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RESUMEN

En las industrias que utilizan fermentaciones se requieren sustratos organicos
abundantes con altas concentraciones de carbohidratos y proteinas, de baja demanda y
bajos costos. Para la generacion de los azucares reductores, necesarios en los procesos
fermentativos a partir de sustratos organicos, es indispensable someter a diversos
pretratamientos los sustratos; por ejemplo, la hidrélisis acida o enzimatica. Sin embargo,
es necesaria la busqueda permanente de alternativas en los métodos de pretratamiento
gue permitan minimizar tiempos y costos. En este trabajo se propone el uso de la
molienda mecéanica de alta energia como un pretratamiento alterno al proceso de
hidrélisis para la generacion de azucares reductores a partir de sustratos organicos de
baja demanda como son betabel (Beta vulgaris ssp. vulgaris) y la yuca (Manihot
esculenta). Lo anterior se baso en la hipétesis de que la molienda mecéanica genera
cambios fisicoquimicos en la estructura de los sustratos organicos modificando el
contenido de azlcares reductores. Los sustratos tratados fueron caracterizados
fisicoguimicamente mediante las técnicas de analisis termogravimétrico, analisis térmico
diferencial, calorimetria diferencial de barrido, difraccion de rayos X, espectrometria
infrarroja, solubilidad, poder de hinchamiento y se determiné la concentracién de
azucares reductores mediante la técnica del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Con los
sustratos con mayor cantidad de azUcares reductores se realizaron cinéticas de
crecimiento de E. coli, en botellas serolégicas con medio mineral. Los resultados
obtenidos demuestran que la molienda mecéanica de alta energia genera cambios en las
propiedades fisicoquimicas de los sustratos estudiados, generando cambios en la
cristalinidad, solubilidad y concentracién de azucares reductores de las muestras de
betabel y yuca a los diferentes tiempos de molienda. Se observé que dichos sustratos
favorecen la produccion de biomasa de E. coli mostrando un rendimiento mayor al
compararlo con el control de 10 g/L de dextrosa en medio mineral. Lo que hace a la yuca
y al betabel pretratados con molienda mecanica de alta energia, buenos candidatos para

la produccién de biohidrégeno.




ABSTRACT

In the industries that use fermentative processes, the use of abundant organic substrates
with high concentrations of carbohydrates and proteins, low demand and low costs are
required. For the generation of reducing sugars, necessary in fermentative processes, it
is essential to pretreat the substrates in order to release the reducing sugar; for example,
acid or enzymatic hydrolysis. However, a permanent search for new pretreatment
methods that minimize time and costs is necessary. In this study, the use of high energy
ball milling as an alternative pretreatment to the hydrolysis process for the generation of
reducing sugars from low demand organic substrates such as beet (Beta vulgaris ssp.)
and cassava (Manihot esculenta) is proposed. This study is based on the hypothesis that
high energy ball milling generates physicochemical changes in the structure of organic
substrates by modifying the content of reducing sugars. The treated substrates were
characterized physicochemically by thermogravimetric analysis, differential thermal
analysis, differential scanning calorimetry, X-ray diffraction, infrared spectrometry,
solubility and swelling power. The concentration of reducing sugars was determined by
the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) technique. The substrates with the highest amount of
reducing sugars were used as carbon source in the kinetics of E. coli growth in serological
bottles with mineral medium. The results have shown that high energy ball milling
generate changes in the physicochemical properties of the studied substrates, producing
changes in the crystallinity, solubility and concentration of reducing sugars of beet and
cassava samples at different milling times. It was observed that these substrates favor the
production of E. coli biomass showing a higher yield compared to the control of 10 g/ L
of dextrose in mineral medium. Cassava and beet, pretreated with high energy ball milling

are good candidates for biohydrogen production.

—
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1. INTRODUCCION

El sector energético es uno de los campos en los que se requiere desarrollar sistemas
eficientes de nuevas fuentes energéticas efectuando cambios y mejoras reduciendo los
tiempos de produccion y costos, (Amador, 2008). Dentro de estos sistemas estan los
biocombustibles, producidos directa o indirectamente a partir de carbohidratos
provenientes de biomasa, particularmente productos ricos en almidon, celulosa, sacarosa
0 glucosa (Somerville, 2007). Sin embargo, para que los biocombustibles sean
considerados como una alternativa energética es necesario que estos productos tengan

un equilibrio energético positivo y un costo redituable (Hernandez et al., 2008).

Existen diferentes fuentes de energia con las cuales se puede cubrir la demanda
energética mundial. Sin embargo, no todas son fuentes renovables ni sustentables para

las necesidades que se presentan en la actualidad (Dincer, 2000).

Algunos de los combustibles no convencionales explorados son: la gasolina sintética, el
gas natural, el metano, el metanol, el etanol y el hidrogeno (Dincer, 2000). Algunas de
estas fuentes de energia presentan ciertas restricciones para su utilizaciéon (Wunschiers
et al.,, 2002). Sin embargo, actualmente se estan realizando trabajos para mejorar el
almacenamiento y transporte del H2 (Martinelli et al. 2018), otra parte de la investigacion
de Hz es su produccion a bajo costo. El interés por la produccion de Hz es debido a su
alto contenido energético 120 MJ/kg (33kWh/kg) que es mayor comparado con el de la
gasolina 44.4 MJ/kg (12.4 kWh/kg). Ademas, es un gas no toxico y ligero. La eleccion de
la mejor fuente de energia estar4 basada en su seguridad, versatilidad, facilidad de

transporte, almacenamiento y costo de producciéon (Newell, 2008).

En términos de reducir los gastos de produccion en combustibles como hidrégeno,
metano o etanol generados por procesos fermentativos se buscan fuentes de carbono

provenientes de sustratos no convencionales mas econdémicos, como son los
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subproductos, desechos de los procesos o productos de baja demanda. Por ejemplo, la
melaza de cafa o remolacha, el bagazo de cafia, aceites comerciales, etc., (Hernandez,
2008). Los materiales lignocelulosicos y los almidones se han propuesto como materia
prima abundante y renovable en la produccion de biocombustibles (Dien et al., 2001). Sin
embargo, resulta necesario el desarrollo de pretratamientos para maximizar el
aprovechamiento de estas fuentes de carbono, transformandolas a compuestos
fermentables de facil disponibilidad (Stanbury et al., 2003). La hidrdlisis quimica es uno
de los procesos mas utilizados en los dltimos afios. Sin embargo, este proceso tiene
desventajas como son los tiempos largos y alto gasto energético utilizados, ademas de

los desechos generados (Flores-Farias, 2004).

En respuesta a la necesidad de alternativas que permitan minimizar tiempo y costos en
la generacién de azucares reductores se propone a la molienda mecanica de alta energia
como procedimiento alterno al proceso de hidrélisis; ademas se propone el uso de
sustratos organicos de baja demanda como son betabel (Beta vulgaris ssp. vulgaris) y

yuca (Manihot esculenta).
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2. MARCO TEORICO

En la actualidad, se esta trabajando en la transformacion de sustratos organicos por
fermentacion para la produccion de biocombustibles como el metano, etanol y
biohidrégeno. Con el objetivo de reducir los costos de produccién se busca de manera
continua la formulacion de nuevos medios de cultivo de alta disponibilidad y baja
demanda, asi como la busqueda de nuevos pretratamientos de los sustratos mas
econdmicos, que no contaminen y generen azucares simples (p. €j., glucosa) para su uso

como fuente de carbono (Hernandez et al., 2008).

2.1. Generalidades de los medios de cultivo

Son una mezcla equilibrada de nutrientes (fuente de carbono, nitrégeno, azufre y factores
de crecimiento) que en concentraciones adecuadas y condiciones fisicas Optimas
permiten un buen crecimiento de los microorganismos (Camacho, 2005). En estas
mezclas se deben encontrar presentes macronutrientes, vitaminas y suplementos o los
denominados factores de crecimiento. Se trata de un medio de cultivo definido cuando se
encuentra establecida la composicion quimica y las concentraciones de los sustratos.
Pero cuando el medio esta constituido por una gran variedad de componentes se le
denomina medio complejo (Schlegel, 1997). Camacho (2005) sefala que los medios
pueden ser definidos o complejos en funcion de que se conozca o no la composicion

guimica de los nutrientes que los componen.

Los medios de cultivo también pueden clasificarse dependiendo de distintos factores
como el tipo de microorganismo, los requerimientos nutricionales, las interacciones de
cada componente en el medio, las condiciones ambientales (temperatura, humedad y
atmoésfera) o la presencia de factores toxicos que puedan inhibir el crecimiento
bacteriano. Los medios selectivos so6lo permiten el crecimiento de un grupo de
microorganismos inhibiendo el desarrollo de los deméas. Los medios diferenciales son
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medios que permiten revelar caracteristicas fisiol6gicas de los microorganismos. Los
medios enriquecidos son medios que tienen un exceso de nutrientes y que se utilizan

para microorganismos que tienen grandes exigencias nutricionales (Camacho, 2005).

Las principales fuentes de carbono para los organismos vivos son los carbohidratos. La
fuente natural de carbohidratos mas abundante para los microorganismos lo constituye
la biomasa vegetal. Las plantas producen una gran cantidad de polisacéaridos, los cuales
sirven como sustratos a los hongos y bacterias del suelo. (Stilken y Hillen, 2000;
Rodionov et al., 2001). En el laboratorio, los carbohidratos comunmente utilizados para
el crecimiento bacteriano son la glucosa, sacarosa, fructosa, maltosa, lactosa, entre otras

fuentes de carbono (Stanier, 1992; Hernandez-Montalvo, 2001; Steinmetz,1993.).

