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Resumen

RESUMEN
CARACTERIZACION DE DESPERDICIOS DE ALIMENTOS Y SU REUSO EN LA

OBTENCION DE ACIDO LACTICO

Por: Anaid Maira Santos Corona
Diciembre de 2020
Maestra en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: Dr. Agustin Jaime Castro Montoya
Dra. Ana Alejandra Vargas Tah

La pérdida de alimentos a través de la cadena de suministro de alimentos
representa un tercio de la produccion total a nivel mundial. En México los desperdicios
de alimentos representan mas del 50% de los residuos sdlidos urbanos y que son
confinados a rellenos sanitarios o que provoca problemas ambientales, sociales y
economicos. La abundancia de estos residuos estan disponibles para la obtencién de
diversos productos de valor agregado a través de un proceso biotecnologico como lo es
la fermentacion, ya que contienen carbohidratos, proteinas vy lipidos, principalmente, lo

que hace posible su transformacion.

En este trabajo experimental se encontraron las condiciones 6ptimas de tiempo y
concentracion de H.SO4 como pretratamiento termoquimico aplicado a desperdicios de
alimentos para la obtencion de azucares reductores que fueron utilizados como fuente de

carbono para producir acido lactico con E. coli JU15.

Los desperdicios de alimentos se caracterizaron a través de un analisis proximal
(humedad, proteina, carbohidratos totales, grasas totales, cenizas y fibra cruda) y
posteriormente fueron sometidos a pretratamientos termoquimicos con NaOH 0.5 % y
H2SO4 2%. Utilizando un disefio central compuesto (DCC) fue posible identificar las
condiciones 6ptimas de tiempo y concentracion de acido (H2SO4) para lograr tener una
cantidad cercana a la tedrica de azucares reductores que fueron cuantificados por el
método 3,5 acido dinitrosalicilico (DNS) y por HPLC. Se probd la cepa E. coli JU15 en el
hidrolizado de desperdicios de alimentos enriquecido con medio mineral AM1 y se obtuvo

acido lactico que fue cuantificado por HPLC.
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Los resultados mostraron que un pretratamiento con NaOH 0.5% p/p a 121 °C por
30 minutos en autoclave no son las condiciones ideales para los desperdicios de
alimentos ya que se identificd una pérdida casi total de los azucares reductores. El disefio
de experimento aplicado al pretratamiento acido con H>SO4 sefialo las condiciones
Optimas de concentracién de acido y tiempo, 1.6% y 31 minutos, respectivamente,
alcanzando una concentracién de azucares reductores de 31.5 g/L (DNS). Glucosa,
fructosa y arabinosa fueron los 3 principales azucares reductores identificados por HPLC

que conformaron el hidrolizado.

A la fase liquida del hidrolizado de desperdicios de alimentos se le adicioné medio
mineral AM1. La glucosa, fructosa y arabinosa se utilizaron como fuente de carbono para
la cepa JU15 en una fermentacion en mini fermentadores por 48 horas. A partir de los
datos obtenidos se determino una velocidad volumétrica de produccion de 0.47 (gp_a./L -

h) y ademas, se comprobd que la cepa tiene la capacidad de consumir fructosa.

Palabras clave: desperdicios de alimentos, azucares reductores, acido lactico,

pretratamiento térmoquimico y E. coli JU15.
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Abstract

ABSTRACT
FOOD WASTE: CHARACTERIZATION AND REUSE TO OBTAIN LACTIC ACID

By: Anaid Maira Santos Corona
December 2020
Master of Science in Chemical Engineering
Directed by: Dr. Agustin Jaime Castro Montoya
Dra. Ana Alejandra Vargas Tah

Food loss through the food supply chain represents one-third of total production
worldwide. In Mexico, food waste represents more than 50% of the urban solid waste that
is confined in landfills. This causes environmental, social, and economic problems. The
abundance of food waste is available to obtain added-value products through a
biotechnological process such as fermentation; since, it contains carbohydrates, proteins,

and lipids mainly, which makes their transformation possible.

In this project, the optimal conditions of time and concentration of H.SO4 were
found as thermochemical pretreatment applied to food waste, and the reducing sugars

obtained were used as a carbon source to produce lactic acid with the strain E. coli JU15.

Food waste was characterized through a proximal analysis (moisture, protein, total
carbohydrates, total fats, ashes, and crude fiber) and subsequently they were subjected
to thermochemical pretreatments with NaOH 0.5% and H2SO4 2% to obtain reducing
sugars. A Central Compound Design (CCD) was carried out to identify optimal conditions
of time and acid concentration (H2SO4) and the reducing sugars were quantified by the
3.5 dinitrosalicylic acid (DNS) method and HPLC. Finally, the food waste hydrolyzate was
enriched with mineral medium AM1. Producing lactic acid quantified by HPLC, the E. coli

JU15 strain was tested.

The pretreatment with NaOH 0.5% w / w at 121 °C for 30 minutes in an autoclave
showed not the ideal conditions for food waste since the reducing sugars were totally lost.
The design of the experiment applied to the acid pretreatment (H.SO4) indicated the

optimal conditions of acid concentration and time, 1.6% and 31 minutes, respectively,
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reaching a concentration of 30 g / L (DNS). Glucose, fructose, and arabinose were the 3

main reducing sugars identified by HPLC that made up the hydrolysate.

Mineral medium AM1 was added to the liquid phase of the food waste hydrolysate.
Glucose, fructose, and arabinose were used as a carbon source for the JU15 strain in a
fermentation carried out in mini fermenters for 48 hours. From the data, volumetric
production was determined, 0.47 (gAL/h). In addition, the strain was found to be able of

consuming fructose.
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Capitulo I. Introduccion.

CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades.

El incremento de la demanda de productos quimicos, el calentamiento global y la
escasez de combustibles fosiles representan un area de oportunidad donde la comunidad
cientifica esta poniendo interés y esfuerzos fomentando la reutilizacién y la valorizaciéon
de los desperdicios de alimentos para la obtenciéon de productos de valor agregado (Lin
et al., 2013).

A pesar de estos beneficios, utilizar los desperdicios de alimentos es un desafio
debido a varias desventajas y limitaciones, su heterogeneidad principalmente, ya que
esta depende de la composicion de los alimentos (lipidos, proteinas y carbohidratos), y
diversas caracteristicas de quién genera los residuos y cuando los genera, por ejemplo:
estacion del afio, densidad poblacional, sexo, edad, ingreso per capita, etcétera, (Lin et
al., 2013).

La manufactura de productos quimicos a partir de un proceso biotecnolégico como
lo es la fermentacion, utilizando recursos renovables como materia prima es una mejor
alternativa a la sintesis quimica, ya que se puede evitar la obtencion de productos
secundarios no deseados utilizando microrganismos, obteniendo asi un producto con

mayor pureza (Sara, Brar y Blais, 2016).

El mercado de alcoholes y acidos organicos a partir de desperdicios organicos
alcanzara una produccion mundial de hasta 113 millones de toneladas para el 2050, lo
que estaria representando un 38% de la produccion total de quimicos organicos

(Pachapur, Sarma, Brar, y Chaabouni, 2016).

El acido lactico es un acido organico que es posible obtener a través de una
fermentaciéon utilizando desperdicios de alimentos, ademas ha adquirido una gran

importancia comercial debido a sus diversas aplicaciones en la industria de alimentos,

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo I. Introduccion.

textil, quimica, farmacéutica y a su extensa aplicacion como precursor del acido

polilactico, que es un polimero biodegradable (Sara, Brar y Blais, 2016).

1.2 Justificacion.

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que la ciudad de
Morelia tenia una poblacion de 729 757 habitantes en 2010. Los residuos sélidos urbanos
(RSU) que son generados por la poblacién son destinados a un relleno sanitario municipal

que opera desde diciembre de 2007 (Hérnandez et al., 2019).

Buenrostro y Bocco (1999) afirman que los mercados y tianguis de la ciudad de
Morelia son una fuente generadora muy importante de residuos organicos -carnes rojas
y blancas, frutas, vegetales y productos lacteos-. En el 2012 se reporté que de los RSU
confinados al relleno sanitario municipal de Morelia, el 68% eran residuos organicos

(Gonzalez y Buenrostro, 2012).

El manejo de los desperdicios de comida es un problema ambiental (Thi, et al.,
2015) y esto se debe a que los desperdicios de comida son biodegradables y su
disposicion en rellenos sanitarios originan principalmente microbios, insectos y ratas,
ocasionando diversas enfermedades. Ademas su descomposicion produce gases efecto
invernadero (GEI) y sus lixiviados contaminan el suelo y agua (Chakrabarti y Sarkhel
2003).

Ademas, los paises en desarrollo como México, no tienen la capacidad econdmica
que permita un mejor manejo de los residuos érganicos. Consiguiendo solo destinar un

lugar para su disposicidn que se encuentre lejos de ciudades o grandes poblaciones.

Para realizar esta investigacion se eligio el Centro Gastrondmico de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Ya que actualmente cuenta con un
Centro Gastrondmico que ofrece servicios de alimentos y bebidas a la comunidad

universitaria, generando este tipo de residuos por lo que es posible recuperarlos antes
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Capitulo I. Introduccion.

de su confinamiento en el relleno sanitario municipal. Dando la oportunidad de proponer

Su reuso para obtener acido lactico.

1.3 Hipotesis.

Es posible utilizar un hidrolizado de desperdicios de alimentos encontrando las
condiciones Optimas de concentracion de acido y tiempo para una recuperacion maxima
de azucares reductores permitiendo utilizarlos por la cepa Escherichia coli JU15 como

fuente de carbono para la produccion de acido lactico.

1.4 Objetivos.

1.4.1 Objetivo General.

Implementar un proceso biotecnoldgico para obtener acido lactico a partir de

azucares reductores provenientes de desperdicios de alimentos.

1.4.2 Objetivos Especificos.

i) Identificar bromatolégicamente la composicion de los desperdicios de comida

obtenidos en el centro gastronémico de la UMSNH.

i) Realizar un disefio Desarrollar un disefio de experimento que permita obtener la
mayor cantidad de azucares fermentables bajo las condiciones de pretratamiento

estab.

iii) Obtener acido lactico a partir de una fermentacion homolactica utilizando la cepa
Escherichia coli JU15.

