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RESUMEN

Produccién y estudio dinamico de biopeliculas a partir de un consorcio de tibicos
aislados de cascara de pifia

Elaborada por: Ing. Paul Linares Bravo.
Dirigida por: Dr. Denis Cantu Lozano.
Co-Dirigida por: MC. Raul Pérez Avila

El envasado de alimentos presenta una serie de problemas medioambientales y
grandes costes operativos debido a su derivacién de los recursos fésiles. Ademas del
problema con los plasticos, el procesamiento de la pifia genera una gran cantidad de
residuos agroindustriales. A pesar de esto, las caracteristicas de estos residuos han
demostrado ser extremadamente utiles dentro de la industria alimentaria, farmacéutica
y petrolera.

El presente proyecto tiene como objetivo contribuir a mejorar la eficiencia del proceso
en generacion de biopolimeros y obtener un producto de valor agregado como
biopeliculas, a través de sus diferentes operaciones unitarias y materias primas (granos
de Kefir y residuos de pifia).

Esto se hizo mediante analisis cinéticos y reoldgicos, asi como diferentes
determinaciones fisicoquimicas, en el proceso de produccion de biopeliculas.

Fue posible concluir que los cultivos de Kefir de agua en medios de panela y azucar
adicionando céascara de pifia producen biopeliculas, la cinética de crecimiento con PP25
a 35°C (panela -cascara de pifia a 25°Brix) es la que mayor concentracion de biomasa
mostro para el tercer dia se asume que la cascara de pifia contribuye a incrementar la
constante de velocidad de crecimiento especifica y la concentracion de biomasa
maxima. El comportamiento reoldgico en estado estacionario mostré ser un fluido
Herschel-Blukley ya que representa a un comportamiento no-Newtoniano con
caracteristicas dilatantes. Los caldos de fermentacibn se comportaron como una
solucion de particulas esféricas diluidas ajustdndose al modelo de Einstein, U, tiene un
valor promedio de 1.6 Pa s este comportamiento coincide con el reportado por Cantu-
Lozano, 1987 con levaduras Saccharomyces cerevisiae, la biopelicula obtenida tiene
un alto valor de proteinas y humedad, un pH acido y una acidez promedio de 3%
ademas predominan las caracteristicas elasticas de acuerdo al analisis reoldgico
dinamico que se realiz6 lo que favorece su aplicaciéon como material de embalaje.



ABSTRACT

Production and dynamic study of biofilms from a consortium of Kefir grains isolated
from pineapple peel

By: Paul Linares Bravo.
Advisor: Dr. Denis Cantl Lozano.

Co-Advisor: MC. Raul Pérez Avila.

The packaging of food presents a series of environmental problems and large operating
costs due to its derivation of fossil resources. In addition to the problem with plastics,
pineapple processing generates a large amount of agroindustrial waste. Despite this,
the characteristics of these residues have proven extremely useful in the food,
pharmaceutical and oil industries.

The objective of this project is to contribute to improving the efficiency of the process in
the generation of biopolymers and obtain a value-added product such as biofilms,
through its different unit operations and raw materials (kefir grains and pineapple waste).

This was done by kinetic and rheological analysis, as well as different physicochemical
determinations, in the process of bioplate production.

It was possible to conclude that kefir cultures of water in panela and sugar media adding
pineapple peel produce biofilms, the kinetics of growth with PP25 at 35 ° C is the highest
concentration of biomass showed for the third day it is assumed that the peel of
pineapple contributes to increase the specific growth rate constant and the maximum
biomass concentration. The rheological behavior at steady state showed to be a
Herschel-Blukley fluid since it represents a non-Newtonian behavior with dilatant
characteristics. The fermentation broths behaved as a solution of diluted spherical
particles adjusting to the Einstein model, ur has an average value of 1.6 Pa s, this
behavior coincides with the one reported by Cantd-Lozano, 1987 with yeasts
Saccharomyces cerevisiae, the biofilm obtained has a high protein and moisture value,
an acid pH and an average acidity of 3%. Elastic characteristics predominate according
to the dynamic rheological analysis that was carried out, which favors its application as
a packaging mater.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

En los dltimos afios, el interés en los envases biodegradables como alternativa a los
envases y empaques sintéticos a base de petréleo no biodegradables se ha
incrementado para reducir el impacto sobre el medio ambiente y en la salud
humana. Estos compuestos juegan un importante papel en la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes (Moraes et al., 2016). Una
estadistica mundial muestra que el 43% de las especies de mamiferos marinos, 86
% de las especies de tortugas marinas, y 44 % de las especies de aves marinas son

susceptibles a la ingestion desechos plasticos marinos (Malathy et al., 2014).

Muchas materias primas han sido usadas para obtener biopeliculas biodegradables,
destacando entre ellas biopolimeros de fuentes renovables como los tibicos, uno de
los materiales organicos que cuenta con un bajo costo de produccion, disponibilidad
mundial y por su facil manejo en la formacién de biopeliculas (Hernandez-Espinosa

y Linares-Bravo, 2015).

Las biopeliculas son estructuras complejas de asociacion de microorganismos
similares y de diferentes especies de plantas, bacterias, levaduras, hongos y algas,
con el fin de organizarse en forma de un biomaterial con caracteristicas superiores
a las que presentan individualmente estos microorganismos. Estos organismos son
ampliamente explotados industrialmente, especialmente en las industrias de
alimentos, productos quimicos y farmacéuticos, debido a sus propiedades de catidn
emulsionante, estabilizacion, floculacion, control de la cristalizacion, la inhibicion de
la sinéresis, la encapsulacion, la formacién de peliculas, y la eliminacién de metales

pesados.

En los campos industriales y biomédicos, los principales biopolimeros utilizados son
producidos por las plantas (pectina, almidén) y algas (alginato, carragenina),
hidrocoloides proteina animal (gelatina, caseina), y algunos polisacaridos

microbianos (dextrana, xantana, gelano. curdlano) (Moura et al., 2016).



INTRODUCCION

A causa de la contaminacion ambiental generada por residuos plasticos, es
conveniente y necesario generar nuevos materiales que sean biodegradables,
econdémicos, ligeros y resistentes, una alternativa a este problema es la produccién

de biopeliculas a partir de tibicos.

En esta investigacion se propuso producir una biopelicula a partir de tibicos con un
nuevo sustrato a base de cascara de pifia, con las caracteristicas necesarias que
permitan sustituir a los polimeros sintéticos, por esto, se disefia una metodologia
mas estricta que la reportada por Hernandez-Espinosa y Linares-Bravo, 2015., con
comportamientos de flujo desde su formacion hasta su obtencion, una metodologia
Optima para obtener biopeliculas. Un andlisis fisicoquimico, pruebas mecanicas y
reologicas que permitan validar las propiedades de las biopeliculas.

Esta metodologia permite determinar las propiedades de la biopelicula obtenida

para definir su aplicacion como envase o empaque biodegradable.

Es por estas razones el interés de generar empaques a base de biopeliculas
biodegradables de uso en diversas operaciones. Este proyecto de investigacion es
en beneficio de las generaciones presentes y futuras, ya que aporta un nuevo
conocimiento que permita limitar o eliminar el uso de plasticos derivados del

petroleo.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Problemética ambiental mundial debida a residuos plasticos no
biodegradables
Uno de los mayores problemas que enfrenta el mundo en materia ambiental es el
uso de plastico. La produccion mundial de plasticos ha ido creciendo llegando a
producir hasta 280 millones de toneladas de plastico en el 2012 ocupando el 39 %
de su produccion en empaguetamiento y almacenamiento como se observa en la
Figura 1.1 (UNEP, 2016; Plastics Europe, 2015; Van et al., 2015) y en la Figura
1.1.2 correspondientemente (Géngora, 2014).

Millones de toneladas

2004 2007 2009 2011 2012 2013 2014

Figura 1.1 Produccion mundial de plastico

Fuente: (UNEP, 2016; Plastics Europe, 2015; Van et al., 2015)
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Figura 1.2 Produccion mundial de plastico por tipo de uso, 2012 (porcentajes)
Fuente: (Gongora, 2014)
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La mayoria de los compuestos denominados “plasticos” son productos sintéticos
fabricados a partir de recursos naturales, como petréleo, gas natural, carbén y sal
comun. Son sustancias organicas de alto peso molecular sintetizadas a partir de
compuestos de bajo peso molecular, que se caracterizan por tener una alta relacién
resistencia/densidad. Una de las principales aplicaciones del plastico es el
empaquetado, los grandes volumenes de residuos causados por esta actividad, han
causado la contaminacién del agua, aire y suelo, ya que no son degradados por el
entorno y no sufren oxidacion o descomposicién con el tiempo (Frias et al., 2003).
Por ello, las envolturas biodegradables a base de materias primas renovables
pueden ser de gran ayuda para reducir el problema, ya que, mediante la accion de
enzimas y microrganismos, se degradan en compuestos de bajo peso molecular,

sin ser nocivos para el ambiente, enriqueciendo los suelos (Tainara, 2016).

1.2. Residuos agroindustriales

La agroindustria es una actividad que integra la produccion primaria agricola,
pecuaria o forestal, el proceso de beneficio o transformacidén, asi como la
comercializacion del producto, sin dejar de lado los aspectos de administracion,
mercadotecnia y financiamiento (Saval, 2012). Los subproductos agroindustriales
constituyen un problema serio de residuos en gran parte del mundo debido a dos
factores principales: un aumento en la produccién y al surgimiento de leyes
ambientales mas estrictas. Por ello, surge la necesidad de conversion de los mismos
en un producto util y de valor agregado (Jurado et al., 2003). Un estudio realizado
de productos agroindustriales fue enfocado a la utilizacion de cascara de arroz, el
objetivo de este trabajo ha sido darle una utilidad y un mayor valor agregado al
subproducto principal de la industrializacion del arroz, su céscara, representando
una posibilidad de expansion para la industria arrocera y aportando también a la
solucion de un problema medioambiental esta problematica fue investigada por
Jurado et al., (2003). Otro estudio que involucra los residuos agro industriales y una
transformacion a productos de valor agregado es el estudiado por Vega et al.,
(2005), con el tema obtencién y caracterizacién de disoluciones en polietilenglicol

(PEG) a partir de residuos de olote de la agroindustria del maiz. sintesis de
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polimeros potencialmente biodegradables se abordd un tema que esta tomando
gran auge en los ultimos afios que es el estudio de los biopolimeros, se
determinaron las condiciones adecuadas para la preparacion de disoluciones
lignocelulésicas de olote de maiz en polietilenglicol (PEG). La obtencién de este tipo
de materiales a partir de sustratos residuales pone de manifiesto el potencial
aprovechamiento de los recursos generados por el pais para la produccion de

materiales de alto valor agregado.

1.2.1. Materia prima

1.2.1.1. Generalidades de la pifia

La pifia (Ananas comosus) originaria de Sudamérica, especificamente de Brasil, con
una larga tradicion en nuestro pais y considerado en muchos paises como uno de
los frutos mas exquisitos y exoticos. La pifia fue introducida a México por la
Compaiiia Morrison en el afio de 1903, en las regiones de Oaxaca, y Tezonapa,
Veracruz, y cultivada para consumo doméstico. Sin embargo, debe considerarse el
afio de 1921 como el de inicio de la explotacion de pifia, en Loma Bonita, Oaxaca,
con el proposito de exportarla a Estados Unidos (Jiménez-Bustamante, 2014).En la
Tabla 1.1 se ilustro la produccion de pifia en México y en la Figura 1.3 se presentan
los principales estados productores de pifia. Su produccion mundial en el afio 2009
fue 16.9 millones de toneladas de fruta fresca llegando a 24.79 millones de
toneladas en el afio 2013 (Dai and Huang, 2016; Conesa et al., 2016) siendo India,
Hawai, Brasil, Malasia, Taiwan y México los mayores productores (Imandi et al.,
2008).

