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RESUMEN

En esta tesis se estudia los efectos de la molienda mecanica en las propiedades
fisicoquimicas de fuentes de carbono (malanga — Colocasia esculenta y Colocasia
antiqguorum- y el raquis de platano macho - Musa balbisiana-) con posible uso en la
produccioén de hidrogeno por fermentacion.

El tratamiento de las muestras se realiz6 después del secado y triturado de las
mismas. Posteriormente se realizaron las moliendas en un molino planetario de
bolas, a distintos tiempos (5, 10, 20, 30 y 40 min), a una velocidad de 600 rpm,
utilizando como material de molienda 15 bolas de acero templado.

Se utiliz6 la técnica de DNS para determinar el aumento maximo de las
concentraciones de azucares reductores, con respecto a las muestras sin molienda.
Para las muestras de malanga la maxima concentracion de azucares reductores se
obtuvo con 20 min de molienda, mientas que para el raquis fueron requeridos 40
min de molienda. Para la malanga el indice de solubilidad incrementa con el
aumento del tiempo de molienda; mientras que para el raquis de platano no se
observa cambio en la solubilidad debido a que su componente principal es la
celulosa.

En el TGA se observan cambios claros en las transiciones correspondientes a la
descomposicion de la muestra. Los patrones de DRX muestran, para el caso de la
malanga, la amorfizacion por efecto de la molienda mecanica; sin embargo, en el
caso del raquis no se observa dicha amorfizacién de las muestras. Hecho que se
observa en la técnica de FTIR donde las bandas correspondientes en los almidones,
en el caso de la malanga, sufren modificaciones con los tiempos de molienda,
mientras que para el raquis la banda cristalina para los materiales lignocelulésicos
gueda sin modificacion.

Finalmente se realiz6 la cuantificaciéon de la biomasa obtenida de un medio
fermentativo. Se utilizaron muestras sin tratamiento y con el maximo de azlcares
reductores como fuente de carbono, adicionada de un medio mineral. Se determiné
la cinética de crecimiento de E. coli en dicho medio de cultivo para determinar su
viabilidad de crecimiento. La muestra que presento un mayor rendimiento fue la de
malanga islefia con tratamiento mecanico de 20 min.



ABSTRACT

This thesis shows the effects of mechanical milling on the physicochemical
properties of different carbon sources (Colocasia esculenta, Colocasia antiquorum
and Musa balbisiana male banana rachis) with possible use in the production of
hydrogen by fermentation.

The treatment of the samples was carried out after drying and crushing the carbon
sources. Subsequently, the grinding of the samples were carried out in a planetary
ball mill at different times (5, 10, 20, 30 and 40 min), using a speed of 600 rpm and
15 hardened steel balls as grinding material.

The DNS technique was used to determine the concentrations of reducing sugars in
all the samples. For taro samples, the maximum concentration of reducing sugars
was obtained after 20 min of grinding, while for rachis 40 min of grinding were
required. The solubility index of taro increases with the increase of the grinding time;
while for the banana rachis no change in solubility was observed because its main
component is cellulose.

By TGA, clear changes in the transitions corresponding to the decomposition of the
sample were observed. Taro XRD patterns show amorphization by the effect of
mechanical grinding, while in the case of the rachis no such amorphization was
observed. This phenomenon was also observed in the FTIR spectra where the
corresponding starch bands of taro undergo modifications with the milling times,
while for the rachis the crystalline band for the lignocellulosic materials remains
unchanged.

Finally, the quantification of the biomass obtained from a fermentative medium was
carried out. The samples that were used as a carbon source were the samples
without treatment and with the treatment of maximum reducing sugars concentration.
The carbon source was added with a mineral medium. The growth kinetics of E. coli
was determined to determine its growth viability. The sample that showed the highest
performance was that of island with mechanical treatment of 20 min.
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1. INTRODUCCION

El uso de energias no renovables (petréleo, carbon, gas natural) ha causado graves
dafos al ambiente. Sin embargo, el empleo de combustibles fésiles esta integrado
en todos los tipos de bienes y servicios [1].

La alternativa para sostener la demanda energética sin generar contaminantes son
las energias renovables. Es decir, aquellas que de manera natural son
potencialmente inagotables, y que generalmente son sometidas a ciclos de forma
MAs 0 menos constante en la naturaleza. Entre estas se encuentran: la edlica, la
mareomotriz, la hidraulica, la solar y la generada por el hidrégeno.

El hidrégeno es una fuente de energia costosa en comparacion con otras fuentes
de energia convencionales. Sin embargo, el uso de desechos para generarlo podria
disminuir los costos de produccion haciéndolo mas accesibles. Existen muchas
metodologias empleadas en la generacion de hidrogeno, una de ellas es por medio
de fermentaciones en ausencia de luz (fermentaciones oscuras). Estas
fermentaciones requieren bacterias anaerobias y grandes cantidades de sustratos
ricos en glucosa [2]. Para obtener dichos sustratos se utiliza principalmente la
hidrélisis, que representa el mayor gasto energético del proceso [3]. Trabajos
previos proponen el uso de la molienda mecanica de alta energia como método
alternativo para la hidrélisis. Este método no genera contaminantes ni residuos y es
rapido. Debido a lo anterior, se propone el uso de la molienda mecéanica de alta
energia como un proceso alterno a la hidrolisis para la obtencion de azuUcares
simples y su posible uso en la produccién de hidrogeno por fermentacion oscura.

2. ANTECEDENTES

2.1 LA ENERGIA

A pesar de representar un concepto muy abstracto, la “energia” es un término
bastante utilizado. A diferencia de la materia la energia no puede verse, tocarse,
olerse o pesarse; por lo que Unicamente se reconoce por sus efectos.

Desde el punto de vista quimico, la energia generalmente se define como la
capacidad para realizar un trabajo [4]. En tecnologia y economia se refiere a un
recurso natural que se extrae, se transforma y se le da uso industrial o econémico.
También se atribuye a la propiedad asociada a los objetos y sustancias que se



manifiestan en las transformaciones que ocurren en la naturaleza, es decir, en los
cambios fisicos y quimicos.

La energia segun su origen se puede clasificar en dos grupos: no renovables
(recursos limitados) y renovables (recursos ilimitados).

Los recursos no renovables son aquellos que se encuentran en forma limitada en el
planeta. Se obtienen principalmente de combustibles fésiles (gas natural, carbon y
petréleo) y de la energia nuclear (fision y fusion nuclear). La principal desventaja de
estos recursos es que su velocidad de consumo es mayor a su velocidad de
regeneracion.

Las energias renovables son aquellas que tras ser utilizadas se regeneran de
manera natural o artificial, ya que utilizan recursos ilimitados de la naturaleza.
Ademas de que son limpias y contribuyen a cuidar el ambiente. Entre ellas tenemos
a las energias: geotérmica, hidraulica, edlica, solar, producida por biomasa, y la
generada por medio del hidrégeno, entre otras (Fig. 1).

Figura 1.- Energias renovables.

2.2 HIDROGENO

El hidrogeno es el elemento mas abundante en el universo y constituye el 75% masa
de la masa total. Bajo condiciones ordinarias en la Tierra, el hidrégeno elemental es
una molécula diatdbmica Hz, en estado gaseoso es invisible, no téxico y ligero.
Debido a su alta reactividad, el hidrégeno en la naturaleza casi siempre se combina
con otros elementos. Esta presente en el agua y por lo tanto en todos los organismos



vivos. También esta presente en hidrocarburos y en varios otros compuestos
naturales y artificiales [5].

El Hz tiene un alto contenido energético, 120 MJKg™ (33.3 KwhKg-'), comparado
con la gasolina 44.4 MJKg? (12.4 KwhKg?). La combustién de hidrégeno con
oxigeno puro solo genera agua como subproducto:

H2 (g) + ¥2 O2(g) — H20(l) (1)

La industria aeroespacial ha sido pionera y precursora del empleo de hidrégeno
como combustible de los cohetes espaciales. Es por ello que se conoce como
comprimirlo y almacenarlo en una célula o pila de combustible [6]. Dicha pila
aprovecha la energia quimica cuando el hidrégeno reacciona con el oxigeno, no
como energia mecanica o térmica si no almacenandola como energia eléctrica.
Existen diversos métodos para el almacenamiento del Hz, las posibilidades
dependen de la aplicacion y la complejidad de ejecucion. Algunos de los métodos
convencionales de almacenadores son: cilindros de gas a alta presién y recipientes
para hidrogeno liquido. Adicionalmente a estos métodos se tienen otros que son en
estado solido como los hidruros metalicos, las estructuras metalorganicas (MOF),
los hidruros complejos y los compuestos organicos.

Figura 2.- Fuentes de obtencién de hidrogeno



La produccion de Hz se realiza mediante diversos métodos (Fig. 2) que requieren la
separacion del hidrogeno de otros elementos quimicos [6]. Aunque,
tradicionalmente se extrae de los combustibles fésiles, el Hz puede ser obtenido de
agua, reacciones quimicas y reacciones biolégicas. Actualmente el 40% del
hidrégeno gaseoso se obtiene de la oxidacion catalitica de gases naturales, el 30%
de metales pesados y nafta, el 18% de carbodn, el 4% mediante electrdlisis y cerca
del 1% mediante biomasa [6].

2.3 PRODUCCION DE HIDROGENO POR FERMENTACION

La produccion de hidrogeno biolégico se ha enfocado principalmente en tres
métodos: la biofotdlisis del agua empleando algas y cianobacterias; la
fotofermentacion de compuestos organicos por bacterias fotosintéticas; y la
fermentacién oscura de compuestos organicos ricos en carbohidratos mediante
bacterias anaerobias (Fig. 3) [2].

Produccidn de biohidrégeno

Con energia luminica Sin energia luminica
Biofotdlisis Fotofermentacion Fermentacion oscura
Algas y cianobacterias Bacterias plrpuras Bacterias anaerobias
Separacion de H;0 por procesos Fotofermentacion de acidos Fermentacion de sustratos ricos
fotosintéticos organicos en carbohidratos
Sensible a la formacion de O, Condiciones estrictas de Acumulacién de AGV
operacion

Figura 3.- Comparacion de los procesos de produccion de biohidrégeno [2].

Los microorganismos fotosintéticos, usados en la biofotdlisis, basicamente
requieren dioxido de carbono y agua para la produccion de hidrégeno. Mientras que
los microorganismos fotoheterotrofos usados en la fotofermentacion requieren
hidratos de carbono o acidos organicos para producir Hz junto con dioxido de
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carbono y luz como fuente de energia. A pesar de que la produccién de hidrégeno
a través de este proceso es alta, no es viable, ya que necesita de energia luminosa
y es dificil disefiar el fotorreactor [5].

La fermentacion oscura parece ser la mejor promesa para la produccion de
hidrégeno, debido a su bajo costo, tazas de produccién rapidas, y al uso de enzimas
estables que producen hidrégeno. Ademas, los desechos orgénicos procedentes de
la agricultura o las aguas residuales se pueden utilizar en biorreactores anaerobicos,
logrando la utilizacién de residuos y la produccion de hidrogeno [7].

2.3.1 PRODUCCION DE HIDROGENO POR FERMENTACION OSCURA

La formacién de la glucosa a &cido acético, hidrogeno y diéxido de carbono
(reaccion 2) es ampliamente aceptada como referencia para la estimacion de la
produccion tedrica del hidrogeno fermentativo [8, 9].

CeH1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 4H2 + 2C0O2  (2)
AG°=-206 KJ mol?