1.5 Alcance de la Investigacion.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo I. Introduccion.

De acuerdo a los objetivos planteados en este trabajo se logré establecer las
condiciones optimas de pretratamiento de los desperdicios de alimentos y se comprobd
que la cepa Escherichia coli JU15 es capaz de producir acido lactico utilizando estos

hidrolizados.

Posterior a este proyecto es importante probar el desempefo de la cepa en un
reactor escala laboratorio controlando el pH de manera eficiente que permita una
fermentacién bajo condiciones anaerobias. Determinando los paramétros cinéticos es
posible establecer las condicones de escalamiento y proponer las etapas posteriores de
bioseparacion y purificacion del acido lactico. Una aplicacién actual para este acido

organico es su polimerizacion y tener un bioplastico (acido polilactico).

Finalmente, es importante elaborar un analisis de costo-beneficio que pueda ser
atractivo a las autoridades locales proponiendo una alternativa de impacto ambiental,

social y econdmico a un problema actual de la localidad .
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Capitulo II. Marco Tedrico.

CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Desperdicios de Alimentos.

2.1.1 Definicién desperdicios de alimentos.

En la literatura se pueden encontrar definiciones para clasificar a los alimentos
destinados al consumo humano y que tienen que ser desechados debido a varios
factores. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) define pérdida de alimentos (food loss) a la disminucion del valor nutrimental de
los alimentos destinados al consumo humano debido a las ineficiencias en las cadenas
de suministros de alimentos (CSA), como lo son una baja infraestructura y logistica, falta
de tecnologia, asi como una insuficiencia de habilidades y conocimientos para su manejo.

Esta definicién también incluye las pérdidas originadas por desastres naturales.

Mientras que los desperdicios de alimentos (food waste) son los aquellos alimentos
que se pierden entre mayoristas, minoristas y consumidores finales, incluso se considera
un desperdicio de alimento si posteriormente son utilizados para alimentar ganado o para
la obtencion de bioenergia. Aqui se incluyen aquellas pérdidas debidas a la compra de
comida en exceso y que después es desechada debido a que su fecha de caducidad

expira o que se echan a perder en el caso de alimentos perecederos.

2.1.2 Situacion mundial de los desperdicios de alimentos.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) reporta que una tercera parte de los alimentos producidos en el mundo es
desperdiciada, lo cual contribuye a un gran impacto negativo sobre la economia global,
la disponibilidad de los alimentos y a un impacto ambiental; debido al desperdicio de
recursos utilizados durante la produccion de los alimentos como lo son el uso de suelo,
agua, energia e insumos que son traducidos a emisiones a la atmésfera de CO:
(Gustavsson et al., 2011).
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Estas pérdidas también afectan la seguridad alimentaria de las personas pobres,
el desarrollo econdmico y al medioambiente. Estas perdidas tienen diferentes causas que
varian de acuerdo a las condiciones locales de cada pais; como lo son la infraestructura,
las formas de produccién de cultivos, asi como la capacidad que tienen las cadenas

comerciales y canales de distribucién de cada lugar (Gustavsson et al., 2011).

Las principales etapas en las CSA en las que se han detectado y estimado
pérdidas y/o desperdicio de alimentos son en la produccion agricola, manejo y
almacenamiento pos cosecha, procesado, distribucion y consumo (Gustavsson et al.,
2011). La mayor pérdida de alimentos reportada en paises desarrollados es causada por
las exigencias de estética y altos estandares de calidad de los alimentos por parte de los
consumidores, mientras que, en los paises en desarrollo, como es el caso de México,
esta pérdida se debe principalmente al deterioro biolégico derivado de la falta de

tecnologia para conservar los alimentos (Hodges et al., 2010).

La Figura 2.1 (Thi et al., 2015) muestra la relacion de los desperdicios de alimento
per capita/dia de varios paises desarrollados y en desarrollo contra el Ingreso Nacional
Bruto reportado. ElI comportamiento de la curva en la grafica muestra una tendencia al
incremento del desperdicio de alimentos en paises en desarrollo, México se encuentra
en este caso. Por el contrario, en los paises desarrollados que se muestra un desperdicio
mayor de alimentos la tendencia va dirigida a una disminucion de esta proporcion, debido

al implemento de la campafa de concientizacion “basura cero” (Thi et al., 2015).

Por el contrario, los paises en desarrollo tienen politicas y regulaciones con
acciones preventivas, de reciclaje, de tratamiento y de disposicion de los desperdicios de
alimentos que ayudan a reducir los problemas ambientales, sociales y econdémicos que

estos generan (Thi et al., 2015).
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Figura 2.1. Relacién entre el INB per capita y desperdicio de alimentos en algunos paises.

2.1.3 Sistema jerarquico de recuperaciéon de alimentos.

Existe un sistema jerarquico de recuperacion de alimentos, con esto se pretende
lograr el objetivo de garantizar la seguridad alimentaria en primera instancia y por ultimo
disminuir la huella ecoldgica de la CSA (Papargyropoulou et al., 2014) logrando una
utilidad de costo-beneficio (Schall, 1992).

La Figura 2.2 (DEFRA, 2011) muestra que la mejor opcién es la prevencion, y en
la parte inferior se muestra la disposicion como la menos favorable. Este sistema fue
desarrollado como una herramienta de solucion una vez que los desperdicios se han

generado (Papargyropoulou et al., 2014).

La Figura 2.3 de igual manera propone esta jerarquia para el proceso del manejo
de excedente de alimentos una vez que estos ya se generaron, es decir, que no se
realizaron acciones de prevencion y que ya no es posible llevar a cabo una reutilizacion
para consumo humano. En este caso el excedente de alimentos se convierte en desecho,

es importante mencionar que en aun en esta etapa las acciones de prevencién son las
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mas favorables. Los desperdicios de alimentos inevitables son los idoneos para su uso

en la obtencion de energia, biocombustibles y otros productos de valor agregado.

] |

9|qeIoAE) SoUBW uopdO

V

Disposicién
Final

Acciones para prevenir excedentes de
alimentos

Acciones para recuperar excedentes
de alimentos seguros y nutritivos para
consumo humano. Alimentos
recuperados.

Acciones para recuperar excedentes
de alimentos seguros y nutritivos para
la alimentacién de animales.

Acciones para reciclar alimentos para
usos no alimentarios: compostaje,
digestidn anaerobia, pirdlisis,
combustibles.

Vertedero e incineracidn sin
recuperacion de energia: depésito en
tiradero a cielo abierto y quema a cielo
abierto.

Figura 2.2. Jerarquia de residuos para una mejor gestion de acuerdo a lo que es mejor para

el medio ambiente.

El problema de los desechos de alimentos esta en aumento y las soluciones

sustentables involucran a todos los participantes de la CSA, sector industrial y agricola,

asi como a los minoristas y consumidores finales. Algunas soluciones que pueden ser

implementadas para un buen manejo de desperdicio de alimentos se basa de manera

similar en la jerarquia del manejo de residuos sélidos (Girotto et al., 2015).

Existen cinco métodos de tratamiento para desperdicios de alimentos que son

utilizados en los paises en desarrollo: alimentacidn animal, composta, digestion

anaerobia, incineracion y rellenos sanitarios. De los cuales los mas utilizados son los

rellenos sanitarios (90%), composta (1% - 6%) y la digestion anaerobia (0.6%) (Thi et al.,

2015).

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica

10



Capitulo II. Marco Tedrico.

Prevencion

>

Excedente
Reutilizacién
Aptos para %
5 para consumo ]
consumo humano $ 5
b
® >
——————————— &.Y 3
i 3
No aptos para S g Prevenﬂon £
consumo humano $ % Desperdicio de Allmento S
> 1 Kv]
§3 co.mlda para 2
bt § evitable ammales o
23 Reciclaje
33
2 Compostaje
@
Desechos Ahmento
alimenticios para
anlmales
Reciclaje 2
e}
I
e
Compostaje S
&
P w
Desperdicio de Recuperacién o
i o 12 ]
. cor!1|da Digestion £
inevitable energia anaerébia 5
T
a
o

Disposicion

Figura 2.3. Manejo del excedente de alimentos.

<

2.2 Biorefineria.

2.2.1 Concepto de biorefineria.

“Es la conversion de la biomasa como materia prima en bioenergia, productos

quimicos de base biolégica o materiales funcionales” (Sarma, Ayadi y Brar, 2016).

2.2.2 La biorefineria en los desperdicios de alimentos.

Existe una brecha entre los desperdicios de alimentos recuperados para la
alimentacion animal y los utilizados para el compostaje y recuperaciéon de energia que
puede ser explotado para obtener valor en la producciéon de quimicos, materiales

funcionales y bioenergia, como se observa en la Figura 2.4 (Matharu, de Melo y
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Houghton, 2016), de esta manera se estaria dando un tratamiento a los desperdicios de

alimentos aplicando el concepto de biorefineria.

Prevencion

Recuperacion para
Consumo Humano

Recuperacion para
Consumo Animal Materiales
Funcionales
Reciclaje
Disposicion Final _
Bioenergia

Figura 2.4. Valorizacién de la CSA.

2.2.3 Productos de valor agregado.

En la valorizacion de la CSA se pueden utilizar las pérdidas inevitables de los
alimentos durante la cosecha y procesado (picar, pelar, triturar, hervir, conservar, etc.) ya
que contienen moléculas de valor agregado como flavonoides, resinas, biopolimeros y
acidos grasos, conformados en una mezcla de lipidos, carbohidratos y proteinas (Girotto
et al., 2015). La Figura 2.5 (Pfaltzgraff et al., 2013) muestra los diferentes productos que
se pueden conseguir a partir de la CSA. La proporcion de lipidos, proteinas y
carbohidratos contenida en los desperdicios de alimentos va a depender de su

procedencia.
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Figura 2.5. Compuestos presentes en la cadena de suministro de residuos de alimentos, su
uso y aplicacion mas comun.

