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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue obtener ácido láctico (AL) a partir del almidón de ñame espino post-cosecha 
(Dioscorea rotundata P.) mediante fermentación del almidón usando Lactobacillus del brueckii ssp. bulgaricus y 
Streptococcus thermophilus a 37ºC. Se lavaron 5 kg de tubérculos frescos, descortezaron, redujo de tamaño, licuó y 
filtró; el filtrado se decantó lavándose el sedimento con agua destilada, filtrados al vacío y secados a 60ºC por 12 h, 
seguido de molienda para su posterior empaque. El almidón se caracterizó determinando el contenido de fibra cruda, 
cenizas, grasa, proteínas, humedad residual y amilosa. El porcentaje de AL se determinó por titulación de 100 mL de 
muestra fermentada con NaOH usando fenolftaleína como indicador y la concentración se midió por cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC). Se obtuvo un almidón con un 73,22% de amilopectina, 28,7% de amilosa, 7,64% 
de proteína cruda, 0,26% de grasas totales, 0,88% de fibra cruda y 8,26% de humedad. Se encontró que el pH afecta 
significativamente las actividades enzimáticas y la asimilación de nutrientes por parte de los microorganismos 
utilizados y que la fermentación del almidón de ñame con los microorganismos seleccionados produjo un 16,26% de 
AL. Se concluye que el AL puede ser obtenido a partir del almidón de D. rotundata.
Palabras clave: Almidón nativo; Lactobacillus del brueckii ssp. bulgaricus; Streptococcus thermophilus. 

ABSTRACT

The aim of the present study was obtain lactic acid (LA) from post-harvest hawthorn (Dioscorea rotundata) starch was 
studied by fermentation of the starch using Lactobacillus del brueckii ssp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus 
at 37°C. Were washed 5 kg of fresh tubers, peeled, reduced in size, liquefied and filtered; the filtrate was decanted by 
washing the sediment with distilled water, vacuum filtered and dried at 60°C for 12 h, followed by milling for subsequent 
packing. Starch was characterized by determining the content of crude fiber, ash, grease, protein, residual moisture and 
amylose. The percentage of LA was determined by titration of 100 mL of NaOH fermented sample using phenolphthalein 
as indicator and the concentration was measured by high-performance liquid chromatography (HPLC). Was obtained 
a star with 73,22% of amylopectin, 28,7% of amylose, 7,64% of crude protein, 0,26% of total fats, 0,88% of crude fiber 
and 8,26 of humidity. It was found that pH significantly affects the enzymatic activities and the assimilation of nutrients 
by the microorganisms used and that the fermentation of the yam starch with the selected microorganisms produced 
16,26 % of LA. From results was concluded that LA could be obtained from D. rotundata starch.

Key words: Starch native; Lactobacillus del brueckii ssp. bulgaricus; Streptococcus thermophiles.
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1. INTRODUCCIÓN
La continua acumulación de los residuos sólidos a me-

dida que aumenta la industrialización y el consumo de 
polímeros derivados del petróleo, generan un problema 
que afecta la salud de los seres vivos y el ambiente. 

Uno de los materiales remanentes más persistentes son 
los plásticos, que permanecen en la extensión terrestre 
prácticamente indestructibles por miles de años [1, 2]. 

Para contrarrestar esta situación se han desarrollado 
nuevas alternativas con características similares a los 
polímeros, siendo productos amigables con el medio 
ambiente, los cuales se conocen como biopolímeros y 
en su mayoría se sintetizan a partir de materia prima 
rica en almidón, como es el caso del ñame espino el 
cual es producido en Colombia abundantemente, espe-
cialmente en la región norte, y se considera una opción 
viable para la producción de ácido poliláctico (APL) [3].

Como producto microbiano, la producción de AL a 
partir de fuentes biodegradables ha atraído la atención 
debido a las múltiples aplicaciones extendidas de sus 
polímeros, es decir como plástico biodegradable y bio-
compatible [4]. Las fermentaciones industriales actua-
les de AL usan cultivos de glucosa pura o de almidón, 
como el maíz y la papa como sustratos siendo su costo 
de pretratamiento bajo y su rendimiento alto, la ma-
teria prima es costosa y compite directamente con la 
alimentación de humanos [3]. Por lo tanto, la forma de 
obtener un alto rendimiento de producción y el título 
de ácido L-láctico se convierte en un desafío clave para 
la utilización eficaz de materias primas celulósicas [5].