De acuerdo a esta reaccion la produccion maxima tedrica de biohidrogeno a partir
de fermentacion es de 4 moles de H2 por mol de glucosa consumida cuando el &cido
aceético es el unico acido graso volatil (AGV) producido [2]. La energia libre negativa
indica que la reaccion transcurre hacia la formacion de productos espontaneamente
sin necesidad de energia externa [10].

La méaxima produccién tedrica de hidrogeno también se puede lograr en un proceso
de dos etapas mediante la fermentacién de la glucosa a acetato y formiato de
acuerdo a las reacciones 3a 'y 3b [10]:

CeH1206 + 2H20 — 2CH3COO" + 2HCOO" + 4H* + 2H2 (3a)
AG°=-209 KJ mol?

2HCOOH — 2CO0O2 + 2H2 (3b)
AG°= -6 KJ mol?

Sin embargo, en la practica se obtienen bajas producciones de hidrégeno debido a
gue parte de la glucosa es empleada por los microorganismos para su sustento y
crecimiento. La produccién de hidrégeno depende de varios factores asociados con
condiciones: ambientales (temperatura e in0culo), operacionales (presion parcial de
hidrogeno) y quimicas (pH del cultivo, nutrientes y sustratos) [2].

La generacion de hidrégeno a través de fermentacion oscura se logra
principalmente por bacterias anaerobias estrictas 0 anaerobias facultativas. Las



bacterias anaerobias estrictas son aquellas que para crecer en un medio de cultivo
necesitan una atmasfera sin oxigeno, ya que este elemento es toxico para ellas. En
general se utilizan especies del género Clostridium y las acidogénicas anaerobias
provenientes de lodos [11]. Las bacterias anaerobias facultativas son capaces de
crecer en atmosferas sin oxigeno (anaerobiosis) y luego son capaces de crecer en
atmosferas con oxigeno (aerobiosis) dependiendo de la cantidad de oxigeno y del
material fermentable en el medio ambiente. En general las bacterias facultativas
utilizadas son de los géneros Enterobacter (Escherichia), Bacillus y algunas
bacterias termofilicas [11,12].

Los anaerobios facultativos como Escherichia coli producen un rendimiento maximo
de 2 moles de hidrégeno por cada mol de glucosa consumida. La produccién
hidrogeno es a partir del formiato por accion de la fermentacion de azlcares o
glicerol (Tabla 1) [13].

Tabla 1.- Comparacién del rendimiento de hidrégeno obtenido por fermentacion oscura con
diferentes especies de E. coli y diferentes sustratos.

Microorganismo Sustrato Rendimiento (mol Hzmol
glucosa?)

E. coli W3110 Glucosa 0.54
E. coli ZF3 Glucosa 0.96

E. coli S3 Glucosa 0.85

E. coli Glucosa 0.17

E. coli A1dn Glucosa 0.23
E. coli HD701 Melaza hidrolizada con 0.458

acido
E. coli HD701 Residuos de almidén de 0.448

papa hidrolizada con acido
Tomada de “Feasibility of installing and maintaining anaerobiosis using Escherichia coli HD701 as
facultative anaerobe for hydrogen production by Clostridium acetobutylicum ATCC 824 from varius
carbohydrates” [14].

2.3.1.1 Escherichia coli

Figura 4.- Microscopia electronica de Escherichia coli.



Escherichia coli (E. Coli) fue descrita por Theodore von Escherich en 1885, quien la
denomind Bacterium coli commune (Fig. 4), pero en 1919 fue renombrada con el
nombre actual en honor a su descubridor.

E. coli son bacilos gram negativos, oxidasa negativos, con un tamafo promedio de
1.1-1.5pumde anchoy 2.0 - 6.0 ym de largo. Pertenece a la familia de las bacterias
entéricas y es un anerobio facultativo que le permite sobrevivir ya sea en presencia
de oxigeno (a través de la respiracion aerobica) o en ausencia de oxigeno (a traves
de la respiracion o fermentacion anaerobica) (Fig. 5 a, b) [15].

(a) Glucosa (b) Glucosa
| !
FRD
PEP —— — Succinato
l LDH l

Piruvato
ot «—— | Prot |
l ADH l PFL
Etanol — Acetil-CoA ——  Acetato
—+ Acs

FHL 1

H; + CO;

CO: 4 | Acetil-CoA —, Acetato

Figura 5. Flujo de carbono en E. coli durante el metabolismo (a) aerobio, PEP: fosfoenolpiruvato (b)
anaerobio. FRD: Fumarato reductasa, LDH: Lactato deshidrogenasa, ADH: Alcohol
deshidrohenasa, PFL: Piruvato formiato-liasa, FHL: Formiato hidrégeno-liasa, ACS: Acetil CoA
sintetasa.

E. coli forma parte de la microbiota normal del tracto digestivo gastrointestinal de
ser humano, otros mamiferos y aves. Ademas, constituye una de las especies
bacterianas mas abundantes. Es un organismo modelo utilizado para investigacion
e ingenieria genética, a menudo como anfitrion para expresar genes pertenecientes
a otras especies. La razOn de esto es que es de crecimiento rapido, capaz de
sobrevivir con diferentes tipos de nutrientes y se puede cultivar a diferentes
condiciones de temperatura que contribuyen a hacer que E. coli sea adecuada para
un entorno de laboratorio [15].

E. coli es capaz de utilizar un amplio espectro de fuentes de carbono organico. Su
disponibilidad de aceptores de electrones desencadena las estrategias utilizadas
para produccion de energia: respiracion o fermentacion. En la mayoria de los



estudios utilizan E. coli para los procesos aplicados, los azucares se utilizan como
fuente de carbono y electrones [16]. La importacion de la fuente de carbono se
puede lograr a través de mecanismos de absorcion. La glucosa, por ejemplo, se
importa principalmente y se fosforila simultdneamente a glucosa-6-fosfato usando
el sistema fosfotransferasa. La via de la glucolisis procesa el azucar fosforilado en
dos moléculas de piruvato que se acompafian de la liberacion de 2 moléculas de
ATP y dos de NADH. En condiciones de oxicidad, el piruvato se convierte en Acetil
CoA y diéxido de carbono por el complejo piruvato deshidrogenasa. Esta enzima
esta regulada negativamente en condiciones anaerobicas y esta controlada por la
relacion NADH/NADC, asi como la concentracion de piruvato. En condiciones de
oxicidad, el Acetil CoA se procesa adicionalmente dentro del ciclo del acido citrico
[16].

E. coli también puede respirar bajo condiciones anotdxicas (en ausencia de oxigeno
puro) y puede usar una variedad de sustancias en ausencia de oxigeno como
aceptor de electrones. Sin embargo, la ausencia de oxigeno provoca una regulacién
a la baja del ciclo del acido citrico, que conduce a una oxidaciéon incompleta de
azucares. En estas condiciones el acetato se forma como el producto final. La
piruvato deshidrogenasa es reemplazada por la piruvato-formiato-liasa la cual
cataliza la formacion de formiato y Acetil CoA. En condiciones fermentativas se
produce una mezcla de succinato, formiato, acetato, lactato y etanol para mantener
el equilibrio redox [16].

La ruta fermentativa de la produccién de hidrégeno por E. coli comienza con la
conversién de la glucosa en piruvato y NADH a través de la glucdlisis (Fig. 5b). El
piruvato se convierte entonces en acetil-CoA y formiato, que es catalizado por
piruvato formiato-liasa (PFL). El hidrégeno se produce a partir de formiato por el
complejo formiato hidrogeno-liasa (FHL). Debido a que se producen un maximo de
dos moléculas de formiato a partir de dos moléculas de piruvato, las bacterias
anaerobias facultativas tienen un rendimiento maximo tedérico de 2 mol de H2 por
mol de glucosa [17].

2.3.2 MEDIOS DE CULTIVO.

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes que permiten el crecimiento del
microorganismo [18]. Se clasifican por su origen o composicion nutricional en
guimicamente definidos y complejos o no definidos [15]. Los medios definidos son
aguellos cuya composicion quimica se sabe con exactitud y estan constituidos por
compuestos organicos y/o inorganicos. Mientras que los medios complejos 0 no
definidos utilizan sustancias muy nutritivas cuya composicion quimicamente se



desconoce o cambia en funcién de su origen, a menudo este tipo de medios
necesita de un pretratamiento [15].

Un medio de cultivo debe ser balanceado para producir biomasa, para ello debe
tomarse en cuenta la composicion de la misma, los principales componentes
incluyen la fuente de carbono, nitrégeno, fésforo, azufre, potasio y magnesio. Es
necesario también incluir cofactores enzimaticos como Mo, Co, Ni, Fe, Ca, Cu, Mn
entre otros [19].

Los medios de cultivo utilizados para E. coli son principalmente Medio M9
(Na2HPO4, KH2PO4, NaCl, NH4Cl) [20], y el medio Luria Bertani (NacCl, extracto de
levadura, peptona de caseina) [21]. Estos medios son utilizados tanto para la via
aerdbica (con agitacion u oxigenacion) como para la via anaerdbica (aplicando
corriente de gases inertes o nitrdgeno), dependiendo del uso o del producto final
gue se desea obtener (Tabla 2). E. coli también se ha utilizado para evaluar la
capacidad de crecimiento microbianos en medios de cultivo simples (NaCl,
Na2HPOa4) que contienen extractos vegetales como bases nutritivas [22].

Tabla 2.- Comparacion de los medios de cultivo y via de respiracién en diferentes usos de E. coli

Cepa Via de respiracién Medio de cultivo Producto final.
E. coli BW535 Aerdbica Medio M9 (con agitacion)
Produccion de
E. coli JW135 Anaerobica Medio M9 (arrastre de Ar) Hidrégeno [20]
E. coli silvestre Aerébica Medio Luria Bertani Aumento en la
E. coli Q21110 Aerobica Medio M9 produccion de
biomasa y proteinas
[21]
Glucosa, Triptona, Produccion de
E. coli WDHL Anaerdbbica extracto de levadura, Hidrégeno
K2HPO4, NazHPOs4, [23]
MgSO0a.
E. coli Aerobica Medio modificado de Proteinas de choque
BL21(DE3) Lauril Sulfato Triptona térmico. [24]
E. coli ATCC Aerébica Extracto vegetal (Ipomoea Prueba de base
25922 batatas), NaCl, NazHPOa, nutritiva. [22]

2.3.2.1 FUENTES DE CARBONO PARA PRODUCCION DE HIDROGENO

Los monosacaridos son la principal fuente de carbono donde se destaca la glucosa
seguido de la xilosa; también se pueden utilizar polisacaridos como el almidén y la
celulosa. Ademas de otras fuentes que pueden ser generadas a partir de hidrolisis
de polisacaridos, proteinas y lipidos [8, 9].



e ALMIDON
Los granulos de almidon se componen de dos polimeros de glucosa, amilosa y
amilopectina. La amilosa (Fig. 6a) es un polimero lineal compuesto de residuos de
anhidroglucosa unidos por enlaces a-1,4. Mientras que la amilopectina (Fig. 6b) es
polimero de cadenas cortas de residuos de a-1,4 anhidroglucosa enlazados cada 5
0 6% en puntos de ramificacién de a-1,6 [25].

Figura 6. Estructuras de la amilosa (a) y amilopectina (b)

La estructura del almidon se considera en cinco escalas de longitudes diferentes
(Fig. 7):

Figura 7.- Organizacion de multiples escalas del granulo de almidon. Toda la arquitectura de
granulos (2-100 ym) (a), anillos de crecimiento (120-500 nm) (b), blocklets (20-500 nm) (d), laminas
amorfas y cristalinas (9 nm) (e, f), cadenas de amilopectina y amilosa (0.1-1.0 nm) (g, h) [26].