Para las fermentaciones industriales se utilizan medios de cultivo complejos, los cuales
son formulados con productos de desecho de diversas industrias para asi optimizar y
reducir costos de produccion (Ferrer, 2014). Por ejemplo, la melaza es un subproducto
de bajo costo en el proceso de extraccion de azucar. Nutricionalmente la melaza tiene un
alto contenido de azlcares, como la sacarosa que se encuentra presente entre un 40 y
50% del peso total. Ademas, posee otros componentes como minerales, tiamina, acido
félico y biotina, que se pueden utilizar como fuente de carbono para microorganismos con

metabolismo fermentativo (Shuler y Kargi, 2002).

2.2. Fermentacion

La fermentacién es un proceso donde carbohidratos o compuestos relacionados son
oxidados durante el metabolismo de microorganismos para producir energia, esto puede
suceder en condiciones anaerébicas o parcialmente anaerébicas (Hernandez-Rojas,
2012).

La disponibilidad de nutrientes, oxigeno, el pH, la temperatura y la humedad, son los

requerimientos mas importantes para el crecimiento de los microorganismos (Junco,
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2001). Las fluctuaciones entre estos traen consigo cambios en el metabolismo celular del
microorganismo, tales como ajustes en las rutas metabdlicas y en las velocidades de
utilizacion de las fuentes de carbono, en el flujo de electrones para el mantenimiento del
balance redox, en los mecanismos para la produccion de energia y en ciertas reacciones

biosintéticas (Nakano y Zuber, 1998).

El principal cambio en el metabolismo ocurrido debido a la presencia o ausencia de
oxigeno, esta dado a nivel de la glucdlisis, fundamentalmente en el destino de los dos
productos de esta via: el piruvato y el NADH. La glucdlisis juega un papel clave dentro
del metabolismo energético de los microorganismos. Sin embargo, con esta via solo se
puede aprovechar una pequefa fraccion de la energia, 2 moléculas de ATP por cada

molécula oxidada de glucosa, ya que la mayor parte de la energia permanece

+ Z - -
almacenada en forma de piruvato y NADH + H . Este Ultimo debe ser continuamente

regenerado para el mantenimiento del flujo glucolitico. En presencia de oxigeno, el NADH

N
+ H es reoxidado por medio de la cadena respiratoria con la formacion de una fuerza

proton motriz la cual permite generar ATP. Por otro lado, el piruvato es convertido a CO,,

y acetil CoA, éste ultimo es subsecuentemente oxidado a diéxido de carbono, generando

+ +
ATP, GTP y poder reductor (NADH + H y FADH + H ) mediante el ciclo de Krebs. En
ausencia de un aceptor de electrones, por ejemplo, el oxigeno (en respiracion aerobia) o

nitratos (en respiracion anaerobia), el NADH + H+ es regenerado por fermentacion
mediante la conversién del piruvato en varios productos finales (acidos organicos y
disolventes como el etanol) mientras que el ATP es generado a nivel de fosforilacion de
sustrato. Los productos finales generados a partir del piruvato son especificos para cada
microorganismo, caracteristicos de cada género y especie, de las condiciones del cultivo

y de la fase de crecimiento (B6ck y Sawers, 1996).
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2.3. Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, no esporulante, con un tamafio aproximado
de 1x2 um (Madigan et al., 2009). Anaerobio facultativo perteneciente a la familia de las
enterobacterias, en condiciones anaerdbicas presenta una fermentaciéon mixta de acidos
organicos a partir del metabolismo de glucosa con la formacion de etanol, succinato, D-
lactato, acetato, acido férmico, hidrogeno y didxido de carbono como productos finales
(Chang et al., 1999, Cruz Ramos et al., 2000).

La produccion de hidrogeno por medio de E. coli es de las més estudiadas dado que sus
rutas metabdlicas y su secuencia gendmica son conocidas. La figura 1 muestra la ruta
metabolica de produccion de hidrogeno por E. coli a partir de glucosa (Sawers, 2005).
Bajo condiciones anaerobias, una fraccién de piruvato puede ser transformado a lactato
por la lactato deshidrogenasa (LDH), pero la mayoria de éste es hidrolizado por la
piruvato formiato liasa (PFL) en acetil-CoA y formiato. El acetil-CoA es parcialmente
convertido en etanol y acetato. El formato es el donador de electrones en el metabolismo
anaerobio para la reduccion de nitrato o puede ser transformado en hidrogeno por el
complejo formiato-hidrégeno liasa (FHL) (Davila-Vazquez et al., 2007). Esto ocurre para
mantener el pH de la fermentacién y para disminuir la concentracion de formiato en la
célula (Mathews y Wang, 2009). El complejo multienzimatico FHL es el responsable de
la produccién molecular de hidrogeno a partir de formiato bajo condiciones anaerobias y
en ausencia de aceptores de electrones como el oxigeno y el nitrato (Vardar-Schara y
Wood, 2007).

Los microorganismos anaerobios facultativos generalmente tienen un rendimiento teérico
méaximo de 2 mol de hidrégeno por mol de glucosa dado, porque 2 moléculas de formiato
son producidas a partir de 2 moléculas de piruvato. Existen factores que pueden
influenciar este rendimiento, entre ellos esta que cierta cantidad de piruvato se convierta
a lactato (Vardar-Schara y Wood, 2007).




MARCO TEORICO Maestria en Biotecnologia 2018

Figura 1. Ruta metabdlica de E. coli (Sawers, 2005). Las flechas en color azul indican la
presencia de oxigeno.

2.4. Naturaleza 'y composicion bioquimica de las materias primas

Los sustratos que se pueden utilizar en la fermentacion para la produccion de hidrogeno
pueden ser de origen vegetal, animal, agroindustrial, forestal, domeéstico u otros. Las
caracteristicas bioquimicas, en cuanto a su composicion, que presenten estos residuos
deben permitir el desarrollo y la actividad microbiana del sistema anaerdbico. Ademas de
las fuentes de carbono y nitrégeno también se requiere de un cierto equilibrio de sales

minerales.

Las fuentes de carbono y energia mas importantes en los procesos de produccién de

hidrégeno son sustratos renovables que contienen azlcar, almidén y en menor
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proporcion grasas y aceites (Ward, 1991). Se han explorado cultivos amilaceos con alto
contenido de almidon, tales como los cereales (maiz, sorgo granifero, trigo, cebada, entre
otros), las raices y tubérculos (mandioca, papa, batata, entre otros), y la inulina
(topinambur, agave, fiame, entre otros). Asi como cultivos lignocelulésicos (madera,
residuos agricolas y forestales, material herbaceo, entre otros), cuyos carbohidratos se
encuentran en formas mas complejas. Ademas, se han explorado sustratos con alto
contenido de sacarosa, como la cafia de azucar, la remolacha azucarera, el sorgo

dulce y las melazas, entre otros (Ascher, 2010).

2.5. Layuca como materia prima

El nombre cientifico de la yuca es Manihot esculenta, la raiz de la yuca es cilindrica y
oblonga, alcanza el metro de largo y los 10 cm de diametro. La planta de yuca tiene
tamafio y forma variables de acuerdo al tipo de ramificacién. En la mayoria de las plantas
propagadas vegetativamente el tronco se divide en dos o tres ramas, las que a su vez se
dividen en otras tantas (Aristizabal et al., 2007). Su clasificacion cientifica es:

Reino: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Euphorbiales
Familia:  Euphorbiaceae
Género:  Manihot
Especie: esculenta
Tomado de: Aristizabal et al., 2007

La planta de yuca crece en una variada gama de condiciones tropicales: en los tropicos
humedos y célidos de tierras bajas, en los trépicos de altitud media y en los subtrépicos
con inviernos frios y lluvias de verano. Aunque la yuca prospera en suelos fértiles, su

ventaja comparativa con otros cultivos mas rentables es su capacidad para crecer en
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suelos acidos, de escasa fertilidad, con precipitaciones esporadicas o largos periodos de
sequia. Sin embargo, no tolera encharcamientos, ni condiciones salinas del suelo (Alban,
2004).

Es un cultivo de amplia adaptacién ya que se siembra desde el nivel del mar hasta los
1800 msnm, a temperaturas comprendidas entre 20 y 30°C con una éptima de 24 °C, una
humedad relativa entre 50 y 90% con una Optima de 72% y una precipitacion anual entre
600 y 3000 mm con una optima de 1500 mm. Su ciclo de crecimiento desde la siembra a
la cosecha, depende de las condiciones ambientales: es mas corto de 7 a 12 meses en
areas mas calidas y es mas largo de 12 meses 0 mas, en regiones con alturas de 1300
a 1800 msnm (Aristizabal et al., 2007).

La cédscara de la yuca es dura y lefiosa, no es comestible. La pulpa es firme, surcada por
fibras longitudinales rigidas ricas en carbohidratos, y se oxida una vez desprovista de la

corteza. Segun la variedad, la yuca puede ser blanca o amarillenta (Cock, 1989).

En el corte transversal de la raiz adulta de yuca se aprecian dos partes bien definidas
gue son la corteza y el nicleo. La corteza posee 2 capas: una exterior, que es delgada y
se encuentra constituida de tejido suberoso, y una capa interior de mayor espesor, que
es fibrosa y posee granulos de almidon. El nacleo es menos fibroso que la corteza y es
rico en almidén; los granulos de almidén del ndcleo son de mayor tamafio que los del
almiddn de la corteza. Las raices de yuca son ricas en calorias, pero son deficientes en

proteinas, grasa, minerales y vitaminas (Aristizabal et al., 2007).
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Tabla 1. Andlisis proximal de la yuca (Buitrago, 1990).