El AL que se puede obtener a través de la fermenta-
ción, es un compuesto interesante, ya que puede ser 
utilizado en diferentes campos, como en las industrias 
alimentaria, farmacéutica y química como una molécu-
la de bio-base para la bio-refinería. Además, el AL ha 
ganado recientemente más interés debido a la posibi-
lidad de fabricar poli-láctico, un polímero verde que 
puede sustituir a los plásticos derivados del petróleo 
y ser aplicado en medicina para la regeneración de teji-
dos y en suturas, reparaciones e implantes. Una de las 
grandes ventajas de la fermentación es la posibilidad 
de utilizar desechos agroindustriales para obtener AL 
ópticamente puro [2, 6, 7].

En este sentido, diferentes investigadores han reporta-
do la obtención de AL a partir de desechos industriales 
usando fermentación, obteniéndose una máxima pro-
ducción de 143,7 g L-1 y después de la purificación de la 
muestra de AL, la recuperación de azúcares reductores y 
la eliminación de proteína y color fueron 0,28%, 100% y 
100%, respectivamente [8]. También se investigó el efecto 
del pH ácido (4, 5, 6 y no controlado) sobre la fermenta-
ción del AL a partir de residuos alimentarios mediante 

experimentos de fermentación discontinua utilizando 
lodos metanogénicos, desechos de alimentos frescos y 
lodos activados anaeróbicos como inóculos. Se obtuvo 
que debido al aumento de la hidrólisis, la velocidad de 
degradación del sustrato y la actividad enzimática, se ob-
tuvieran la concentración óptima de LA y el rendimien-
to a pH 5, independientemente del inóculo utilizado. La 
concentración de LA más alta (28,4 g L-1) y el rendimiento 
(0,46 gg-1-TS) se obtuvieron con residuos de alimentos 
frescos como inóculo. Además, después de que el sus-
trato se utilizó completamente, la población de bacterias 
de AL disminuyó bruscamente, y la producción de LA se 
convirtió en ácidos grasos volátiles (AGV) a pH 6 en un 
corto período. Los componentes de VFA variaron con el 
inóculo suministrado. El análisis de la comunidad micro-
biana utilizando secuenciación piro de alto rendimiento 
reveló que la diversidad disminuyó y una abundancia 
abundante de Lactobacillus (83,4-98,5%) se acumuló du-
rante la fermentación con todos los inóculos [9].

En este contexto, el objetivo de este trabajo científico 
fue obtener AL a partir del almidón de ñame espino 
(Dioscorea rotundata) usando Lactobacillus del brueckii 
ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus por el méto-
do de rayado y decantación convencionales.

2. METODOLOGÍA

2.1 Obtención y caracterización del almidón

El almidón se obtuvo de 5 kg de tubérculos de ñame 
(Dioscorea rotundata P.) fresco, entero, sin señales de dete-
rioro y en estado de madurez, los cuales se compraron en 
el municipio de San Juan Nepomuceno, ubicado en el nor-
te del departamento de Bolívar (9º 37’ latitud norte y 74º 
15’ longitud oeste). El material inicialmente se lavó para 
retirar polvo, tierra y suciedad en general, descortezó y 
lavo nuevamente; luego se redujo de tamaño y licuó con 
agua destilada para obtener una lechada, esta se filtró por 
medio de una tela. El filtrado se dejó en reposo, decantó, y 
el sobrenadante se eliminó, lavándose el sedimento obte-
nido con agua destilada, filtrados al vacío y secados a 60ºC 
por 12 h, posteriormente se molió y empacó [10].

La caracterización del almidón obtenido se realizó 
determinando el contenido de fibra cruda, de cenizas, 
grasa, proteínas y amilosa.