La estructura rigida de los granulos esta integrada por capas concéntricas de
amilosa y de amilopectina (distribuidas radialmente). Estos cuerpos son
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birrefringentes. Es decir, tienen dos indices de refraccién, por lo cual cuando se
irradian con luz polarizada desarrollan la tipica “cruz de malta”. Esto se debe a que
dentro del granulo se localizan zonas cristalinas de moléculas de amilosa ordenadas
paralelamente a través de puentes de hidrogeno, asi como zonas amorfas causadas
principalmente por la amilopectina, que no tienen la posibilidad de asociarse entre
si o con la amilosa [27].

e CELULOSA
La férmula quimica de la celulosa es CeH100s. Las unidades basicas de glucosa estan
unidas entre si por enlaces 3-1,4 glucosidicos, formados entre los atomos de carbono
C-1y C-4 de unidades de glucosa adyacentes (Fig. 8) [28, 29].

Figura 8.- Estructura molecular de la celulosa [29].

La celulosa es el polisacarido mas ampliamente distribuido en la naturaleza. Es el
principal constituyente de la materia vegetal y es sintetizado por plantas, algas,
bacterias y animales marinos. Se encuentra en plantas, madera y fibras naturales y
por lo general, combinada con otras sustancias (lignina, hemicelulosas, pectinas,
etc.) [30].

La celulosa presenta diferentes formas cristalinas, o polimorfismos, dependiendo de
su origen natural o de los tratamientos artificiales a que es sometida. En las plantas
superiores, por lo general la celulosa juega un papel esencial como elemento
reforzante de la pared celular junto con la lignina (macromolécula constituida por
unidades de fenilpropano) y la hemicelulosa (constituida estructuralmente por
pentosas y hexosas). Estos tres polimeros estan asociados como principales
componentes de la biomasa lignocelulésica (Fig. 9) [31].

11



Figura 9.- Estructura del material lignocelulésicos.

e RESIDUOS SOLIDOS
Se han utilizado materia prima rica en carbohidratos y celulosa pero deficientes en

nitrégeno para la produccién de hidrégeno a partir de biomasa. Por ejemplo, los
residuos sdlidos que contienen los desechos agricolas, los desechos de la industria
alimentaria presentes en aguas residuales (sueros de quesos, aceites de molinos y
levaduras de panaderias), la biomasa renovable y materiales lignoceluldsicos [32].
Ademas, residuos ganaderos como desechos urinarios, estiércol de aves de corral,
abonos orgénicos, entre otros [33].

Normalmente, los alimentos y los residuos agricolas contienen polisacéaridos
complejos que requieren de hidrélisis para su utilizacion como sustratos de
fermentacién [34]. La hidrodlisis es la destruccion, descomposicidon o alteracion de
una sustancia quimica por el agua. Esta también se puede lograr por métodos
guimicos, enzimaticos e hidrotermales. La hidrélisis enzimatica requiere la
optimizacién para obtener la mejor combinacién de enzimas para cada materia
prima y no puede adaptarse rapidamente al material de alimentacion. Mientras que
la hidrélisis quimica consume productos quimicos y produce efluentes
guimicamente agresivos. La hidrdlisis hidrotérmica es benigna con el ambiente [34]
pero requiere al igual que las anteriores un gasto energético significativo,
representando el 56% del gasto energético total del proceso de fermentacion (Fig.
10).
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Figura 10- Analisis de energia neta de una refineria de biohidrégeno integrado (IBHR) mediante
tratamiento previo por el HCW (agua caliente comprimida) y la fermentacion extractiva [Modificado
34].

En la produccién de hidrégeno no es ideal emplear sustratos con estructuras
moleculares complejas debido a que estos son dificiles de asimilar por los
microorganismos. Sin embargo, después de emplear un pretratamiento pueden ser
asimilables. Los pretratamientos mas conocidos son la ultrasonificacion,
acidificacion, congelamiento y descongelamiento, esterilizacion y microondas [2].
Una alternativa a los tipos de hidrélisis son los tratamientos de tipo mecanico. Por
ejemplo, se tienen reportes que un paso de trituracion mecanica es esencial para
reducir el tamafio de particulas e incrementar el area de superficie de los residuos
organicos lignocelulésicos antes de la fermentacion [35].

2.4 MATERIA PRIMA

En los requerimientos principales de un medio de cultivo se encuentran los
compuestos de carbono, los cuales provienen de sustratos organicos. Este
representa la fuente principal de nutricion y obtencidn de energia para los
microorganismos a partir de la metabolizacion de los mismos [15,35].

2.4.1 MALANGA

La mayoria de las plantas tropicales producen oOrganos subterraneos de
almacenamiento clasificado como raices o tallos modificados o tubérculos. Ejemplo
de una planta que produce tubérculos como 6rganos de almacenamiento es la
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Colocasia esculenta (taro, ocumo chino) y la Colocasia antiquorum (islefia). Los
tubérculos de esta planta tropical perteneciente a la familia Araceae, almacenan un
alto contenido de almidén, (22 y el 40% peso seco) [36] y por esta razdn se
consideran alimentos amilaceos.

La malanga es una planta herbacea, perenne, suculenta, que se desarrolla entre 1-
2 m de altura. Produce un cormo central comestible, grande, esférico, cubierto
exteriormente por escamas fibrosas o lisas [30]. Del cormo central se desarrollan
cormelos laterales recubiertos con escamas fibrosas (Fig. 11). El color de la pulpa
por lo general es blanco, pero también se presentan clones coloreados hasta llegar
al violaceo. Segun el clon, la forma varia de cilindrica hasta casi esférica y el tipo de
ramificacion desde simple a muy ramificada. Presenta marcas transversales que
son las cicatrices de la hoja, con frecuencia con fibras, y esté cubierta por una capa
corchosa delgada y suelta [37].

Figura 11.- Planta de malanga.

e C.antiquorum
Comunmente alcanzan una altura de hasta 2.5 metros y producen en su base un

cormo alargado de forma ovoide, similares a un bal6n de fatbol americano. En su
parte superior se ubica la corona y esta vinculada al origen de los tallos o peciolos.
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Mientras tanto, la parte inferior es la base del cormo y esté4 asociada a la raiz. La
cuticula o cascara es de color café y en ella se aprecian anillos, que son las marcas
de cada una de las hojas formadas en su ciclo. El color de su pulpa es blanco con
vetas lilas o violetas (Fig. 12).

Figura 12.- Colocasia antiquorum.

e C.esculenta
Produce cormos que son el producto mas grande pesando entre 0.7 y 2.5 kg,
ademas de cormelos los cuales se encuentran en un intervalo de peso de 50 a 250

g, (Fig. 13).

Figura 13.- Colocasia esculenta.

2.4.2 RAQUIS DE PLATANO MACHO

El raquis o pinzote es la fraccion de la planta del platano que soporta el conjunto de
los mismos y estd constituido por fibras lignocelulésicas de caracteristica
semilefiosa [38]. La estructura de las fibras del raquis (Fig. 15) pueden ser
agrupadas en dos niveles: el nivel microscopico, formado por haces vasculares y
fibras elementales. El nivel nanoscopico o nivel ultraestructural, formado por
macrofibrilas, haces de macrofibrilas y microfibrilas de celulosa [39].
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En el cultivo de platano macho o Musa balbisiana (Fig. 14) durante las etapas de
cosecha y postcosecha se generan grandes cantidades de residuos fdliales,
pseudotallos, bellotas, raquis, calidades de segunda y tercera, asi como cascaras
de fruto. Al carecer de un tratamiento o disposicion adecuada de estos desechos se
convierten en contaminantes para el ambiente [38].

Figura 14.- Planta de platano macho (Musa balbisiana).

El raquis comUinmente se utiliza como alimento para ganado, pero también se ha
utilizado en forma de harinas con el mismo fin. Recientemente se han desarrollado
productos para alimentacion humana, material fiboroso para papel, materiales de
construccion y artesanias a partir de raquis [40].
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Figura 15.- Estructura del raquis de Platano [39].

2.5 MOLIENDA MECANICA

Es una técnica de procesamiento de polvos que involucra la deformacion, fractura
y soldadura en frio de particulas provocadas por la energia intercambiada durante
las colisiones repetidas de las bolas durante la molienda [41]. La molienda permite
la obtencion de polvos con estructuras cristalinas dificiles de alcanzar con otras
técnicas, lo que puede derivar en el mejoramiento de sus propiedades fisicas [42].
Como proceso tecnoldgico ha sido utilizado desde hace muchos afios para intentar
mejorar el afino y la homogenizacién de los polvos o materiales de partida. Esto en
materiales como metales, ceramicos, compuestos intermetalicos o polvos
prealeados, sin que sea necesaria la transferencia de material para alcanzar dicha
homogenizacion [43].

En el proceso de la molienda mecanica se producen impactos continuos debido al
movimiento continuo de bolas o cuerpos moledores que inducen la fractura de las
particulas de polvo. Normalmente hay una etapa en el proceso en la que se produce
un equilibrio en la fractura, obteniéndose polvos con una microestructura muy
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homogénea [43]. De este modo las particulas de polvo se refinan obteniéndose
polvos a escala muy pequefia con una cierta distribucion de tamafio de particula. El
uso de molinos de alta energia permite ir mas alla y reducir el tamafio de las
particulas a dimensiones micrométricas, e incluso nanométricas. Lo anterior es
debido a que la energia involucrada en las colisiones es mucho mayor [44].

Existen diferentes tipos de molinos que estan disponibles para la molienda
mecanica. Estos molinos difieren principalmente en su capacidad, velocidad y
temperatura de operacion; asi como de algunas otras caracteristicas de control. Se
ha demostrado recientemente que el grado de contaminacion (asociado con el
desgaste o fractura de las bolas o contenedores de molienda) y el grado de
amorfizacion de la muestra dependen del tipo de molino utilizado [44].

2.5.1 MOLINO PLANETARIO DE BOLAS

Los molinos planetarios de bolas pueden usarse para todas aquellas aplicaciones
en las que se deben obtener granulometrias finas. Ademas de realizar los procesos
clasicos de trituracion y mezcla. Estos molinos cumplen técnicamente con todos los
requisitos para la molienda coloidal y cuentan con el rendimiento energético
necesario para efectuar aleaciones mecanicas [45].

Dentro de un molino planetario de bolas los contenedores giran simultaneamente
sobre su propio eje sobre un disco rotatorio que gira en sentido contrario (Fig. 16a).
El efecto producido por las fuerzas centrifugas opuestas provoca que el medio
impacte desde un extremo lateral del contenedor hacia otro (Fig. 16b) [46].

Figura 16.- a) Molino planetario de bolas de alta energia. b) Movimiento de las bolas dentro del
molino planetario.
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2.5.2 VARIABLES DEL PROCESO DE MOLIENDA

Las variables que influyen en el proceso de molienda mecanica de alta energia
son muy diversas, tales como [47]:

e TIPO DE MOLINO
La seleccion del molino es un factor importante en los resultados que se obtendran
y para ello se necesita comprobar su capacidad, el costo, el tiempo de ciclo al que
se sometera, el tipo de material y la distribucidon de tamafio de particula.

e TIPOS DE BOLAS

El tamafio de las bolas utilizadas debe ser el adecuado para el molino empleado,
ya que la energia cinética que se crea depende de la masa y velocidad del disco.
Por ello, la utilizacion de bolas de materiales densos como el acero, el carburo de
tungsteno son los mas utilizados. Aunque se debe tener en cuenta que una
densidad elevada puede reducir la frecuencia de los choques e impedir un
movimiento continuo. La relaciéon bola/carga es uno de los parametros mas
importantes en molienda mecanica, suele oscilar normalmente entre 10:1 y 20:1
pero depende del tipo de molino.

e FRECUENCIA E INTENSIDAD DE MOLIENDA

En cuanto mas rapido gira el disco del molino mayor sera la transferencia de energia
en la muestra. Pero, en funcion del disefio del molino hay ciertas limitaciones a la
velocidad maxima que se podria emplear. Por ejemplo, en un molino de bolas
convencional el aumento de la velocidad de rotaciébn aumenta la velocidad con la
gue las bolas se mueven. Por encima de una velocidad critica, las bolas se pegan
a las paredes internas del vial y no ejercen ninguna fuerza de impacto. Por lo tanto,
la velocidad maxima deberia ser justo debajo de este valor critico para que las bolas
ejerzan la maxima energia de colision.