Contenido (%)

Componentes En corteza En pulpa
Base humeda Base seca Base humeda Base seca

Materia seca 28 100 41 100
Proteina 15 5.4 1 2.4
Grasa 0.6 21 0.4 1
Carbohidratos 21.7 77.5 37.5 91
Fibra 25 9 11 2.7
Cenizas 1.7 6.1 1.2 2.9

Las caracteristicas mencionadas en la tabla 1 pueden variar segun la variedad y algunos
factores edafoclimaticos, como edad del cultivo, tipo de suelo, fertilizacién y época de
cosecha (Ceballos, 2002).

La yuca se cataloga dentro del grupo de plantas de interés econémico referente a raices
y tubérculos como una de las mas importante, tiene su principal valor econémico en su
organo de reserva o almacenamiento de energia, las raices. Su uso se dirige a diferentes
mercados: como raiz fresca y procesada para consumo humano, como insumo en la
industria alimenticia procesada para producir harina, como materia prima en la industria
productora de alimentos balanceados para animales y como producto intermedio en la
industria no alimenticia para la produccién de almidén usada en la industria textil y para

la fabricacion de papeles y adhesivos (Suarez y Mederos, 2011).
La produccién nacional de yuca reportada por el Servicio de Informacion, Agroalimentaria

y Pesquera (“Anuario Estadistico de la Produccién Agricola,” 2004) fue de 18,928.80
toneladas con una superficie cosechada de 1,335.90 Has.
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2.5.1. Almidén

Los granos de almidén estan formados por macromoléculas organizadas en capas que
contienen dos estructuras poliméricas diferentes: la amilosa y la amilopectina. Cerca del
20% de la mayoria de los almidones es amilosa y el 80 % es amilopectina. Las moléculas
de amilosa, situadas en las capas interiores, estdn compuestas de aproximadamente 200
a 20,000 moléculas de glucosa unidas por enlaces glicosidicos a-1,4 (figura 2) en
cadenas no ramificadas o enrolladas en forma de hélice. Muchas moléculas de amilosa
tienen algunas ramificaciones o—D—(1,6), aproximadamente entre 0.3 a 0.5 % del total de
los enlaces. Estas generalmente no son ni muy largas ni muy cortas y estan separadas
por grandes distancias permitiendo a las moléculas actuar esencialmente como un
polimero lineal, formando peliculas, fibras fuertes y retrogradando facilmente. La amilosa
es soluble en agua caliente lo cual se debe a la formacion de una suspension coloidal
(Oliva, 2003).

Figura 2. Segmentos de una molécula de amilosa (Oliva, 2003).

La semicristalinidad del almidon es debido a la amilopectina (figura 3). La parte amorfa
esta formada por regiones ramificadas de amilopectina y amilosa. Las propiedades
comercialmente significativas del almidén, tales como su resistencia mecanica y
flexibilidad, dependen de la resistencia y caracter de la region cristalina. La region
cristalina depende de la relaciéon de amilosa y amilopectina la cual varia segun tipo de
planta, de la distribucion del peso molecular, del grado de ramificacion y del proceso de

conformacion de cada componente del polimero (Oliva, 2003).
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Figura 3. Segmento de una molécula de amilopectina (Oliva, 2003).

2.6. El betabel como materia prima

El betabel (Beta vulgaris spp. vulgaris) es una planta bianual que tiene un sistema de
raices muy profundo y ramificado. Presenta un mejor crecimiento en climas frios y
templados. Biggs et al. (1997) reportan un rango de 15-19 °C en el cual el betabel
desarrolla mejor coloracién y un contenido de azucares mas alto. Esta hortaliza puede
tolerar heladas hasta por mas de dos semanas, después de este periodo presenta
deterioro fisiolégico. A temperaturas mayores a la 6ptima el almacenamiento de
nutrientes en las raices es reducida y como consecuencia resultan raices de menor
tamafio, con pérdida de coloracion ademas de textura y sabor desagradable (Biggs et al.,
1997).

La raiz es espesa, carnosa y pivotante, un corte transversal muestra bandas circulares
alternas de tejidos almacenadores y conductores de nutrimentos (Guenko, 1983). Posee
una forma fusiforme globosa, mas o menos aplastado en los polos, con pulpa crujiente y
carnosa, su color puede ser rojo o morado, debido al pigmento denominado betanina o

betacianina que es un compuesto que posee nitrégeno (Mainardi, 1978).
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Clasificacion cientifica:
Reino: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia:  Chenopodiaceae
Género: Beta
Especie: vulgaris
(United States Department of Agriculture, 2005)

El betabel es una fuente de carbohidratos, proteinas y ademas posee en su composicion
vitaminas, minerales y micronutrientes (Nottingham, 2004). En la tabla 2 se proporciona

su composicion tomada con base en 100 g de pulpa.

Tabla 2. Andlisis proximal del betabel (Tablas de Composicidn de Alimentos. Moreiras et al.,
2013).

Componentes Contenido
Agua 89 %
Carbohidratos 6.4 %
Proteinas 1.3%
Grasas 0.17%
Fibra 28%
Calcio 23 mg
Fosforo 31 mg
Sodio 84 mg
Potasio 300 mg
Hierro 0.8 mg
Magnesio 15 mg
Vitamina C 10 mg
Vitamina Be 0.05 mg
Tiamina 0.03 mg
Riboflavina 0.05 mg
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2.7. Pretratamiento para la materia prima

La produccion de biocombustibles requiere de la conversién de biomasa en azucares
fermentables (Ischizawa et al., 2007). Los pretratamientos para producir esta
transformacion pueden ser fisicos, quimicos, bioldgicos, o una combinacion de ellos. Un
pretratamiento eficaz debe reunir ciertas caracteristicas como: bajo costo, bajo consumo
energético, utilizaciébn de reactivos facilmente recuperables y debe ser facilmente

aplicable a diversos sustratos (Kumar et al., 2009).

Dentro de los pretratamientos mas empleados se encuentran la hidrélisis acida y la
hidrélisis enzimatica. La hidrolisis acida es un proceso quimico que, mediante el empleo
de catalizadores acidos, transforma las cadenas de polisacaridos en mondmeros
elementales; sin embargo, produce efluentes quimicamente agresivos. La hidrdlisis
enzimatica es un proceso catalizado por un grupo de enzimas cuya accién conjunta
produce la degradaciéon de la biomasa. La hidrélisis enzimatica requiere de una
optimizacién para poder obtener la mejor combinacién de enzimas especificas para cada
materia prima y estas enzimas regularmente no pueden adaptarse rapidamente al

sustrato de alimentacion (Sun y Cheng, 2002).

2.8. Molienda mecanica de alta energia

La molienda mecénica de alta energia es un proceso gue se realiza en molinos de bolas
donde el polvo que se deposita reduce su tamafo de la particula, cambia su forma o se
crean procesos de mezcla y soldadura; obteniendo una microestructura fina y controlada.
El proceso se basa en la relacion que existe entre el tiempo de molienda y la reduccion
de tamafio de la particula (Cérdoba, 2007). Sin embargo, la molienda mecanica de alta
energia también es usada para promover reacciones quimicas (mecanosintesis) (Juarez-
Arellano, 2010). La mecanosintesis es un proceso en el cual se induce una reaccion
guimica debido Unicamente a la energia transmitida y generada por la accion de

transferencia de energia mecanica (Balaz, 2005). Previamente se ha observado que la
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energia transferida durante la molienda mecéanica de alta energia (Qque puede promover
reacciones quimicas) aumenta los contenidos de azucares reductores de los almidones
(Urzua, 2017). Como se obtiene con la hidrolisis acida, lo que posiblemente se deba a la

ruptura de los enlaces o(1,4) y o(1,6).

Las variables que influyen en el proceso de molienda mecéanica de alta energia son el
tipo de molino, velocidad, tiempo, densidad del material de molienda, relacion masa de
las bolas/masa de la muestra, numero y tamafio de bolas, volumen del tazén o densidad

del material de molienda (Campos, 2011).

2.9. Uso de molienda mecanicay su efecto en almidones

Las propiedades de los polisacaridos pueden ser cambiadas por modificacion de sus
estructuras, para eliminar caracteristicas no deseadas y ampliar sus aplicaciones. En
estudios previos se ha reportado el uso de la molienda mecanica para evaluar el efecto
de ésta sobre los almidones de diferentes variedades vegetales. Huang et al. (2008)
reporta que a mayor tiempo de molienda existe mayor solubilidad en agua fria, mayor
transparencia de los almidones de yuca y maiz, asi como cambios en las propiedades
fisicoguimicas de gelatinizaciéon y cristalinidad. Diop et al. (2012) y He et al. (2014)
realizaron estudios con el almidon de maiz y reportan un aumento en el contenido de
amilosa y de solubilidad con un aumento en el tiempo de molienda. Loubes et al. (2014)
realizd estudios empleando un molino de bolas planetario, teniendo como variables la
velocidad (450, 550 y 650 rpm) y el tiempo de molienda (10, 15 y 20 minutos) reportando
gue con el aumento de la velocidad de molienda se tiene mayor absorcion de agua y

solubilidad en el almidén de arroz.