Para la determinación del contenido de fibra cruda 
inicialmente se pesaron 2 g de almidón en un vaso de 
precipitado y se desengrasó con éter, después se agre-
garon 200 mL de ácido sulfúrico al 1,25% v/vcaliente y 
se puso a reflujo durante 30 min. Se filtró en caliente a 
través de una tela en un Buchner, lavándose con agua 
destilada caliente hasta la eliminación de la reacción 
ácida y usando 200 mL de NaOH al 1,25% en peso se 
transfirió todo el material que pudo haber quedado en 
la tela al vaso de precipitado de la reacción anterior. 
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Luego se calentó por 30 min, al cabo de los cuales se 
filtró de nuevo a través de la tela y se lavó con agua 
caliente para eliminar la reacción alcalina. El residuo 
se filtró a través del crisol de Gooch. El contenido del 
crisol se llevó a una estufa cerrada y secándose hasta 
peso constante a una temperatura no mayor a 110ºC, se 
enfrió y se pesó, después se calcinó el crisol y su conte-
nido en una mufla a 550ºC de una a dos horas, se enfrió 
y se pesó [10]. El porcentaje de fibra cruda se calculó a 
partir de la ecuación 1.

Donde P1 es el peso en gramos del crisol calcinado,  
P2 el peso en gramos del crisol vacío y Pm el peso en 
gramos de la muestra.

La determinación del contenido de cenizas se realizó 
pesando 2 g de muestra en una capsula de porcelana 
previamente tarada, esta fue llevada a una mufla que 
se encontraba a 300ºC aproximadamente y se calcinó 
completamente aumentando la temperatura hasta 
600ºC por 6 h. Transcurrido el tiempo necesario se apa-
gó la mufla y se esperó a que la temperatura bajara has-
ta 120ºC aproximadamente, entonces se retiró el crisol 
con el residuo (cenizas) y se colocó en un desecador. 

Por último, al cabo de por lo menos 40 minutos, se de-
terminó el peso de las cenizas en una balanza analítica 
[10, 11, 12]. El porcentaje de cenizas se calculó a partir 
de la ecuación 2.

Donde  P1  es el peso en gramos del crisol con cenizas,  
P2 es el peso en gramos del crisol vacío, Pm es el peso 
en gramos de la muestra.

Para el cálculo del contenido de grasa se pesaron 100 g 
de almidón en un cartucho de papel filtro y se transfirió 
a un equipo Soxhlet, posteriormente se adicionó éter de 
petróleo suficiente para extraer las grasas en un balón 
previamente tarado, este proceso se llevó a cabo duran-
te una hora, luego se evaporó el solvente del balón y se 
pesó con el contenido de grasa extraído [9, 13].

Donde P1 es el peso en gramos del balón con grasa,  
el P2 peso en gramos del balón vacío y Pm el peso en 
gramos de la muestra.

El contenido de proteínas se determinó pesando 0,5 
g de almidón y se colocaron en un frasco digestor, lue-
go se añadieron 8 mL de ácido sulfúrico concentrado 

y posteriormente 0,20 g de catalizador (K2SO4+CuSO4). 
La muestra se colocó en una cabina de extracción para 
realizar la digestión, este proceso duro hasta cuando la 
solución tomo un color verde manzana transparente, 
posteriormente se dejó enfriar, y se le adicionaron 150 
mL de agua aproximadamente, 14 mL de hidróxido de 
sodio al 50% y posteriormente se destiló por 40 minu-
tos, el destilado se recogió en 6 mL de ácido bórico al 
4% el cual contenía una solución indicadora mixta (rojo 
de metilo-azul de metileno). Una vez fue terminada la 
destilación, se valoró la solución con ácido sulfúrico 
0,02 N [10].

Donde V es volumen de ácido sulfúrico gastado en 
la valoración, N la normalidad del ácido, siendo el % 
proteínas = %N x 5,75.

Se entiende por humedad residual la cantidad de 
agua que posee cualquier material en equilibrio con la 
atmósfera que lo rodea. Para la determinación del con-
tenido de humedad residual se pesaron 3 g de almidón 
en una cápsula de porcelana, posteriormente se colocó 
el recipiente que contiene la muestra pesada, en una es-
tufa, a una temperatura entre 100 y 105°C, por espacio 
de 4 a 6 horas. Luego se retiró de la estufa y se enfrió 
en un desecador, se pesó una vez frío el producto. Se 
determinó la pérdida de peso [10, 14]. Los resultados se 
expresaron en tanto por ciento mediante la ecuación 5.