La intensidad de molienda, es proporcional a las caracteristicas y propiedades de
la muestra de interés durante el proceso. Cuando se incrementa este parametro,
al introducir mayor cantidad de bolas, mayor densidad o mayores velocidades de
colision, la energia transferida a las particulas en cada colision y la energia a
disipar aumentan.

e FRACTURA DE LAS PARTICULAS
Las fracturas de particulas se producen cuando la presion de molienda es alta 'y la
resistencia de las particulas es baja. Esto se logra en un entorno de velocidades
elevadas lo que incrementar la energia de las colisiones.
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e ATMOSFERA
Cuando se trabaja con atmosfera controlada se consigue una reduccion de la
contaminacion. Para lo cual se coloca el molino dentro de un recinto, donde se
controle la atmosfera o bien se sella el contenedor. Las atmosferas controladas
suelen ser de gases nobles como el argon (Ar) o el helio (He).

En cambio, los procesos sin control de la atmosfera producen mayores
contaminaciones por la formacién de compuestos volatiles o no volatiles y por la
absorcion de gases por los polvos sin procesar. Con este proceso se sintetizan
nitruros o hidruros de metal debido a las reacciones solido — gas.

2.5.3 EFECTO DE LA MOLIENDA MECANICA EN SUSTRATOS ORGANICOS

Se tiene reportes del uso de la molienda de alta energia para reducir el tamafio de
particulas de almidén de maiz trigo y arroz [9]. Cuando el almiddn de trigo se muele
en un molino de bolas se observan varios niveles de almidén dafiado. La amilosa
se ve afectada solo después de la molienda severa, presentando una ligera
despolimerizacion. La amilopectina se convierte en fragmentos de bajo peso
molecular y el tamafio molecular disminuy6 con el aumento del tiempo de molienda.
En otros estudios se ha observado que el dafio causado por el molino de bolas
induce a la pérdida progresiva de la cristalinidad y la conversion de grandes
regiones en material amorfo que lo vuelven accesible a agentes externos como el
agua y enzimas amiloliticas [48].

Los efectos del tratamiento del molino de bolas en almidén de yuca y maiz muestran
gue entre mas prolongado es el tiempo de molienda, mayor es el contenido aparente
de amilosa. La cantidad de amilosa aumenta a expensas de la destruccién de la
amilopectina [49].

El tratamiento con molino planetario de la biomasa vegetal aumenta el area
superficial al reducir el tamafio de la biomasa al nivel de fibras y haces de fibras,
aumentando la accesibilidad enzimética y bacteriana de la celulosa. El tratamiento
también cambia las propiedades superficiales alterando las superficies rigidas y
disminuye la cristalinidad [50]. Lo anterior ha sido reportado en paja de arroz [51] y
bagazo de cafia [45], agregando la obtencidén de azucares simples.

Dependiendo del tipo y la cantidad de material a ser procesada se deben elegir los
medios de molienda [42].
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En la Universidad del Papaloapan se ha utilizado la molienda mecénica para la
obtencion de azucares reductores. Se realizd una comparacion con los contenidos
de azucares reductores obtenidos a partir de hidrolisis acida de harina de soya. Los
resultados demuestran que a partir de soya comercial con 10 min de molienda
utilizando tazones (80 mL) y bolas (10 mm) de acero templado se obtiene
aproximadamente el 90 % de los azUcares reductores obtenidos mediante hidrélisis
acida [52].

3. JUSTIFICACION

El deterioro del medio ambiente y la crisis energética son dos problemas a resolver
a corto plazo. El uso del hidrégeno es considerado de lo mas prometedor como
sustituto de los combustibles fosiles. Sin embargo, los costos para su obtencién son
elevados. Se puede obtener hidrogeno a partir de combustibles fosiles, el agua y
las reacciones biolégicas. De los cuales los procesos biolégicos, especificamente
las fermentaciones, son una alternativa viable. En particular, la fermentacién de
desechos para la produccién de hidrégeno es muy ventajosa, ya que estos son
abundantes, baratos y altamente biodegradables. La desventaja del proceso radica
en la conversién de los carbohidratos a azucares simples. Tipicamente, el proceso
de conversion se lleva a cabo por medio de hidrolisis 4cida o hidrélisis enzimatica.
Sin embargo, la hidrdlisis es la etapa de mayor gasto energético en el proceso de
produccion. En este trabajo se propone el uso de la molienda mecanica de alta
energia como un proceso alterno a la hidrolisis para la obtencién de azucares
simples y su posterior uso en la produccion de hidrogeno por fermentacion oscura.

4. HIPOTESIS

La molienda mecanica de alta energia aumentara la cantidad de azucares
reductores de la malanga (Colocasia esculenta y Colocasia antiquorum) y el raquis
de platano macho (Musa balbisiana) para un posible uso en la produccion de
hidrégeno por fermentacion.

5. OBJETIVO

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la molienda mecéanica sobre el contenido de azlUcares
reductores y las propiedades fisicoquimicas de la malanga y el raquis de platano
macho, asi como su efecto como fuente de carbono en el crecimiento de E. coli.
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5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Establecer el efecto de la molienda mecéanica en el contenido de azlcares
reductores y en las propiedades fisicoquimicas de los sustratos organicos.

v' Caracterizar los sustratos organicos antes y después de la molienda
mecanica.

v' Evaluar los sustratos organicos modificados (que presentaron mayor
concentracion de azUcares reductores como fuente de carbono) en el
crecimiento de E. coli.

6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 MOLIENDA MECANICA DE LOS SUSTRATOS

La malanga (Colocasia esculenta y Colocasia antiguorum) se obtuvo en el Ejido
Sebastopol, Tuxtepec, Oaxaca. El raquis de platano macho (Musa balbisiana) se
adquirié en la comunidad de Camelia Roja, Tuxtepec, Oaxaca.

La malanga se lavo para quitar los excesos de tierra y se escurrié. Posteriormente

se realizaron cortes en rodajas de aproximadamente 0.5 cm y se colocaron en
charolas para secarlas usando la temperatura del medio ambiente (35-40°C).
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Al raquis de platano se le realizaron cortes de forma vertical de aproximadamente
0.5 cm de grosor. Se colocaron en charolas para posteriormente llevarlas a secar al
horno (modelo BINDER GmbH, modelo: FD 115) a una temperatura de 60°C
durante 24 horas. Teniendo seco el raquis se tritur6 en una licuadora domestica
(marca Osterizer Blender) durante 1 min. Se depositaron las muestras secas en
botes cerrados para su uso posterior.

Para la molienda mecanica de alta energia se colocaron 5.0 g de muestra en un
tazon de acero templado de 80 mL y se afiadieron 15 bolas de acero templado de
10 mm de didmetro. La molienda se llevo a cabo utilizando un Pulverisette 7 marca
Fritsch Premium line, en tiempos de molienda de 5, 10, 20, 30 y 40 min. El tazén se
hizo girar a una velocidad de 600 rpm. Se realizaron ciclos de 5 min de molienda y
5 min de enfriamiento para evitar el calentamiento de los tazones y por lo tanto evitar
alguna modificacién del sustrato por sobrecalentamiento.

6.2 TECNICAS ANALITICAS
6.2.1 AZUCARES REDUCTORES (DNS)

Para llevar a cabo la determinacion de azUcares reductores se utilizé el método DNS
[53]. Determina la presencia del grupo carbonilo libre (C=0), de los llamados
azUcares reductores.

Para prepara el reactivo DNS, se pes6 1 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 30 g de
tartrato de sodio y potasio y 1.6 g de NaOH. Se disolvié el NaOH en 10 mL de agua
y se afiadio lentamente en agitacion el tartrato de sodio y potasio. Se agreg6 agua,
se virtié el acido 3,5 dinitrosalicilico y se aforé a 100 mL. El reactivo se guardé en
frasco &mbar y se etiqueto.

Las concentraciones de azucares reductores se obtuvieron sustituyendo las
absorbancias obtenidas en la ecuacién lineal obtenida por la curva patron de
glucosa (Fig. 17) en las concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6,0.8y 1.0 g. L.

Se prepararon las muestras a una concentracion de 1 g. L'1. En tubos de cristal de
10 ml se adicionaron 0.25 ml de muestra y 1.5 ml de reactivo de DNS. Los tubos se
colocaron en bafio de agua a 100 °C por 5 min. Se enfriaron en bafio de hielo hasta
temperatura ambiente, se les afladié agua destilada hasta complementar 10 mL
[53]. Se agitaron y se realizaron las lecturas a 535 nm en un espectrofotdmetro
marca Jenway, modelo 6700.
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Figura 17.- curva de calibracién para reactivo de DNS.

6.2.2 INDICE DE SOLUBILIDAD EN AGUA (ISA) Y PODER DE HINCHAMIENTO
(PH)

El indice de solubilidad en agua (ISA) y el poder de hinchamiento (PH) determinan
la solubilidad y el hinchamiento de los sustratos tras la molienda mecénica [54]. La
solubilidad y el poder de hinchamiento se determinaron a 60, 70, 80 y 90 °C. Para
la cual se pesaron muestras de 0.4 g (base seca) en tubos de centrifuga conicos de
50 mL. A continuacion, se afiadieron 40 mL de agua destilada y los tubos se
pusieron en un bafio de agua bajo agitacion mecénica. Después de 30 min de
incubacion los tubos se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min. Del sobrenadante
se recogieron 10 mL y se secaron en estufa a 120°C durante 4 h para cuantificar la
fraccion soluble. Los tubos que contenian el material residual se pesaron para
determinar el poder de hinchamiento. Los resultados se calcularon de las
ecuaciones siguientes:

peso del almidon soluble * 400

Indice de solubilidad =
peso de la muestra seca

peso del sedimento
* 100

Poder de Hinchamiento = —
peso de la muestra seca*(100—solubilidad)
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6.3 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS
6.3.1 ANALISIS TERMICOS

e ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (AT)
La técnica evalla los cambios durante la descomposicion térmica de los sustratos
organicos. Para el analisis termogravimétrico se utiliz6 un analizador térmico
simultaneo STA 6000 de Perkin Elmer. Se tomé de cada muestra 10 + 0.5 mgy se
sometieron a calentamiento de 30 a 700°C, a una velocidad de 10°C.min-1, bajo una
atmosfera inerte de N2, con un flujo de 20 ml.min-t.

e CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (CDB)

Es una técnica térmica en la que se miden las diferencias en la cantidad de calor
entre una sustancia y una referencia en funcion de la temperatura de la muestra
cuando las dos estdn sometidas a un programa de temperatura controlado. Las
curvas de DSC se midieron usando el Calorimetro de Barrido Diferencial DSC 250,
TA Instrument. Las calibraciones se realizaron utilizando indio puro con un calor de
fusion de 28.4 J.g' y una temperatura de fusion de 56.66 °C. Se prepararon
muestras de 3.0 £ 0.1 mg. Las charolas se cerraron herméticamente y se
escanearon las muestras de 30 °C a 400 °C a 10 °C.min"%. Se utiliz6 como referencia
una bandeja de aluminio vacia y se utilizé una atmdésfera inerte de No.