Urzla (2017) report6 el efecto de la molienda mecanica en el contenido de azucares
reductores de diferentes sustratos (soya, harina de yuca y almidones de platano, frijol y
jinicuil) utilizando dos molinos planetarios de bolas (Pulverisette 7 premium line y PM
400/2). Para el molino Pulverisette 7 premium line marca Fritsch se mantuvo la velocidad
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constante de 600 rpm y una muestra inicial de 5 g. Las variables fueron 15 bolas de 10
mm o 4 bolas de 20 mm de carburo de tungsteno (WC), nitruro de silicio (SisNa4) y hierro
(Fe), con tiempos de molienda de 5, 10, 20 y 40 minutos. Para el molino PM 400/2 marca
Retsch la velocidad se mantuvo constante a 400 rpm, con una muestra inicial de 5.5 g,
se usoO 9 bolas de 20 mm de hierro (Fe), con tiempos de molienda de 2, 5, 8, 10 y 20
minutos. Se reportd un aumento en la concentracién de azucares reductores y solubilidad
respecto al tiempo de molienda. En soya la concentracion de azucares reductores se
incremento tras la molienda mecéanica, observandose una variacion en los resultados
dependiendo del molino utilizado. Esta variacion esta directamente relacionada con las
energias que cada molino libera. Con el almidén de jinicuil se obtuvieron mayores
concentraciones de azUcares reductores después de tiempos cortos de molienda

mecanica.
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3. JUSTIFICACION

El desarrollo de sistemas eficientes de fuentes energéticas como son los biocombustibles
son cada vez mas necesarios en la actualidad. Por lo que se busca producir energia a un
bajo costo y hacerlo de forma competitiva considerando los combustibles que se utilizan
actualmente. El hidrégeno es una alternativa sustentable, que posee un alto rendimiento
energético de 120 MJ/kg (33kWh/kg) comparado con la gasolina de 44.4 MJ/kg (12.4
kWh/kg), ademas es un gas no toxico, ligero y que se puede producir mediante procesos
fermentativos. Sin embargo, para que se lleve a cabo este proceso son necesarios
azucares reductores, pero en los sustratos complejos normalmente los carbohidratos son
polisacaridos que no son facilmente asimilables para todos los microorganismos, Para
hacer disponibles los azucares reductores es indispensable someter los sustratos a
pretratamiento, lo que conlleva a la blisqueda constante de nuevos pretratamientos que

permitan minimizar tiempos y costos.

En trabajos realizados previamente en el grupo de trabajo se han obtenido resultados
favorables (aumentando el contenido de azucares reductores desde 1.98 hasta 11.48
veces) con el uso de la molienda mecanica de alta energia para el pretratamiento de
diferentes sustratos organicos. Este procedimiento puede generar cambios
fisicoquimicos en el sustrato y el rompimiento de enlaces quimicos que generan azucares
reductores. Lo anterior convierte a la molienda mecanica en un pretratamiento alterno al
proceso de hidrolisis para generar azucares reductores a partir de sustratos organicos

que sean de bajo consumo en la region.
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4. HIPOTESIS

Mediante la molienda mecanica de alta energia se modificaran las concentraciones de
azucares reductores y las propiedades fisicoquimicas de sustratos organicos de baja

demanda.

—
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Obtener sustratos organicos con alto contenido de azucares reductores mediante

molienda mecanica y reformular el medio mineral para el crecimiento de E. coli.

5.2.  Objetivos particulares

» Modificar sustratos organicos por molienda mecanica de alta energia.

» Caracterizar fisicoquimicamente los sustratos y cuantificar su contenido de

azucares reductores.
= Modificar la formulacion del medio mineral con los sustratos modificados como

fuente de carbono para el crecimiento de E. coli.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Preparacion de la materia organica

El secado de la materia prima se realiz6 de dos formas: secado al sol y en horno de
secado. Para el secado al sol la materia prima se coloc6 en charolas elaboradas con
malla sombra utilizadas en condiciones de temperatura ambiente durante los meses abril-
junio dentro de las instalaciones de la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec. El
secado de la yuca se realiz6 en un horno (marca Scorpion Scientific modelo A-52040)
durante 6-8 horas a 60°C (figura 4). El betabel se sec6 al sol a temperatura ambiente
(figura 4) y posteriormente se llevo al horno de secado durante 10 — 12 h a 60°C para
eliminar el agua residual. Después de esto el material se conservé en bolsas herméticas

en condiciones libres de humedad y a temperatura ambiente hasta su uso.

Figura 4. Secado de la materia prima.

6.2. Molienda mecanica de alta energia

Para pretratamiento de molienda mecanica de alta energia se utilizé un molino planetario
de bolas (Pulverisette 7 premium line marca Fritsch) (figura 5). Se utilizaron 5 g de
muestra en cada tazon, 15 bolas de Fe de 10 mm, con una velocidad fija de 600 rpm, a

tiempos de 5, 10, 20, 30 y 40 minutos. La molienda se realiz6 en ciclos de 5 min de
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molienda y 5 min de enfriamiento para evitar el calentamiento de los tazones y asi evitar

modificaciones del sustrato por sobrecalentamiento.

Figura 5. Molino microplanetario de bolas Pulverisette 7 premium line marca Fritsch.

6.3. Caracterizacion morfoldégicay estructural de los sustratos

Las técnicas que se utilizaron para la caracterizacion fisicoquimica de los sustratos son:
analisis termogravimétrico (TGA), analisis térmico diferencial (DTA), calorimetria
diferencial de barrido (DSC), difraccidon de rayos X (DRX) y espectrometria infrarroja (IR).
Los sustratos caracterizados con estas técnicas fueron las muestras de betabel y yuca
con y sin molienda y se usaron como estandares de referencia: fructosa comercial de
Sigma, glucosa comercial marca Meyer, sacarosa comercial marca Meyer, celulosa
comercial de Sigmay al almidén de yuca donado por el grupo de trabajo del Dr. Alejandro

Aparicio Saguilan.
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6.3.1. Analisis termogravimeétrico (TGA) y andlisis térmico diferencial (DTA)

Con la técnica del andlisis termogravimétrico (TGA) se detecta el cambio de peso de la
muestra al variar la temperatura a una velocidad constante. También puede medirse el
gradiente de la variacién del peso con la temperatura o el tiempo, constituyendo el analisis
térmico diferencial (DTA) (Skoog y Leary, 2001).

En este trabajo los analisis TGA y DTA se realizaron empleando un analizador Perkin
Elmer STA 6000. Las cantidades de muestra utilizadas para cada analisis fueron entre
10-20 mg. Los barridos dindmicos de calentamiento se efectuaron a 10 °C/min y el
intervalo de temperatura de estudio fue de 30 °C a 700 °C, bajo un flujo de nitrégeno de
20 mL/min.

Para este trabajo, ademas del termograma de TGA se recurrio a la primera derivada del
termograma (dTGA) para identificar mejor los cambios o transiciones.

6.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica térmica en la cual 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 estdan sometidas a un programa de
temperatura controlado. Permite medir las transiciones térmicas de una sustancia en
presencia de un material de referencia. Con esta técnica se pueden obtener temperaturas

y entalpias de transicion o de reaccion (Mathot, 1994).

Al ocurrir una transicion térmica (es decir un cambio fisico que provoca una emision o
absorcion de calor en la muestra) el equipo afiade o retira energia térmica para mantener
la misma temperatura. La energia transferida es exactamente igual a la energia absorbida

o liberada en la transicion (Mathot, 1994).
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Las propiedades térmicas de las muestras con molienda y los estandares de referencia
fueron evaluadas en un calorimetro de barrido diferencial (DSC, TA Instrument, modelo
2500) usando 15 + 4 mg de cada muestra para realizar la técnica. El equipo fue sometido
a un programa de calentamiento de 30 a 400°C con una velocidad de calentamiento de

10 °C/min. Como referencia fue usada una charola de aluminio vacia.

6.3.3. Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica que se utiliza para el estudio de la cristalinidad
de los compuestos (Van Holde et al., 2006). Para la realizacion de esta técnica se utilizd
un difractometro de rayos X de polvos (Bruker D8-Advance), que se operd a un voltaje
de 40 kV y una corriente de 30 mA, con anodo de Cu que produce una radiacion con una
longitud de onda (A) de 1.54056 A. Las mediciones se realizaron entre 5°— 55° en 28, con

un barrido de 0.1° por 5 s.

6.3.4. Espectrometria infraroja (IR)

La espectrometria infrarroja es uno de los métodos utilizado mayormente para la
identificacion de grupos funcionales y de esa manera identificar cambios estructurales.
La region infrarroja corresponde a frecuencias que se encuentran justo por debajo del
espectro visible, en el intervalo de 4000 a 600 cm™ (Skoog y Leary, 2001). Para esta
técnica se utilizd un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e
interferometro (Dynascan Perkin Elmer Espectrum 100). Los datos se expresan en
numeros de onda (cm™?). Los distintos espectros se realizaron en el infrarrojo medio, entre
4000 y 600 cm,

6.4. Prueba de solubilidad y poder de hinchamiento

La prueba de solubilidad y poder de hinchamiento se basa en la insolubilidad del almidén

en agua fria, unicamente puede incrementar el volumen de sus granulos o hincharse. Los
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grupos hidroxilo son abundantes en la molécula del almidén haciendo que absorba agua.
Si el almidén es sometido a temperaturas elevadas en presencia de agua es posible el
rompimiento de los puentes de hidrogeno de las zonas amorfas y el hinchamiento de los
granulos mediante absorcion progresiva de agua hasta gelatinizar. Si se continGa
calentando se destruyen los granulos dando lugar a una dispersién coloidal viscosa de

fragmentos de granulos hinchados (Galliard y Bowler, 1987).