Tabla 1.1. Produccién de pifia en México

Produccion 2010 2015 2016 Tasa media de
promedio (Ton) crecimiento anual
(Ton) (Ton) (Ton)

(%)
741,000 702,000 840,000 875,000 24

Fuente: (SAGARPA, 2017; SIAP, 2016)
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PRODUCCION %
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Figura 1.3. Porcentajes de la produccion de pifia en México
Fuente: (SAGARPA, 2017; SIAP, 2016)

La pifia (Ananas comosus) pertenece a la familia Bromeliaceae, es una planta
perenne de monocotiledoneas con inflorescencias terminales y una fruta multiple
terminal (Chan et al., 2016). La pifia es una de las frutas mas comunes en muchos
paises tropicales y subtropicales y es consumida fresca, enlatada en almibar, en

forma de jugo (Bamidele and Fasogbon, 2017) o en rebanadas.

Actualmente se ha encontrado que los residuos de pifia contienen muchas
sustancias reutilizables de alto valor y alto potencial de explotacion (Roda et al.,
2015), ya que es una materia prima altamente biodegradable y rica en carbohidratos
y proteinas (Namsree et al., 2012). Conforme avanzan los afios va en aumento el
estudio de este fruto y sus residuos sin embargo para los ultimos afios se ha visto
limitado, algunas de las investigaciones son presentadas por Moya et al., (1995),
con el tema obtencion potencial de polimeros biodegradables, estudio de la dilucion
de la cascara de pifia en polietilenglicol, Quesada et al., (2005), estudio la utilizacion
de las fibras de rastrojo de pifia ananas comusus variedad champaka como materias

de refuerzo para resinas de poliéster con los resultados obtenidos el material
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obtenido puede ser aplicado en la elaboracién de mesas o escritorios, Ramirez et
al., (2012) estudiaron la obtencién de xilosa a partir de desechos lignocelulésicos
de la produccion y proceso industrial de la pifia destacando que la cascara de pifia
en la obtencion de xilosa presentando un alto potencial bajo condiciones sencillas
de hidrolisis. Hasta la fecha, los residuos agroindustriales de pifia solo se han
estudiado en la produccién de yogurt (Sah et al., 2016), de vinagre (Roda et al.,
2015) de jarabe de glucosa (Zain y Seker, 2014), preparacion de carbén activado
de alta superficie (Hamedd y Foo, 2012), Hajar et al. (2012), determinaron las
propiedades fisicoquimicas de la cascara de pifia, sin embargo, hay otra alternativa
gue aun no se ha explotado y es el uso de los residuos agroindustriales de la
cascara de pifia para la produccién de biopolimeros. Con estos estudios se puede

dar paso a el estudio de las biopeliculas.

1.2.1.2. Tibicos

Los tibicos son un cultivo de bacterias y levaduras benignas que se encuentran en
una matriz de polisacéaridos creada por bacterias. Los microbios presentes en los
tibicos actian en simbiosis para mantener un cultivo estable. Los tibicos son
llamados también kefir de agua en la creencia de que este cultivo es una adaptacion
del kefir de leche original, cosa muy discutible, ya que cualquier intento de adaptar
al kefir de leche a un medio acuoso azucarado es infructuoso. Los tibicos son
también llamados tibis, tibiches, kefir de agua, bulgaros de agua, granillos, granizo,
hongos chinos, kephir, kewra, talai, mudu kekiya, matsoun, matsoni, waterkefir, y
milkkefir. También conocidos como granos de agua de kefir, cristales japoneses de
agua y abejas de lafornia. Los granulos de los tibicos se reproducen por gemacion
al ser alimentados con azucares en un medio acuoso. En su desarrollo descompone
los azucares complejos en simples, haciéndolos mas asimilables y produciendo en
el intercambio mindsculos granitos de polisacarido responsables de gran parte de
las propiedades terapéuticas del fermento. El crecimiento de los granulos es la sefial
de que las cosas van bien y estamos realizando el cultivo apropiadamente. Los
tibicos estan constituidos por una matriz de polisacéaridos, generalmente dextranas

no solubles en agua, dispuestos en dos capas. La externa es compacta y en ella se



CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

encuentran bacterias y levaduras, mientras que la interna presenta una estructura
esponjosa debido a la acumulacion de CO: producido durante la fermentacion
(Hernadndez-Espinosa y Linares-Bravo, 2015). Muchos han estudiado los tibicos en
funciones no convencionales dentro de los cuales se encuentran, la seleccion de
bacterias de &cido lactico de granos brasilefios para potencial uso como cultivos
iniciadores o probidticos (Ferreitra et al., 2014), actividad metabdlica e interacciones
simbioticas de bacterias y levaduras de acido lactico aislado del Kefir de agua
(Stadie et al., 2013), una cerveza novedosa fermentada por kefir aislados aumenta
actividades antiinflamatorias y anti-ulcerogénicas encontrados en sus
constituyentes (Rodriguez et al., 2016), caracteristicas microbioldgicas y quimicas
de los Kefir durante los procesos de fermentacién y almacenamiento (Leite et al.,
2012), obtencion de bebidas fermentadas funcionales mediante el uso del kefir
(Balabanova et al., 2011, Monar et al., 2014).

El origen de los tibicos, kefir de agua o kefir azucarado ain no es muy claro. Hay
algunas descripciones de granos similares llamados "plantas de gengibre”, que los
soldados ingleses trajeron de la guerra Crimea en 1855 o "granos de Tibi", que se
sabe que provienen de un cactus mexicano donde fueron sacados de las hojas
(Gulitz et al., 2011). Los tibicos, kefir de agua o kefir azucarados es un consorcio de
diferentes microorganismos, dependiendo del origen y el medio ambiente en el que
fue fermentado (Miao et al., 2014) y se utilizan para preparar una bebida fermentada
casera (Nikolaou et al., 2016). El consorcio de microorganismo esta embebido en
unos granulos transparentes en forma de coliflor. Estos granulos son una matriz
polisacarida compuesta por kefiran (Corona et al., 2016). El polimero kefiran es
producido principalmente por la bacteria Lactobacillus kefiranofaciens, mientras que
el glucano es producido por las bacterias Lactobacillus hilgardii y Lactobacillus
satsumensis, siendo el polimero primario en kefir de agua. La sintesis de este
polimero (glucano) es llevado a cabo a partir de sacarosa a través de la actividad
extracelular de glicosiltransferasa o glucanosacarasa (Paiva et al., 2016). Dentro de
la matriz polisacarida el consorcio de microorganismos actia de forma simbidtica

(Gulitz et al., 2013) para mantener el cultivo estable, semejante a una masa
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gelatinosa compacta de color amarillento, translucida de forma irregular y de
tamano variable. Sheng et al. (2012), investigaron los microrganismos presentes en
la biosintesis del grano de Kefir, el objetivo de este estudio fue comprender la
importancia de cada microorganismo en la formacion de granos mediante la
evaluacién de su agregacion microbiana y propiedades de la superficie celular
durante la co-agregacion de bacterias acido lacticas (LAB) y levaduras junto con

una investigacion de la formacion de biopeliculas.

Tabla 1.2 Microorganismos presentes en los tibicos

Bacterias Levaduras
Lactobacillus brevis Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus casei subsp. Casei Saccharomyces florentinus
Lactobacillus casei subsp. Rhamnosus Saccharomyces pretoriensis
Lactobacillus casei subsp. Pseudoplantarum Candida valida
Lactobacillus casei subsp. Tolerans Candida lambica
Lactobacillus casei subsp. Torquens Kloecker apiculata
Lactobacillus fructosus Hansenula yalbensis

Lactobacillus alactosus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus homohiochi
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pseudoplantarum
Lactobacillus yamanashiensis
Streptococcus / lactococci
Streptococcus cremoris
Streptococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Fuente: (Espinoza et al., 2012).
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1.3. Biopolimeros (Polimeros biodegradables)

La biodegradaciéon se puede definir como la degradacion bioquimica de los
materiales provocada por la accién de microorganismos como las bacterias, hongos
y algas. La definicion mas comun de un polimero biodegradable es: "un polimero
degradable donde el mecanismo de degradacion primaria es a través de la accion
metabdlica de los microorganismos convirtiéndose en biomasa, didxido de carbono
y/o metano" (Malathy et al., 2014). Los biopolimeros son polimeros obtenidos a
partir de los origenes bioldgicos y se utilizan para diversas aplicaciones industriales.
Un biopolimero debe ser no toxico, no antigénico, no irritante, no cancerigeno,
esterilizable y adecuadamente disponible para sus aplicaciones generalizadas
(Shakeel et al., 2016). Ademas, muchos bioplasticos son una mezcla de
componentes sintéticos y se utilizan actualmente en algunas aplicaciones de
envasado tales como bolsas de basura, espumas de embalaje, envoltorios y
papeles laminados, sino que también puede colocar en pafiales o sabanas, hisopos

de algododn, juguetes y articulos de mesa de la comida rapida (Malathy et al., 2014).

Actualmente los polimeros sintéticos derivados del petroleo tienen una gran
cantidad de aplicaciones especialmente en la industria del embalaje donde se

consumen muchas toneladas al afno.

Un porcentaje significativo de petrdleo se utiliza para fabricar productos plasticos;
por ejemplo, en el afio 2005 se utilizaron 18 millones de barriles de petréleo crudo
para fabricar 2 millones de botellas de polietileno tereftalato (Sukan et al., 2015) y
segun Siracusa et al. (2008), el incremento anual en el consumo de plasticos es de
aproximadamente el 5%. Los biopolimeros han sido considerados como materiales
alternativos al plastico fabricado de petrdleo porque son biodegradables, renovables
y abundantes (Hajar, 2014).

Dependiendo de su origen, los biopolimeros se clasifican en cuatro grupos:
biopolimeros naturales extraidos de biomasa (por ejemplo, recursos
agroindustriales), biopolimeros sintéticos de produccion microbiana o fermentacion

(por ejemplo, Polihidroxialcanoatos PHA), biopolimeros sintéticos
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convencionalmente y quimicamente sintetizado a partir de biomasa (por ejemplo,
acido polilactico) y biopolimeros sintéticos convencional y quimicamente
sintetizados a partir de producto de petréleo (por ejemplo, policaprolactona (PCL),
acetato de polivinilo (PVA)). Los tres primeros grupos se derivan de recursos
renovables mientras que el dltimo grupo se deriva del petréleo. La Figura 1.4
representa las categorias de los biopolimeros utilizados para las aplicaciones de

envasado de alimentos.

Polimeros

|
{ 1

Naturales Sintéticos
I |
{ | | |
Carbohidratos Proteinas Sintcsis Sintcsis quimica
microbiana
| | | |
| | | | |
Celuloza Gelatina Biomasa Sintesis quimica
Quitosano Gluten PHA I T
Agar Alginato PHB APL PCL
Carrageno Coligeno PVA

Figura 1.4 Clasificacion y categoria de los polimeros
Fuente: (Hajar, 2014)

1.3.1. Biopolimeros para embalaje (Peliculas de empaque)

Un 45% de la produccion total de plastico se destinan para la actividad de empaques
y embalajes (Hajar, 2014). Las peliculas mas cominmente usadas para empaque
se muestran en la Figura 1.4 anteriormente ilustrada. Reemplazar totalmente a los
plasticos sintéticos por materiales biodegradables aun no es posible desde el punto

de vista tecnoldgico; pero si hay la posibilidad de ser utilizados en aplicaciones
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especificas. Para ello, los requisitos esenciales para una buena pelicula de

empaque son (Frias et al., 2003):

Permitir una respiracion lenta pero controlada del producto a empacar.
(disminucion de la absorcion de O2

Permitir una barrera selectiva a los gases (CO2, etileno y vapor de agua).
Creacion de una atmosfera modificada con respecto a la composicion del gas
interno, regulando asi el proceso de maduracion, que conduce a la extension
de la vida util.