2.3 Residuos de alimentos: materia prima renovable para la produccion de

acido lactico.

Es posible utilizar diversas materias primas como sustrato para la obtencion del
acido lactico que tienen las caracteristicas de ser renovables, de bajo costo, que se
encuentran en abundancia y que no son parte de la cadena de alimentos (Wee y Rye,
2009, De la Torre, et al., 2019). Melazas, almidones, y diversos residuos organicos como;
alimentos (Lichfield, 1996), materiales lignoceluldsicos, agricolas y agroindustriales (Gao,

et al., 2011) son algunos de estos.

No obstante, los microorganismos no los pueden utilizar (consumir) directamente
por lo cual, pretratamientos fisicoquimicos y enzimaticos son necesarios para la
obtencion de azucares. Ademas, la modificacion genética de las BAL ayuda a mejorar el

rendimiento y la productividad del acido lactico (Okano, et al., 2010; Gao et al., 2011).

2.4 Acido lactico.

2.4.1 Descubrimiento del acido lactico y aplicaciones.
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El acido lactico fue descubierto en la leche cortada en 1780 por el quimico sueco
Carl Wilhelm Scheele (Parra, 2010). En 1789, fue nombrado “acido lactico” por Lavoisier
y en 1833 Mitscherlich y Liebig concluyeron que la formula del acido lactico era CeH1206
(férmula para la molécula doble). En 1847 Blondeaur descubrié que el acido lactico no
era un componente de la leche, sino mas bien era un metabolito generado por ciertos
microorganismos como producto de fermentacion. Streptococcus lactis fue la primera
bacteria lactica que se logré obtener de un cultivo puro por Lister en 1877 (Benninga,
1990). La fermentacion de acido lactico a escala industrial la inicio C. E. Avery en 1881en
Littleton, MA, USA. (Vick-Roy, 1985).

El acido lactico fue el primer quimico producido biotecnoldégicamente y tiene
amplias aplicaciones dentro de la industria de alimentos como acidulante y conservador,
en la farmacéutica se utiliza para la produccion de sales de hierro y calcio, en la industria
textil para remojar y desencalado de pieles, mientras que dentro de la industria de
plasticos es utilizado como precursor del acido polilactico (Hujanen y Linko, 1996; Serna
et al., 2003).

2.4.2 Propiedades fisico-quimicas del acido lactico.

Herryman y Blanco (2005) describen al acido lactico (acido 2-hidroxipropanoico o
acido hidroxi—propanoico) “como un liquido incoloro, soluble en éter, miscible con agua y
alcohol e insoluble en cloroformo, éter de petrdleo y disulfuro de carbono, o un sélido de
punto de fusién bajo en estado puro” (p. 50). La tabla 2.1 (Holten et al., 1971) muestra

propiedades fisicas del acido lactico.

El acido lactico posee un atomo de carbono quiral que permite que existan dos
enantiomeros del acido lactico designados como L (+) 6 S (+) (dextrégiro) y el D (-) 6 R
(-) (levogiro) (Groot et al., 2010; Litchfield, 1996) como se muestra a continuacién en la
Figura 2.6.
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Tabla 2.1. Propiedades fisicas del acido lactico.

Propiedad Valor Referencia
General: 50-21-5 (Datta y Henry, 2006)
Numero CAS Acido Léctico - (L): 79-33-4

Acido Lactico - (D): 10326-41-7

Peso Molecular (g/mol) 90.08

Formula C3H603
52.8 (D)

Punto de Fusién (C°) 53.0 (L) (Komesu et al., 2017)
16.8 (DL)

Punto de Ebullicion (C°)

82.0 a 0.5 mmHg (DL)

122.0 a 15 mmHg (DL)

103 a 15 mmHg (D)

(Komesu et al., 2017;
Sepitka, 1961)

Estructura Cristalina

Acido Lactico - (L): ortorrémbico

Grupo Espacial: P212121

(Shouten et al., 1994)

Densidad sélida (g/ml)

1.33 (20 °C sdlido)

PURAC

1.224 (100% Liquido

Densidad liquida (g/ml, 20°C) | Subenfriado) (Sepitka, 1961)
1.186 (80.8% Solucion en Agua) (Troupe et al., 1940)

pKa a 25 °C 3.83 () (Komesu et al., 2017)
3.79 (L)

Capacidad Calorifica (J/mol °C)

190 (DL) a 20 °C

(Komesu et al., 2017)

Entalpia de Solucién (kJ/mol)

7.79 (L) a 25 °C

(Komesu et al., 2017)
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Figura 2.6. Los dos enantidmeros del acido lactico.

2.4.3 Productos del Acido Lactico.

El acido lactico puede ser utilizado como materia prima para la obtencion de
diversos quimicos; acido piruvico, acido acrilico, 1,2 — propanodiol y el éster de lactato, a
través de una sintesis quimica o de una ruta biotecndlogica, como se observa en la Figura
2.7 (Gao et al., 2011).

Es posible obtener estos productos debido a que la molécula del acido lactico

posee un grupo funcional hidroxilo y un acido carboxilico (Fan et al., 2009).
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2.4.3.1 Acido poliléctico.

El acido polilactico (PLA) es un biopolimero termoplastico cuya molécula
precursora es el acido lactico. A este biopolimero se le han encontrado diversas
aplicaciones derivadas de sus caracteristicas de biodegradabilidad, biocompatibilidad y
de barrera que posee debido a sus inusuales propiedades, desde el estado amorfo hasta
el estado cristalino, que se logran al manipular las mezclas de sus isomeros D (-) y L (+),

los pesos moleculares y su polimerizaciéon (Serna et al., 2003).

2.4.4 Produccion acido lactico.

El acido lactico puede ser obtenido por medio de un proceso biotecnolégico
(fermentacién) o un proceso de sintesis quimica (Gao et al., 2011; Serna et al., 2011).
Estos dos métodos han sido utilizados en su produccién. Sin embargo, la sintesis quimica
tiene varias limitaciones: altos costos de manufactura, vinculacién a otros subproductos
de otros procesos y obtencion de una mezcla de D (-) y L (+) acido lactico (Datta y Henry,
2006), mientras que con un proceso bioquimico utilizando microorganismos se puede
obtener solo uno de los isbmeros por lo que es posible obtener un producto con alto grado

de pureza (Hofvendahl y Hahn - Hagerdal, 2000).

2.4.4.1 Sintesis quimica.

La sintesis quimica que es utilizada para procesos comerciales esta basada en la
reaccion del acetaldehido con acido cianhidrico (HCN) para obtener lactonitrilo, esta
reaccion ocurre en fase liquida y a presion muy alta; después el lactonitrilo es recuperado
y purificado utilizando una destilacién. Por ultimo, se realiza una hidrdlisis utilizando HCI
concentrado o H2SO4 para producir una sal de amonio y acido lactico. Para el proceso de
purificacion con destilacion, el acido lactico se esterifica con metanol para producir lactato
de metilo que se hidroliza con agua por medio de un catalizador acido para producir acido

lactico y metanol; esté ultimo es reciclado. Con este proceso de obtiene una mezcla de L
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(+) y D (-) acido lactico. La figura 2.8 muestra las reacciones descritas anteriormente.
(Gao et al., 2011; Narayanan et al., 2004; Serna et al., 2003).

(a) Adicion de cianuro de hidrégeno

CH3CHO + HCN catalizador CH3CHOHCN
v . . - — . v
acetaldehido c¢ianuro de hidrégeno lactonitrilo

(b) Hidrélisis por H,SO,

CH3CHOHCN + Ho0 +  1/2H2804 CH4CHOHCOOH + 1/2(NH4)S04
—
Lactonitrilo acido sulforico acido lactico sal de amonio

{c) Esterificacion
CH3;CHORCOOH + CH;0OH CH3CHOHCOOCHs + H»O

—
acido lactico metanol lactato de metilo

(d) Hidrdlisis por H,0

CH3CHOHCOOCH; + Hy0 CH3CHOHCOOH + CH3;0H
—
lactato de metilo acido lactico metanol

Figura 2.8. Sintesis quimica del acido lactico.

Existen otras posibles rutas para la obtencion de acido lactico (Narayanan et al. 2004):

- oxidacion del propilenglicol

- reaccion del acetaldehido

- monoxido de carbono y agua en condiciones de temperatura y presion elevadas
- hidrdlisis de acido cloropropionico

- oxidacion de propileno con acido nitrico
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2.4.4.2 Produccién biotecnoldgica.

El proceso biotecnolégico para la produccidn de acido lactico tiene diversas
ventajas sobre la sintesis quimica: bajo costo del sustrato, bajo consumo de temperatura
y energia durante la produccién (Datta y Henry, 2006) asi como también una alta estéreo
especificidad en su produccién por parte de los microorganismos que depende del tipo
de enzima involucrada (John et al., 2007) por lo que es posible obtener un producto con

alto grado de pureza (Hofvendahl y Hahn - Hagerdal, 2000).

Cuando la produccion del acido lactico se lleva a cabo por una fermentaciéon
a partir de recursos renovables abarca los siguientes cuatro pasos: pretratamiento del
sustrato incluyendo la hidrélisis de los azucares, fermentacion de los azucares a acido
lactico, separacion de la bacteria y residuos sélidos del cultivo, y por ultimo la purificaciéon
del acido lactico (Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000). Cabe mencionar que los costos
de los procesos de separacion y purificacion después de la fermentacién elevan los

costos en la produccién del acido lactico (Datta y Henry, 2006).

2.4.4.2.1 Clasificacion de microorganismos productores de acido

lactico.

Los microorganismos que producen acido lactico son clasificados en bacterias,

fungi y levaduras (Krishna et al., 2018).

Las bacterias que producen acido lactico, se clasifican a su vez en cuatro
categorias: 1) bacterias lactico-acidas (BAL), 2) Escherichia coli, 3) Corynebacterium
glutamicum y 4) Bacillus. De esta clasificacion las BAL son las mas utilizadas (Litchfield
et al., 2009; Budhavaram y Fan, 2009).