Se realizé la prueba de solubilidad y poder de hinchamiento a las muestras de molienda
de yuca y betabel usando el método modificado de Schoch (1964) reportado por Sathe
et al. (1981); para lo cual tubos, tapas y charolas de aluminio se mantuvieron en un horno
de secado durante 12 horas a 90 °C para mantenerlos a peso constante, el material se
manipulé en un desecador. Posteriormente en tubos de 50 ml se adicionaron 0.4 g de
muestra y 40 mL de agua destilada. Se colocaron los tubos en vasos de precipitado y se
rellenaron con agua para posteriormente llevarlos a la plancha de calentamiento con
agitacion. Constantemente se midi6 la temperatura en el agua de los vasos, fuera de los
tubos. Los tubos se calentaron a 60, 70, 80 y 90 °C durante 30 min. Transcurrido ese
tiempo los tubos se retiraron y se centrifugaron a 2,500 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se decantd y se pesaron los granulos hinchados. Del sobrenadante se
tomaron 10 mL y se colocaron en charolas de aluminio y se secaron en un horno de
conveccion a 120 °C durante 4 horas. Finalmente, las muestras se colocaron en el
desecador, se pesaron y se realizaron los célculos correspondientes usando las

ecuaciones 1y 2.

Peso del almidén soluble x 400
Peso de la muestra

% Solubilidad= Ec. (1)

Peso del sedimento x 100
Peso de la muestra-(100-% de solubilidad)

Poder de hinchamiento= Ec. (2)
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6.5. Determinacién de azlUcares reductores mediante la técnica de acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS)

El método determina la presencia del grupo carbonilo libre (C=0) de los llamados
azucares reductores. Esto implica la oxidacion del grupo funcional aldehido presentes en
la glucosa, al mismo tiempo el acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) se reduce a 3 amino, 5

acido nitrosalicilico en condiciones alcalinas (Fajardo y Sarmiento, 2007).

Para la preparacion del reactivo DNS se disolvieron 1.6 g de NaOH en agua destilada y
se adicionaron 30 g de tartrato de sodio y potasio y 1 g del reactivo DNS, se afor6 a 100

mL con agua destilada y se guardd en un frasco a&mbar.

Se preparo una disolucion afiadiendo 0.1 g de las muestras a 10 mL de agua destilada,
de esta solucion se tomaron 0.5 mL y se afadieron 4.5 mL de agua destilada. Se
adicionaron 1.5 mL del reactivo de DNS a 1 mL de la dilucion de la muestra. Se calent6
la mezcla durante 5 minutos, transcurrido el tiempo se llevo a enfriar en un bafio de hielo
para detener la reaccion. Se adicionaron 7.5 mL de agua destilada, se agito y se leyé la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Se realiz6 una curva de calibracién de
glucosa en concentraciones de 0 a 1 g/L. Las mediciones para esta técnica se realizaron
por triplicado, reportandose los resultados como concentracion de azucares reductores

(g/L) en las muestras.

6.6. Fermentaciones con Escherichia coli
La cepa de E. coli fue donada por el Laboratorio de Andlisis Clinicos de Servicio a la
Comunidad de la facultad de quimica del campus de ciencias de la salud de la

Universidad Autbnoma de Yucatan.

Para la reactivacion de la cepa se utiliz6 una metodologia propuesta en el grupo de

trabajo. Bajo condiciones estériles la cepa liofilizada se reactivd en un matraz de 500 mL
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con 125 mL de medio LB (Luria Bertani) y se incubé a 37 °C a 180 rpm en una incubadora
con agitacion orbital durante 24 horas. Posteriormente se colect6é el medio de cultivo en
tubos de 50 mL y se sometieron a centrifugacion durante 15 minutos a 5,500 rpm,
posteriormente se decantaron los tubos y el pellet se resuspendié en 2 ml de agua
destilada estéril. Para conservar la cepa se colocaron 0.5 mL de la resuspensién en tubos
eppendorf, se le agregaron 0.5 mL de glicerol al 30 % y se conservaron en congelacion.

la morfologia celular del microorganismo se verifico por tincion de Gram (Gram, C.,1884).

6.6.1. Obtencion del indculo

Se realiz6 una cinética de crecimiento de E. coli mediante el método de turbidimetria con
la finalidad de establecer el tiempo en que serian tomadas las muestras para obtener el

inGculo para las fermentaciones.

En un matraz de 500 mL con 125 mL de medio LB se adicionaron 500 pyL de la cepa
conservada en glicerol al 30 %, se incubd a 37 °C a 180 rpm y se tomd 1 mL de muestra
cada hora durante 12 h. Se hizo la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro UV
a 540 nmy posteriormente se graficaron los datos para obtener la cinética de crecimiento
de E. coli.

6.6.2. Fermentacion liguida para la produccion de biomasa de E. coli

Los cultivos de E. coli se realizaron por fermentacién liquida, utilizando medio mineral
como referencia, cuya composicidon se muestra en la tabla 3. Se eligioé este medio debido
a gque solo contiene una fuente de carbono y sales minerales, de tal manera que se podria
evaluar el crecimiento solo sobre un sustrato limitante. También se realizaron cultivos de
E. coli utilizando betabel y yuca con y sin molienda como fuente de carbono en el mismo
medio. Para las muestras con molienda se eligieron aquellas que presentaron la mayor
concentracion de azulcares reductores. Para no cambiar la relacién entre la fuente de

carbono y las sales minerales del medio se adicioné la cantidad de sustrato que
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corresponde a 10 g/L de azulcares reductores (Tabla 4). Las botellas seroldgicas que se
usaron para las fermentaciones fueron de 125 mL con tapones herméticos en los que se
colocaron 54 mL de medio de cultivo y 6 mL de inoculo (obteniendo un volumen total de
60 mL), se incubaron a 37°C y 180 rpm durante 12 horas. Se tomaron muestras del medio
de fermentacion cada hora.

Tabla 3. Composicién del medio mineral (Garcia-Pefa et al., 2009).

Componente g/L Funcion

CsH1206 Glucosa 10 Fuente de Carbono
(NH4)2HPOA4 Fosfato de amonio 3 Buffer

KH2PO4 Fosfato de potasio monobasico 0.6 Buffer

K2HPOq4 Fosfato de potasio dibasico 2.4 Buffer
MgSQO4+7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 15 Fuente de Mg
CaSOq Sulfato de calcio 0.15 Fuente de Ca
FeSO4 Sulfato ferroso 0.03 Fuente de Fe

Tabla 4. Sustratos organicos no convencionales como fuente de carbono para el crecimiento de E. coli.

Sustrato ?ec?ﬁgf:rrs;/ g_sgg:trato Azlcares reductores
g sustrato inicial/L (g/L)
Dextrosa (Referencia) 1 10 10
Betabel sin molienda 1.7 5.88 9.99
Betabel con 30 minutos de molienda 2.16 4.60 9.93
Yuca sin molienda 1.82 5.48 9.97
Yuca con 30 minutos de molienda 2.77 3.60 9.97

29

—
—



MATERIALES Y METODOS Maestria en Biotecnologia 2018

6.6.3. Cuantificacién de la biomasa

Para los cultivos en medio LB y en medio mineral se cuantifico la biomasa con la técnica
de turbidimetria en un espectrofotometro (JENWAY modelo 6700) a 540 nm.

Debido a que el medio de cultivo con la yuca y el betabel presentan sélidos en suspensiéon
no fue posible hacer la cuantificacién de la biomasa con esta técnica. Por lo tanto, para
estos cultivos se opto por realizar la cuantificacion con la técnica de unidades formadoras
de colonias (UFC). Para lo cual se realizaron diluciones seriales hasta 1x106. Se tomaron
0.1 mL de las diluciones y se inocularon por extension en placa en agar nutritivo (peptona
de gelatina 5 g/L, extracto de carne 3 g/L, agar bacteriolégico 15 g/L) por duplicado. Las
placas se incubaron a 37 °C, durante 12 horas. Posteriormente se realizé el conteo en

las placas y se obtuvo la concentracion de biomasa con la ecuacion 3.

UFC/ — No. de colonias por placa x factor de dilucion
mL Volumen inoculado

Ec. (3)

6.6.4. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos con las diferentes metodologias de
caracterizacion de las muestras de yuca y betabel se utilizo el programa Origin 8.6 en el
cual se determinaron las medias (con un nivel de confianza de 95%), para definir las

diferencias significativas se empled la prueba de medias (Tukey, p < 0.05).
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7. RESULTADOS

7.1. Preparacion de la materia organica

Durante el proceso de secado, el peso de la yuca se redujo de 1,000 g a 400 g. Esto
indica que aproximadamente un 60% de su peso es agua y aproximadamente el 40% es
materia seca, lo cual coincide con lo reportado en la literatura. Ceballos et al., 2002
reportaron que el contenido de materia seca de la yuca fluctia entre el 30 y 40%, aunque

ocasionalmente se observan casos que exceden este rango de variacion.

7.2. Molienda mecanica de alta energia

En la tabla 5 se presentan las caracteristicas macroscopicas de las muestras de betabel

después de la molienda mecanica de alta energia.

Tabla 5. Caracteristicas macroscopicas de las muestras de betabel después de la molienda.

Propiedad Descripcion

El color de las muestras se intensificé gradualmente conforme aumenté el tiempo de

Col molienda. Esto fue méas evidente en las muestras sometidas a molienda de 5 a 30

oot min. Sin embargo, en las de 40 min se observd un color mas claro. La coloracién méas

intensa se observé en la muestra de 30 min (figura 6).

El polvo obtenido de las moliendas es fino, sin embargo, se observd que durante el

Homogeneidad @ almacenamiento se presentd la formacion de grumos endurecidos. Esto se pudo
apreciar mayormente en las muestras de 10, 20 y 30 minutos (figura 6).

Las muestras después de la molienda tuvieron un olor dulce. Este olor se intensificd

Olor
en las muestras de los tiempos de 20 y 30 minutos.
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Figura 6. Muestras de la molienda de betabel.