Disminuir la migracién de los lipidos.

Mantener la integridad estructural, evitar la pérdida de clorofila en productos
hortofruticolas frescos y mejorar la manipulacion mecanica.

Servir como un vehiculo para la incorporacion de los aditivos alimentarios
(sabor, color, antioxidantes, agentes antimicrobianos).

Evitar (o reducir) el deterioro microbiano en el almacenamiento prolongado.

Todos los requisitos esenciales para una buena pelicula de empaque se pueden

cumplir con la mezcla de varios polimeros, cuya composicion y formulacion puede

variar entre los diversos productos a empacar. Los biopolimeros pueden mezclarse

ylo transformarse para formar materiales de embalaje. Su funcionalidad puede ser

mejorada combinandose con otros ingredientes tales como plastificantes y aditivos.

Los posibles usos de estos materiales de embalaje biopoliméricos son los siguientes
(Tharanathan, 2003):

Materiales desechables de embalaje.

Productos de consumo para uso de rutina diaria, tales como platos, vasos,
contenedores, cajas de huevo, etc.

Servilletas desechables para el cuidado personal o toallas sanitarias,

pafales, etc.
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La caracteristica mas importante e innovadora de los biopolimeros es su capacidad
de servir de empaque para la conservacion de alimentos, siendo al mismo tiempo

amigables con el medio ambiente (Cruz-Morfin et al., 2013).

1.3.1.1. Biopeliculas producidas por microrganismos

Las biopeliculas son organizaciones microbianas compuestas por microorganismos
gue se adhieren a las superficies gracias a la secrecién de un exopolimero. Estas
conformaciones microbianas presentan caracteristicas como heterogeneidad,
diversidad de microambientes. En el area industrial y del medio ambiente el papel
de las biopeliculas se centra en el biofouling y la bioremediacion. El biofouling es la
contaminacioén de un sistema producido por la actividad microbiana de la biopelicula,
mientras que la bioremediacion utiliza las biopeliculas para mejorar las condiciones
de un sistema contaminado. El estudio de las biopeliculas es un area excitante en
continua evolucién; tienen repercusiones importantes para la humanidad las
implicaciones que presentan estas asociaciones en los diversos ambitos de la

medicina y la industria (Aguilar-Méndez, 2005).

1.3.1.2. Biopeliculas de proteinas

Los materiales a base de proteinas consisten de redes macromoleculares
continuas, relativamente ordenadas y de baja humedad. Las interacciones entre
proteinas necesitan ser numerosas y uniformes. La probabilidad de formacion de
enlaces intermoleculares depende de la forma de la proteina y de las condiciones
de proceso. Las proteinas de alto peso molecular (glutenina) y proteinas fibrosas
(colageno), generalmente forman peliculas con buenas propiedades mecanicas.
Mientras que las proteinas globulares y pseudoglobulares (gliadina, caseina y
glicinina), usualmente necesitan desdoblarse antes de la formacion de la red. Las
peliculas de proteinas se adhieren facilmente a superficies hidrofilicas y presentan
la desventaja de alta permeabilidad al vapor de agua. Las proteinas mas empleadas
en la elaboracién de peliculas son: caseina, zeina, soya, albumina de huevo,
lactoalbumina, suero de leche, gluten de trigo, coldgeno y gelatina. Una desventaja

de las peliculas de proteina, es su sensibilidad a los cambios de pH, por lo que
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deben delimitarse a las condiciones Optimas de su formacion (Aguilar-Méndez,
2005).

1.3.1.3. Biopeliculas a base de gelatina

El coldgeno es una fibra biopolimérica que proviene del tejido conectivo de
mamiferos y peces, cada fibra de colageno estd compuesta de tres cadenas a éstas
se enrollan y se fijan mediante puentes de hidrégeno transversales para formar una
triple hélice dextrogira. Estas a su vez forman una estructura cuaternaria cuando
algunos residuos de aminoacidos como por ejemplo la 4-hidroxiprolina, forman
entrecruzamientos entre las hélices. La secuencia predominante de aminoacidos
en el colageno es glicina-X-Y, donde X y pueden ser cualquier aminoacido, pero por
lo regular son residuos de prolina e hidroxiprolina. hidrocoloides de proteina animal

(gelatina, caseina) (Moura et al., 2016).

La gelatina, se obtiene mediante la degradacion térmica del colageno. La gelatina
representa un material optimo para la formacién de biopelicula debido A sus
propiedades funcionales y biodegradables. Los Residuos produce de capsulas de
aceite de nutraceéuticos (chia, linaza, coco, y girasol) se compone principalmente de
gelatina, que se genera En grandes cantidades a un costo de tratamiento de
residuos de alta a la industria. Este material puede ser 100% hecho uso para
obtener un activo biodegradable, biopelicula, ya que contiene agua y glicerol que
son los componentes importantes para la mejora de las propiedades de las peliculas
(Tainara, 2016).

1.3.1.4. Plastificantes

La produccion de peliculas comestibles y/o biodegradables requieren el uso de
plastificantes con el fin de incrementar su maleabilidad, flexibilidad, dureza,
resistencia al impacto y disminuir su fragilidad, evitando la aparicién de grietas (Cao
et al., 2009). La funcion de los plastificantes es disminuir la intensidad de la fuerza
de enlace entre moléculas del polimero; estos enlaces, asi como las atracciones

entre moléculas (fuerzas de van der Waals), confieren rigidez al polimero. En
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términos estructurales, los plastificantes se insertan entre las cadenas que
conforman la matriz polimérica, aumentando el espacio libre entre éstas, lo que
provoca una disminucion de las fuerzas intermoleculares a lo largo de la matriz.
Entre los plastificantes mas usados para las biopeliculas se encuentran el glicerol,
el sorbitol, propilenglicol y polietilenglicol (Rivero et al., 2009). La composicién, el
tamafio, la estructura molecular y la compatibilidad del plastificante con el polimero
podria afectar las interacciones entre ambos, incluyendo su capacidad para atraer
agua a las peliculas de proteinas plastificadas (Lukasik et al., 2006). Por lo tanto,
algunas caracteristicas idéneas en plastificantes son las siguientes: tamafio
molecular pequefio, elevada polaridad dada por la presencia varios grupos polares
por molécula y una mayor distancia entre los grupos polares dentro de la molécula,
para dar mayores efectos de plastificacion en un sistema polimérico (Cao et al.,
2009). Por su parte el glicerol actua como plastificante introduciéndose entre las
cadenas de proteinas formando puentes de hidrogeno y atrayendo agua entre las
cadenas de gelatina, haciéndola cada vez mas flexible (Andreuccetti et al., 2009).
Es una molécula pequefia con caracteristicas altamente higroscépicas, su
estructura tiene tres atomos de oxigeno que aportan sus atomos de hidrégeno para
la formacion de puentes de hidrégeno con las moléculas de los polimeros. Varias
moléculas de glicerol pueden interactuar entre ellas por medio de puentes de
hidrogeno, formando un compuesto liquido llamado glicerina. Aparte de su
capacidad de fijar moléculas de agua, cada grupo hidroxilo del glicerol se puede
combinar quimicamente con el grupo carboxilico de las cadenas a de la gelatina
(Atkins, 2007). Estas propiedades hacen que sea capaz de plastificar eficientemente

las proteinas de las biopeliculas.

1.3.2. Crecimiento microbiano

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los
mismos comienzan a dividirse activamente empleando los nutrientes que le aporta el
medio de cultivo para fabricar nuevos microorganismos. Este proceso continda

hasta que algun nutriente del medio de cultivo se agota (sustrato limitante) y el
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crecimiento se detiene; También puede detenerse por acumulaciéon de algunas

sustancias inhibidora formada por los mismos microorganismos.

Debido a la naturaleza autocatalitica del crecimiento microbiano, es l6gico suponer

qgue la concentracién de microorganismo influye en la velocidad con que aumenta

la poblacion asi:

e = KX (1)

Donde r,, es la velocidad especifica de crecimiento (kg de células/m?® s), k es la
constante cinética de crecimiento (s1), y X es la concentracién de células (kg de
células /mq), la cual para un tipo de microrganismo dado depende principalmente
de la composicion y concentracion del medio de cultivo, presenta inhibidores,
temperatura y pH. Graficando datos experimentales de crecimiento en términos de
logaritmo de la concentracion de células con respecto al tiempo ofrece una curva

como se muestra en la Figura 1.5 (McNeil and Harvey, 2008).

lag gxponencial estacionaria \ muerte

r./

Pardmetro de medida
P
-

Tiempo de cultive

Figura 1.5 Cinética de crecimiento microbiano
Fuente: (McNeil and Harvey, 2008; Monod, 1949)

1.3.2.1. Modelo cinético de Monod
Existen varios modelos que describen cada una de las fases del crecimiento

microbiano, en términos de maximizar la biomasa, la ecuacidén que describe la fase
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exponencial de la cinética de crecimiento celular es la ecuacion de Monod
(Monod,1949), (Ec. 2).

_ HmaxS
T Ke+S (2)

La ecuacion de Monod como la de Michaelis-Menten es una ecuacion de dos
parametros que involucre dos constantes, la velocidad maxima de crecimiento
especifico (uns) Y la constante de saturacion (K,) (Monod,1949; McNeil and
Harvey, 2008).

Estas constantes pueden ser obtenidas con un método de regresion, en la Figura
1.6, se muestra el grafico del método diferencial (Ec. 3) para la determinacién de
constantes de Monod.

1 1 ks 1

v )

u Hmax  Hmax S

A=

Figura 1.6 Grafico de método diferencial de Monod
Fuente: (Lehninger, 2009; Mathews et al., 2012)

1.3.3. Parametros fisicoquimicos
De acuerdo a estudios realizados en diferentes investigaciones en necesario

caracterizar fisicoquimicamente todo producto de valor agregado para conocer su
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composicion y asi mismo determinar una posible aplicacién, en la Tabla 1.3. se
muestran las determinaciones necesarias para cumplir la validacibn de esta

caracterizacion.

1.3.4. Propiedades mecénicas de las biopeliculas
Las pruebas mecanicas sirven para caracterizar materiales solidos, elasticos y

plasticos como son los polimeros sintéticos y biopolimeros (Gere et al., 2009):

1.3.4.1. Texturometria

Las pruebas de resistencia a la tensién y distancia de elongacion, son utilizadas
para determinar las propiedades mecanicas de los materiales y en particular de las
biopeliculas. En la Figura 1.7 se muestran los pardmetros comunes que se
caracterizan en una curva tipica de resistencia a la tension contra la deformacion
son (Gere et al., 2009):

H_U-I\I;'In_'nl
alatcnsmwn e

e el

Eesstencia -+
de Theencia D forimncidil -
umiforme

-

Linea

recli
Mbdulo de
elasticidad

Deformacion Deforinacion
clistica a—l—s poTMAnCTiE
(reversable {irreversble)

Figura 1.7 Curva tipica de resistencia a la tension (o) contra la distancia a la elongacién
(€). Fuente; (Gere et al., 2009)

a) La resistencia a la tension (o): Se define como la fuerza aplicada dividida
entre el area trasversal inicial del material (el area que tiene el material antes
de aplicar la fuerza). El &rea trasversal es el area perpendicular a la linea de
accion de la fuerza.

b) La distancia de elongacion o deformacién (g): Se define como el cambio en

la longitud a lo largo de la linea de aplicacion de la fuerza.
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c) El médulo de elasticidad (E o0 modulo de Young): Es la pendiente de la linea
recta que se forma en la zona eléstica. Es una medida de la rigidez del

material, entre mayor sea el valor del moédulo mas rigido es el material.