Donde P1  es el peso en gramos de la cápsula con el 
alimento a analizar, P2 el peso en gramos de la cápsula 
después del calentamiento y Pm el peso en gramos de 
la muestra.

Para determinar el contenido de amilosa se disolvie-
ron 20 mg de almidón (base seca) en 8 mL de dimetil-
sulfoxido (DMSO) al 90%, se agitó vigorosamente en 
un Vortex por 20 minutos y posteriormente se calentó 
la dispersión en un baño de maría Mermet a 85ºC por 
15 min. En seguida fue enfriada la mezcla y se aforó a 
25 mL con agua destilada. Se tomó 1 mL de esta disper-
sión y se transfirió a un matraz aforado de 50 mL, al 
cual se le había agregado 40 mL de agua destilada y 5 
mL de una solución de yodo/yoduro de potasio (0,0025 
M – 0,0065 M). Finalmente se aforó con agua, se homo-
genizó y se dejó en reposo por 15 min antes de leer en 
espectrofotómetro a 630 nm usando una curva patrón 
de almidón soluble (amilosa) estandarizado para la 
realización de los cálculos [10, 14, 15].

% 𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 =  
(𝑃𝑃! − 𝑃𝑃!)

𝑃𝑃!
𝑥𝑥 100    (1) 

% 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 =  
𝑃𝑃! − 𝑃𝑃!
𝑃𝑃!

 𝑥𝑥 100      (2) 

% 𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 =  
𝑃𝑃! − 𝑃𝑃!
𝑃𝑃!

𝑥𝑥 100  (3) 

% 𝑁𝑁 =  !" ! ! !,!
! !" !"#$%&'

  (4) 

%𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻 =
𝑃𝑃! − 𝑃𝑃!
𝑃𝑃!

𝑥𝑥100   (5) 
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2.2 Siembra de microorganismos utilizados

Se empleó una mezcla de cultivos liofilizados de Lac-
tobacillus del brueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus ther-
mophilus, los cuales se mantuvieron congelados a -18 °C 
para garantizar su calidad. Para la activación de los mi-
croorganismos, se modificaron las cantidades de caldo 
y la concentración del inóculo; se tomaron 0,5 g de cul-
tivo y se activaron en 50 mL de caldo MSR, incubando 
a 37ºC durante 24 h. Posteriormente, se tomó 1 mL de 
la muestra y se realizaron 10 siembras en profundidad 
por duplicado en Agar MRS, incubándose a las mismas 
condiciones por 48 h [16].

2.3 Cuantificación del ácido láctico obtenido

La obtención del AL se realizó usando 1000 mL de la 
solución de almidón y 500 mL del cultivo bacteriano, 
manteniendo la temperatura a 37ºC y pH 6. La canti-
dad de ácido láctico se determinó por triplicado, me-
diante la titulación de 10mL de muestra fermentada 
con NaOH 0,1 N, empleando fenolftaleína como in-
dicador [17, 18]. El AL producido para su separación 
se filtró y luego centrifugó a 2500 rpm durante 5 min; 
posteriormente la solución se destiló con temperaturas 
entre 96 y 100ºC. La concentración de AL se midió por 
HPLC Agilent Tecnhnology® (EEUU) con una colum-
na C-610 H y 30 cm de longitud; H3PO4 al 0,1% y 0,5 
mL/min como la fase móvil, detección UV a 210 nm y 
30°C [17, 19]. Todos los ensayos se realizaron por tripli-
cado. Los resultados se expresaron como la media ± DE 
(desviación estándar). Las diferencias significativas se 
determinaron mediante análisis de T de student.

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los resultados de los análisis bromatológicos del al-

midón de Dioscorea rotundata P. se presentan en la tabla 
1. Los resultados mostrados en la tabla 1 establecen que 
el nivel de proteína se encuentra por encima del nivel 
permitido por la FDA en almidones de maíz (0,35%), 
por lo tanto, el almidón de ñame no es apto para ser 
utilizado en la elaboración de jarabes, debido a que pre-
sentó un mayor contenido de proteína (7,64%).