Durante el proceso de molienda las muestras de betabel se caramelizaron. Se observo
gue a mayor tiempo de molienda hubo una mayor caramelizacion, la cual es una reaccion
de oscurecimiento que ocurre cuando los azucares se calientan por encima de su punto
de fusion (Clotet ,1995). Esto afecto la cantidad de muestra obtenida al final de la
molienda ya que el betabel caramelizado se adhiri6 a las paredes del tazén y no fue

posible recuperarlo. En las muestras de yuca no se presento caramelizacion.

En la tabla 6 se presentan las caracteristicas macroscopicas de las muestras de yuca

después de la molienda mecanica de alta energia.

Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas de las muestras de yuca después de la molienda.

Propiedad Descripcion
Col El color de las muestras se intensificd conforme aumenté el tiempo de molienda. Este
oot aumento de coloracion fue gradual (figura 7).

El polvo obtenido de las moliendas era fino, sin embargo, se observé que durante el
almacenamiento se presento la ligera formacion de pequefios grumos, esto se pudo
Homogeneidad @ apreciar en todas muestras. La consistencia del polvo de todas las muestras fue
ligeramente pegajosa. En la muestra de 5 minutos aun pudieron notarse pequefios

fragmentos de la yuca triturada (figura 7).
Todas las muestras de molienda tienen un olor dulce agradable, no se percibe

Olor
cambios en la intensidad del olor.
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Figura 7. Muestras de la molienda de yuca.

La temperatura que se alcanza durante el proceso de molienda mecanica de alta energia
podria estar relacionada con los cambios en la intensidad del color considerando que
ambas materias primas contienen carbohidratos. Pritchard y Adam (1994) reportaron que
la presencia de azucares reductores se correlaciona con el grado de oscurecimiento no
enzimatico que se desarrolla durante el calentamiento. Por otro lado, Marquez (1986)
reporta que la fructosa (uno de los azlcares reductores) es la que proporciona

coloraciones mas castafas en la harina de yuca seguido de la glucosa.

7.3. Caracterizacion fisicoquimica de los sustratos

7.3.1. Anédlisis termogravimétrico (TGA) y andlisis térmico diferencial (DTA)

En la figura 8 se muestran los termogramas de las muestras de betabel con diferentes
tiempos de molienda, asi como de la cascara de betabel (BetaC) y de la pulpa de betabel
fresco (BetaP). Las muestras BetaC y BetaP presentaron una primera pérdida de peso a
una temperatura cercana a los 100 °C (figura 8) perdiendo entre el 75y 90 % de su peso
total, esto se debe a la evaporacion de agua contenida en las muestras. En la muestra
seca (0 min) no se observo la pérdida de peso a esa misma temperatura. Sin embargo,
en las muestras de molienda de betabel se observa una primera pérdida de peso de
alrededor del 6 al 8 % a los 100 °C, la cual es atribuida a la evaporacion del agua que

pudo haberse incorporado durante la manipulacion (figura 8).

33

—
—



RESULTADOS Maestria en Biotecnologia 2018

La segunda pérdida de peso en las muestras de molienda de betabel inicia
aproximadamente a los 190 °C y finaliza a los 250 °C con un porcentaje de pérdida de
peso de entre 22-25 %. Esta pérdida de peso se puede deber a la degradacion de la
hemicelulosa (Andrade, 2017). Se observa una tercera pérdida de peso de entre el 20 y
25 % en las muestras de molienda a los 300-360 °C. Esta pérdida de peso se puede
deber a la degradaciéon de la celulosa (Bolio-Lopez, 2011). La primera derivada de la
curva DTG (figura 9) permite ver el inicio y el final de cada evento de pérdida de masa,
indicando el intervalo de temperatura donde la reaccién de descomposicién ocurre. En la
figura 10 se muestran los resultados de calorimetria diferencial de barrido (DTA). En estos
termogramas dominan las regiones endotérmicas que reflejan el flujo de calor necesario

para degradar las muestras (figural0).

Figura 8. Termograma (TGA) de las muestras de cédscara, pulpa y de molienda de betabel.

—
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Figura 9. Derivadas de la curva del andlisis termogravimétrico (dTGA) de las muestras de
cascara, pulpa y molienda de betabel.

Figura 10. Curvas DTA de las muestras de cascara, pulpa y de molienda de betabel.

35

—
—



RESULTADOS Maestria en Biotecnologia | 2018

Las muestras de pulpa de yuca en fresco (YucaP) y cascara de yuca (YucaC) presentaron
una primera pérdida de peso a una temperatura cercana a los 100 °C (figura 11)
perdiendo alrededor del 60-70 % de su peso total. Esta pérdida esta asociada a la
evaporacion del agua. Estas pérdidas de peso pueden observarse mejor en las curvas
de la primera derivada (figura 12) y en las sefiales endotérmicas de la calorimetria
diferencial de barrido (figura 13). Dicho porcentaje de pérdida de agua coincide con la

pérdida de peso observada durante el secado de la yuca.

Todas las muestras de molienda de yuca presentaron degradacion de la materia a
temperaturas entre 200 y 400 °C (figura 11), esto se atribuye a la degradacion del material
organico (polisacaridos, celulosa, hemicelulosa, etc.) con alrededor de 55-60 % de
pérdida de peso. Después del proceso de degradacion del material organico quedan
restos de residuos carbonosos inertes los cuales necesitan una mayor energia para
degradarse (Andrade et al., 2017); Kim et al., 2012)).

Figura 11. Termograma (TGA) de las muestras de cascara, pulpa y de molienda de
yuca.
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Figura 12. Derivadas del andlisis termogravimétrico (dTGA) de las muestras de cascara, pulpa
y molienda de yuca.

Figura 13. Curvas DTA de las muestras de cascara, pulpa y de molienda de yuca.
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En la figura 14 se pueden observar los termogramas de los estdndares y en la tabla 5 se

detalla la informacion.

Tabla 7. Intervalos de temperatura observados en las curvas termogravimétricas de los
estandares.

Estandar de referencia Temperaturas de pérdida de peso (°C)
Fructosa 190- 220 280- 310
Glucosa 220- 260 290- 350
Sacarosa 230- 250 280- 330
Celulosa 70- 100 330- 380
Almiddn nativo de yuca (ANY) 90- 120 300- 360

La primera derivada de la curva dTGA (figura 15) indica el intervalo de temperatura donde
ocurre una transicion y permite ver el inicio y el final de cada evento de pérdida de masa.
Las transiciones que presentan los estandares son endotérmicos (figura 16), por lo que

se asocian con la descomposicién de los estandares.

Figura 14.Termograma (TGA) de los estandares de referencia.
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Figura 15. Derivadas del andlisis termogravimétrico (dTGA) de los estdndares de referencia.

Figura 16. Curvas DTA de los estandares de referencia.
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Los resultados de TGA y DTG de los estandares (Tabla 7, Figuras 14-16) coinciden con
lo reportado en la literatura (Saavedra-Leos, Alvarez- Salas, et al., 2012; Saavedra-Leos,
Grajales- Lagunes, et al.,, 2012). Aunque hasta el momento no se han encontrado
reportes de estos analisis ni para la yuca ni para el betabel tratados con molienda
mecanica. Por lo tanto, se compararon los resultados de TGA y DTG de las muestras con
molienda mecanica con los estandares de la Tabla 5 para determinar si durante la
molienda mecéanica se genera alguno de ellos. Sin embargo, con base en los resultados
obtenidos no se observaron coincidencia entre los termogramas de los estandares con
las muestras de molienda. Lo que indica que estos azucares no estan, al menos de forma

abundante, en las muestras de molienda ni en las muestras de yuca y betabel fresco.

7.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En las figuras 17, 18 y 19 se observan los termogramas de calorimetria de barrido
diferencial (DSC) para las muestras de molienda de betabel, yuca y los estandares de

referencia.

Figura 17. Termograma (DSC) de las muestras de betabel.
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En las muestras de betabel (figura 17) se observan cinco zonas o transiciones, la primera
(100°C) puede estar asociado a la eliminacién de agua absorbida. La segunda (140-
160°C) y tercera (170-190°C) pueden estar asociadas a la temperatura de fusion de las
muestras, la cual coincide con la temperatura de fusion de la glucosa y la sacarosa (figura
19 y tabla 8). Lo que indicaria la presencia de glucosa y sacarosa en las muestras de
molienda de betabel. Cabe resaltar que la técnica de DSC, a diferencia que TGA y DTA,
es mas sensible a pequefas variaciones de calor. La cuarta (210-230°C) y quinta zona
(310-350°C) se pueden asociar a la degradacion de la hemicelulosa y la celulosa,

respectivamente (Andrade, 2017; Bolio-Lopez, 2011).

Figura 18. Termograma (DSC) de las muestras de yuca.

Las muestras de molienda de yuca (figura 18) muestran dos zonas de transicion. La
primera (100°C) esta asociada con la eliminacion de agua. Mientras que el méaximo de la
segunda zona (325°C) coincide con la degradacion del material organico (polisacaridos,
celulosa, hemicelulosa, etc.) y con el valor observado en la primera derivada de las curvas

DTG. En estas muestras no se logré la pirolisis, solo la ruptura de enlaces en la estructura
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del almidén. Esto coincide con lo observado en otras fuentes de almidén como la papa
(Andrade et al., 2015; Worzakowska et al., 2015; Worzakowska et al., 2017).

En la tabla 8 se presentan los resultados obtenidos de las temperaturas de fusion y

degradacion de los estandares de referencia y en la figura 19 se muestran sus

termogramas. Estos resultados coinciden con lo reportado por Saavedra-Leos (2012).

Figura 19. Termograma (DSC) de los estandares de referencia.
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Tabla 8. Caracterizacion de la temperatura de fusion y temperatura de degradacion térmica de
los estandares de referencia.