Otra definicién es descrita por Steffe, (1996) y se presenta en la Figura 1.8

b)

- -..

Deformacion permanane

T

Figura 1.8. Curvas de deformacion para materiales a) Elasticos (Hookeanos), b)
elastoplasticos y c¢) no elastico lineal o viscosos (viscoelasticos)

Fuente Steffe, (1996)

Tabla 1.3 Determinaciones necesarias para caracterizar fisicoquimicamente

biopeliculas

Determinacion

Método

Referencia

Cenizas Cenizas totales NMX-F-066-S-19978
Humedad Secado de estufa NMX-F-083-1986
pH Potenciometro NMX-F-317-S-1978
Acidez Estandar de titulacion NMX-102-F-1978
Grasas Extraccion directa NMX-F-089-S-1978
Proteinas Nitrogeno total Kjeldahl NMX-F-068-S-1980
Fibra cruda Estandar NMX-F-090-S-1978
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1.4. Reologia

La reologia es la ciencia que estudia y analiza los fenébmenos de flujo, deformacién
y las propiedades mecéanicas de los gases, liquidos, plasticos y comprende el
estudio de las sustancias que fluyen pero que su comportamiento no esta regido
por la ley de Newton. Su campo de estudio se extiende desde la mecéanica de los
fluidos newtonianos hasta la elasticidad de Hooke. La regién comprendida entre
ellas corresponde a todos los materiales pastosos y suspensiones (Bird et al.,
2006).

Otra definicién de reologia es la ciencia que estudia la deformacién de un cuerpo
sometido a esfuerzos externos. Las propiedades reoldgicas definen la relacién
entre el esfuerzo y la tasa de deformacion en diferentes tipos de fluidos. El
esfuerzo se define como la fuerza que actia sobre una unidad de area, mientras
gue la deformacion se define como la medida de desplazamiento relativo, siendo

ambos parametros tensores de segundo orden.

Las mediciones reoldgicas son conducidas imponiendo un esfuerzo definido y
midiendo la tasa de deformacion resultante, o viceversa. La relacion entre ambos
eventos fisicos, define diferentes tipos de propiedades reoldgicas (Heldman et al.,
2007). Existe una serie de ecuaciones, con las cuales es posible modelar el

comportamiento de los materiales, las cuales se denominan modelos reoldgicos.

1.4.1. Clasificacion de materiales
Los materiales se clasifican de acuerdo a su comportamiento y propiedades
reologicas. El sdlido ideal (de comportamiento elastico) y el fluido ideal (de

comportamiento viscoso), representan dos respuestas extremas de un material.

1.4.1.1. Comportamiento fenomenoldgico en fluidos

Un fluido ideal se deforma a una tasa constante bajo un esfuerzo aplicado y el
material no regresa a su configuracion original cuando éste es removido. El flujo de
un material viscoso simple es descrito por la ley de Newton, donde el esfuerzo de

corte (r) es directamente proporcional a la velocidad de corte (y). Dicha
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proporcionalidad se indica por medio de una constante, llamada viscosidad

Newtoniana (), como se indica en la (Ec.4).

T=7nYy 4)

Los fluidos se clasifican en Newtonianos y no Newtonianos. Los fluidos
Newtonianos son aquellos que obedecen a la ley de Newton, mientras que los
fluidos no Newtonianos se caracterizan por tener una relacién no lineal entre el
esfuerzo de corte y la velocidad de corte. Este tipo de fluidos pueden ser
independientes o dependientes del tiempo. En la Figura 1.9, se muestran los
principales fluidos independientes del tiempo.

a) o b)

- a— Bingham W Bingham

[~ m e

r Newtoniana L=

t u Herschel — Bulkley

3] = o

' o

m [

= 2

= m Dilatante

I Preudoplisticn o (Espesamiento

- (Adelgazamfients) <

T &

- " 2 Pseudaplistico
Dilatante ;._" i {Adelgazamisnto)
(Espesamienta)

Newtonigno
Velocidad de corte [1/5] Velocidad de corte [1/s]

Figura 1.9 Comportamiento de fluidos independientes del tiempo, con respecto al
esfuerzo de corte (a) y viscosidad aparente (b)
Fuente: (Steffe, 1996)

En la Figura 1.9, se indica el comportamiento de los fluidos de Bingham y Herschel-
Bulkley. Los cuales se caracterizan por tener un esfuerzo inicial (z,), el cual

representa un esfuerzo finito requerido para comenzar a fluir. Dicho parametro juega
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un papel muy importante en el disefio de procesos y aseguramiento de la calidad

de materiales. La diferencia entre ellos recae en que la relacion entre la velocidad

de corte y el esfuerzo de corte es lineal para el fluido de Bingham (Bird et al., 2006).

Los materiales que no requieren de tal esfuerzo inicial, se denominan como

pseudoplastico y dilatante, con la diferencia de que el pseudoplastico tiene un

decremento en su viscosidad conforme aumenta la velocidad de corte, y viceversa

en el dilatante.

Fluido pseudoplastico: Se define como la disminucién de la viscosidad con el
aumento de la velocidad de corte y el indice de comportamiento reolégico (n),
es menor que la unidad. Este comportamiento se encuentra con suspensiones
concentradas en fluidos newtonianos cuando los solidos tienen interacciones
particula-particula. A medida que el caudal aumenta, los enlaces entre
particulas se rompen, la movilidad d de las particulas se incrementa, y la
viscosidad de la suspension disminuye (Carreau et al., 2002).

Fluido dilatante: Este tipo de fluido se caracteriza por un aumento de la
viscosidad al aumentar el gradiente velocidad, es decir, la viscosidad aparente
del fluido aumenta a medida que aumenta la velocidad de corte. El indice de
comportamiento reoldgico (n) es mayor que la unidad. Las suspensiones
concentradas exhiben este comportamiento de engrosamiento o
espesamiento a altas velocidades de corte, pero la aparicion y la importancia
de los efectos de dilatancia dependen en gran manera de la fraccion de
volumeétrica, distribucién de tamafo de particula, y la viscosidad del fluido de
suspension. La forma de las particulas también es muy importante, y la
anisotropia (variacion de las propiedades generales de la materia segun la
direccion en que son examinadas) de las particulas tiende a producir efectos
de espesamiento a una velocidad de corte baja y por una fraccién de sélidos
mas pequefia. El aumento de la viscosidad se ha atribuido a una transicion de
un estratificado de dos dimensiones, arreglo de particulas a una forma

tridimensional (al azar). La disposicion en capas de las particulas permite que
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la suspensidn fluya facilmente, ya que cada capa se mueve sin obstruccion por

otras particulas (Carreau et al., 2002).

Por otro lado, dentro de los fluidos dependientes del tiempo se encuentran los
reopécticos y tixotropicos, cuyo comportamiento se ilustra en la Figura 1.10.

Tixotropico

/

Independiente del
tiempo l

Esfuerzo de corte [Pa]

™~

Tiempo a velocidad de corte
constante [s]

Reopéctico

Figura 1.10. Comportamiento de fluidos dependientes del tiempo
Fuente: (Steffe, 1996)

En la Figura 1.10, se observa el comportamiento de los fluidos tixotropicos y
reopécticos; los tixotropicos muestran un decremento en el esfuerzo de corte y en
la viscosidad aparente a través del tiempo, mientras que los reopécticos muestran
incremento. Se puede decir que, la tixotropia se refiere al adelgazamiento y la

reopexia al espesamiento, ambas dependientes del tiempo (Steffe, 1996).

De manera independiente, se encuentran los fluidos viscoelasticos, los cuales

tienen caracteristicas tanto de fluido como de soélido (Steffe, 1996; Bird et al., 2006).

En la Figura 1.11 se indica de manera esquematizada la clasificacion de los
materiales anteriormente mencionados, en donde D.T. significa dependientes del
tiempo e I.T. independientes del tiempo, asi mismo, se indica la clasificacién de los

materiales denominados como sdélidos.
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| L uc
Fluido (Comp. viscoso) Sélido (Comp. elastico)
I.T.
Newtoniano No-Newtoniano No-Hookeano Hookeano
D.T.

Maxwell

Bingham

Flujo

Flujo ~ Herschel-Bulkley oscilatorio

A i Burgers
estacionario

Otros

Kelvin

Figura 1.11 Clasificacion de acuerdo a comportamiento reolégico
Fuente: (Steffe, 1996; Lopez-Avila, 2014)

1.4.1.2. Comportamiento fenomenoldgico en sélidos

Un solido ideal se deforma de manera instantanea cuando una fuerza es aplicada y
regresa a su configuracion original de la misma forma cuando ésta es removida. Los
materiales elasticos ideales (Hookeanos) obedecen la ley de Hooke, donde el
esfuerzo (r) es directamente proporcional a la deformacion (y). Dicha
proporcionalidad se indica por medio de una constante, llamada mdédulo (G), como

se indica en la (Ec.5).
T=GYy (5)

Los sélidos en los cuales no se mantiene dicha proporcionalidad, son denominados

no Hookeanos.

1.4.1.3. Materiales viscoelasticos

Como se menciond anteriormente, un material viscoelastico, es aquel que tiene
comportamiento tanto elastico, como viscoso. A continuacion, se nombran algunos
parametros que son de gran aplicabilidad para la interpretacion del comportamiento

de este tipo de materiales.
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El médulo de pérdida (G*") representa la energia disipada durante la deformacién,
es decir, representa el caracter viscoso del material (Ec. 6).

¢ (w) = T—Osin o) (6)
Yo

El médulo de almacenamiento (G), representa la energia almacenada durante la

deformacion, es decir, representa el caracter elastico del material (Ec.7).

G (w) = T—Ocos 1) (7)
Yo

Aplicando la notacion compleja, el médulo complejo (G*) se define como se muestra

G* = /(G’)Z + (G")? (8)

Al cociente de ambos modulos, se le conoce como tangente de pérdida, propiedad

en la ecuacion (8).

viscoelastica comunmente empleada (Ec.9).

1 )
and ==

La tendencia en que un material exhiba un comportamiento mas fluido o mas
elastico con respecto al incremento de la frecuencia, puede ser examinada
considerando la dependencia de la frecuencia con respecto al angulo de fase (9§).
El maximo angulo de fase que se puede presentar (r/2) es para los fluidos
Newtonianos, mientras que el minimo (0) es para soélidos Hookeanos, como se

indica en la Figura 1.12.
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Figura 1.12 Variacion del angulo de fase con respecto a la frecuencia

Fuente: (Steffe, 1996)

Las funciones de viscosidad mas apropiadas para materiales de este tipo, son las

mostradas en las ecuaciones (10) y (11).

e
n_w
LG
" _w

(10)

(11)

Aplicando la notacion compleja, la viscosidad compleja (n*) se define como se

muestra a continuacion:

Nt = /(n')2 + ()3

1.4.2. Modelos reolégicos
Existe una serie de ecuaciones, con las cual

(12)

es es posible modelar el

comportamiento de los materiales sometidos a pruebas reoldgicas, las cuales se
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denominan modelos reoldgicos. En la Tabla 1.4 se muestran Unicamente los
modelos reoldgicos para fluidos no Newtonianos, empleados en el presente trabajo
de investigacion (Steffe, 1996; Bird et al., 2002).