6.3.2 DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Esta técnica comprueba los cambios en la organizacion de la estructura cristalina
de la muestra, identificando los picos caracteristicos en 26 para la regibn amorfa y
cristalina. Los patrones de difraccion se obtuvieron con un difractometro de rayos-X
marca BrukerAxs, modelo D8 Advance, con un generador de radiacion de Cu-Ka
con filtro de Niy rejilla de 2 mm, se corrieron las muestras en 26 de 5 a 55° con una
corriente de 30 mA y un voltaje de 40 kV.

6.3.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Determina los grupos funcionales presentes en los sustratos y sus posibles enlaces.
El analisis de FTIR se llevé a cabo en un espectrofotdmetro e interferémetro con
reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés) marca DYNASCAN
espectrum 100, Perkin Elmer. Los espectros se obtuvieron con una resolucion de 4
cm?, en un rango de 4000-515 cm y un total de 16 barridos por muestra.
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6.2.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

La microscopia electréonica de barrido (MEB) nos permite ver la morfologia y
observarla en tres dimensiones. La morfologia de los sustratos analizados se
observo en un microscopio marca Jeol JSM-6390 LV. Las muestras se recubrieron
con una capa de carbon de 30 nm.

6.4 FERMENTACIONES
6.4.1 MICROORGANISMO

Se obtuvieron muestras liofilizadas en papel de E. coli en el Laboratorio de analisis
clinicos de Servicio a la Comunidad de Mérida, Yucatan.

La cepa de E. coli se deposité en 300 mL de medio Lauria-Bertani (LB) que contiene
10 g.L* peptona de caseina, 5 g.L! extracto de levadura y 5 g.L* cloruro de sodio.
Se incubd a 37 °C, con una agitacion de 180 rpm durante 24 horas. El medio de
cultivo se deposito en tubos de 50 mL y se centrifugaron a 5500 rpm durante 10 min.
Se decanto6 el sobrenadante y el sedimento fue conservado en glicerol al 30%. Se
almacenoé en tubos eppendorf a 4°C, para su uso posterior.

6.4.2 MEDIO DE CULTIVO

Como medio de cultivo se agregé una fuente de carbono al medio mineral. Para la
fuente de carbono se utilizaron 10 g.L de azlcares reductores obtenidos de los
sustratos sin molienda, de las concentraciones maximas de azucares reductores
alcanzados con la molienda y de dextrosa como blanco. El medio mineral contiene:
3.0 g.L ! de (NH4)2PO4, 0.6 g.L! de KH2PO4, 2.4 g.L ! de K2HPO4, 1.5 g.L? de
MgS04.7H20, 0.15 g.L-! de CaSO4y 0.03 g.L ! de FeSO4 [55].

Para mantener la proporcion de la cantidad de carbono con el medio mineral, se
calcularon las proporciones de azucares reductores para cada sustrato (tabla 3).

Tabla 3. Proporciones de azlcares reductores por sustrato con y sin tratamiento.

Sustrato g de sustrato Concentracién en los
g azucar reductor medios g/L

Dextrosa 1 10

Is 0 min 0.77 8
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Is 20 min 0.17 2

Tc 0 min 1.32 12

Tc 20 min 2.5 2.5

Ra 0 min 0.9 9

Ra 40 min 0.23 2.3
6.4.3 INOCULO

Para la preparacion del indculo a 125 mL de medio Lauria Bertani (LB) se le agrego
0.5 mL de E. coli (conservado en glicerol). Se incubé con agitacion orbital y control
de temperatura a 37 °C, 180 rpm por 24 horas.

6.4.4 FERMENTACIONES

Se realizaron en botellas serolégicas transparentes de 120 mL. Donde se colocaron
54 mL de medio mineral y 6 mL de inéculo, hasta un volumen de 60 mL. Las botellas
se colocaron en una incubadora con agitacion orbital y control de temperatura, en
condiciones fijas de 37°C y 180 rpm. Se tomaron muestras cada dos horas.

Para determinar las etapas de la cinética de E. coli por turbidimetria las
fermentaciones se realizaron en matraces de 250 ml agregando 0.5 ml del in6culo
y 125 mL de medio Lauria Bertani (LB). Se incub6 con agitacion orbital y control de
temperatura a 37°C, 180 rpm por 12 horas. Las muestras fueron recolectadas cada
dos horas.

6.4.5 CUANTIFICACION DE LA BIOMASA
6.4.5.1 TURBIDIMETRIA

La cuantificacion se determind por turbidimetria realizando lecturas en un
espectrofotometro JENWAY modelo 6700 a 540 nm.

6.4.5.2 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

Debido a que las fuentes de carbono propuestas generaban solidos en suspension
gue no permiten la cuantificacion por turbidimetria se realizé la cuenta en unidades
formadoras de colonias para el seguimiento de la cinética de crecimiento de E. coli.
A las muestras obtenidas se les realizaron diluciones seriadas hasta llegar a 1:1x10-
6. Las diluciones finales se inocularon por extension en placa en agar nutritivo
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(Peptona de gelatina 5 g.L, Extracto de carne 3 g.L, Agar bacteriolégico 15 g.L™?)
depositando 0.1 ml de muestra. Todas las muestras se inocularon por duplicado.

Se incubaron las placas a 37 °C, durante 12 horas, después de este tiempo se
realizd el conteo de colonias de las placas. Para obtener el crecimiento de la
biomasa se utilizé la siguiente férmula:

namero de colonias * factor de dilusion
0.1mL

Crecimiento de biomasa =
Para obtener el rendimiento de la biomasa con respecto a sustrato (Ycruss) utilizados
en los cultivos se aplicé la siguiente formula:

cecimiento de la biomasa (CFU)
g desustrato

Yeruys =

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 TRATAMIENTO DE LOS SUSTRATOS

Después del secado de los sustratos se procedio al pesado para comprobar la
perdida de humedad. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.- Cantidad de materia prima obtenida del secado de malanga islefia, taro chino y raquis de
platano macho y porcentaje de humedad de las muestras.

Muestra Peso inicial Peso final Humedad
Malanga islefia 10 kg 1.281 kg 87.15 %
Taro chino 10 kg 1.634 kg 83.66 %
Raquis 20 kg 1.510 kg 92 %

Las dos variedades de malanga presentan humedad superior al 80%. Esta cantidad
es mayor a la reportada por la Comision Veracruzana de Comercializacion
Agropecuaria que es del 71.9% de humedad por cada 100 g de malanga comestible
en base humeda [37]. El valor de la humedad solo es una aproximacion por
diferencia de pesos.
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Se tomo6 una muestra de 1 Kg de raquis fresco para determinar la humedad del
mismo, obteniendo como resultado 0.08 Kg de raquis seco. Lo cual indica que el
raquis presenta una humedad de 92%. Este contenido se aproxima al reportado
para el raquis de Musa acuminata Colla, var. Cavendish, que es del 93.5 % [56]. Se
observé que el raquis minutos después de su corte presento una coloracion oscura,
conforme se fue secando se torn6 mas oscuro, debido a que no se dio un
tratamiento de blanqueado antes de su uso. Por otro lado, después de ser triturado
en la licuadora se observan solo estructuras fibrosas.

Después del pesado para el uso en el molino planetario se trituraron las muestras
de malanga y raquis en un mortero para disminuir mas el tamafio de particula. Las
Tablas 5, 6 y 7 muestran los resultados obtenidos en los tiempos de molienda del
taro chino, malanga islefia y raquis de platano macho, respectivamente.

Tabla 5.- Descripcion de los polvos obtenidos del taro chino (C. esculenta) en tiempos de molienda
de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 minutos.

Taro Chino (C. esculenta)

TIEMPO IMAGEN DESCRIPCION FISICA
MOLIENDA
Presenta partes duras
0 min dependiendo de grosor del corte

del cual fue obtenido. Hay
presencia de polvos que se
formaron después de disminuir
su tamafio con el mortero.

Expone una apariencia parecida
a la fécula de maiz comercial, se
aglomera en la superficie de los
botes.

5 min
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10 min

20 min

30 min

Se observan grumos O
aglomerados en los polvos.
Presenta pequefios granulos
duros que dan la apariencia de
ser piedra. Disminuye la
adhesion a la superficie del bote.

Tiene una textura parecida al
talco. Desaparecen lo
aglomerados. Se pierde por
completo la adhesion de polvo a
la superficie del bote.

El polvo se vuelve mas fino. No
presenta adhesién al bote ni
aglomerados en el polvo

Conforme aumenta el tiempo de molienda para las dos variedades de malanga (Fig.
18 y 19) los polvos presentan cambios en la textura, homogeneidad, presencia de
aglomerados en algunos tiempos de molienda e incluso adhesion del polvo a los

recipientes de almacenamiento.

Figura 18.- Taro chino (TC) y taro chino con molienda mecanica de 5, 10, 20, 30 y 40 minutos (TC
5 min, TC 10 min, TC 20 min, TC 30 mm y TC 40 min, respectivamente).
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Tabla 6.- Descripcion de los polvos obtenidos de la malanga islefia (C. antiquorum) en tiempos de
molienda de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 minutos.
Malanga Islefia (C. antiquorum)

TIEMPO DE IMAGEN DESCRIPCION FISICA
MOLIENDA

Presenta formas de laminas en
los lugares donde los cortes
fueron mas delgados. Hay
presencia de polvos debido a la
trituracion con el mortero.

0 min

Se observa una superficie
grumosa. El polvo se adhiere a la
superficie del frasco. Se hacen
aglomerados de los polvos.

5 min

El polvo presenta mayor
acumulacioén de aglomerados. Se
adhiere al frasco mas que la
molienda anterior.

10 min

El polvo se vuelve mas uniforme.
Pierde la adhesion a las
superficies del frasco y las
acumulaciones.

20 min
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30 min

40 min

Mayor homogeneidad en el
polvo. Ya no presenta
aglomerados, no se adhiere al
frasco.

Polvo completamente fino. Al
colocarse en el bote se observa
una superficie completamente
lisa.

Figura 19.- Malanga islefia (Is) y malanga Islefia con molienda mecéanica de 5, 10, 20, 30 y 40
minutos (Is 5 min, Is 10 min, Is 20 min, Is 30 min y Is 40 min, respectivamente).

A diferencia de la malanga el raquis de platano macho presenta principalmente una
estructura fibrosa (debido a su alto contenido de celulosa), que disminuye con el

tiempo de molienda (Fig. 20).
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Tabla 7.- Descripcion de los polvos obtenidos del raquis de platano macho (M. balbisiana) en
tiempos de molienda de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 minutos.
Raquis de Platano macho (Musa balbisiana)

TIEMPO DE IMAGEN
MOLIENDA

0 min

5 min

10 min

20 min

30 min

DESCRIPCION FiSICA

Presenta una estructura fibrosa
de gran tamano en
comparacion con los tiempos
de molienda. Se observan
polvos en el fondo del bote.

No presenta cambio
significativo con respecto a la
molienda realizada en la
licuadora casera. Solo
disminuye el tamafio de la fibra.

Se detecta presencia de polvo,
sin embargo, aun contiene
fibras de tamafio considerable.
Al depositarse en los botes, el
polvo se va al fondo del mismo,
y las fibras se quedan en la
superficie.

Se hacen acumulaciones de
polvo. No se adhiere al bote.
Disminuye considerablemente
la presencia de las fibras.

Ya no se observan las fibras, Se
pierden los aglomerados.
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El polvo es homogéneo. No hay

40 min . .
presencia de fibras.

Figura 20.- Raquis de platano macho (Ra) y molienda mecanica de raquis de platano por 5, 10, 20,
30y 40 minutos (Ra 5 min, Ra 10 min, Ra 20 min, Ra 30 mm y Ra 40 min).