Las BAL son las dominantes en la produccién industrial del acido lactico (Okano
et al., 2010) y su clasificacion fue iniciada en 1919 por Orla — Jensen, la mayoria son

gram-positivas, no formadoras de esporas, no méviles, en forma de cocos y carecen de
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la enzima catalasa. Pueden ser microorganismos mesofilos o terméfilos (Savadogo et al.,
2006).

Algunos géneros de las BAL son: Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Aerococcus, Zymomonas

mobilis y Kluiveromyces lactis (Serna et al., 2003).

E. coli es una bacteria anaerobia facultativa y ha sido utilizada en la ingenieria
metabdlica para desarrollar cepas homofermentativas que generen acido lactico a partir
de diferentes fuentes de carbono (Martinez et al., 2017; Narayanan et al., 2004). La cepa
silvestre de E. coli utiliza la glucosa como sustrato para producir diversos productos: acido

acético, lactato, succinato, formiato, piruvato y etanol (Martinez et al., 2017).

2.4.4.2.2 Capacidad de fermentacion.

En cuanto a la capacidad de fermentacion, los microorganismos que producen
acido lactico se clasifican en homofermentativos y heterofermentativos (John et al., 2007).
Las cepas homofermentativas sélo producen acido lactico y utilizan la ruta Embden-
Meyerhoff-Parnas (Figura 2.9) para convertir 1 mol de glucosa en 2 moles de acido

lactico, y tiene un rendimiento de mas del 85% a partir de glucosa (Parra, 2010).

Algunas de las BAL homofermentativas que son utilizadas en la produccion del
acido lactico son: Lactobacillus delbrueckii, Lactococcus lactis, Lactobacillus casei,

Lactobacillus helveticus y Lactobacillus acidophilus (John et al., 2007).

Por el contrario, las cepas heterofermentativas producen lactato, CO. y etanol en
cantidades equimolares (1 mol) a partir de 1 mol de glucosa utilizando la via de la hexosa
monofosfato (ruta Embden-Meyerhoff) o la via de las pentosas (via de la fosfocetolasa) y
producen 50% de acido lactico (Krishna et al., 2018, Parra, 2010), como se muestra en

la Figura 2.10. Lactobacillus pentosus (Bustos et al., 2004), Lactobacillus bifermentans 'y
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Lactobacillus brevis (Cui et al., 2011) son algunos ejemplos de este tipo de bacterias

heterofermentativas.

D-glucosa

D-glucosa -6-fosfato

|

D-fructosa-6-

[ |
D-fructosa-1, 6 - difosfato Dihidroxiacetona. fosfato

D-gliceraldehido-3-fostato

1, 3-difosfoglicerato

|

3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

Fosfoenol piruvato

Piruvato

L{ 2-lactato

Figura 2.9. Fermentacion homolactica.
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Figura 2.10. Fermentacion heterolactica.
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2.5 Pretratamientos.

En la actualidad se utilizan diversos desechos agricolas y de alimentos para la
obtencion de biocombustibles y productos de valor agregado que son importantes dentro

de la industria farmacéutica, textil, de alimentos, médica, entre otras.

Los objetivos de los pretratamientos son mejorar las propiedades de superficie de
los desperdicios de comida que permitan una buena interaccion microbiana, reducir o
eliminar compuestos téxicos, hidrolizar lipidos, proteinas y azucares para mejorar el

acceso a los monoémeros de estas biomoléculas (Parthiba Karthikeyan et al., 2018).

2.5.1 Pretratamientos fisicos y mecanicos.

El objetivo de los pretratamientos fisicos es la reduccion de tamano de la particula
para incrementar el area de superficie y facilitar el contacto entre el sustrato y las

enzimas/bacteria (Alvira et al., 2010).

Existen diversos métodos mécanicos cuya funcion ademas de la reducciéon del
tamano de particula del sustrato aportan algun otro efecto, como por ejemplo: picado,
prensa de tornillo, cizallamiento, homogenizacién a alta presion, lisis por centrifugacion,
sonificacion, maceracion y licuefaccion. Todos ellos se pueden utilizar para mejorar las
propiedades fisicas y mecanicas de los desechos de comida (Parthiba Karthikeyan et al.,
2018).

2.5.2 Pretratamientos Quimicos.

Estos tipos de pretratamientos consisten en agregar agentes quimicos, ya sean
acidos o bases que modifican las propiedades fisico—quimicas y biolodgicas de los
residuos de comida. Para alcanzar el resultado deseado, la relacion de los desechos de
comida con el acido/base debe optimizarse en funcion al contenido total de sélidos y a la

concentracion del acido/base utilizado. (Parthiba Karthikeyan et al., 2018).
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Existen diversos métodos quimicos como; la ozonizacion (Ariunbaatar et al., 2014),
pretratamiento con peroxido de hidrégeno (Gundupalli y Bhattacharyya, 2017), y el
pretratamiento liquido idnico (Haghighi Mood et al., 2013), pero su uso no aplica a los

desperdicios/desechos de comida (Parthiba Karthikeyan et al., 2018).

2.5.2.1 Pretratamiento acido.

El principal objetivo de este tipo de pretratamientos es solubilizar (hidrolizar) la
hemicelulosa que forma parte de la biomasa lignoceluldsica y hacer que la celulosa este
disponible al efectuar una hidrdlisis enzimatica (Alvira et al., 2010), es decir, solubiliza

carbohidratos en forma de monosaridos.

El acido sulfarico (H2S04), acido clorhidrico (HCI), acido fosférico (HsPO4) y acido
nitrico (HNO3) son acidos que han sido probados y reportados en la literatura (Mosier et
al., 2005), no obstante, el acido sulfurico diluido es el que ha sido mas estudiado y
probado (Alvira et al., 2010).

Existen dos formas de llevarlo a cabo; con acido concentrado o acido diluido,
aunque el primero de ellos presenta mayores desventajas en cuanto a toxicidad,
corrosividad de equipos, recuperacion del acido, degradacion de los monosacaridos y
produccion de 5-hidroxi-2-metil-furfural (HMF) y furfurales; que son inhibidores para los
microorganismos encargados del proceso de fermentacién, asi como también inhiben la
hidrdlisis enzimatica (Haghighi Mood et al., 2013). Por tales motivos un pretratamiento
con acido concentrado es el menos favorable para aplicaciones industriales (Alvira et al.,
2010).

Por otra parte, un pretratamiento con acido diluido se realiza empapando el
material a tratar con esta solucidon a concentraciones usualmente por debajo del 4% en
peso. Debido a que es un método mas barato y efectivo en comparacién con el uso del
acido concentrado (Galbe y Zacchi, 2007) presenta mayor interés de estudio y aceptaciéon

para realizar a escala comercial y operacional (Wyman, 1996).
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2.5.2.2 Pretratamiento alcalino.

La lignina, los grupos acetilo y las diferentes sustituciones del acido urénico que
se encuentran presentes en la biomasa limitan la fase de la sacarificacion puesto que
impiden el acceso a la celulosa. La mayor ventaja de un pretratamiento alcalino es
eliminar todos estos compuestos (Li, Kim y Nghiem, 2010) e incrementar la porosidad de
la biomasa (Sun y Cheng, 2002).

Estos pretratamientos se pueden llevar a cabo a temperatura ambiente con
tiempos que van desde horas hasta dias. Otras ventajas en comparacion con los
pretratamientos de acidos, es su mayor efectividad en los residuos agricolas sobre los
residuos de madera, ademas, provoca una menor degradacion de azucares (Kumar y
Wyman, 2009), solubilizacion de proteinas asi como una posible saponificacion de lipidos
(Parthiba Karthikeyan et al., 2018).

Los hidroxidos de sodio, potasio, calcio y amonio han sido utilizados en este tipo
de pretratamientos (Alvira et al., 2010), sin embargo el método mas utilizado y reportado

es el hidréxido de sodio.

El mayor inconveniente de este método es su formacion de sales y en ocasiones

se suma a esto una larga duracion de tiempo de residencia (Haghighi Mood, et al., 2013).

2.5.3 Pretratamiento térmico.

Este tipo de pretratamientos se clasifican en: secos y humedos (Parthiba
Karthikeyan et al., 2018). El método mas estudiado es el térmico tipo humedo y tiene
aplicaciones a escala industrial (Ariunbaatar et al., 2014). Generalmente los desechos de
comida son pretratados con este método ya que ayuda a la solubilizacion (hidrdlisis) de

los azucares y otros compuestos organicos contenidos, asi como también se reduce la
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carga bacteriana eliminando patégenos (Parthiba Karthikeyan et al., 2018; Marin,

Kennedy y Eskicioglu, 2010).

Todos estos fendmenos relacionados al calor, reducen la viscosidad de la materia
prima, contribuyendo a mejorar el proceso de la digestion anaerobia (Carlsson, Lagerkvist

y Morgan-Sagastume, 2012).

El pretratamiento térmico ha sido estudiado en un rango amplio de temperaturas
(50-250 °C) para diferentes tipos de sustratos, sin embargo también es posible alcanzar
una buena solubilizacion de azucares y materia organica con bajas temperaturas pero
alargando los tiempos de exposicién (Ariunbaatar et al., 2014).

La mas grande desventaja de este método es la obtencion de compuestos
recalcitrantes como el furfural y el 5-hidroxi-2-metil-furfural a temperaturas mayores de
150 °C con cortos tiempos de retencion; y a 100 °C con largos tiempos de retencion
(Parthiba Karthikeyan et al., 2018). Estos dos compuestos a ciertas concentraciones

pueden inhibir la hidrdlisis enzimatica y/o el paso de la fermentacion.