Tabla 1.4. Modelos reoldgicos para describir el comportamiento de fluidos no
Newtonianos

Modelo Ecuacion Descripcion

También conocida como ley de potencia.

Para n=1 se transforma en la ley de
Modelo Ostwald-de Waele ) )
. viscosidad de Newton. Cuando n<1 el
T=RYy . .
comportamiento es  pseudopléstico,

mientras que n>1 el comportamiento es

dilatante.

Este modelo es una relacion general para

describer el comportamiento de fluidos no-

Modelo de Herschel-Bulkley ) )

Newtonianos. Este modelo incluye el

7 (Pa)=1_+Ky" termino ezfuerso de cedencia, para
0

describer el comportamiento tipo plastico,

pseudoplastico o dilatante

Conocidos también como cuerpo de
) Bingham. Estos cuerpos no se derraman
Modelo de Bingham ) )
bajo el efecto de su peso; necesitan que la
7 (Pa)=1, +Ky presion sobrepase un umbral para que
comiencen el flujo. Una vez que se ha
sobrepasado este valor critico, el fluido se

comportara como newtoniano.

Fuente: Steffe, (1996)

Donde 1 se refiere al esfuerzo de corte (Pa), 7, al esfuerzo de corte inicial, K al indice
de consistencia (Pa s"), y a la velocidad de corte (s') y n al indice de

comportamiento reolégico (adimensional).

La interpretacion del valor de este dltimo parametro es de suma importancia para
la determinacion del comportamiento, donde n = 1 indica un comportamiento

Newtoniano, donde n < 1 indica un comportamiento pseudoplastico y n > 1 un
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comportamiento dilatante. De igual manera, cabe recalcar la presencia del
parametro 7, en el modelo de Herschel-Bulkley, marcando la diferencia con respecto
al modelo de Ostwald-de Waele, indicando un valor de esfuerzo necesario para que
dicho fluido comience a fluir (Steffe, 1996).

1.4.3. Variacion de la viscosidad con respecto a la temperatura
Normalmente, en los liquidos, la viscosidad disminuye conforme la temperatura
aumenta. La ecuacion de Arrhenius (13), permite evaluar la relacion entre ambos

parametros, e indica que la viscosidad disminuye con el aumento de temperatura.

Esto es, puesto que las fuerzas viscosas son superadas por la energia cinética

conforme aumenta la temperatura (Steffe, 1996).

Ea

Nap = Mo e RT (13)

La energia de activacion, Ea, es una medida del umbral de energia que se debe

vencer para que el ordenamiento de moléculas en el fluido se modifique para fluir.

Este parametro se refiere a la cantidad de energia que debe absorber el fluido para

gue los empaquetamientos de moléculas muestren alineacion.

1.4.4. Reometria

Un redmetro es un instrumento que mide las propiedades reolégicas de un material.
Las mediciones en el re6metro se pueden realizar tanto en estado estacionario
como en dinamico; donde el estacionario se emplea para fluidos y el dinamico se

emplea principalmente para solidos y materiales viscoelasticos.

La gréfica que muestra la relacion de propiedades reoldgicas, se llama reograma

(Steffe, 1996) como se muestra en la Figura 1.13.
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Figura 1.13. Reograma del proceso de obtencion de bioetanol en estado estacionario
Fuente: (Oropeza et al., 2016)
Las configuraciones de geometrias mas empleadas son plato-plato, cono-plato,
cilindros concéntricos y agitadores, dependiendo de las caracteristicas de la

muestra a analizar.

Asimismo, las mediciones se llevan a cabo de acuerdo a los parametros constantes
y variables a considerar, que pueden ser de las cuatro maneras que se indican en
la Tabla 1.5 (Steffe, 1996).

Tabla 1.5 Esquemas de pruebas rotacionales

Barrido de Rampa de Rampa de
) velocidad temperatura tiempo
Parametro
Velocidad de corte (y) Variable Constante Constante
Temperatura (T) Constante Variable Constante
Tiempo (t) Constante Constante Variable

Fuente: Steffe, (1996)

Por otro lado, el estado dinamico se evalta por medio de pruebas oscilatorias, en

donde las muestras estan sujetas a esfuerzos armonicos.

Es el método mas comun en el estudio del comportamiento de los materiales

viscoelasticos. Los resultados obtenidos en este tipo de pruebas, son muy sensibles
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a la composicién quimica y estructura fisica de las muestras. Asimismo, las
mediciones se llevan a cabo de acuerdo a los pardmetros constantes y variables a
considerar, que pueden ser de las cuatro maneras que se indican en la Tabla 1.6
(Steffe, 1996).

Es importante recalcar que, al trabajar con pequefias amplitudes (SAOS, por sus
siglas en inglés) en el barrido de amplitud, se evalta el comportamiento en el rango
viscoelastico lineal, en donde no existe una deformacion a la estructura interna del

material (Heldman et al., 2007).

Tabla 1.6 Esquemas de pruebas oscilatorias

Barrido de Barrido de Rampa de Rampa de
) amplitud frecuencia temperatura tiempo
Parametro
Deformacion o amplitud (y) Variable Constante Constante Constante
Frecuencia (w) Constante Variable Constante Constante
Temperatura (T) Constante Constante Variable Constante
Tiempo (t) Constante Constante Constante Variable

Fuente: Steffe, (1996)

En un estudio previo (Cantu-Lozano, D. 2015) se estudio el efecto de la temperatura
y la concentracién en el comportamiento reolégico de disoluciones de quitosano, el
cual es un bio-fluido que se utiliza principalmente como plastificante, el analisis
reolégico mostrd que el efecto de la temperatura es mayor en la concentracion de

las soluciones de quitosano con valores de viscosidad observado.

Es evidente que un comportamiento antagonista entre la concentracion del
guitosano y la tensién de corte inicial, ya que una concentracion menor habra mas

espacio entre las particulas dentro de la solucion y para aumentar la turbulencia
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dentro del bio-liquido, lo que dificulta el movimiento de los sdélidos en la solucion, lo

que resulta en una tension de corte inicial mayor.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Metodologia general

En la Figura 2.1 se presenta la metodologia general para el cumplimiento de los

objetivos planteados.

Mezclado de materia prima:

* Tibicos (microbiota)

*  Agua
®  Sustrato

pH

ORP

Caracterizacion reoldgica
de los caldos de

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
—_—! fermentacion 1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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biopelicula 1
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Figura 2.1 Diagrama de metodologia para “Produccion y estudio dinamico de biopeliculas

de un consorcio de tibicos aislados a partir de cascara de pina”

35



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

El primer paso del proyecto consistio en llevar a cabo una revision bibliogréfica
relacionada con la teméatica planteada. Principalmente, la informacién se obtuvo de
libros, asi como de investigaciones dadas a conocer a través de trabajos de tesis y
articulos publicados en revistas indizadas (JCR). Resulté imprescindible que la
revision bibliogréfica se hiciera de manera constante, y cada vez mas especifica, a

lo largo del proyecto.

2.2. Recoleccién de cascara de pifiay propagacién de los tibicos

Se emplearon muestras de residuos de cascara de pifia donadas por el mercado
Emiliano Zapata de Orizaba, Veracruz, fue necesario lavar con agua destilada para
eliminar otros contaminantes, ademas se obtuvo una cepa de tibicos a
aproximadamente 10 g donadas por el laboratorio de Ingenieria ambiental de
licenciatura del Instituto Tecnologico de Orizaba, posteriormente se prosiguio a

propagar el consorcio de microrganismos.

Se cultivaron en un medio acuoso con sustrato de sacarosa comercial, a 25°Brix y

temperatura ambiente cambiando el medio, cada 48 h.

2.3. Proceso de fermentacion para la obtencidn de la biopelicula
El primer paso fue evaluar las condiciones para la fermentacion tipo batch de 1L, se

tomaron en consideracion los siguientes factores:

e Concentracion de sustrato (25°Brix, 17°Brix)

e Temperatura (25°C, 35°C)

e La variacion de origen de sustrato empleando panela, azucar refinada,
panela con cascara de pifia y azlcar con cascara de pifia (P, A, PP, AP)
correspondientemente, la concentracién de biomasa se mantuvo constante

en 10g.

Andlisis estadistico. Los experimentos se realizaron en un disefo
experimental (Tabla 2.1). Se aplic6 un andlisis de varianza de una via
(ANOVA) al nivel de significancia del 5% (a = 0.05), utilizando el programa

estadistico NCSS, se aplicé la prueba de comparacion mdltiple de Tukey los
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factores son el tipo de muestra, la temperatura y la concentracion, la variable

de respuesta (R) fue el rendimiento de biomasa.

Tabla 2.1 Disefio de experimentos factorial

Temperatura, °C 25 35
Concentracion °Brix 25 17 25 17
Muestra
P25 R R R R
A25 R R R R
P17 R R R R
Al7 R R R R
PP25 R R R R
AP25 R R R R
PP17 R R R R
AP17 R R R R

2.4. Determinacién reoldgica a la sustancia formadora de biopelicula

La caracterizacion de propiedades reoldgicas, fue llevada a cabo con la finalidad de
obtener informacion fundamental sobre su comportamiento en los distintos puntos
del proceso de produccion de biopeliculas. El analisis reologico de las Sustancias
Formadoras de Peliculas (SFP) se llevé acabo de la siguiente forma las SFP, se
dejaron enfriar a una temperatura ambiente (25 + 3°C) para evaluar su
comportamiento reoldgico mediante pruebas de corte en estado estable, utilizando
un Redmetro Anton Paar modelo MCR301. Las pruebas reoldgicas en estado
estable se realizaron a velocidades de corte desde 0.1 a 1,000 s Los
comportamientos de flujo se analizaron mediante el empleo del modelo que mejor
se ajustd6 a su comportamiento fenomenologico Tabla 1.4, se realizaron

experimentos de corte a diferentes temperaturas (25 y 35°C). Primeramente, fue
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necesario definir la geometria més apta para cada muestra, tal como se indica en la
Tabla 2.2. Con dichos analisis, fue posible describir el comportamiento observado a
través de los diferentes modelos reoldgicos.

Tabla 2.2 Sistemas de geometrias y Peltier empleados para caracterizacion reoldgica de
cada muestra

Muestra Geometria Peltier Temperatura

Agitador Cuba

P25 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35 °C
Agitador Cuba

A25 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y35°C
Agitador Cuba

P17 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C
Agitador Cuba

Al7 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C
Agitador Cuba

PP25 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C
Agitador Cuba

AP25 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C
Agitador Cuba

PP17 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C
Agitador Cuba

AP17 (ST22-4V-40-SN10120) (C-PTD200-SN80123149) 25y 35°C

2.4.1. Determinacién del comportamiento de la viscosidad de la suspension
del kefir de agua
Se estudié la relacién existente entre la viscosidad de suspensiones polimerales de

la solucion formadora de biopelicula, a partir de la ecuacién de Einstein, ecuacién
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14, que describe la viscosidad relativa, p,/—/ en suspensiones con particulas

esféricas diluidas, en funcién de la fraccion volumétrica, ¢/—/ (Bird, 2006).

Lad]

u="=1425¢ (14)

U,
2.5. Caracterizaciéon de la biopelicula obtenida
Considerando los resultados de la cinética que increment6 la biomasa se fermento
en lotes de 1L a 25 ° Brix y 35 ° C con panela y cascara de pifia (PP25a35°C) y
a 25 ° Brixy 35 ° C con azUcar y cascara de pifia (AP25 a 35 ° C) durante 8 dias en
estado estacionario para obtener la biopelicula.