7.2 TECNICAS ANALITICAS
7.2.1 AZUCARES REDUCTORES

Los resultados de las concentraciones de azucares reductores en las muestras sin
y con molienda se obtuvieron a partir de los datos obtenidos en la curva de patrén
de diferentes concentraciones de glucosas (Fig. 17).

Los resultados de las concentraciones de azlcares reductores del taro chino (Fig.
21) y malanga islefia (fig. 22) muestran un aumento con respecto a las muestras sin
tratamiento. Los primeros tiempos de molienda (5 y 10 min) muestran un incremento
de la concentracion; alcanzando una concentracion maxima de azucares reductores
con 20 minutos de molienda mecanica en las dos muestras, y disminuyendo en los
tiempos posteriores.
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Figura 21.- Contenido de azlcares reductores de taro chino en los diferentes tiempos de molienda.

Las concentraciones maximas de taro chino (3.91 g. L'Y) aumenta 4.8 veces con
respecto a la muestra sin tratamiento (0.81 g. L) de la misma. La malanga islefia
aumenta de 1.21 g. L't en la muestra sin tratamiento a su concentraciéon maxima de
5.80 g. L%, es decir, 4.5 veces.

MALANGA ISLENA
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Figura 22.- Contenido de azlcares reductores de la Malanga Islefia en los diferentes tiempos de
molienda.
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En la literatura se reporta que para hojas de taro pretratada con enzimas
hemicelulosicas, la concentracion de azlcares reductores se aumenta de 0.006 g.
L-1a0.029 g. L (4.8 veces) [57]. También se ha reportado la obtenciéon de azlicares
reductores a partir de tubérculos ricos en almidon como la yuca. Se informo la
obtencion de azucares reductores a partir de desechos de yuca mediante
ultrasonidos simultaneos e hidrélisis acida. Su maximo resultado fue de 0.8 g. L?
(usando 40 kHz, pH de 2.0, 90 min de hidrdlisis a 90 °C) [58]. Residuos de yuca
tratados por hidrdlisis acida diluida (0.1 m de &cido sulfarico, 60 min de hidrolisis y
135 °) alcanzaron un maximo de 0.199 g. L* de azlcares reductores [59].

Contrastando nuestros resultados con la literatura podemos determinar que las
concentraciones de azucares reductores con molienda mecénica son superiores a
los reportados con otros tipos de hidrdlisis. Sin embargo, el incremento es similar al
obtenido por hidrolisis enzimética. Por otro lado, se observa que los tiempos
utilizados para la obtencién de los azlcares en este trabajo son menor que los
reportados en la hidrdlisis acida y en la sonicacion.

El raquis de platano macho presenta concentraciones similares en los primeros
tiempos de molienda (5, 10, 20, 30 min) con respecto a la muestra sin tratamiento.
Sin embargo, a los 40 min de tratamiento la concentracion de azlcares reductores
(4.4 g. L) aument6 3 veces con respecto a la muestra sin molienda (1.11 g. L)
(Fig. 23). Mientras que en la literatura se reportan concentraciones de azucares
reductores para materiales lignocelulésicos como Jatropha curcas y Penisetum sp.
de 4.06 g. L'ty 7.7 g. L'! respectivamente obtenidos por hidrélisis enzimatica [60].

RAQUIS DE PLATANO

(&)

D

N

Azlcares reductores (g/L)
w

=
1
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Tiempo de molienda (min)

Figura 23. Concentraciones de azlcares reductores para raquis de platano macho en los diferentes
tiempos de molienda.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se tomaron las muestras con las mayores
concentraciones de azUcares reductores de cada una (Tabla 8) para determinar el
crecimiento de E. coli.

Tabla 8. Concentraciones maximas de azUcares de reductores por muestra con molienda.

Muestra Tiempo de molienda Concentracion de
(min) azucares reductores
(/L)
Taro chino 20 5.80
Malanga islefia 20 3.91
Raquis de platano 40 4.40

7.2.2 INDICE DE SOLUBILIDAD EN AGUA Y PODER DE HINCHAMIENTO

Los resultados del indice de solubilidad en agua (ISA) para la malanga islefia (Fig.
24a) muestra que sin tratamiento (Is 0 min) el ISA adn con el aumento de la
temperatura es menor del 20%, mientras que las muestras tratadas con la molienda
mecanica presentan un incremento.

En los primeros tiempos de molienda (Is 5, Is 10 y Is 20 min) muestran una
solubilidad de entre el 15-25%. Mientras que los tiempos de 30 y 40 min de molienda
el porcentaje es superior a las anteriores (entre 35-45%). Alcanzando un maximo
con el incremento de los tiempos de molienda y de temperatura del 60%; 50% mas
con respecto a la muestra sin tratamiento. El que cada muestra presente
solubilidades diferentes a 60 °C se podria atribuir al rompimiento de los granulos y
a la liberacién de los componentes durante el tratamiento de molienda mecénica. El
incremento de solubilidad a altas temperaturas se asocia con la lixiviacion de las
cadenas de almiddn, principalmente amilosa, y algunas de amilopectina [61].

Figura 24.- a) indice de solubilidad de agua y b) poder de hinchamiento de la malanga islefia
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El poder de hinchamiento (PH) de la malanga islefia (Fig. 24 b) presenta un valor
inicial menor al 10% para todas las muestras. Las muestras sin tratamiento (Is 0
min) y con tiempos de molienda de 5 y 10 minutos (Is 5 min - Is 10 min) presentan
un comportamiento de PH bajo en comparacion a los otros tiempos de molienda. Lo
anterior se puede justificar considerando que estas tres muestras presentan
mayores zonas cristalinas, evitando la absorcion elevada de agua; ya que el
porcentaje amorfo (amilosa) de los granulos de almidon permiten la penetracion del
agua [62]. Las muestras con tiempos de moliendas de 20 y 30 minutos (Is 20 min -
Is 30 min) presentando un incremento a partir de los 70°C, considerando un mayor
PH para Is 30 min a 90°C presenta cerca del 80% de hinchamiento. Esto puede
deberse a la pérdida de cristalinidad del granulo. El dltimo tiempo de molienda de
40 min (Is 40 min) presenta una caida en el PH presentando un comportamiento
similar a la muestra sin tratamiento. EI comportamiento del PH de la molienda de 40
min podria estar influenciado por el grado de desintegracion del granulo, lo que
sugiere que el granulo dafiado tiene un menor potencial de capacidad de absorcion.

El indice de solubilidad en agua para el taro chino (Fig. 25a) muestra un
comportamiento diferente a la malanga islefia. Se puede observar que el incremento
del porcentaje de inicio y final aumenta con el incremento de los tiempos de
molienda. Por otro lado, el poder de hinchamiento(PH) (Fig. 35b) presenta un
comportamiento que no concuerda con lo observado con la malanga islefia. EI PH
inicia para la muestra sin tratar y con tratamiento por debajo del 10% y termina cerca
del 20%. No presentan una variacién significativa ni aun con el aumento del tiempo
de molienda ni con el aumento de la temperatura. Lo anterior puede corresponder
a dos posibilidades: 1) que el estado de maduracion avanzado de la muestra
durante su obtencién, provoca la activacion de enzimas que catalizan la sintesis de
azucares a partir de almidon [27], 2) que la destruccion del granulo sea tan severa,
gue los enlaces de hidrogeno se destruyan. Motivo por el cual el granulo se hidrata
completamente y finalmente la malla micelar se separa y difunde dentro del medio
acuoso [61].

Se ha reportado que el taro en presencia de agua gelatiniza de 60 °C a 80 °C, por
lo que muestra una baja solubilidad (20%) [62]. El taro y la islefia aumentan su
solubilidad con el tiempo de molienda 40% y 50%, respectivamente con respecto a
las muestras sin tratamiento. Estas solubilidades son mayores a cualquiera de las
solubilidades reportadas para el almidon de C. antiquorum que tiene un maximo del
40% [63]. Por lo tanto, la molienda de alta energia modifica favorablemente la
solubilidad de las muestras.
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Figura 25.- a) indice de solubilidad de agua (ISA) y b) poder de hinchamiento (PH) del taro chino.

Se aplicé el indice de solubilidad en agua a las muestras de raquis con y sin
tratamiento de molienda (Fig. 26). En las figuras podemos observar que aun cuando
empieza con un indice de solubilidad elevado (superior al 35%) no hay un
incremento significativo ni con el aumento del tiempo de molienda, ni con el aumento
de temperatura. Esto a causa de que no se presenta una amorfizacion significativa
de las muestras con el aumento del tiempo de molienda. Posiblemente la parte que
se esté solubilizando en el agua sean la hemicelulosa y lignina del raquis.

Figura 26.- indice de solubilidad de agua (ISA) del raquis de platano macho
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7.3 CARACTERIZACION DE LOS SUSTRATOS

7.3.1 ANALISIS TERMICOS

Se determiné el comportamiento térmico de la malanga islefa, el taro chino y el
raquis de platano macho con el andlisis termogravimétrico (ATG) y con calorimetria
diferencial de barrido (CDB).

e ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

De acuerdo a los termogramas de la Fig. 27 se observa que para las muestras de
malanga (taro chino, islefia) la descomposicion térmica se desarroll6 en tres etapas.
Una primera etapa corresponde a una reduccion de la masa (T < 120 °C) atribuida
a la pérdida de agua de las muestras. La segunda etapa (210 + 10 °C - 370 °C £ 10
°C) se presenta como consecuencia de los principales procesos de descomposicion
de las macromoléculas de las muestras. Por ultimo, la tercera etapa (T > 400 °C) se
debe a la formacion de residuos inertes. El proceso comienza con una rapida
deshidratacion y descomposicion del hidroxilo en los anillos de glucosa para formar
la molécula de agua. Posteriormente se produce la ruptura de la cadena principal
cuando los enlaces de C-C-H, C-O, and C-C se rompen [64]. Por otro lado, los
productos de la descomposicion gaseosa consisten principalmente en H20, CO y
COz2 [65].

Los blancos -glucosa, fructuosa y sacarosa- (Fig. 27 c) solo presentan una etapa de
descomposicion térmica que corresponde al igual que en las muestras de malanga
a la descomposicion de los anillos de glucosa.

Las curvas de DTGA derivadas de la etapa principal (Fig. 28a y b) exhibe un pico
principal que indica un mecanismo de reaccion causado por la degradacion de los
polimeros presentes en la muestra y un pico a baja temperatura correspondiente a
la perdida de humedad. Los blancos (Fig. 28c) no muestran coincidencia con las
muestras.

Los valores obtenidos para las etapas de pérdida de peso de los termogramas y la
derivada de los mismos son comparables con la variedad de malanga Xanthosoma
robustum. Primera etapa en valores, <120°C, segunda etapa entre 250 + (10) °C <
y < 360 % (10) °C y una ultima etapa en valores > 400°C [65].
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Figura 27.- TGA correspondientes al proceso de descomposicion de todas las muestras a 10 ° C /
min. a) taro chino, b) malanga islefia c) blancos.
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Figura 28.- DTGA correspondientes a la etapa principal del proceso de descomposicién para todas
las muestras a 10 ° C.min1. a) malanga islefia, b) taro chino c) blancos.

En los termogramas correspondientes a las muestras del raquis de platano macho
(Fig. 29) con y sin tratamiento de molienda se observan dos etapas diferenciadas.
En la primera, la masa desciende rapidamente (T < 150 °C) a causa de la
deshidratacion de la muestra. En una segunda etapa se presentan dos caidas (200
°C+10°C-400°C %10 °C) atribuidas a la degradacion de los polimeros que forman
la muestra. La presencia de estas dos caidas se debe a las diferentes proporciones
de hemicelulosa, celulosa y lignina [66]. La segunda etapa de degradacion coincide
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con los blancos debido a la descomposicion de los compuestos carbonados
presentes.