2.5.4 Pretratamiento biolégico.

Se basa en el uso de enzimas derivadas de microogranismos. Es un proceso lento
con tiempos de retencidn largos, ademas de ser un proceso costoso que requiere altas
concentraciones para lograr un pretratamiento eficiente (Parthiba Karthikeyan et al.,
2018).
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CAPIiTULO 3. METODOLOGIA

La metodologia propuesta para desarrollar esta investigacion y alcanzar los

objetivos establecidos es la siguiente:

3.1 Desperdicios de Alimentos.

3.1.1 Recoleccion e Identificacion.

En este estudio se recolectaron 21 kg de desperdicios de alimentos del Centro
Gastréonomico de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en Morelia,
Michoacan, México. Los desperdicios se obtuvieron de un dia normal de actividad escolar
(7am a 5pm) durante el mes de Octubre eligiendo tres locales representativos de un total
de 18: un local de jugos y dos locales de comida tradicional. Posteriormente, se
identificaron los tipos de alimentos encontrados en la muestra. Para poder realizar la
caracterizacion de los desperdicios de alimentos, estdos se sometieron a un proceso de
molienda utilizando una licuadora convencional de cocina con una proporcion de agua
potable a temperatura ambiente de 1:1.5. A la mezcla homogénea resultante se le nombro
licuado (desperdicios de alimentos + agua potable). Se guardaron en frascos de vidrio

bajo congelacion.

3.2 Pretratamientos Exploratorios.

Se obtuvo una fase liquida y sélida del licuado con una filtracién a vacio. El licuado
y las fases sdlido y liquido se sometieron a dos pretratamientos; uno acido y otro alcalino.
En el caso de la fase sélida, se repuso el porcentaje de humedad con agua destilada para

someterse al pretratamiento correspondiente.

40 g de los desperdicios de alimentos en licuado, sdlidos y liquidos fueron

sometidos a un pretratamiento alcalino utilizando 20 g de NaOH 0.5% (p/p) y otro
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pretratamiento acido con 20 g de H2S042% (p/p). Después, los desperdicios de alimentos
fueron introducidos a una autoclave durante 30 minutos a una temperatura de 121 °C y
15 psi. De estos experimentos, se pudieron elegir las condiciones para un Disefio Central

Compuesto (DCC) que permitiera encontrar las condiciones 6ptimas de pretratamiento.

3.3 Condiciones Optimas de Pretratamiento Acido Diluido.

3.3.1 Diseino de Experimentos.

Se aplicé un Diseno Central Compuesto (DCC) para investigar la combinacién del
efecto de la concentracion de acido y tiempo para obtener las condiciones 6ptimas a las
cuales es posible recuperar la maxima concentracion de azucares reductores. La Tabla
3.1 muestra las concentraciones de H2SO4 (X1, % p/p) y los tiempos (X2, min) que fueron
utilizados en el disefio de experimentos. La variable de respuesta es la concentracién de
azucares reductores (Y, g/L). Se utilizé el programa MINITAB versién 18 para obtener el
disefo, el analisis, las graficas y el punto de condiciones 6ptimas. Se obtuvo un disefio
factorial completo con una serie de 15 corridas, 2 factores, 3 réplicas y 3 puntos centrales

como se muestra en la Tabla 3.2.

Las 15 corridas se llevaron a cabo con 30 g de licuado y 30 g de H.SO4 que fueron
introducidos a una autoclave a una temperatura de 121 °C, 15 psi y las correspondientes

condiciones de tiempo y concentracion de acido.
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Tabla 3.1. Valores codificados y
descodificados del Disefio Central Compuesto
(DCCQC).
Variable Niveles
-1 0 1
H2S04 (%p/p) X1 0 1 2
Tiempo (min) X2 0 30 60

Tabla 3.2. Matriz del disefio experimental.

Tiempo H2S0,
(min) (% plp)

0
0
0
60
60
60
30
30
30
0
0
0
60
60
60

r4
o

NININNININ|= =000 (0|10(0

alnlalR2B]e|e|~No|o|swin -

3.3.2 Hidrolizado de Desperdicios de Alimentos.

Del disefio de experimentos se obtuvieron las condiciones éptimas de tiempo y

H2S04, 31 minutos y 1.6% (p/p), respectivamente; con las cuales se podrian obtener 32
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g/L de azucares reductores. Los desperdicios de alimentos pretratados fueron

centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos para separar la fase sélida y liquida.

3.4 Produccién de D- Acido Lactico.

3.4.1 Microorganismo.

Se utilizé la cepa Escherichia coli JU15. Proporcionada amablemente por el Dr.
Alfredo Martinez, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autébnoma de

México, campus ubicado en la ciudad de Cuernavaca, Morelos.

3.4.2 Inéculos para Cultivos.

A partir de la cepa E. coli JU15 en placa con medio sélido Luria Bertani (LB) y 3 uL
antibiético (kanamicina 30 mg/L) se sembraron tubos estériles con 3 ml de medio LB y
kanamicina 30 mg/L, y se incubaron a 37 °C de 5 — 7 h sin aireacion con agitacion lineal
a 250 rpm. A partir de este precultivo se sembraron 50 uL en un matraz Erlenmeyer de
125 ml al que se agregaron 15 ml de medio LB y kanamicina 30 mg/L, y se incub6 a 37
°C de 8 — 10 h sin aireacién con una agitacion orbital de 150 rpm. Finalmente, a partir de
este precultivo, se inocularon 0.1 DOeoo = 0.37 gocw/L y se adapté en 150 ml de medio
mineral AM1 con 30 g/L de glucosa como fuente de carbono en un matraz Erlenmeyer de

250 ml a 37 °C con agitacion orbital de 150 rpm durante 12 horas sin aireacion.

Figura 3.1. Cepa JU15 en medio LB a) Figura 3.2. Pre indculo. Figura 3.3. Adaptacion
sélido y b) liquido. en medio mineral
AM1.
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3.4.3 Medios de Cultivo.

La composicion del medio AM1 (Martinez et al., 2007) fue: 2.63 g/L (NH4)2HPOs4,
0.87 g/L NH4H2PO4, 1.0 ml/L MgS04.7H20 (1 M), 1.5 ml/L elementos traza, 1.0 ml/L KCI
(2 M), 1.0 ml/L betaina HCI (1 M). Los elementos traza contienen (g/L): 1.6 FeCls, 0.2
CoCl; 6H20, 0.1 CuCly, 0.2 ZnCl2 4H20, 0.2 NazMoO4, 0.05 H3BO3 y 0.33 MnCl, 4H20.
Al medio se adicion6 30 g/L de glucosa en el caso de la adaptaciéon, mientras que el
hidrolizado simulado fue suplementado con glucosa, fructosa y arabinosa, 20 g/L, 8 g/L y
2 g/L, respectivamente. El medio Luria Bertani (LB) (Sezonov et al., 2007) para un litro

contiene: 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl.

3.4.4 Condiciones de Cultivo.

Se realizaron los cultivos de la cepa JU15 en matraces Erlenmeyer de 250 ml que
contenian 150 ml de hidrolizado simulado, iniciando con 0.1 DOsgo. Las condiciones de
pH y temperatura fueron controladas a 37 °C y el pH a 7.0 mediante la adicion manual de
KOH 6N. La velocidad de agitaciéon orbital se mantuvo en 150 rpm. El hidrolizado de los
desperdicios de alimentos, proveniente de la hidrdlisis termoquimica, fue adaptado a las
condiciones de cultivo, ajustando el pH a 7.0 con adicion de KOH 6N . Finalmente el
hidrolizado fue complementado con las sales del medio AM1 para la fermentacion para
poder realizar el proceso de fermentacion. La fermentacion inicié con 0.1 DOeoo bajo las
mismas condiciones antes mencionadas. La fermentacién fue monitoreada durante 48

horas. Todos los experimentos se efectuaron por triplicado en cada caso.

3.5 Métodos Analiticos.

3.5.1 Analisis Quimico de los Desperdicios de Alimentos.

En el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Alimentos de la Facultad de

Quimico Farmacobiologia de la UMSNH se realiz6 un analisis proximal; determinando

humedad, proteina, cenizas, grasas totales y fibra cruda de acuerdo a los procedimientos:
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método 934.01 AOAC (2000). Determinacién por calentamiento directo; método oficial
AOAC 2011.11. Proteina cruda por método Kjeldahl; NMX-F-607-NORMEX-2002; NMX-
F-615-NORMEX-2004; NMX-F-090-S-1978, respectivamente. En el caso de los

carbohidratos totales, estos fueron determinados por diferencia.

3.5.2 Crecimiento Bacteriano.

La densidad optica fue determinada a 600nm en un espectrofotémetro (Modelo
7305, Jenway, Stone, Staffs, UK). Durante el proceso de fermentacién se tomaron

muestras cada 4 horas durante las 48 horas de la fermentacion.

3.5.3 Cuantificacion de Azucares y D — Acido Lactico

Para medir la concentracion de azucares reductores totales antes y después de
los pretratamientos se empled el método de DNS, de acuerdo a una curva de calibracién
(Apéndice 1). Para la identificacion y cuantificacion de glucosa, fructosa, arabinosa y
sacarosa antes y después de los pretratamientos se empled el método de cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC). El D - acido lactico producto de la fermentacién
también fue identificado y cuantificado por HPLC. Se utilizé6 una cromatografia isocratica
con H2SO4 5 mM como fase mévil a un flujo de 0.5 ml/min y 85 °C en una columna Rezex
ROA-Organic Acid (300 x 7.8 mm). En la deteccion de los compuestos se utilizaron
simultdneamente un detector IR a 410 nm (Modelo 350, Varian Inc., USA) y un detector
UV-Vis (Modelo 310, Varian Inc., USA). Se inyectaron 10 uL de muestra que fueron
filtrados con membranas de nylon de 0.2 uL y se inyectaron automaticamente. Para poder
confirmar la identificacion de los azucares (glucosa, fructosa y arabinosa) y el d — acido

se utilizaron estandares.
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Capitulo IV. Resultados y Discusion.

CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Composicion de los Desperdicios de Alimentos.

Los desperdicios de alimentos fueron recolectados del gastronémico de Ciudad
Universitaria, como se muestra en la Tabla 4.1. En ésta se muestran los pesos
recolectados en cada uno de los locales, obteniendo de 21 kg de desperdicios de
alimentos. La Figura 4.1 muestra una imagen de los desperdicios al momento de ser
recolectados.