Temperatura de fusion Temperatura de degradacién
Estandares de referencia (°C) (°C)
Pico (Tm) Pico (Tm)

Fructosa 130 175

Glucosa 160 220

Sacarosa 190 230

Celulosa 90 340

Almidén nativo de yuca (ANY) 105 325

7.3.3. Difraccién de rayos X (DRX)

En la figura 20 se presentan los difractogramas de las muestras de betabel sin molienda
y a los diferentes tiempos de molienda, asi como de los estandares. Las muestras de
molienda de betabel a los diferentes tiempos presentan una estructura cristalina y
aumenta conforme se incrementa el tiempo de molienda. Santos (2012) report6 que la
sacarosa es la especie quimica mayoritariamente presente en la composicion del betabel,
pudiendo asociarse a ello la naturaleza cristalina de las muestras. No se han encontrado
reportes de difraccidén de rayos X en muestras de betabel sometidas a molienda mecéanica
por lo que se requiere un estudio mas detallado para identificar el mecanismo
responsable de este comportamiento. Sin embargo, se puede observar la presencia de
picos caracteristicos de la sacarosa en las muestras de molienda de betabel, lo cual
puede asociarse a la presencia de ésta en su composicion, fortaleciendo asi lo observado

en los resultados de DSC.
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Figura 20. Difractograma de las muestras de molienda de betabel y estandares de referencia.

*AlYuca: Almidén de yuca

En la figura 21 puede observarse que las muestras de molienda de yuca disminuyen su
cristalinidad conforme aumenta el tiempo de molienda, esto coincide con reportes
encontrados donde uno de los efectos de la molienda mecéanica en almidones es la
reduccion de la cristalinidad en las muestras (Huang et al., 2008). El almidon es el
principal carbohidrato presente en la yuca (Buitrago, 1990). El patron de difraccion de las
muestras de molienda de yuca corresponde a un patron de difraccion tipo A, ya que las
sefales en el difractograma, concuerdan con el modelo de este tipo de patrén (Gunaratne,
2002).
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Figura 21. Difractograma de las muestras de molienda de yuca y estandares de referencia.

*AlYuca: Almidén de yuca

7.3.4. Espectrometria infrarroja (IR)

En la figura 22 se observa la comparacion de los espectros de las muestras analizadas
de betabel y los estandares de referencia. La figura 23 presenta el espectro de la muestra
de betabel a los 40 minutos de molienda para realizar la identificacion de las bandas de

absorcion.

La sacarosa que es la principal especie quimica presente en el betabel tiene vibraciones

de los enlaces C-H, O-H y C-O, con bandas de absorcidén pequefios (Pan et al., 2015).

Haciendo uso de las tablas 10B.1. y 10B.2. reportadas por Rubinson (2001) se

identificaron las bandas del espectro de la figura 23. Se observa una banda a 3325 cm
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gue corresponde al grupo OH, presente en el betabel. A 1630 cm™ se localiza una banda
de absorcion, la cual esta dentro del rango de los C=0. Se observa una banda ubicada a
1343 cmt correspondiente al enlace C-H. La banda a 1046 cm corresponde al enlace
C-O.

Figura 22. Espectros IR de las muestras de molienda de betabel y estandares de referencia.
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Figura 23. Espectro IR de la muestra de betabel con 40 min de molienda.

Figura 24. Espectros IR de las muestras de molienda de yuca y estandares de referencia.
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Haciendo uso de las tablas las tablas 10B.1. y 10B.2. reportadas por Rubinson (2001) se
identificaron las bandas del espectro de la figura 25. Se observa una banda ancha a 3321
cm que corresponde a los estiramientos de los grupos OH. A 1631 cm™ se encuentra la
banda correspondiente al enlace C=0. En 1364 cm™ estan las vibraciones de flexién C-
H. Se observa una banda del enlace C-O ubicada en1025 cm™.

El espectro IR de las muestras de yuca, coincide con el espectro del almidon de yuca

(figura 24) asociandose esto a que en la composicién quimica de la yuca el almidén es el
polisacarido més abundante.

Figura 25. Espectro IR de la muestra de yuca con 40 min de molienda.

7.4. Prueba de solubilidad y poder de hinchamiento

En la figura 26 puede observarse que el porcentaje de solubilidad de las muestras de

betabel aumentd cuando fueron sometidas a mayores tiempos de molienda. La mayor
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solubilidad se obtuvo a temperaturas de 60 °C para 30 y 40 min y a 90°C para 20 y 40
min, mostrando diferencias significativas con respecto a la muestra sin molienda. Sin
embargo, el mayor aumento en la solubilidad del betabel se observé a 70 y 80°C con
respecto a la muestra de 0 min en comparacién con los demés tiempos de molienda,
observandose diferencias significativas con un o de 0.05. Cabe mencionar que la técnica
de solubilidad y poder de hinchamiento es para almidones y el principal carbohidrato del
betabel es la sacarosa. Por lo tanto, no se encontraron reportes en la literatura sobre la

medicién de la solubilidad y poder de hinchamiento del betabel.

Mientras que para yuca (figura 27) el mayor porcentaje de solubilidad se alcanz6 a los 40
minutos para todas las temperaturas, observandose diferencias significativas con
respecto a la muestra de O min con un o de 0.05. Se observo que el mayor aumento en
la solubilidad de la yuca fue entre 70 y 80 °C con respecto a la muestra de 0 min
comparandolo con los demas tiempos de molienda, observandose diferencias

significativas a=0.05.

Respecto al poder de hinchamiento en las muestras de betabel (figura 28) obtenidas a
diferentes tiempos de molienda, aparentemente a menores temperaturas se obtuvo un
mayor poder de hinchamiento. Sin embargo, la prueba de Tukey indica que no hay
diferencia significativa entre todas las mediciones. Esto se debe a que la técnica mide el
poder de hinchamiento de los almidones y el principal carbohidrato del betabel es la
sacarosa (Santos, 2016) y no se ha reportado contenido de almidon en él. De manera
contraria, en las muestras de molienda de yuca (figura 29) a mayor temperatura se
incrementd el poder de hinchamiento de los granulos del almidén contenido en la
muestra. El poder hinchamiento es la capacidad de adsorcién de agua del granulo de
almidon (Granados, 2014) y en las muestras de yuca se observo que la solubilidad se

relaciona de manera directa con la solubilidad.

Estos resultados indican que la molienda mecanica de alta energia tiene efectos positivos

en la solubilidad y el poder de hinchamiento de los sustratos tratados. Estos aumentos
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podrian mejorar su disponibilidad. Es decir, al aumentar la solubilidad, los sustratos en el

medio de cultivo estaran disponibles para el microorganismo durante la fermentacion.

Figura 26. Solubilidad de las muestras de betabel.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p=0.05).

Figura 27. Solubilidad de las muestras de yuca.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p=0.05).
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Figura 28. Poder de hinchamiento de las muestras de betabel.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segin el test de Tukey (p=0.05).

Figura 29. Poder de hinchamiento de las muestras de yuca.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segin el test de Tukey (p=0.05).
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7.5. Determinacién de azUcares reductores mediante la técnica de acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS)

En la figura 30 se presenta la curva patrén de glucosa, se puede observar que la relaciéon

de los datos y la linea de regresion es muy cercana (R?>=0.9983).
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Figura 30. Curva patron de glucosa.

En las figuras 31 y 32 se muestra la concentracion de azucares reductores obtenidos de
las muestras de molienda mecéanica de betabel y yuca. Se observa que la concentracion
de azucares reductores de las muestras varié con el tiempo de molienda. Para ambos
sustratos la mayor concentracion de azucares reductores se obtuvo con 30 minutos de

molienda.

52

—
—



RESULTADOS Maestria en Biotecnologia 2018

El maximo incremento de azucares reductores de las muestras de betabel fue de 28 %
con respecto a la muestra sin molienda, es decir, la concentracién aument6 de 1.7 a 2.16
g/L. Mientras que para la yuca el incremento fue de 52 %, aumentando de 1.82 a 2.77
g/L. Por lo tanto, para las fermentaciones se utilizaron las muestras con mayor
concentracion de azlcares reductores, es decir betabel y yuca con 30 minutos de

molienda.

Figura 31. Concentracion de azucares reductores en las muestras de betabel.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p=0.05).
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Figura 32. Concentracion de azlcares reductores en las muestras de yuca.
*Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p=0.05)

En ambas muestras se observé un incremento de la concentracion de azlcares
reductores a los pocos minutos de molienda y después el comportamiento varié con
respecto al tiempo (Fig. 31y 32). Este comportamiento puede estar asociado a la cantidad
de energia que se libera durante la molienda mecanica. Posiblemente, al principio se
presenta una modificacion y posteriormente ocurre un proceso de polimerizacién y/o
degradacion de los componentes de los sustratos (Leonel et al., 2014; Morrison et al.,
1994). Sin embargo, se requiere de mas experimentos para definir correctamente el

mecanismo.

7.6. Obtencién del in6culo

Se realiz6 el seguimiento del crecimiento de E. coli en medio Luria Bertani (LB) mediante
dos técnicas: por turbidimetria y por cuenta en placa (UFC/ml). Esto para determinar
aumento o disminucién del nimero de células a lo largo de tiempo. Las curvas de
crecimiento de E. coli por ambas técnicas (figura 33) mostraron un comportamiento tipico.

Para la cinética seguida por turbidimetria la fase de crecimiento exponencial fue de las 0
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hasta las 6 h, observando que a partir de las 6 y hasta las 8 h la pendiente disminuyo.
Por otro lado, el seguimiento por cuenta en placa mostré una fase lag de 2 h, una fase
exponencial de las 2 a las 4 h, una fase estacionaria de las 4 a las 6 h para después la
fase de muerte. La maxima concentracién obtenida fue de 1.65 x 108 UFC/mL y se
alcanz6 a las 4 h (la concentracion inicial fue de 1 x108 UFC/mL).