En la figura 1 se observó una disminución del pH en 
la solución inicial de almidón e inóculo lo cual se con-
sidera como indicador de producción de ácido, eviden-
ciándose en las primeras 24 h una reducción pronun-
ciada del pH e identificándose una estabilización entre 
las 120 - 144 h; esto se debe principalmente al consumo 
total del sustrato. Por otro lado, el contenido de pro-
teína con respecto al de fibra es claramente mayor, por 
lo cual el almidón a partir de ñame espino puede ser 
considerado como el sustituto parcial o total de ingre-
dientes con alto valor proteico en la elaboración de pro-
ductos alimenticios, considerando la digestibilidad de 
dichas proteínas así como en la elaboración de AL [20].

La humedad residual en el almidón no se encontró 
dentro de los niveles normales con un valor de 8,26%, 
este valor puede alcanzar valores entre el 10 y el 13% 
[10]. Un contenido inferior del 15% de humedad se 
puede asociar con un nivel reducido de actividad con 
el agua, por tanto un tiempo de vida útil mayor [20]. El 
almidón consiste en dos tipos de moléculas, la amilosa 
y la amilopectina. Los almidones normales contienen 
20-30% de amilosa, siendo la diferencia constituida por 
amilopectina. Los almidones cerosos y de alto conte-
nido de amilosa contienen menos del 15% y más del 
40% de amilosa, respectivamente, sin embargo, la pro-
porción relativa de amilosa a amilopectina puede va-
riar de cultivo a cultivo y con variedad. El contenido 
de amilosa del almidón es una característica importan-
te que afecta su funcionalidad. Se ha encontrado que 
un aumento en el contenido de amilosa del almidón 
reduce la potencia de hinchamiento y la solubilidad de 
los almidones de coco y de trigo [21]. El porcentaje de 
amilosa del almidón, se encontró dentro de los límites 
esperados de 25 a 27 con un valor del 26,78±0,12 lo cual 
se asocia con menor tendencia a la retro-degradación 
del almidón y, por consiguiente, a una menor tenden-
cia del producto a sufrir “envejecimiento” [9, 10]. Se ha 
estudiado la influencia de los perfiles de las cadenas 
de amilopectina en las propiedades de los almidones, 
encontrándose que a mayor presencia de estas los al-
midones muestran una viscosidad de pico más alta, au-
mentando así la capacidad de pegado [22, 23].

Tabla 1. Análisis químico proximal del almidón de ñame.
Table 1. Proximal chemical analysis of hawthorn yam starch.

	 Parámetros	 Valores para almidón de ñame

	 Proteína cruda, %	 7,64±0,04

	 Grasas, %	 0,28±0,02

	 Amilosa, %	 26,78±0,12

	 Amilopectina, %	 73,22±0,12

	 Cenizas, %	 0,48±0,08

	 Fibra cruda, %	 0,88±0,03

	 Humedad, %	 8,26±0,24

Figura 1. Relación entre la producción de AL y pH.
Figure 1. Ratio between LA production and pH.
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El contenido de lípidos (grasas totales) se encuentra 
dentro del rango, y es importante en el almidón debido 
a que estos forman un complejo con la amilosa, la cual 
tiende a constreñir el abultamiento y la solubilización 
de los gránulos de almidón; por esto se necesitan tem-
peraturas superiores a 125°C para romper la estructura 
amilosa-lípido y solubilizar la fracción de amilosa, ya 
que la mayor parte de estos lípidos son lisofosfolípidos; 
es decir una cadena de ácido graso esterificada con áci-
do fosfórico [24]. Además, un mayor contenido de fibra 
cruda que de mineral (cenizas) implica un aumento de 
la capacidad de retención de agua, especialmente de la 
humedad relativa intermedia, según lo reportado por 
Zhang et al. (2011) y Cano et al. (2014), ya que una ma-
yor cantidad de fibra y cenizas favorece las interaccio-
nes polares del almidón con las moléculas de agua [25, 
26].