Tabla 4.1. Registro de los desperdicios de alimentos recolectados.

CEDULA DE ENCUESTA DE CAMPO PARA EL MUESTREO DE GENERACION DE
DESPERDICIOS DE ALIMENTOS

¢ Qué hace con los residuos de alimentos que se generan en su local?

Se entregan los residuos de alimentos a los camiones de basura que pasan por la zona, cuya
disposicion final es el relleno sanitario de la ciudad de Morelia.

Peso de los Residuos
No. Fecha Dia Observaciones
Organicos Recolectados

1 Octubre 07 de 2019 Lunes 11.42 kg Local de Jugos
2 Octubre 07 de 2019 Lunes 5.35 kg Comida Tradicional
Octubre 07 de 2019 Lunes 4.08 kg Comida Tradicional

Figura 4.1. Desperdicios de comida recolectados.
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La Figura 4.2 muestra los desperdicios que se recuperaron; entre ellos bagazo de
zanahoria, tortilla, flor de jamaica, lechuga, tallos de flor de calabaza, jitomate, cebolla,
chile, desperdicios de carne de pollo, res y puerco, asi como cascaras de naranja, de
limén, de tomate, de pepino, huesos, entre otros. Los desperdicios de alimentos fueron
clasificados de acuerdo a su origen en tres grupos: vegetal, harinas (granos) y animal,
como lo muestra la Tabla 4.2 y se encontré que la mayoria son de origen vegetal (frutas
y verduras), seguido por los derivados de harinas (granos) y finalmente por derivados de
carne; coincidiendo con la clasificacién y proporcion reportada por Moon et al., en el
(2009).

Tabla 4.2. Tipos de desperdicios de alimentos recolectados.

Desperidicios de Frutas y Verduras 83.78%
Desperdicios de Harinas 14.28%
Desperdicios de Carnes 1.92%
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Figura 4.2. Desperdicios de alimentos recuperados: a)
cascaras de naranja, b) bagazo de zanahoria, c) flor de jamaica,
d) cascara de limon, e) carne de pollo y res, f) varios, g) pico de
gallo, h) lechuga y i) tortilla.

De los alimentos que fueron recolectados - jitomate, cebolla, chile (pico de gallo),
tortilla, lechuga y desperdicios de carne - no solo pueden clasificarse como desperdicios
de alimentos de acuerdo a la definicion de la FAO en 2011, sino también pueden
catalogarse como desperdicios comestibles segun Sarjahany y Johnson (2009) y
Silvennoinen et al. ( 2015). Definiendo asi que el 29% de los alimentos son desperdicios
comestibles. Se encontré que las razones por las que estos alimentos fueron desechados
fue: i) debido a que su fecha de caducidad habia expirado, es decir, ya no eran aptos
para su consumo considerando que son productos perecederos vy ii) alimentos dejados
en los platos por los usuarios. El resto de los alimentos que representan un 71% de lo

recolectado — cascaras, huesos y tallos - estan excluidos de la definicion dada por la FAO
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(2011) pero pueden catalogarse como desperdicios organicos no comestibles (Sarjahany
y Johnson, 2009; Silvennoinen et al., 2015). Todos los desperdicios recolectados fueron
sometidos a un proceso de molienda para obtener una mezcla homogénea que permitiera
y facilitara su caracterizacion. Hafid et al., (2015) reportaron el pretratamiento fisico de
molienda utilizando una proporcion de volumen de agua 1:1 con respecto a los
desperdicios de alimentos con la finalidad de reducir el tamafo de particula para

favorecer la hidrélisis de los azucares durante el pretratamiento termoquimico.

4.1.1 Analisis Proximal.

Para evaluar y conocer la composicion quimica del licuado se utilizé un analisis
proximal utilizando diversas metodologias, estos resultados se muestran en la Tabla 4.3
en % peso seco. En el caso de la humedad de los desperdicios de alimentos, se
determind antes y después del proceso de molienda, 70% y 89%, respectivamente. El
porcentaje de humedad de los alimentos (70%) fue similar al porcentaje de humedad
reportado por algunos autores en sus trabajos sobre desperdicios de alimentos como
materia prima en la obtencién de bioproductos (Liu et al., 2012; Moon et al., 2009; Tang
et al., 2008; Vavouraki et al., 2013; Hafid, et al., 2015; Wang et al., 2008). La muestra
recolectada de desperdicios de alimentos (licuado) de este trabajo estaba constituida
principalmente de carbohidratos 53.68% y proteinas 33.37%. Mientras que el contenido
de grasas totales, cenizas y fibra cruda se encontraron en menor proporcion, 5.02%,
4.32% y 3.59%, respectivamente. El porcentaje en peso seco de los carbohidratos y de
los lipidos, se encontré dentro del rango reportado, 30- 60% y 10 - 40%, respectivamente.
Los lipidos presentes en los desperdicios de alimentos son principalmente triglicéridos
derivados de semillas de girasol y grasas animales (Cheng, et al., 2020). En el caso de
las proteinas se tiene un elevado porcentaje con respecto a lo reportado, 3.5 - 21.9%
(Leung et al., 2012; Pleissner et al., 2014; Zhang et al., 2013) debido posiblemente a la
presencia de desperdicios de carnes y cascaras de naranja, que son los productos que
principalmente aportaron a este indicador con 22% (Ahmad et al., 2018) y 2.5 - 9%

(Matharu et al., 2016), respectivamete.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica 39



Capitulo IV. Resultados y Discusion.

En general, en este tipo de desperdicios existe una gran heterogeneidad que hace
impredecible su composicion. Algunos factores que influyen son las zonas geograficas,
estaciones del ano, niveles sociecondmicos y costumbres culturales (Parthiba
Karthikeyan et al., 2018). A pesar de esta gran diversidad, los desperdicios de alimentos
contienen principalmente carbohidratos, proteinas y grasas, conteniendo una pequefia
cantidad de celulosa y hemicelulosa (fibra cruda) (Hu et al., 2014), lo que los convierte
en un sustrato apropiado para la obtencion de azucares reductores como fuente de

carbono para la produccion de diversos bioproductos (Hafid et al., 2015).

Tabla 4.3. Caracterizacion de los desperdicios de
alimentos recolectados.

Determinacion % Peso Seco
Carbohidratos Totales 53.68% + 0.05
Proteina 33.37% + 0.02
Grasas Totales 5.02% + 0.03
Fibra Cruda 3.59% + 0.02
Cenizas 4.32% + 0.05

4.2 Pretratamientos Termoquimicos Exploratorios.

Se obtuvieron los valores de concentracion de azucares reductores totales antes
y después de los pretratamientos exploratorios, como lo indica la Tabla 4.4. La
concentracion inicial de azucares reductores fue de 21 g/L para los casos de liquido y
licuado de una concentracién maxima tedrica de azucares de 43 g/L. Para el caso de los
soélidos, no se puede aplicar el método del DNS antes de los pretratamientos, pero se
realizd un lavado con agua destilada. La cantidad de azucares en la parte liquida
disminuyo de 21 g/L a 16 g/L con un pretratamiento acido, mientras que los azucares se
perdieron casi completamente con el pretratamiento alcalino, obteniéndose solo 3 g/L de
los 21 g/L iniciales. En cuanto a la concentracidon de azucares para el caso de los soélidos
se obtuvieron 7 g/L iniciales cuando se repuso el porcentaje de liquido con agua destilada.

Posteriormente, al someterse al pretratamiento acido se lograron obtener 37 g/Ly 1 g/L
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con el pretratamiento basico. Para los casos del licuado se observd un aumento en la
concentracion de azucares con el pretratamiento acido de 42 g/L; ocurriendo lo opuesto

con el pretratamiento alcalino 5 g/L

Tabla 4.4. Concentracion de azucares reductores antes y después
de los pretratamientos.

Concentracion de Azucares (g/L)
Al Sin Pretratamiento | NaOH 0.5% H2S04 2%
Liquido 21 3 16
Sélidos 7 (lavado) 1 37
Licuado 21 5 42

En la Figura 4.3 se observan los pretratamientos con NaOH 0.5 % (p/p) y H2SOa4
2% (p/p) para los tres casos: licuado, solido y liquido antes de ser sometidos a
condiciones de tiempo y temperatura dentro de la autoclave y en la Figura 4.4 se
observan después del pretratamiento. Las muestras presentaron un color marrén desde
claro hasta oscuro después de los pretratamientos, indicando la posible presencia de
melanoidinas producidas a temperaturas prolongadas mayores de 100 °C como producto
de la reaccién de Maillard (Parthiba Karthikeyan et al., 2018). Sin embargo, el color es
mas intenso con el pretratamiento alcalino indicando una mayor concentracion de
melanoidinas. Wang, et al.,, (2011) describe a las melanoidinas como compuestos
nitrogenados de color café — marron que son producidas en una reaccion de
pardeamiento no enzimatica llamada Maillard. Esta reaccion ocurre entre los grupos
funcionales cabonilos de los azucares reductores y el grupo funcional amino de los
aminoacidos, péptidos o proteinas. En el caso de los pretratamientos con NaOH 0.5%
(p/p) también se observd una consistencia gelatinosa en los hidrolizados que
posiblemente se debid a que las proteinas se solubilizaron y se favorecio la saponificaciéon

de los lipidos en el medio alcalino (Parthiba Karthikeyan et al., 2018).
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o

Figura 4.3. Muestras de desbe? icios de alimentos con NaOH/HéSO4
antes de someter a pretratamiento térmico en autoclave.

< -

as de deéperdicios de alimentos déspﬁs del pretratarﬁento

Figura 4.4. Muestr.
termoquimico.

La razon por la que se identificaron mas azucares reductores en el pretratamiento
acido con H2SO4 2% (p/p) se debe a la forma en que actia un medio acido con los
azucares es a través de una reaccion de hidrolisis. La hidrdlisis en las cadenas de
oligosacaridos/polisacaridos presentes en los residuos de alimentos se lleva a cabo como
se observa en la Figura 4.5 para obtener monosacaridos. El hidrogeno del acido protona
al oxigeno del carbono anomérico de la molécula del azucar (glucosa). El grupo hidroxilo
queda con una carga positiva que puede dejar a la molécula del azucar separada del
resto, es decir, se rompe el enlace glucosidico y finalmente se reemplaza el grupo

hidroxilo de la molécula del agua liberando un ié6n de H* (Solomon y Fryhle, 2011).
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HO

HO OH

Figura 4.5 Reaccién de una hidrélisis acida en azucares.