2.5.1 Microscopia Optica

Se realiz6 una prueba para verificar la estructura de granos de kéfir en agua y
biopelicula mediante microscopia oOptica con objetivos 10x y 4x utilizando un
microscopio optico y digital (pantalla LCD IOPTRON ST-640).

2.6. Caracterizacion fisicoquimica

2.6.1 Determinacion de cenizas
Se utiliz6 la determinaciéon en seco es el método mas comidn de acuerdo a la norma
NMX-F-066-S-1978

2.6.2 Determinacion de humedad
La determinacion de secado en estufa se baso en la pérdida de peso de la muestra
por evaporacion del agua (NMX-F-083-1986).

2.6.3 Determinacién de pH
El valor del pH se determin6 de forma precisa mediante un Potenciometro Hanna
Instruments pH/ORP Meter modelo HI 2211 (NMX-F-317-S-1978)

2.6.4 Determinaciéon de acidez

El procedimiento se realizé por el método estandar de titulacion (NMX-102-F-1978).
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2.6.5 Determinacion de grasas
También llamado determinacién de lipidos crudos, se realizé segun la norma NMX-
F-089-S-1978

2.6.6 Determinacion de proteinas

El método Kjeldahl se utiliza en quimica analitica para la determinacion del
contenido de nitrégeno segun la norma El método consta de tres etapas (NMX-F-
068-S-1980):

Digestion — Destilacion — Titulacion

2.6.7 Determinacion de fibra cruda

Desde un punto de vista practico se considera apropiado clasificar las fibras segun
su grado de fermentacion, lo que da lugar a dos grupos claramente diferenciados,
el de las fibras totalmente fermentables y el de las parcialmente fermentables. De
ahi se derivan los dos conceptos mas aceptados en tomo a la fibra: fibra
fermentable, soluble y viscosa; y la fibra escasamente fermentable, insoluble y no
viscosa (NMX-F-090-S-1978).

2.7. Pruebas mecanicas a la biopelicula de tibicos

2.7.1 Determinacién de espesor

Antes de proceder con la determinacion a todas las biopeliculas se determiné el
espesor utilizando un micrémetro marca Mitutoyo modelo IP65 Coolant Proof, con
intervalo de 0-1 pulgadas; se realiz6 la medicidn en los extremos y en el centro de

la misma, obteniendo un valor promedio del espesor final.

Se realizaron al menos tres réplicas de este tratamiento en la obtencién de la

biopelicula.

2.7.2 Determinacién de reologia elongacional y esfuerzo
El porcentaje de elongacién y el esfuerzo se monitorearan de acuerdo a la Norma

ASTM-D882-91 “Propiedades de Tensidon en Laminas Plasticas Delgadas”. O bien
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acuerdo a la norma ASTM D 882-95, al igual que el método propuesto por Tainara
et al., (2016), validado por la norma ASTM D882-09 siendo ésta el mas actual.

2.8. Determinacion reoldgica a la biopelicula obtenida

2.8.1. Estudio reolégico dindmico

Las determinaciones se llevaron a cabo en un reémetro de bajo esfuerzo Anton Paar
modelo MCR301. Las temperaturas de las muestras fueron controladas con plato
Peltier. En un intervalo de tasa de corte comprendidas entre 0 y 1000 s utilizando

una geometria PP25.

2.8.2. Viscoelasticidad lineal

Se realiz6 un barrido de amplitud de 0 a 1000% a una frecuencia angular constante
de 10 rad para determinar la zona viscoelastica lineal, posteriormente se llevo a
cabo un barrido de frecuencia entre 0.010 y 100 rad, para determinar el
comportamiento de los moédulos de almacenamiento G’ (Pa) y de pérdida G” (Pa)

en funcion de la frecuencia angular. (Gonzales et al., 2015).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Proceso de fermentacion para la obtencion de la biopelicula
Una vez que se obtuvieron las muestras de tibicos y cascara de pifia provista por el
mercado Emiliano Zapata correspondientemente, se evaluaron las condiciones

durante la fermentacion (Cinética de crecimiento, pH, ORP).

3.1.1. Proceso de fermentacion para la obtencion de la biopelicula en
ausencia de Oxigeno

En la Figura 3.1 se ilustra la cinética de crecimiento de tibicos a diferentes
temperaturas donde se observé que el mayor crecimiento se dio teniendo como

sustrato panela-pifia a 35°C y 25°Brix (PP25).

Se noto6 que la cascara de pifia acelera y maximiza el crecimiento microbiano como
se observo en la curva AP25 a 25 °C que corresponde a el sustrato azUcar-pifia a
25°Brix y en las curvas PP25, AP25 y AP17 a 35°C (panela-pifia a 25°Brix, azucar-
pifia a 25°Brix y azucar-pifia a 17°Brix), en la Figura 3.2 se observaron los mejores
resultados para 25°C y 35°C comparando las muestras con pifia y las muestras sin

pifia, siendo PP25 Y AP25 con un mayor crecimiento.

En cuanto al pH y el ORP se observé en la Figura 3.2, que durante la fermentacion
ocurrié una oxidacion la ganancia de iones H* indico que se acidifico la muestra
llegando a un valor regularmente estable al dia 4 con un pH promedio de 3 y un
ORP de 200 mV, debido a esto es que el crecimiento microbiano se vio afectado ya
gue empezd a haber inhibicion de tibicos, se formd el comercialmente llamado

vinagre de tibicos (Ferreira et al., 2014).
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento de los granos de Kefir en base seca, a) Cinética de

crecimiento a 25°C y b) Cinética de crecimiento a 35°C
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Figura 3.2. Efecto del pH y ORP en ausencia de oxigeno. a) Efecto del pH a 25°C, b)
Efecto del ORP a 25°C, c) Efecto del pH a 35°C y d) Efecto del ORP a 35°C
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Para representar el crecimiento que ocurrié en la etapa exponencial de la cinética
microbiana se obtuvo mediante regresidén lineal la constante de crecimiento
especifico con respecto al tiempo que se observa en la Tabla 3.1, que la temperatura
influye sobre la constante de crecimiento con respecto al tiempo, la cosecha maxima
se ve influenciada por la temperatura.

Tabla 3.1. Datos obtenidos de la regresion lineal en el proceso de fermentacion con
respecto al tiempo

Temperatura, °C 25 35
Concentracion de Concentracion de
Velocidad biomasa maxima Velocidad especifica biomasa maxima
Muestra especifica[y] (d1) (gcéliL) W] (@™ (gcél/L)
P25 0.3401 16.024 0.3401 11.994
A25 0.1935 8.1807 0.1935 3.3165
P17 0.0955 4.0494 0.2893 12.7118
Al7 0.0638 1.4918 0.0638 3.073
PP25 0.1083 18.0058 0.1083 31.8631
AP25 0.2311 8.8027 0.2311 21.238
PP17 0.1382 10.6896 0.1382 16.3488
AP17 0.0727 4.1891 0.0727 15.306

3.1.2. Proceso de fermentacidn para la obtencién de la biopelicula en
presencia de O,

Debido a que los tibicos son un consorcio de bacterias y levaduras facultativas, se
hicieron las cinéticas de crecimiento microbiano, para comparar su crecimiento en
presencia de oxigeno, en la Figura 3.3 se observan las cinéticas de crecimiento
donde se notd que nuevamente los mejores resultados fueron las curvas donde se
adiciono céscara de pifia y la curva PP25 a 35°C en efecto el pH y ORP es similar

al comportamiento en ausencia de oxigeno. Como se muestra en la Figura 3.4.
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Figura 3.3. Cinética de crecimiento de los granos de Kefir en base seca, en presencia de

oxigeno. a) Cinética de crecimiento a 25 °C y b) Cinética de crecimiento a 35 °C

47



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

250

200

150

100

Potencial de oxido reduccion [mV]

~u
o 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo de fermentacion [d]

Potencial de oxido reduccién [mV]

0 ! ! ! ! ! !

O 1 2 3 4 5 6
Tiempo de fermentacion [d] Tiempo de fermentacion [d]

Figura 3.4 Efecto del pH y ORP en presencia de oxigeno. Fig. 3.4a. Efecto del pH a 25°C
y Fig.3.4b. Efecto del ORP a 25°C y Fig. 3.4c. Efecto del pH a 35°C y Fig.3.4d. Efecto del
ORP a 35°C

48



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla 3.2 se ilustr6 nuevamente la etapa exponencial de la cinética microbiana
se obtuvo mediante regresion lineal la constante de crecimiento especifico con
respecto al tiempo donde se observd que la velocidad de crecimiento aumenta al
igual que la concentracion de biomasa maxima y esta se ve influenciada por el
oxigeno ademas que la cascara de pifia y la temperatura representan significancia

en la obtencion de biomasa.

La ganancia de iones H + ocurrid durante la fermentacion, lo que indica que la
muestra se acidificd, alcanzando un valor regularmente estable el dia 4 con un pH
promedio de 3, debido a que el crecimiento de la biomasa se vio afectado. la
actividad metabolica de los microorganismos y la produccién de acidos podria ser
inhibitoria en el desarrollo de algunos microorganismos (Caro Vélez & Leon Pelaez,
2015).

Algunos autores han informado sobre la disminucion del pH en los sustratos
azucarados que seran fermentados por el consorcio de microorganismos en los
granos de kefir. (Silva, Rodriguez, Filho, y Lima, 2009) utilizaron 10 g/L de diferentes
azucares no refinados (demerara, moray y melaza) como sustrato de fermentacion
del kefir (0,6% de indculo), en el que analizaron la disminucion del pH durante un
periodo de 7 dias, ajustando el pH inicial a 5 con 0.1 M HCI. Estos autores
determinaron el pH minimo de 3.3 para azUcar demerara, 3.4 para azicar moreno

y 3.5 para melaza, después de 48 h de incubacion a 25 ° C.

En esta investigacion, se encontraron niveles minimos de pH de 3 en periodos de
tiempo mas largos (4 dias) a 25y 35 ° Cy en los que se utilizd panela como sustrato

inoculado con 10 g de granos de kefir.

Lo que nos permite concluir que la adicion de panela de pifia es un medio adecuado

para el cultivo de granos de kefir que prolonga su propia inhibicién.
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Tabla 3.2. Datos obtenidos de la regresion lineal en el proceso de fermentacion con
respecto al tiempo en presencia de oxigeno

Temperatura, °C 25 35

Muestra Velocidad Concentracion de Velocidad Concentracion de
especifica [u] (d?) biomasa maxima especificaly] (d?) biomasa maxima

(gcéllL) (gcéllL)

P25 5.2071 16.0240 12.5800 25.1608

A25 2.1388 7.0797 2.0895 4.17904

P17 2.0218 6.1386 2.7948 10.9700

Al7 1.9987 3.9974 0.8541 4.0779

PP25 13.2750 26.5499 15.0660 31.8631

AP25 3.8582 15.6290 4.5895 15.2982

PP17 3.3275 10.6896 3.6330 11.1132

AP17 1.9776 6.5911 3.0868 13.1662

3.1.3. Cinéticas y constantes de Monod

Se obtuvieron los graficos de las cinéticas de Monod y la velocidad maxima de
crecimiento especifico ( u,q.) Y la constante de saturacion (K;), en la Tabla 3.3 se
ilustraron las constantes del método diferencial de Monod y en la Figura 3.5 se

graficaron las cinéticas a 25°C y en la Figura 3.6 se graficaron las cinéticas a 35°C.