El AL y sus derivados como sales y esteres son am-
pliamente utilizados como en la industria alimenticia, 
química, farmacéutica, del plástico, textil, la agricul-
tura, alimentación animal, entre otros. En la industria 
alimentaria se usa como acidulante y conservante y en 
la industria de plásticos es utilizado como precursor 
del ácido poliláctico (PLA), un polímero biodegradable 
con interesantes usos en la industria y la medicina; se 
considera que ésta es la principal aplicación del ácido y 
la causa por la cual ha aumentado considerablemente 
su demanda siendo la pureza óptica un pre-requisito 
para la síntesis de éste homopolímero [27, 28]. Gud-
jónsdóttir et al. (2016), obtuvieron almidón a partir de 
mafafa (Xanthosoma sagittifolium) en sus variedades roja 
y blanca, teniendo la variedad roja un contenido ele-
vado de amilopectina (relación amilosa/amilopectina 
de 0,65), mientras que la variedad blanca era alta en 
contenido de amilosa (relación amilosa/amilopectina 
de 1,43) [29].

Los resultados de la figura 1, muestran que el pH 
afecta significativamente las actividades enzimáticas y 
la asimilación de nutrientes por parte de los microorga-
nismos utilizados en la fermentación del almidón,  sien-
do notorio que al aumentar la producción de AL el pH 
del caldo de cultivo cae rápidamente por debajo de 5 
conduciendo a una disminución de la actividad celular 
e inhibiendo completamente su producción, ya que el 
pH del medio afecta significativamente el metabolismo 
bacteriano, que a su vez puede afectar el crecimiento 
celular y la producción de los metabolitos objetivo [30].

En la figura 2 el cromatograma correspondiente al 
AL producido al finalizar las 120 h obteniéndose una 
concentración 16,26% p/p, como consecuencia de la 
fermentación del almidón de ñame espino con Lactoba-
cillus del brueckii ssp. bulgaricus y el Streptococcus ther-
mophilus. 

En la figura 2 se muestra la presencia de ácido láctico 
en el pico 3,4, para la concentración alcanzada; siendo 
los resultados del presente estudio superiores a los re-
portados por Komesu et al. (2014), los cuales fueron de 
5% p/p al fermentar caña de azúcar para la producción 
de AL [31]. Al utilizar bacterias sobre la producción de 
ácido láctico se busca que éstas sean preferiblemente 
termófilas, que fermenten rápida y completamente los 
sustratos baratos, con adición mínima de nutrientes ni-
trogenados, que crezcan en valores bajos de pH, que 
presenten poca producción de biomasa y una despre-
ciable cantidad de subproductos. Los géneros Lactoba-
cillus, Streptococcus, Enterococcus son los más estudiados 
en la producción [12, 33], Medina et al. (2014), obtuvie-
ron resultados para ácido láctico inferiores a los repor-
tados en éste estudio con un porcentaje del 13,9% [34].

4. CONCLUSIONES
Teniendo en cuenta los porcentajes de proteína cru-

da, grasas, amilosa, amilopectina, cenizas, fibra cruda 
y humedad obtenidos durante la caracterización fisico-
química del material realizada se considera que el almi-
dón obtenido a partir de ñame espino puede sustituir 
total o parcialmente ingredientes con alto valor protei-
co en la elaboración de productos alimenticios, con una 
vida útil larga debido al bajo contenido de agua en su 
estructura, además se puede establecer que el almidón 
cuenta con baja tendencia a sufrir ‘envejecimiento’. Por 
lo anterior, se puede considerar el almidón sintetiza-
do como un buen precursor para la síntesis de ácido 
láctico. El ácido láctico puede ser obtenido a partir de 
derivados de recursos renovables como el almidón de 
ñame espino con una concentración del 16,26% p/p, 
transformando este recurso natural en un precursor 
potencial, siendo un producto amigable con el medio 
ambiente, lo cual representa un proceso factible para la 
producción de ácido láctico a partir de desechos ligno-
celulósicos de origen agrícola.

Figura 2. Cromatograma del AL.
Figure 2. LA chromatogram.
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