Figura 29.- TGA correspondientes al proceso de descomposicién de todas las muestras a 10 °
C.min"1, a) raquis de platano y b) blancos.

En las curvas de DTGA (Fig. 30) se observa en primer lugar un pico asociado a la
humedad cerca de los 100 °C. En la etapa de la descomposicién hay un pico cerca
de los 200 °C, se exhibe debido a la descomposicion de la hemicelulosa y pasando
de los 300 °C se encuentra el pico mas, prominente atribuido a la celulosa y a la
lignina [67]. Lo anterior también se puede atribuir a que la descomposicion de la
celulosa sigue dos comportamientos: a bajas temperaturas en las que se presenta
una descomposicion del enlace glucosidico para formar residuos carbonosos y a
altas temperaturas en las que se presenta una despolimerizacion, dando lugar a
productos volatiles [68]. El pico correspondiente a la descomposicion de los enlaces
glucosidicos coincide con la temperatura de degradacion de la glucosa.

Los valores de los termogramas y sus derivadas concuerdan con las degradaciones
reportadas en los andlisis de pellet de madera [66] y residuos agroindustriales de
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platano [68]. Lo cual indica que la molienda mecénica de alta energia no cambia la
estructura quimica de los componentes de la muestra.

Figura 30.- DTGA correspondientes a la etapa principal del proceso de descomposicidn para todas
las muestras a 10 °C.minL. a) raquis de platano y b) blancos.

e CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

Las curvas de Calorimetria Diferencial de Barrido (Fig. 31) muestran el flujo de calor
correspondiente a las muestras de malanga islefia y taro chino respectivamente. El almidén
nativo y los blancos (glucosa, fructuosa y sacarosa) presenta dos picos endotérmicos, el
primer pico se asocia con la fusiébn de las muestras y el segundo con el proceso de

degradacion térmica [69].
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Se observan dos picos principales en las muestras de taro chino e islefia. El primer
pico de tipo exotérmico esta asociado a la eliminacién de agua absorbida/adsorbida.
El segundo, esta asociado a la pir6lisis de los materiales organicos (polisacaridos,
fibras, hemicelulosas, etc.), los cuales corresponden a la descomposicién de la
biomasa [70]. EI maximo del pico exotérmico se observa alrededor de 305°C,
cercano a lo observado en las curvas de DTG. Las entalpias de la pirolisis no
cambian con el tiempo de molienda y corresponde a aproximadamente -100 J.g™.

Endo‘

a

Figura 31.- DSC correspondientes al proceso de descomposicién de todas las muestras a 10 °
C.min1. a) taro chino, b) malanga islefia y c) blancos.
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El almidén nativo de malanga (ANM) también muestra dos picos principales, pero
se diferencia de las muestras al presentar los picos de tipo endotérmico. El maximo
del segundo pico se encuentra a 325 °C, que también es cercano a lo observado en
la primera derivada. En esta muestra no se presenta la pirdlisis, solo se observa la
ruptura de la estructura del almidén. Lo anterior es concordante con lo observado
para el almidén de taro y otras fuentes de almidon como la papa [71]. La entalpia
observada para el almidén de taro chino e islefia es de 140 J.g™~.

Endo¢

Figura 32.- DSC correspondientes al proceso de descomposicion de todas las muestras a 10 ° C /
min. a) raquis de platano y b) blancos.

En las curvas correspondientes al raquis de platano (Fig. 32) se presentan dos picos
caracteristicos. El primero de tipo endotérmico cerca de los 100 °C correspondiente
a la liberacion de humedad en las muestras con y sin molienda; también se
encuentra presenta en la muestra de celulosa. El segundo pico de tipo exotérmico
se presenta por arriba de los 300 °C atribuido a la formacion de carbon, causado
por la descomposicion de la hemicelulosa y lignina las cuales presentan una alta
naturaleza de carbonizacion [72]. Aunque normalmente la lignina presentara un
efecto exotérmico cerca de los 400°C, en materiales lignocelulésicos puede
reaccionar y descomponerse a diversas temperaturas dependiendo del tratamiento
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ya que presenta estructuras complejas [73]. En contraste la celulosa presenta a

dicha temperatura un proceso endotérmico tipico de una volatilizacion completa
[72].

7.3.2 DIFRACCION DE RAYOS X

Con el fin de evaluar la cristalinidad de las muestras durante el proceso de molienda,
se recogieron los patrones de difraccion de rayos en polvo.

Figura 33.- Patrones de difraccion de rayos X de a) malanga islefia, b) taro chino y c) blancos
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La muestra de almiddn nativo de malanga usado como referencia para las muestras
de taro chino e islefia, muestran un patron de difraccién tipo A, correspondiente con
lo reportado para C. antiquorum [63]. En el difractograma se observan dos picos
anchos en 20 = 15° y 23°, un pico doble en 26 = 17° y 18° y una intensidad maxima
inferior a 26 = 20°. Los patrones de difraccion para las dos variedades de malanga
(Fig. 33) muestran un comportamiento parecido con el proceso de la molienda. La
cristalinidad de las muestras disminuye con el aumento del tiempo de molienda
hasta 20 min, donde las muestras se vuelven amorfas. Los cambios de amorfizacion
se observan cuando se disminuye el tamafio de particula, la intensidad de los picos
también disminuye, sin embargo, la anchura a media altura del pico aumenta. La
reduccion del grado de cristalinidad (de acuerdo al patron de difraccion de rayos X)
de una muestra podria atribuirse a un bajo grado de orden cristalino o a la presencia
excesiva de pequefios cristalitos suscitados a partir de la reduccion de tamafio de
particula. También se puede adjudicar a que los dominios amorfos (amilosa) que
radican en las particulas de almidon de las muestras son fragmentados mas
facilmente que su rea homologa cristalina (amilopectina) [64]. Los difractogramas
de las muestras de malanga islefia y taro chino no guardan relacién con los blancos.

Figura 34.- Patrones de difraccion de rayos X de a) raquis y b) blancos
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En el patron de difraccion para el raquis de platano sin tratamiento y con sus
respectivos tiempos de molienda se puede observar la presencia de tres sefiales
caracteristicas. Un pico ancho en 26 = 15° perteneciente a la parte amorfa de la
celulosa, un segundo pico ancho en 208 = 22.5° perteneciente a la parte cristalina y
un tercer pico en 20 = 34.5°. Esto representa un patron tipico del polimorfo de la
celulosa tipo I comunmente encontrada en las fibras vegetales naturales [68]. En
el patron de difraccion (Fig. 34) se observan los cambios en las intensidades de
forma proporcional a los tiempos de molienda. Lo anterior se ha presentado en
celulosa comercial tratada en tazones de acero con diferentes tiempos de molienda.
En dicho proceso se obtuvo como resultado la amorfizacion parcial con el aumento
del tiempo de molienda. Lo cual se observa a partir de la unificacion de los picos de
las regiones amorfas y cristalinas en el difractograma de rayos X [74]. Por otro lado,
al no ver una completa amorfizaciéon o una pérdida significativa de la cristalinidad,
podemos deducir que no se esta debilitando por completo la red de los enlaces
cristalinos de la celulosa.

7.3.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

Los espectrofotometros de FTIR de taro chino e islefia (Fig. 35a y b) presentan las
bandas caracteristicas de la base estructural del almidén (glucosa). A 3290 cm
presenta los enlaces libres inter- e intramoleculares de los grupos hidroxilos (-OH).
El pico perteneciente a los 2922 cm se atribuye a los enlaces C-H asociados con
el anillo de glucosa. En 1426 cm™ se encuentran las vibraciones de flexion del
metileno (-CH2). En 1421 cm™ las flexiones de los enlaces C-H. Dentro de la huella
dactilar del almidén (400-1250 cm™) se encuentran en 1149 cm™, las vibraciones de
estiramiento C-O-C y C-O-H en los enlaces glucosidicos de los polisacéaridos [75].

En 922 cm?l se encuentra las vibraciones de estiramiento de anillo de
anhidroglucosa [76]. Se reporta que no es posible asignar bandas sin ambiguedad,
ya que las bandas de absorbancias estan superpuestas [77]. Sin embargo, se ha
demostrado que las bandas de las regiones 1100-900 cm* (Fig. 36) son sensibles
a los cambios en la estructura del almidén, en particular las bandas a 1022 cm™?
(donde se identifica la region amorfa) y 1047 cm! (region cristalina). Los estudios
incluyen almidones retrogradados, mezclas de almidén y maltrodextrinas amorfas,
almidones con hidrolizados enzimaticos y residuos de hidrolisis acida. A partir de
los estudios, estas bandas a 1022 cm™ parece aumentar en muestras amorfas,
mientras que las bandas 1047 cm! se han definido en muestras cristalinas [78].
Hecho que concuerda con los resultados obtenidos de las moliendas de malanga
en sus dos variedades y que se encuentran indicados en los espectros de infrarrojo.
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Figura 35.- Espectros de Infrarrojo. A) taro chino, b) malanga islefia y c) blancos.
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Figura 36.- Espectros de Infrarrojo ampliados (1200-900 cm). a) taro chino, b) malanga islefia.

En los espectros de FTIR del raquis de platano macho (Fig. 37) se observa el pico
correspondiente a 3384 cm' se debe a las vibraciones de estiramiento
caracteristicos de los grupos -OH de la celulosa. La intensidad a 2900 cm™ es
atribuible a las vibraciones del enlace C-H. El pico de 1731 cm™ se relaciona con los
enlaces C=0 de las cetonas no conjugadas presentes en la hemicelulosa. Se
encuentran bandas cercanas a 3270 cmty 710 cm™ corresponden a contribuciones
de celulosa tipo IB, pertenecientes a las bandas de estiramiento del enlace O-Hy a

las flexiones fuera del plano respectivamente. El pico 1731 cm™ corresponde a la
hemicelulosa [68].

A 2893 cm se observa una pequefia banda correspondiente a las vibraciones de
estrechamiento de los enlaces -CH presentes en la lignina. Las vibraciones
correspondientes al esqueleto de la estructura aroméatica de la lignina, se observan
en un rango de 1495-1216 cm con una forma caracteristica de banda de tres picos.
Las sefiales presentes a 896 cm™! se originan con las vibraciones de los enlaces B-
glucosidicos en la molécula de celulosa. Estudios demuestran que la banda de
1375 cm™ que corresponde a la flexion del enlace C-H (Fig. 38) no debe cambiar
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con la degradacion ni con la amorfizacion de la muestra, efecto que queda
demostrado en el espectro de las moliendas [74].

Figura 37.- Espectros de Infrarrojo. a) Raquis de Platano, b) Blancos

Figura 38.- Espectros de Infrarrojo del raquis de platano ampliado (1550-1200 cm-1).

En cambio, las bandas correspondientes a 1112 cm?, 1320 cm™ 1337 cm™ y 1431
cm® son sensibles a la molienda y a la reduccién de la cristalinidad (Fig. 38 y 39)
[74].
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Figura 39.- Espectros de Infrarrojo del raquis de platano ampliado (1200-850 cm-?).

7.3.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En trabajos previos del grupo de trabajo se realizé las Microscopias Electronicas de
Barrido de taro chino [52], y raquis de platano macho [79], en las cuales se observan
las modificaciones en la morfologia que causa la molienda en los sustratos.

