME | 2024-08-24
SCLCTUD N* 1 SDIOP499-2024
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA 1 HE-0
ESTADO / CONDICION ¢ Producio fquido / Religerado
PRESENTACKON ; Frasco de plastico cenrado con fopa sin Bogratior, con eliqueta
CANTDAD DE MUESTRA ! 70 MiLivos
CANTOAD DE MUESTRA DIRWENTE : Ninguna (A sollctud del cliente]
Servicio Via [ Resutado

(') Acidez (g/1) 1,84 (Expresado en bcldeo ldctico)
(*) LOS METCDOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INACAL-DA

METODOS

I AOURE WEE TV Tt B0 G Ay (b o St geenan

ST i raoee oy " Lt T TERARO SN SifeTicEe e cuset atrertrrn WARED (Rt in e b et rrreer e er s ks ameb dTeT Ay peottiety e T (WP v
wha e b v - RO AT i e nmmny N oy i s o e
GUIM. CLOTILDE HUAPAYA HERREROS
JEFE DIVISION TECNICA
CQAPFN I

Fumado digtaimente por::

Quim. Maria Clatide Huspapa Hermaros

Fochu 26082024 1115

Cooyfigrt 8 2010 SIS0« misrmesiwbipen.com l-m-nfl.::l‘n‘lgc‘b
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T
(?ﬂ. Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.
\ . JUALMPBANTE QUISSE M* 2909 - 2988 | LINA 14- PSR TELEFOND 2085000
\__" Emal sefperuifsatpers com | wak ween sstpetu com
INFORME DE ENSAYO N° DT-04250-01-2024
FRODUCTC ¢ Jugo de remaolachs.
SCUCITADO POR 1 Compos Cosmio Estelta
DRECCION :  Urb. Santa Rosa de Pidrola Mz C Lote §- Calkio - Lma
FECHA DE RECEFCION 20240821
FECHA DE ANALISS L 20240822
FECHA DE PIFORME | 20240824
SOLETUD N* 1 SDIOP4%9-2024
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA 1 HF-CO
ESTADO / CONDICION : Producio fquido / Retigerado
PRESENTACKON : Frasco de pldstico cenrado con topa sn Bografar, con eliqueta
CANTDAD DE MUESTRA ! 70 MiLivos
CANTOAD DE MUESTRA DIRWENTE : Ninguna A sollcitud del cliente}
Servicio Via | Resutado
() Acidez (g1} 3,81 (Expresado en dcideo idctico)
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INACAL-DA
METODOS
AN FORE WO 1WA, Tt B GEENL Ay (b of Mt gronhan
FOLET e praome ST RAL PR Dt R SEfETichn ar Ut ateerderrs VWARED (SR onms K et crrraer pe e s ks ahned ATIETAY peotiets SRR Mpendr oty (Rt e o’ prreee e re
D e L e e A e L R
GUIM. CLOTILDE HUAPAYA HERREROS
JEFE DIVISION TECNICA
CarN I

Fumado digtaimente por::
Quim. Maria Clotide Husgapa Hermaros
Fucha 260872024 11115

Cooyfgrt 8 20710 SIEEL « misrmestipen . com

SPAG I DE Y.
l-b*?lfhjwlg( o
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(éﬂi’ Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

\ . JUALMRANTE GUISSE \* 2900 - 2988 | LINA 14- PEIU  TELEFOND. 2085080
-~ ,' Emal sem | wak com

INFORME DE ENSAYO N° DT-04249-02-2024

FRODUCTC ¢ Jugo de remaolachs.
SCUCITADO POR 1 Compos Cosimio Estelia
DRECCION :  Urb. Sanfa Rosa de Piérola Mz C Lole §- Calkio - Uma
FECHA DE RECEFCION 2024-08-21
FECHA DE ANALISS L2402
FECHA DE NFORME | 2024-08-26
SouCubD N 1 SDIOvAré- 224
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA | W18
ESTADO / CONDICION ¢ Producio fquido / Termperotura Ambiiente
PRESENTACKON ; Frasco de plastico cenado con topa sn Bografor, con eliqueta
CANTDAD DE MUESTRA ! 70 MiiLivos
CARTOAD DE MUESTRA DIRWENTE : Ninguna {A sollctud del cliente]
Servicio Via | Resutodo

(") Acidez (g/1) 1.28 (Expresado en bcide lactica)
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INACAL-DA

METODOS

] FORE WO TV, Tt B GEENE Aoy (b of Mt grnnay

ST o praeme STWRAL B et 11 reae R SEfeTicts e vumete atwerbirr WIRES (v e e oee T L LA A% PR RN PRSI [FPT RS B [TReee i e e
e o e AR AT b sy o
GUIM. CLOTILDE HUAPAYA HERREROS
JEFE DIVISION TECNICA
CQPFN-27%

Flimado digtadimente por..
Cuibe Maria Clotidde Husgaps Himuros
Focha: 26002024 1114

Cooyfigrt © 20710 SIEEL « misrmestipen . com

SPAG I DE Y.
P02 % eyl (e 22
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(§FT. Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

® |
\ \. JUALMRANTE DUISSE N* 2900 - 2988 | LINA 14- MEIU  TELEFOND. 2085000
\___,,' Emal setperuiinatparccom | wmk ween asipatu con

INFORME DE ENSAYO N° DT-04249-01-2024

PRODUCTO ¢ Jugo de remaolacho.
SCUCITADO POR 1 Compos Cosmio Estelta
DRECCON : Urb. Sanfa Rosa de Piérola Mz C Lole §- Calkio -« Lma
FECHA DE RECEFCION 2024-08-21
FECHA DE ANALISS L 20240822
FECHA DE NFORME | 2024-08-26
souCmup N T SDIOv4ré 2024
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA 1 HF-04
ESTADO / CONDICION ¢ Producio fquido / Temperatura Ambiente
PRESENTACKON ; Frasco de plastico cenrado con topa sn Bografor, con eliqueta
CANTDAD DE MUESTRA ! 70 MiLivos
CANTOAD DE MUESTRA DIRWENTE @ Ninguna (A solflcitud del cliente]
Servicio Via | Resutado

(*) Aciderz (g/l) 1,84 (Expresado en dcldo lactica)
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INACAL-DA

METODOS

Iy PORE WL 1WA, Tt A GERL Aty [y b o Sl gy

ST i Draome YW B et 11T S SEfTicEE e st ateerterrs WIBED (R aeeee e oem b et rrrarr e ar s okt ek ATIrA protieis S st [RrT et et prreeei e e
DT e L e A e L R
GUIM. CLOTILDE HUAPAYA HERREROS
JEFE DIVISION TECNICA
CQPFN-2%

Flimado digitadimente por ..
Cuirx. Maria Clatitde Husgupn Hurmuros
Focha: 260072024 11 14

Cooyfgre 8 0710 S0 « misrmeswtipen com

PAG 1 DE Y.
F0 228 vl e 22
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Anexo 3
Etapa: Hidrolisis acida
Grafica de distribucion normal para la variable velocidad

Grafice de probabilidad de VELOCIDAD
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Grafica de distribucién normal para °Brix Graficas de valores atipicos
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Grafica de valores atipicos de “BRIX vs. TIEMPO
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Grafica de probabilidad para TIEMPO
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