Tabla 3.3. Parametros cinéticos de la ecuacion de Monod

Temperatura, °C 25 35
Muestra Lméx K Hméx K
P25 -2.1454 -53.1307 -4.661 -21.8066
A25 -0.5566 -786.4538 -0.4473 -1188.0509
P17 -1.5197 -60.3912 -1.5197 -60.3912
Al7 -0.1597 -6067.4680 -0.1597 -6061.5192
PP25 -2.9785 -27.3581 -3.1396 78.074
AP25 -1.6132 -92.3819 -1.6131 -92.3819
PP17 -0.9151 -192.3546 -0.9151 -192.3546
AP17 -0.3482 -1260.1468 -0.2392 -2609.5740

50



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
a) b) C)
0.5 . 0.6 - 0.8 5
04+ B 0.5+ E
0.6 - |
o
03l | 0.4 - ] A
° 0.4} i
0.3+ g
= L | = =1
- 0.2 o :| 0 2 ; (o
Q L - ] 4
o1l | 0.2 - R
0.1+ R
0F o R ol o | 0+ S R
——y=-0.4661+113.99x R=0.9489 —y=-1.7965 + 437.77x R=0.86052 ——y=-0.658 + 91.78x R=0.93619
-0.1 I I L L L L L -0.1 I I I I L L
© 2 o 2 o2 o 2 o > o o o o 9o o o 02b S o
o o o o o o o o o o =} =} =} o
eg8§sgess FPEEEiEgEEE ¢ - :
s 1/s 1/s
d) e) f)
2 0.25 0.5
20 R 04 |
15+ R 0.2
0.15 | B 03+ g
1t R = a
=3 —
i‘ X 5 01 i 0.2+ 7 R
0.5 | X 4 N
« 0.05 i 0.1 |
0+ X - 0L + i 0+ A 4
——y =-6.2619 + 968.95x R=0.94542 T—y=-0.33574 + 81.486x R=0.93855 ——y=-0.61993 + 149.02x R=0.97511
-0.5 | | | | -0.05 I I I | | | -0.1 L I I | | |
o o o o o o °© £ o £ o £ o 2 o 2 o g o £ o 2
° o 5 Q P Q 2 8 2 8 2 8 o 8 8 & 8 & 8 © 8 o
S & S S g8 8 2 E 8 & 8 8 <2 o g & & ¢ &8 g S &
1/s 1/s 1/s
9) h
0.6 : 1 )
[e]
L]
0.5+ B 08 L N
04 i 0.6 - g
5 0.3 1 4
= = 04 R
—
o2t ° 1
0.2 R
0.1+ g
ol ] O o ]
—y=-1.0928 + 176.02x R=10.95193 ——y=-2.8718 + 438.8x R=0.94955
-0.1 | | | | | | -0.2 1 I |
c s 32s23s5 88 8 = g g g
8 & 8 & 8 o 8 o o S o S S
8 & S & 8 & 8 § & S o & &
1/s 1/s

Figura 3.5. Gréficos del método diferencial de Monod a 25°C. a) Curva P25, b) curva A25,
c¢) curva P17, d) curva Al7, e) curva PP25. f) curva AP 25, g) curva PP17 y h) curva AP17

o1



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

a) b)
1 1 =]
(o)
0.8 [ ] 0.8 ] i
0.6 i 0.6 | 5 i
2041 ) 1 o4t = i
g —
0.2+ ¢ ] 02+ o |
0r- o N 0+ o N
P U -4.8208 +1197.8x R=0.9646 0.2 —y= -?-2357 + 5‘31-4x Rf 0.93838
“o o o o o o "o o o o o
S = S S 8 8 S S 3 S 5]
o o = o o o
@ g i = I B = & a a &
oo N H (o)) [e0)
1/s 1/s
d) e)
2 0.2
N
1510 1 o015l i
1t ] 0.1L N ]
= x = +
- o
05| x 4 005L i
X
Or x R 0L + J
—y=-6.2619 + 968.95x R=0.94542 ——y=-0.31851 + 78.074x R=0.83861
0.5 ‘ ‘ ‘ ‘ -0.05 ‘ ‘ ]
o © o o o o o o o o o
S 3 8 8 S S =) S ) ] P
& & S & 8 3 R 5 & g S
1/s 1/s
h
06 9) | ) )
L]
03 ’ 1510 i
041l 7
L]
1) i
0.3+ R 1 4
S . S .
0.2 R 05| . - i
0.1F i .
0l i
ol : o _
4y =-1.0028 + 176.02x R= 0.95193 05 y=-4.18+624.38x R=0.83267
-0.1 ! ! ! ! ! ! . o o o
(=} (=} o o : o : o ¢
S 3 2 g & g & 3 S S 8 3 S
8 & I F 8 & B ¢ & ~ o ® &
1/s 1/s

1/u

1/u

0.8

0.6

0.4

0.2

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

-0.1

c)
k3

| ) |
| o |

——y=-0.658 +91.78x R=0.93619
S o o
o P o
= 2 5

1/s
f)
——y=-0.61993 + 149.02x R=0.97511
°o 2 o g2 o g2 o 2
Q S Q S Q S Q S
R & & g 8 g | ¢
1/s
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3.2. Reologia de las sustancias formadoras de biopelicula

A cada caldo de fermentacion se le realizaron pruebas reoldgicas rotacionales a

25°C y 35°C dando como resultado un comportamiento dilatante y ajustadndose al

modelo de Herschel-Blukley (HB), en la Figura 3.7 se muestra el comportamiento

en funcion del esfuerzo de corte a las dos temperaturas, en la Figura 3.8 se muestra

el comportamiento en funcidn de la viscosidad y en la Tabla 3.4 se muestran los

parametros analizados asi como su ajuste promedio de R? de 0.99 que se

obtuvieron.

Tabla 3.4. Parametros reoldgicos de modelo HB

Muestra Temperatura [°C] n [mPa-s] to[mPa] K[mPas" nJ-] R? “t” prob ¢

P25 25 24.1 77.248 0.104 1.865 0.991 0.9104 0.1160
35 22,5 67.453 0.104 1.863 0.991

A25 25 21.2 59.087 0.094 1.861 0.990 0.9898 0.0131
35 22.2 59.155 0.094 1.850 0.990

P17 25 21.3 56.512 0.097 1.856 0.991 0.9423 0.0746
35 19.6 64.299 0.098 1.880 0.992

Al7 25 24.0 56.516 0.097 1.856 0.991 0.9396 1.4340
35 18.7 68.445 0.098 1.879 0.992

PP25 25 20.9 71.060 0.105 1.860 0.992 0.9806 0.0251
35 21.9 67.690 0.106 1.870 0.992

AP25 25 23.9 73.607 0.102 1.866 0.991 0.9157 0.1053
35 21.7 65.838 0.102 1.874 0.991

PP17 25 21.5 59.439 0.095 1.861 0.992 1.000 1.2422
35 21.5 59.439 0.096 1.861 0.992

AP17 25 21.4 63.558 0.098 1.855 0.989 0.9626 0.0483
35 20.2 60.687 0.098 1.857 0.993

“t” = student test. Se uso el software Kaleida Graph para el analisis de los datos, T temperatura, 0

viscosidad aparente, To esfuerzo inicial para fluir, K indice de consistencia, n indice de comportamiento
de flujo, R? ajuste del modelo Herschel-Blukley.
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El reograma en funcién de la viscosidad en la Figura 3.8 nos muestra nuevamente
el comportamiento dilatante comprobando que el modelo representa a una

fermentacién no-newtoniana.

SFP a 25y 35 ° C, presentd un comportamiento no newtoniano. Su indice de
comportamiento de flujo fue mayor de uno (n> 1) con lo que se confirmé dilatancia
(comportamiento de espesamiento de cizallamiento) (Steffe et al., 1996). Este
comportamiento se asemeja al reportado en la produccion de bioetanol para
macerado, puré fermentado, bioetanol impuro (Oropeza et al., 2018). to es el limite
elastico (Pa), que se considera unaindicacion del valor especifico del estrés ejercido
sobre el SFP cuando comienza a fluir (Liu et al., 2016). Se observo que para
muestras de panela y muestras que contenian cascara de pifia toa 35 ° C, resultd
ser menor en comparacion con las de 25 ° C, lo que indica que se requiere menos
esfuerzo para fluir. Todos los parametros del modelo de Herschel-Blukley se

muestran mostraron una confianza satisfactoria (95% <6> 99%).

3.2.1. Comportamiento de la suspension del kefir de agua en base a la
ecuacion de Einstein

En la Figura 3.9 se observo el comportamiento de las suspensiones donde se
ajustaron perfectamente a la ecuacion de Einstein (Bird, 2006) teniendo una
R?=0.99 observando que las soluciones tienen un comportamiento de una
suspension de particulas esféricas diluidas donde ps es la viscosidad de la
suspension y U es la viscosidad relativa y esta tiene un valor promedio de 1.6 Pa s,
este comportamiento coincide con el reportado por Cantd-Lozano, 1987 con

levaduras Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 3.9. Comportamiento de la viscosidad relativa de la suspensién de soluciones
formadoras de biopeliculas

3.3. Biopelicula obtenida

Las biopeliculas obtenidas se muestran en las Fig. 3.10. Se observé que las
biopeliculas toman el color de su medio, para la biopelicula de cascara de panela-
pifia a 25 ° Brix y 35 ° C (PP25 a 35 ° C) se observé un color transparente de
mostaza amarilla y para el aztcar biopelicula - cascara de pifia a 25 ° Brixy 35° C
(AP25 a 35 ° C) se observo un color beige transparente.

Figura 3.10. Biopeliculas obtenidas a 35 °C
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3.3.1. Microscopia Optica

Una seccion de un grano entero fue examinada por microscopia y fotografiada (Fig.
3.11). (A) los granos son de forma irregular con un didmetro de 10 a 15 mm vy
estructuralmente podria abrirse y extenderse como una biopelicula gruesa, algunos
autores han informado de la existencia de consorcios microbianos de bacterias y
levaduras (Wang et al., 2012) toda la capa externa del grano estaba mas
densamente poblada por microorganismos que la parte interna. A mayor aumento,
se encontré que la capa externa del grano contenia lactobacilos, lactococos y
levaduras. La capa interna de grano fue similar, excepto que los lactobacilos fueron
mucho mas largos y se encontraron mas células de levadura en la capa interna de
grano. En los ensayos de biopelicula en todas las micrografias se observé una
superficie mas lisa, sin embargo, se observaron irregularidades debido a la materia
organica, las micrografias de AP25 se muestran mas claras y lisas que las
micrografias de PP25, esto se debe al sustrato utilizado para las muestras de AP25

sacarosa comercial y para PP25 el uso de panela da forma a las irregularidades.

Fig. 3.11. Microscopia optica. (A) Granos de kefir de agua, (B) Superficie de biopelicula
AP25 a objetivo del0x , (C) superficie de biopelicula PP25 a objetivo de 10x, (D) superficie
de biopelicula AP25 a objetivo de 4x, (E) superficie de biopelicula PP25 a objetivo de 4x
and (F) superficie de biopelicula AP25 a 4x
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3.4 Caracterizacion fisicoquimica a la biopelicula obtenida

Después del proceso de fermentacion, se obtuvo una biopelicula resultante a base
de tibicos nutridos por soluciones con sacarosa y cascara de pifia los resultados se
muestran en la Tabla 3.5, dando como resultado, un alto contenido de proteinas,
alto contenido de humedad, se encontré que al ser proveniente de una fermentacién
acida la biopelicula tiene un pH acido y su porcentaje de acides este alrededor de
3.78 £ 0.03.