En la microscopia del taro chino sin molienda (Fig. 40a) se muestra la estructura del
granulo de almidén de forma poliédrica [30]. Después de someterse a las fuerzas
causadas por la molienda, la estructura fisica del granulo se rompi6. Con 20 min de
molienda con bolas de Fe (Fig. 40b) se observa la destruccion del granulo y la
formacion de aglomerados de taro. Los granulos de almidon de malanga islefia
tienen el mismo comportamiento que los granulos de almidén de taro.

a b

Figura 40.- Microscopias Electrénicas de Barrido (SEM) de taro chino: a) sin molienda y b) 20 min
de molienda con bolas de Fe [52]

Los cambios observados por la microscopia electronica en las estructuras del
almidon de taro, concuerdan con los resultados obtenidos en otras técnicas como
el DRX donde se observa la pérdida de cristalinidad de la muestra con el aumento
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del tiempo de molienda; o los cambios obtenidos en los espectros de FTIR, donde
las bandas asociadas a parte cristalina del almidén (1047 cm) disminuye y la banda
de la regién amorfa (1022 cm) aumenta.

El analisis de SEM de las muestras sin tratamiento y con molienda en el raquis de
platano macho (Fig. 41) revelaron el efecto del proceso de molienda en las fibras.
Tomando como referencia la molienda de 8 min con Carburo de Tungsteno (WC)
en el raquis de platano macho [79], observamos la perdida de la estructura fibrosa
del mismo [74]. Sin embargo, aunque el material de molienda utilizado en dicho
trabajo es de mayor densidad, se observé un menor cambio morfolégico del raquis
y no se observa dafio completo de la estructura cristalina. Lo anterior se debe a que
la estructura de la celulosa es mucho mas resistente que la del almidon. Lo anterior
es observado en DRX donde aun con 40 min de molienda no se observa una
completa amorfizacién de la muestra; asi como en los espectros de FTIR que son
sensibles a la reduccién de cristalinidad quedaron intactos.

a b

Figura 41.- Microscopias Electrénicas de Barrido (SEM) de raquis de platano macho: a) sin
molienda y b) 8 min de molienda con bolas de WC [79]

7.4 FERMENTACIONES

7.4.1 CUANTIFICACION DE LA BIOMASA
e TURBIDIMETRIA

La cinética de crecimiento de E. coli seguida por turbidimetria utilizando dextrosa
como fuente de carbono se presenta en la figura 42. La cinética presenta las tipicas
fases de crecimiento: una fase de latencia de 0 a 2 horas, una fase exponencial de
2 a 6 horas, y una fase estacionaria de 6-10 horas. Considerando esta ultima como
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fase estacionaria debido al cambio que se produce en la pendiente a partir de las 6
horas es menor que la pendiente que da comienzo de la fase exponencial.

Cinética E. coli
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Figura 42. Cinética microbiana de E. coli en medio LB por turbidimetria.

e UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)
Debido a que la presencia de so6lidos en suspension de los medios de cultivo
utilizando como fuente carbono el taro chino, la malanga islefia y el raquis de platano
interfieren con el seguimiento del crecimiento por turbidimetria se realizé el conteo
por Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en placas de agar nutritivo.

La figura 43 muestra la comparacién de las dos técnicas para la cuantificacion del
crecimiento de E. coli. Se observa que de 0 a 2 horas existe una fase de latencia o
adaptacién. De 2 a 4 horas una fase exponencial o de crecimiento. De 4 a 6 horas
una fase estacionaria. De 6 a 12 horas. Sin embargo, de 8 a 10 horas se presenta
una segunda fase exponencial y de 10 a 12 hora una segunda fase estacionaria.
Dicho comportamiento se le puede atribuir a un crecimiento diauxico, es decir, que
presenta un crecimiento en dos fases. En la primera fase, el microorganismo
consume aquel nutriente para el cual su metabolismo le permite crecer a una mayor
velocidad, dejando una segunda fase de crecimiento mas lento. De 6 a 12 horas, la
fase de muerte. Como se observa, la técnica de turbidimetria no permite determinar
la etapa de muerte del microorganismo. Aunque si las etapas de latencia y
exponencial. Los cual es de esperarse debido a que las UFC mide células viables.
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Figura 43.- Comparacién de las técnicas usadas para cuantificacién del crecimiento de E. coli.

La cinética de crecimiento de E. coli utilizando malanga islefia (Fig. 44) presenta
para muestra sin tratamiento una fase estacionaria de 0 a 2 horas, la fase
exponencial de 2 a 6 horas, no se observa una fase estacionaria como tal, pasando
de las 6 horas se observa una fase de muerte hasta las 8 horas, donde nuevamente
se inicia una etapa exponencial. Para la muestra con 20 min de molienda presenta
de 0 a 2 horas una fase de latencia. De 2 a 4 horas una fase en la cual se disminuye
el crecimiento del microorganismo. De 4 a 6 horas un crecimiento exponencial, de
6 a 8 horas una segunda fase de muerte y de 8 a 10 horas nuevamente una fase
exponencial. EI maximo crecimiento de E. coli se alcanza en la primera fase
exponencial a las 6 horas.

Con respecto al banco utilizado, la dextrosa presenta una fase de latencia de 0 a 2
horas, una fase exponencial de 2 a 4 horas, de 4 a 6 horas una fase de muerte, de
6 a 8 horas una fase estacionaria y finalmente de 8 a 10 horas una segunda fase de
muerte.

Al comprar el comportamiento de la malanga islefia con y sin tratamiento con la
dextrosa podemos determinar que, aunque presenta dos fases en los tres casos, la
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dextrosa presenta su maximo crecimiento a las 4 horas, mientras que la malanga
islefia lo presenta a las 6 horas con y sin el tratamiento de molienda mecanica.

Malanga Isleiia
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Figura 44.- Crecimiento de E. coli en malanga islefia con y sin tratamiento como fuente de carbono
mas medio mineral y dextrosa como blanco.

La cinética de crecimiento para taro chino (fig. 45) presenta: sin molienda una fase
de exponencial de 0 a 2 horas, una fase estacionaria de 2 a 4 horas, una fase
exponencial de 6 a 8 horas y finalmente una segunda fase exponencial de 8 a 10
horas. La muestra de taro chino con 20 min de molienda mecénica presenta una
fase estacionaria de 0 a 2 horas, una fase exponencial de 2 a 8 horas y una fase
estacionaria de 8 a 10 horas. Al comparar con el comportamiento de la dextrosa
como blanco, observamos que mientras que en dextrosa el maximo crecimiento es
en 4 horas, en el taro chino se registra en las 8 horas. Dicho comportamiento del
crecimiento maximo también difiere del crecimiento de la malanga islefia.
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Figura 45.- Crecimiento de E. coli en Taro chino con y sin tratamiento como fuente de carbono mas
medio mineral y dextrosa como blanco.

La cinética de crecimiento de E. coli utilizando raquis de platano (Fig. 46) presenta;
para la muestra sin tratamiento una fase de latencia de 0 a 4 horas, una fase
exponencial de 4 a 6 horas, una fase de muerte de 6 a 8 horas y una segunda fase
exponencial de 8 a 10 horas. La muestra con 40 min de molienda mecanica una
fase de latencia de 0 a 2 horas, una fase exponencial de 2 a 6 horas, una fase de
muerte de 6 a 8 horas y por ultimo una segunda fase exponencial de 8 a 10 horas.

Raquis de platano macho
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Figura 46.- Crecimiento de E. coli en raquis de platano macho con y sin tratamiento como fuente de
carbono mas medio mineral y dextrosa como blanco
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En las cinéticas de crecimiento de E. coli utilizando como fuentes de carbono los
sustratos con y sin molienda mas el medio mineral, se observa un crecimiento
diauxico. Es decir, un crecimiento en dos etapas. Este fendmeno se observa cuando
un microorganismo tiene a su alcance mas de un sustrato o nutriente limitante, y en
lugar de metabolizarlos simultaneamente los consume de forma secuencial,
obteniéndose asi dos fases de crecimiento [80]. Se tiene reportes de E. coli en
cultivos con diversas fuentes de carbono donde se presenta un crecimiento diauxico
[81]. Dicho comportamiento dentro de nuestras muestras se le puede atribuir a la
presencia de distintos tipos de azUcares que son obtenidos mediante la molienda
mecanica.

Para determinar la cuantificacion de la biomasa y el rendimiento de E. coli con
respecto al sustrato se hizo uso de las ecuaciones mencionadas en la metodologia.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Los resultados indican que E. coli no solo crece utilizando como fuente de carbono
la malanga islefia, el taro chino y el raquis. Sino que también crece mejor que con
la dextrosa. La malanga islefia tiene el mejor rendimiento de las tres muestras con
respecto al blanco. El Yurcis para la malanga isleiia con 20 min de molienda aumenta
31 veces con respecto a la dextrosa, y 5.3 veces con respecto a la malanga islefia
sin tratamiento. El Yuecis del taro chino aumenta 8.4 veces con respecto a la dextrosa
y 1.8 veces con respecto a la muestra sin molienda. Finalmente, el raquis tuvo un
Yurcis 25 veces mayor que la dextrosa, y 2.9 veces mas que el raquis sin tratamiento.

Tabla 9.- Conteo de biomasa y rendimiento de E. coli con respecto al sustrato.

Sustrato Conteo de Cantidad de Yerus (LFCEROT
biomasa (UFC x  sustrato (g/L) grustrate
108/mL)
Dextrosa 2.9 10 0.29
Is 0 min 13.55 8 1.69
Is 20 min 18 2 9
Tc 0 min 14.25 12 1.3
Tc 20 min 6.1 2.5 2.44
Ra 0 min 22.5 9 2.5
Ra 40 min 16.7 2.3 7.26
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permiten concluir:

La molienda mecanica de alta energia aumento la cantidad de azucares
reductores de las muestras. Las mayores concentraciones se presentaron en
la malanga islefia (20 min), el taro chino (20 min) y el raquis de platano (40
min), aumentando 4.8 veces, 4.5 veces y 3 veces respectivamente
comparando con las muestras sin tratamiento. El incremento de las
concentraciones en algunos casos es parecido o incluso mas elevado que
los azucares obtenidos por hidrdlisis acida, enzimatica o por ultrasonido.

La malanga islefia presenta un mayor aumento de azlcares reductores en
comparacién de las otras dos muestras, aunque el comportamiento de las
concentraciones es igual al de taro chino. Por otro lado, es de esperarse que
el aumento de los azucares reductores en el raquis no sea el esperado
debido a su composicién y a que se determind que la energia generada
durante la molienda con acero templado no afecta la parte celulésica de su
estructura.

Los azlcares reductores (con mayor concentracion de cada muestra)
generados por la molienda mecanica de alta energia fueron asimilados por
E. coli en los medios propuestos en este trabajo.

Los rendimientos de biomasa de las muestras contra el blanco utilizado
(dextrosa) aumentan para malanga islefia 31 veces, taro chino 8.4 veces y
raquis de platano 25 veces. El aumento con respecto a sus muestras sin
molienda es de 5.3 veces para la malanga islefia, 1.8 veces para el taro chino
y 2.9 veces para el raquis. No existe literatura donde se utilicen estos
sustratos como fuentes de carbono para medios de cultivo o para la
generacion de hidrégeno por fermentacion.

9. PERSPECTIVAS

En este trabajo se demostré que la molienda mecanica de alta energia generara los
azucares reductores necesarios para el crecimiento de E. coli por via fermentativa.

Como perspectiva del trabajo se propone:

Realizar las fermentaciones via anaerébica de E. coli.

Determinar la produccion de hidrégeno de E. coli por fermentacion oscura.
Cuantificar la produccion de hidrégeno por cromatografia de gases.
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Arellano.
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Tuxtepec, Oaxaca, 6-8 de Diciembre de 2017.
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