4.3 Pretratamiento Acido Diluido.

El pretratamiento se realizé de acuerdo al disefio experimental mostrado en la
metodologia. Los resultados de azucares recuperadas, determinadas por DNS yHPLC se
muestran en la Tabla 4.5. Para el caso de los resultados con DNS, la concentracion inicial
de azucares fue de 21 g/L, equivalente a 1.2 g de azucar y de acuerdo a la Tabla 4.5, la
mayor cantidad de azucares se obtienen con una concentracion de acido H2SO4 1% (p/p)

por 30 minutos.
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Tabla 4.5. Cuantificacion de azucares por DNS y HPLC de
cada uno de los experimentos.

DNS HPLC
Tiempo | H2SO4 g'de g'de
No (min) | (% plp) g/L azucar g/L azucar
obtenidos obtenidos
1 0 0 8 0.6 10 0.7
2 0 0 10 0.7 9 0.6
3 0 0 8 0.6 9 0.7
4 60 0 9 0.6 10 0.7
5 60 0 9 0.6 10 0.7
6 60 0 9 0.6 10 0.7
7 30 1 27 1.5 19 1
8 30 1 27 1.5 28 1.5
9 30 1 28 1.5 20 1
10 0 2 24 1.3 25 1.4
11 0 2 25 1.5 25 1.5
12 0 2 23 1.3 25 1.3
13 60 2 25 1.4 31 1.7
14 60 2 25 1.4 29 1.6
15 60 2 27 1.5 30 1.7

Estadisticamente, de acuerdo con el analisis del disefo, en el caso de DNS se
obtuvieron los valores de los coeficientes, , = 8.667, f; = 0.7056, B, = 7.667, B; =
—0.011667, B, = 0.01111 y la ecuacion:

Y =8.667 + 0.7056X, + 7.667X; — 0.011667X7 + 0.01111X, X,

Los resultados mostraron un valor de R? para una maxima recuperacion de
azucares del 99.23%. Para el caso de los valores obtenidos por HPLC, el analisis del
disefio, mostré los valores de los coeficientes, B, =9.33, B, =0.272, B, =75, B; =
—0.00435, B, = 0.0417 y la ecuacion:

Y =9.33 + 0.272X, + 7.5X; — 0.004357X2 + 0.0417X, X,

Para este caso, los resultados mostraron un valor de R? 94.9%. La correlacion entre las
dos variables se puede observar en las graficas de superficie de respuesta
correspondientes, Figura 4.6 — 4.7. Tanto el tiempo como la concentracion de H>SO4

tienen un efecto significante sobre la concentracion de azucares reductores.
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Figura 4.6. Grafica de superficie de concentracién de azucares Vs. Acido, Tiempo.
Resultados DNS.
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Figura 4.7. Gréafica de superficie de concentracion de azucares Vs. Acido, Tiempo.
Resultados HPLC.
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Las corridas donde se obtuvieron bajas concentraciones de azucares reductores
puede deberse a la conversion de los azucares a otros productos de inhibicién del

proceso de fermentacion como lo son los furfurales u otros acidos organicos.

Los valores 6ptimos de X1y Xz bajo las condiciones de 121 °C en autoclave y 15
psi, para los casos de DNS y HPLC, concentraciéon de H2SO4 1.6% (p/p) y 31 minutos;
concentracion de H2>SOs4 2% (p/p) y 41 minutos, respectivamente. El punto 6ptimo
obtenido para DNS, confirma lo observado en la grafica de la Figura 4.6, el punto para
obtener la mayor cantidad de azucares reductores se encuentra dentro del area de
estudio, entre 25 y 35 minutos, con una concentracion de acido entre 1% y 2% (p/p). De
acuerdo con los resultados de la caracterizacion, para la carga de licuado pretratado, la
concentracion maxima teodrica de azucares esperada es de 32 g/L, por ellos, las
condiciones Optimas fueron establecidas para obtener dicha concentracion de azucares.
Las diferencias observadas entre los datos obtenidos por DNS y HPLC se deben a que
en esté caso con el método de DNS se cuantificaron todos los azucares reductores
contenidos en las muestras, mientras que con el método de HPLC sélo se identificaron y
cuantificaron sacarosa, glucosa, arabinosa y fructosa, Tabla 4.6. La concentracion inicial

de azucares fue de 26.8 g/L, que equivale a 1.6 g de azucares, en su mayoria glucosa.
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Tabla 4.6. Identificacién de azlcares en cada tratamiento por HPLC.

No. Sacarosa | Glucosa | Arabinosa | Fructosa 'Total de
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) azucares (g/L)
Control 3.4 19.8 0 3.6 26.8
1 0.9 4.4 0 4.5 9.8
2 0 4.3 0 4.4 8.7
3 0.9 4 0 4.1 9
4 0.9 4.2 0 4.6 9.7
5 0.9 4.2 0 4.4 9.5
6 1 4.4 0 4.7 10.1
7 0 16.8 1.9 0 18.7
8 0 19.2 2 6.6 27.8
9 0 18.2 2 0 20.2
10 0 17.6 2.2 5.4 25.2
1 0 18.5 2.2 4.6 25.3
12 0 15.3 2 5.1 22.4
13 0 29.1 2.5 0 31.6
14 3.6 22.5 2.3 0 28.4
15 0 26.7 2.3 1.3 30.3

En esta misma tabla, se observa que las muestras que no contienen acido, son las
que muestran mayores cantidades de sacarosa, mientras que conforme las muestras son
sometidas al acido (1-2%) la concentracién de sacarosa disminuye y se presentan

mayores cantidades de glucosa principalmente; indicando asi una hidrolisis.

Por el contrario, para el caso de la fructosa; los pretratamientos con ausencia de
acido o tiempo presentan mayor cantidad que los pretratamientos con acido. Debido a
que bajo condiciones acidas y temperatura, la fructosa tiende a deshidratarse y

transformarse en hidroximetilfurfural (Watanabe et al., 2005).

La mejor correlaciéon se obtuvo con los datos por DNS que por HPLC, por lo que
los hidrolizados Optimos de desperdicios de alimentos fueron tratados bajo las
condiciones de H2SO4 1.6% (p/p) y 31 minutos, Figura 4.8. La concentraciéon de azucares

reductores en los hidrolizados por DNS fue de 31.5 g/L de los 32 g/L tedricos
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Esto significa un 50% mas de azucares comparado con los desperdicios de
alimentos sin pretratamiento. Por HPLC en los hidrolizados se identifico: glucosa (19.38
g/L), fructosa (1.11 g/L) y arabinosa (2.06 g/L).

Figura 4.8. Hidrolizado de desperdicios de
alimentos empleados en este trabajo.

4.4 Produccion de D - Acido Lactico.

La mayoria de las bacterias acido lacticas no son capaces de utilizar xilosa como
fuente de carbono, sin embargo, E. coli es capaz de metabolizarla para producir diversos
bioproductos, incluyendo el acido lactico (Orencio—Trejo et al., 2010). Las rutas
metabdlicas que se conocen para transportar la xilosa en E. coli son dos: i)
transportadores ABC codificados por los genes xylF, xylG y xylH, mostrando bajos
rendimientos debido al consumo de dos ATP; ii) simportador de protones/xilosa
codificado por el gen xylE (Sumiya et al., 1995). Por lo anterior, la cepa E. coli JU15 fue
producida a partir de la cepa Escherichia coli CL3. CL disehada para producir D-lactato
eliminando los genes pflB, adhE y frdA de la cepa Escherichia coliMG1655. CL3 es capaz
de crecer en condiciones anaerobias utilizando xilosa como unica fuente de carbono, sin
embargo, esta cepa tiene las desventajas de mostrar una baja velocidad de crecimiento

y productividad de acido lactico utilizando glucosa como fuente de carbono, con respecto
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a los evidenciados. Por lo tanto, la cepa JU1 fue desarrollada eliminando los genes xylF,
xylG y xylH, correspondientes al transportador de xilosa dependiente de ATP, mostrando
un incremento en la velocidad de crecimiento del 50%. Para mejorar las desventajas de
la velocidad de crecimiento y la productividad del lactato mostradas en la cepa JU1, se
desarrollaron diversas series utilizando la técnica de adaptacion evolutiva. La 15va
transferencia fue la que mostré las mejores condiciones de crecimiento y productividad,
por lo que fue nombrada JU15. Los genes encargados de utilizar la xilosa como fuente
de carbono en la cepa JU15 son GatC y GatCS184L, lo que la convierte en una cepa que
puede ser utilizada con hidrolizados de material lignocelulosico como materia prima.
Estas modificaciones le dan la capacidad a la cepa JU15 de metabolizar pentosas y
hexosas como fuentes de carbono presentes en hidrolizados para la producciéon de acido
lactico (Parra-Ramirez et al., 2018). La cepa JU15 ha sido probada en hidrolizados del

bagazo azucar de cafia y rastrojo de maiz (Utrilla et al., 2016).

4.4.1 Fermentacion del Hidrolisado Simulado (AM1) Suplementado con

Glucosa, Fructosa y Arabinosa con E. coli JU15.

Se ha demostrado que la velocidad de crecimiento, la productividad y el
rendimiento de la cepa JU15, se ven favorecidas al utilizar el medio mineral AM1 (Utrilla
et al., 2012). Para poder comprobar que la cepa es capaz de utilizar glucosa, fructosa y
arabinosa como fuentes de carbono, se utilizé un hidrolizado simulado con esta mezcla
de azucares, a concentraciones iniciales de 24.37 g/L, 526 g/lL y 2.22 g/,
respectivamente; Figura 4.9. Esta composicion de azucares fue la que sé identifico por
HPLC en los pretratamientos del disefo de experimentos de este trabajo. Se encuentran
reportados la presencia de glucosa y fructosa en hidrolizados de desperdicios de
alimentos (Demichelis et al., 2017; Hafid et al., 2015).
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Figura 4.9. Fermentaciones en medio
mineral AM1 adicionado con glucosa
fructosa y arabinosa  (hidrolizado
simulado).