La diferencia entre las cinéticas seguidas por ambas técnicas se debe a que el conteo en
placa mide microorganismos viables mientras que por turbidimetria se mide la
acumulacion de células vivas y muertas. Debido a que con ambas técnicas se observa
gue alas 6 h la fase de crecimiento exponencial ha finalizado se determin6 este momento
para la toma del inoculo. De manera general se ha observado que se debe agregar el
10% de inoculo del volumen total, de preferencia en crecimiento exponencial (Hernandez,
2003).

Figura 33. Cinética de crecimiento de E. coli en medio LB usando técnicas de turbidimetria y
cuenta en placa (UFC/ml).
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7.7. Fermentaciones con E. coli

7.7.1. Fermentacién control en medio mineral con dextrosa como fuente de

carbono

En la figura 34 se muestra la cinética de crecimiento de E. coli usando dextrosa como
fuente de carbono. En esta fermentacién se presenté una fase de latenciade las 0 a 2 h,
una fase exponencial de las 2 hasta las 4 horas y a partir de las 4 horas el crecimiento
comenzo a declinar. Se observo que el crecimiento maximo se obtuvo a las 4 h (2.9 x108
UFC/mL). Como se puede observar el crecimiento maximo obtenido con el medio mineral
con dextrosa es menor que el obtenido con el medio LB (fig. 33) Esto se debe a las

diferencias en la composicion de los medios.

Figura 34. Cinética de crecimiento de E. coli usando dextrosa como fuente de carbono en
medio mineral.
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7.7.2. Fermentacién en medio mineral con betabel como fuente de carbono

En la figura 35 se muestra la cinética de crecimiento de E. coli usando betabel con y sin
molienda como fuente de carbono. En la fermentacion con betabel sin molienda se
present6 una fase de latencia de las 0 a 2 h; una fase exponencial de las 2 a las 4 h;
entre las 4 y 6 h una fase de adaptacion; entre las 6 y 8 h se observa una fase de muerte,
y entre las 8 y 10 h se present6 una segunda fase exponencial. La maxima concentracion
de UFC/mL se alcanz6 a las 10 h (13 x10® UFC/mL). Mientras que en la fermentacion
usando betabel con 30 minutos de molienda como fuente de carbono (figura 35) no se
presentd una fase de latencia. Se observé una fase exponencial entre las 0y 2 h; una
fase de adaptacion entre las 2 y 4 h; entre las 4 y 6 h el crecimiento comienza a decaer;
y entre las 6 y 8 h se present6 una segunda fase exponencial la cual comienza a decaer
a partir de las 8 h. La concentracion maxima de UFC se alcanz6 a las 8 h (8.65 x108
UFC/mL).

Figura 35.Cinética de crecimiento de E. coli usando betabel con y sin molienda como fuente de
carbono en medio mineral.
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7.7.3. Fermentacién en medio mineral con yuca como fuente de carbono

En la figura 36 se muestra la cinética de crecimiento de E. coli usando yuca sin y con
molienda como fuente de carbono. En la fermentacién usando yuca sin molienda se
puede observar una fase de latencia entre las 0 y 2 horas; una primera fase exponencial
de las 4 a las 6 horas; entre las 6 y 8 horas una fase de adaptacién; y finalmente una
segunda fase exponencial entre las 8 y las 10 horas. La concentracion celular maxima se
alcanzé a las 10 h (7.4 x108 UFC/mL). Mientras que la cinética de crecimiento usando
yuca con 30 minutos no se presento6 una fase de latencia. La fase exponencial se observo
de las 0 hasta las 4 h, entre las 4 y 8 h se observo una fase de adaptacion, entre las 8 y
10 h se presentd una segunda fase exponencial, el crecimiento disminuyé a partir de las

10 h. La concentracién celular maxima se alcanzé a las 10 h (9.27 x108 UFC/mL).

Figura 36. Cinética de crecimiento de E. coli usando yuca con y sin molienda como fuente de
carbono en medio mineral
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Como se observa en las figuras 34, 35 y 36 la fermentacion utilizando dextrosa como
fuente de carbono es mas corta que usando betabel y yuca con y sin molienda. Esto
indirectamente implica que después de las 4 h ya no hay suficiente dextrosa para que E.
coli contintie creciendo. Por otro lado, las fermentaciones usando betabel y yuca con 30
min de molienda no presentan una fase de latencia, lo que indica que dichos sustratos

son de mas facil asimilacién para el microorganismo (Ramirez y Ferrat, 2005).

Se ha reportado que cuando estan presentes dos 0 mas sustratos limitantes
(generalmente dos fuentes de carbono) estos son consumidos subsecuentemente. Por
lo tanto, en la cinética de crecimiento se presentan varias fases de crecimiento
exponencial separadas por fases de adaptacion. A este fendmeno se le denomina
crecimiento diauxico (Gorke, 2008). Es decir, el consumo de cada una de las fuentes de
carbono presentes estad generalmente sujeto a represion catabdlica por glucosa. Esto
guiere decir que la glucosa se metaboliza primero y cualquier otro azdcar que se
encuentre presente serd metabolizado una vez que la glucosa se agote (Hernandez-
Montalvo et al., 2001). En las figuras 35 y 36 se observa un comportamiento diauxico,
esto puede ser un indicador que en los sustratos organicos betabel y yuca hay presente
méas de una fuente de carbono que puede ser metabolizada por E. coli para su

crecimiento.

Cabe mencionar que estos resultados indican que el tratamiento por molienda mecéanica
de alta energia permitié el crecimiento de E. coli, generando mayor crecimiento que

utilizando dextrosa para todos los casos.

7.7.4. Rendimiento Yys

El rendimiento (Yws) expresa la cantidad maxima de biomasa producida a partir del
sustrato inicial. Los sustratos fermentables obtenidos de betabel y yuca (figura 37)
favorecen la produccion de biomasa de E. coli presentando un rendimiento mayor al

compararlo con el control de 10 g/L de dextrosa en medio mineral.
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En la gréfica 37 las letras indican diferencias significativas entre yuca 0 y yuca 30,

mientras que en betabel 0 y beta 30 no se observan diferencias significativas.

Figura 37. Rendimiento de produccion de biomasa usando dextrosa, betabel y yuca como
fuentes de carbono. *Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de Tukey (p=0.05).

Como se observa en la figura 37, la yuca con 30 min de molienda presenta el mayor
rendimiento. Esto quiere decir que por cada gramo por litro de este sustrato se obtienen 2.56
x10'* UFC/L. Siendo mayor también que el rendimiento obtenido con la yuca sin molienda y
con la dextrosa. Lo que indica que con el tratamiento de molienda mecéanica se duplicara la
cantidad de biomasa producida por gramo de sustrato. Esto podria deberse a que la molienda
mecanica de alta energia rompe la estructura del almidén en oligdbmeros de glucosas de
mayor asimilacion para E. coli. Lo que coincide con el aumento del 53% de azucares
reductores, la presencia de glucosa y sacarosa detectada por DSC y un aumento en la
solubilidad. Ademas de la pérdida de cristalinidad de la muestra con molienda lo que puede
deberse a la disminucion de la amilopectina en el almidén. Entonces, la molienda mecanica
de alta energia podria estar rompiendo las cadenas de amilopectina generando cadenas de

azucares mas sencillos (Urzua, 2017).
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En el betabel el rendimiento para la muestra sin molienda fue mayor en comparacién con la
muestra con molienda. Por lo que, aunque la molienda aumentd la concentracion de azlcares
reductores (28%), la solubilidad y la cristalinidad del betabel; el crecimiento de E. coli no fue

favorecido.

De manera general los rendimientos obtenidos con betabel y yuca son mejores que los
obtenidos con dextrosa. De esta manera se puede decir que la adicion de estos nutrientes
de bajo costo al medio provee a E. coli de los requerimientos necesarios para su crecimiento

y para llevar a cabo sus actividades metabdlicas.

Cabe mencionar que, hasta el momento, no se ha encontrado en la literatura trabajos
sobre el efecto de la molienda mecéanica de alta energia en la generacion de azucares
reductores y evaluado su efecto como medio de cultivo en el crecimiento de algun
microorganismo, tampoco se han encontrado reportes sobre el efecto de la molienda
mecanica sobre el betabel, por lo cual, no es posible comparar nuestros resultados con lo

reportado en la literatura.
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8. CONCLUSIONES

La molienda mecéanica de alta energia es un pretratamiento adecuado para la obtencion

de azucares reductores a partir de yuca y betabel.

La molienda mecanica aumenta la solubilidad de la yuca y el betabel.

El uso de betabel y yuca, con y sin molienda como fuente de carbono en el medio de

cultivo da mejores rendimientos en la produccién de E. coli.

La molienda mecanica de alta energia de la yuca favorecié la produccion de biomasa de
E. coli mostrando un rendimiento mayor al compararlo con la dextrosa y el betabel en

medio mineral.
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9. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos de este trabajo se proponen las siguientes

recomendaciones y perspectivas:

Identificar los carbohidratos generados con los sustratos sometidos a los diferentes

tiempos de molienda, mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

Cuantificar la producciéon de hidrogeno generado durante el cultivo E. coli por

cromatografia de gases.

Optimizar la fermentacion de yuca.

Formular nuevos medios de cultivo con los sustratos obtenidos con la molienda para la

produccion de otros biocombustibles como el bioetanol.

Estudiar la produccion de azlcares reductores mediante la molienda mecanica de alta

energia de otros sustratos organicos y/o desechos organicos.
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