En literatura, se ha reportado la caracterizacion fisico-quimica de biopeliculas
comestibles (Gonzélez-Linares, Medina-Vivanco, Garay-Montes, y Mendieta-
Taboada, 2017). Se analizaron la torta de Sacha Inchiy el aislado proteico liofilizado
para la determinacion de humedad, proteina, ceniza, fibra y grasa de acuerdo con
los métodos oficiales de AOAC 935.29, 991.20, 923.03, 962.09, 920.39,
respectivamente (AOAC, 1998). La proteina se calculdo multiplicando el contenido
de nitrogeno por el factor de conversion 6.25, informd la composicion quimica
proximal del aislado de proteina Sacha Inchi sobre una base seca, proteina 89.1 +
0.88%, lipidos 6.54 + 0.08%, cenizas 3.29 £ 0.07%, fibra bruta e hidratos de carbono
disponibles 1.07 + 1.46% y contenido de humedad (base humeda) 3.69 = 0.31%,
estos resultados dan la aplicacion como biopelicula comestible a la biopelicula de

tibicos.

Tabla 3.5. Caracterizacion fisicoquimica de la biopelicula obtenida

Parametros Valor
Cenizas (%) 0.68 £0.04
Humedad (%) 26.28 + 0.02
pH [-] 3+0.02
Acidez (%) 3.78 +0.03
Lipidos (%) 4.3+0.05
Proteinas (%) 28 +0.01
Fibra cruda (%) 0.026 + 0.001

+ Desviacion estandar. Se uso6 el software Kaleida

Graph para el analisis de datos
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3.5. Caracterizacién mecanica de la biopelicula de tibicos y cascara de pifia
Como primer paso se obtuvo el espesor de la biopelicula ya que es un parametro
necesario para poder calcular el esfuerzo y el médulo de Young o modulo elastico
en la Tabla 3,6 se muestran los resultados que se obtuvieron de las pruebas
mecénicas como lo indica la norma ASTM-D881 para laminas plasticas delgadas.

Se encontré un valor de espesor de 1.3 £ 0.03 mm en las biopeliculas PP25 y AP25,
gue pueden aportar ventajas sobre la densidad y resistencia de la biopelicula (Peter
et al., 2010), este espesor es mayor que el informado por autores que
funcionalizaron quitosano con plastificantes en materiales de empaque que reportan
valores de 0.15 mm (Ahmed & Ikram, 2016), 0.12 + 0.002 mm (Martins, Cerqueira,
y Vicente, 2012) y 0.13 £ 0.001 mm (Gonzalez-Linares et al., 2017).

Se obtuvieron biopeliculas homogéneas y flexibles de PP25 y AP25 y todas las
biopeliculas fueron transparentes, como se observo a simple vista en las Fig.3.10,
lo que indica una buena compatibilidad entre los componentes de las peliculas. Si
la compatibilidad entre los componentes de las peliculas no era buena, entonces
debido a la reflexion o dispersion de la luz en la interfaz de fase, la transparencia
seria baja (Martins et al., 2012). Dado el hecho de que no hubo diferencias
significativas en el valor del espesor y la reduccién en las biopeliculas podria indicar

una buena compatibilidad entre los diferentes componentes.

Tabla 3.6. Resultados de las pruebas mecanicas de la

biopelicula obtenida

Determinaciones Resultado

Espesor (mm) 1.3+ 0.03
Esfuerzo (tension) (Pa) 200
Méddulo de elasticidad (-) 15.2

+ Desviacion estandar. Se uso el software Kaleida Graph para el andlisis de
datos

60



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

250 |

200 + -

150 - © -

100 + -

Esfuerzo a la tension [Pa]
a1
o
I
@]
|

0 o \ \ \
0.1 1 10 100 1000

Deformacion [%0]

Figura 3.12. Gréfico de esfuerzo a la tension de la biopelicula obtenida

3.6. Caracterizacion reoldgica de la biopelicula de tibicos y cascara de pifia

Los resultados del barrido de amplitud mostraron que tiende a dominar el modulo
de almacenamiento G' antes del punto de cruce, lo que significa que tiende a la zona
de elasticidad, después del punto de cruce tiende a la zona viscosa el modulo de

perdida G" predomino.

Las propiedades viscoelasticas de las biopeliculas obtenidas en la region
viscoelastica lineal se analizaron de acuerdo con la prueba de barrido de frecuencia.
Los barridos de frecuencia son muy Utiles para comparar, a veces denominados
"huellas dactilares", diferentes productos alimenticios o para comparar los efectos

de diversos ingredientes y tratamientos de procesamiento sobre la viscoelasticidad.

Los materiales usualmente exhiben caracteristicas de tipo mas sélido a frecuencias

mas altas (Steffe et al., 1996). El médulo de almacenamiento (G') resulté mayor que
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el médulo de pérdida (G"), lo que indica un comportamiento elastico (estructura de
tipo solido).

Algunos autores han informado que el predominio del médulo de almacenamiento
en el médulo de pérdida asegura un comportamiento elastico en el comportamiento
viscoso (Oropeza et al., 2018) mostro que las incrustaciones en las columnas en la
produccién de bioetanol tienen un comportamiento elastico (estructura sélida) que

se debe principalmente a dextrana.

En las redes poliméricas de proteinas, el comportamiento es viscoelastico y
predomina la zona elastica; sin embargo, en el caso de algunos autores, los
médulos G' y G" nunca se cruzan y disminuyen, haciendo hincapié en que casi

nunca se observan (Ruhs, Bocker, Inglis, & Fischer, 2014).

En algunos otros casos de estudio, los geles se comportan como fluido
predominando el comportamiento viscoso del modulo G" y al agregar un compuesto
plastificante tiende a cubrirse con una biopelicula dando estabilidad al gel

predominando el comportamiento elastico del médulo G '(Silva-Weiss et al., 2013).

Tal es el caso de las propiedades estructurales del estudio de peliculas y la reologia
de soluciones formadoras de pelicula basadas en la mezcla de quitosano y
guitosano-almidon enriquecido con extracto de hoja de murta ", extracto acuoso rico
en polifenoles de murta (PEML) agregado a las peliculas de quitosano dando un
estado sélido al gel cuanto mayor sea el contenido solido, mas fuertes seran las

fuerzas coloidales y la fuerza de la red (Liu et al., 2016).

Los resultados del barrido de amplitud (Fig. 3.13) mostraron que tiende a
predominar el médulo de almacenamiento G’ antes del punto de cruce lo que
significa que tiende a la zona elastica la biopelicula obtenida, después del punto de

cruce tiende a la zona viscosa predomino el médulo de perdida G”.
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Figura 3.13. Gréfico de barrido de amplitud de la biopelicula obtenida
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Figura 3.14. Gréfico de barrido de frecuencia de la biopelicula obtenida
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En la Fig. 3.14 se observo el comportamiento en el barrido de frecuencia de los
moddulos G’y G” dando como resultado el comportamiento predominante en la zona
elastica ademas de que no existe un punto de cruce predominando la parte solida
lo que favorece la posibilidad de que la biopelicula pueda utilizarse como material
de embalaje.

3.7 Andlisis estadistico

3.7.1 Andlisis estadistico del proceso de fermentacién en presencia de O,

En la Tabla 3.7 se muestran los resultados del andlisis estadistico del proceso
fermentativo en presencia de O el cual mostré significancia para todos los factores
a excepcion de la temperatura, los analisis de comparacion multiple de Tukey
Kramer indicaron los niveles de mayor rendimiento, en la Tabla 3.8 se mostré que
el sustrato que maximiza la produccion de biomasa es la combinacion de panela-y

cascara de piia.

Tabla 3.7. ANOVA del proceso fermentativo en presencia de oxigeno

Grados Suma de Media de Fo Nivel de Poder
de cuadrados  cuadrados Probabilidad (Alpha=0.05)
libertad
A: Sustrato 3 1409.869 469.9562 26342.04 0.000000* 1
B: Temperatura 1 4.36E-03 4.36E-03 0.24 0.627681 0.07517
AB 3 138.9486 46.31621 2596.12 0.000000* 1
C: Concentracién 1 1153.21 1153.21 64639.83 0.000000* 1
AC 3 434.0826 144.6942 8110.42 0.000000* 1
BC 1 279.102 279.102 15644.26 0.000000* 1
ABC 3 255.5276 85.17585 4774.29 0.000000* 1
S 16 0.2854487 1.78E-02
Total (Adjusted) 31 3671.029
Total 32

* Termino de significancia & = 0.05
R?=0.65
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Tabla 3.8. Comparacion multiple de Tukey Kramer

Sustrato Temperatura Concentracion
Grupo Media Grupos diferentes  Grupo Media Grupo Grupo Media Grupo diferente
diferentes
2 a2 143 2 3102 - 2 2503
1 2551 2,43 1 3105 - L 3704
4 33.83 2,1,3
3 40.59 2,1,4

a=0.050 Grados de libertad= 16 Sumatoria de media de cuadrados 1.78x10?

Se not6 que la temperatura no tiene significancia y que no importa en qué nivel se
trabaje si en alto o bajo y se mostr6 que la concentracion que da mejor rendimiento
fue la de 25°Brix.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
En el presente proyecto de investigacion se confirmé la hipétesis inicial planteada,
esto es, el aprovechamiento de residuos como son los tibicos y la ciscara de pifia
son una alternativa en la sustitucion de procesos y de productos que derivan del uso
de recursos derivados del petréleo. Los granos de kéfir y la cdscara de pifia son una
gran alternativa para generar biopeliculas en la sustitucion de materiales

viscoelasticos derivados de recursos fosiles como el plastico.

Con respecto al proceso fermentativo realizado, se hizo un estudio comparativo de
los cultivos de Kefir de agua en medios de panela y azlcar adicionando cascara de
pifia, la cinética de crecimiento con PP25 a 35°C es la que mayor concentracion de
biomasa mostro para el tercer dia se asume que la cascara de pifia contribuye a
incrementar la constante de velocidad de crecimiento especifica y la concentracion
de biomasa maxima. El comportamiento reoldgico en estado estacionario mostro
ser un fluido Herschel-Blukley ya que representa a un comportamiento no-
Newtoniano con caracteristicas dilatantes. Los caldos de fermentacion se
comportaron como una solucion de particulas esféricas diluidas ajustandose al

modelo de Einstein, pr tiene un valor promedio de 1.6 Pa s

Mientras que la caracterizacion fisicoquimica mostré un alto contenido de proteinas,
humedad y un pH acido con un porcentaje de acidez del 3%. La caracterizacion
mecanica mostré un espesor promedio de la biopelicula obtenida de 1mm. Y los
analisis reoldgicos en estado dinamico demostraron que la biopelicula de tibicos

predominé la zona elastica lo que favorece su aplicaciéon como material de embalaje.

Es necesario realizar investigaciones sobre este tipo de material de biopeliculas a
partir de tibicos para mejorar las propiedades de barrera, asegurar la integridad de
las propiedades de los alimentos, incorporar un etiquetado inteligente, para brindar
al consumidor la posibilidad de tener informacién méas detallada sobre el producto
gue el sistema actual. El uso de tales biopeliculas abrira beneficios econémicos
potenciales para los agricultores y los procesadores agricolas deberian adoptar

técnicas innovadoras para preservar la inocuidad de los alimentos y la integridad
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estructural-nutricional, asi como una biodegradabilidad completa. Finalmente, el

bio-envasado es un nicho de mercado y ese sera nuestro futuro.

Para el seguimiento del proyecto, se recomienda explorar alternativas para seguir
generando conocimiento nuevo que permita contribuir a la mitigacién del uso de los
recursos fésiles, algunas de las alternativas que se recomiendan son la
polimerizacidn para mejorar las propiedades mecénicas, el estudio de micrografias
para ver si la biopelicula es porosa y observar su aplicacion en la microfiltracion, asi

como optimizar y validar en equipo escala piloto.
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