Los resultados de las fermentaciones mostrados en la Figura 4.10, indican que
la cepa JU15 es capaz de producir acido lactico a partir de esta mezcla de azucares. La
velocidad especifica de crecimiento fue de 0.38 (h') y la velocidad volumétrica de

produccion de D — acido lactico de 0.7 (gp_4./L-h) , Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Velocidadad especifica de crecimiento, velocidad especifica de consumo, velocidad
especifica de produccion, velocidad volumétrica de produccion, rendimiento de acido lactico y

rendimiento de biomasa de la cepa JU15 en hidrolizado simulado.

Velocidad

Velocidad
especifica de

Velocidad
especifica de

Velocidad
volumétrica de

Rendimiento de

acido lactico (g

Rendimiento de

biomasa

Hidrolizado especifica de consumo
. produccion produccion AL / gazicares (g biomasa/g
crecimiento (h') | (g azucares totales / . 3
. (g AL / g biomasa h) (gAL/Lh) totales) azucares totales)
g biomasa h)
Simulado 0.38 £ 0.062 0.86 + 0.006 1.29 £ 0.085 0.7 £ 0.038 0.93 £ 0.029 0.079 £ 0.004

Ademas de producir D-acido lactico, la cepa también produce pequeias
cantidades de acido acético. El acido acético fue producido (1.91 g/L) durante la fase de

crecimiento exponencial y estacionaria, como lo reportan Utrilla et al., (2016, 2012). Los
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azucares totales se consumieron durante 48 h. La cepa mostré una preferencia por la
glucosa ya que fue consumida a las 28 horas, mientras que la arabinosa (pentosa) se
agotoé a las 40 horas, siendo la fructosa (hexosa) la ultima en ser consumida a las 48
horas. A pesar de que la fructosa es una hexosa la cepa mostré preferencia por la
arabinosa, est6 posiblemente debido a que la concentraciéon de la arabinosa fue mayor.
Después de 48 horas de fermentaciéon se obtuvieron 30.95 g/L de D - acido lactico con
un rendimiento de 0.93 gp_a1./9aztcares totates (Figura 4.10) coincidiendo con lo reportado
bajo condiciones de fermentacion similares en medio simulado con una mezcla de xilosa,

glucosa y arabinosa (0.94 gp_a1./9azicares totates) (Utrilla et al., 2016).
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Figura 4.10. Cinéticas de fermentacion con la cepa JU15. Hidrolizado de
desperdicios de alimentos simulado: medio mineral AM1 adicionado con glucosa,
fructosa y arabinosa: 24.37 g/L, 5.26 g/L y 2.22 g/L, respectivamente.
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4.4.2 Fermentacion del Hidrolizado de Desperdicios de Alimentos con E.
coli JU15.

Esta cepa no ha sido probada anteriormente en hidrolizados de desperdicios de
alimentos. Para poder utilizar el hidrolizado de los desperdicios de alimentos con mejores
condiciones de crecimiento para la cepa JU15, se adicioné medio mineral AM1. La
concentracion inicial de azucares totales del hidrolizado de desperdicios de alimentos
disminuy6 de 31.5 g/L a 26.85 g/L. Se cuantificaron las concentraciones de glucosa,

fructosa y arabinosa, 18.89 g/L, 1.21 g/L y 1.97 g/L, respectivamente, Figura 4.11.

Figura 4.11. Fermentaciones en

hidrolizado de alimentos
complementado con medio

mineral AM1.

La Figura 4.12 muestra los resultados de las fermentaciones durante 48 h, donde se
observa que la cepa JU15 es capaz de producir acido lactico (21.04 g/L) a partir de este
hidrolizado de desperdicios de alimentos. Adicional a la produccion de acido lactico,
también se observo la presencia de acido acético, con una concentracion final de 2.98
g/L. Después de que la glucosa se agotdé completamente (24 h), se observo que la cepa
tuvo una preferencia por la fructosa (36 h) que es también una hexosa, mientras que una

pequefia concentracion de arabinosa (0.27 g/L) permanecio a las 48 h. De esta manera
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se demuestra que la cepa JU15 es capaz de consumir fructosa (hexosa) como fuente de
carbono y que tiene una mayor preferencia por este azucar sobre la arabinosa (pentosa)
en este tipo de hidrolizado. Es importante mencionar, que no hay antecedentes
publicados acerca del consumo de fructosa por la cepa JU15. El rendimiento del D —
acido lactico se basoé sélo en el consumo de glucosa, fructosa y arabinosa, por lo que
mostré un rendimiento mas alto que el tedrico, 1.12 gp_41/Gazicares torates- EI 12% de
rendimiento en exceso podria deberse al consumo de los azucares que no fueron

identificados ni cuantificados.
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Figura 4.12. Cinéticas de fermentacion con la cepa JU15. Hidrolizado de desperdicios
de alimentos complementado con medio mineral AM1.
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La velocidad volumétrica de produccion de D — acido lactico fue de 0.47 (gp_4./L -
h). Esta velocidad de produccion es mucho menor que las reportadas en otros trabajos
de produccion de acido lactico a partir de desperdicios de alimentos: 2.61 (ga./L - h)
(Kwan et al., 2016); 1.01 (ga./L - h) (Kwan et al., 2011) y 3.38 (g4./L - h) (Demichelis et
al., 2017). Por otro lado, el valor de la productividad mas bajo se reporté (0.28 g,,./L-h)
para el caso de la produccion de acido lactico utilizando un consorcio microbiano (Tang
et al., 2016). La baja productividad en este caso podria ser atribuida a la presencia de
furanos y compuestos fenolicos (Martinez et al., 2000) que no fueron identificados ni

cuantificados en este trabajo.

Es importante mencionar que a las 24 h se observé la maxima produccion de acido
lactico en el simulado real (0.84 g,4,./L-h), este valor se encuentra por encima del
obtenido para el caso del hidrolizado simulado a las 24 h y 48 h, 0.7(g4./L - h), para
ambos casos (Figura 4.13). Esto se debe a que en el caso del hidrolizado real después
de las 24 horas ya no hubo produccién de acido lactico como se puede observar en la
Figura 4.12; mientras que en el caso del hidrolizado simulado, la producccion de acido

lactico se mantuvo durante las 48 horas en las que se monitoreo la fermentacion.
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Figura 4.13. Velocidad volumétrica de produccién
de D — acido lactico a 24 h y 48 h.
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CONCLUSIONES

El 71% de los desperdicios de alimentos que se recuperaron fueron alimentos no
comestibles, principalmente cascaras de frutas y verduras. Siendo de esta manera
no ser aptos para consumo humano. Para lo cual en este trabajo se propuso su
valorizacion a través de la obtencién de un bioproducto, descartando su reciclaje

en un proceso de composta, digestidbn anaerobia o de pirdlisis.

El 54% peso seco de los desperdicios de alimentos esta constituido de azucares
totales. Coincidiendo con las concentraciones reportadas en diversas bibliografias

para ser utilizados en la obtencion de diversos bioproductos.

Las condiciones 6ptimas para una maxima recuperacion de azucares reductores
se encontraron utilizando un Disefio Central Compuesto: H2SO4 1.6% (p/p) y 31

minutos, utilizando una autoclave a una temperatura de 121°C y 15 psi.

De acuerdo a las cinéticas realizadas se observo que la cepa JU15 tiene la
capacidad de producir acido lactico utilizando hidrolizados de desperdicios de
alimentos, mostrando una maxima velocidad de produccion de acido lactico a las
24 horas de 0.84 g4, /L - h. Ademas, se not6 que la cepa JU15 puede consumir la

fructosa utilizandola como fuente de carbono.
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Apéndice

APENDICE 1. METODO DE ESTIMACION DE AZUCARES REDUCTORES POR
ACIDO DINITROSALICILICO (DNS).

Reactivo DNS

Mezclar:
» Agua destilada 1416 ml
» 3, 5 - acido dinitrosalicilico 10.6 gr
* NaOH 19.8 gr

Disolver lo anterior, y luego agregar:

» Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (sal de

306 gr

Rochelle)
* Fenol (derretir a 50 °C) 7.6 ml
» Metabisulfito de sodio 8.3 gr

Curva Estandar
Estandar de glucosa: 2 g/L de glucosa

Procedimiento :

En tubos de cristal de 10 ml se adicionan 0.5 ml de muestra y 0.5 ml del reactivo de DNS.
Los tubos se colocan en bano de agua a 100 °C por 5 min. Se enfrian en bafio de agua
a temperatura ambiente durante 10 minutos, posteriormente se afaden 5 ml de agua

destilada. Se agita y se realiza la lectura a 540 nm en un espectrofotémetro.

Diluir las muestras en caso de ser necesario con el fin de que la transmision de la luz en
elespectrofétometro sea entre 20% y 80%. Incluir estdndar compuesto de glucosa y

diluido como muestra.
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Leer el absorbancia a 540 nm contra un blanco de DNS - agua a 100% T y graficar

(absorbancia vs concentracion).

Esta deberia interceptar la absisa a 4 mg de glucosa. Los 4 mg representan la pérdida

de glucosa por oxidacion.

Para una determinacion mas exacta a bajas concentraciones agregar 0.1 g de glucosa a
cada muestra. Las soluciones concentradas de azucar deben diluirse de forma que las

muestas contengan maximo 0.8 g/L de azucares reductores.

Comentarios: Este método es no especifico a un azucar reductor. Si glucosa es usada
como estandar, los valores de celobiosa seran 15% mas bajos, y los valores de xilosa
15% mas altos en peso base. Las muestras hervidas pueden ser dejadas un tiempo

razonable antes de ser leidas . Las muestras no hervidas se deterioran gradualmente.
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