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RESUMEN

Los sustratos no convencionales son definidos como subproductos o desechos industriales ricos en
carbohidratos. Estos hoy en dia son fuentes de carbono para medios de cultivo alternativos baratos
y de facil acceso. Sin embargo, algunos de estos requieren de pretratamientos para su uso, que
resultan costosos, de dificil recuperacion y dafiinos con el medio ambiente. En este trabajo se
propuso a la molienda mecénica de alta energia como método de pretratamiento de bajo costo,
rapido, de facil recuperacion y sin dafios al medio ambiente. Con el fin de modificar las propiedades
fisicoquimicas de diferentes sustratos organicos, como lo son la soya, harina de yuca y los
almidones de platano, frijol y jinicuilthi. Los resultados demostraron que la molienda mecénica de
alta energia incrementd la concentracion de azucares reductores, asi como en el porcentaje de
solubilidad y perfil de hinchamiento en todos los sustratos analizados. El analisis por microscopia
electronica de barrido mostré que hubo reduccion del tamafio de particula, aglomeracion y fracturas
en la superficie. En la soya se encontr6 la formacion de estructuras tipo cristal, las cuales
dependieron del molino utilizado, los estudios por difraccion de rayos X corroboraron un
reordenamiento estructural sin alcanzar la cristalinidad. En contraste, las muestras con contenido
de almidon tienen pérdida de la semicristalinidad tras los diferentes tiempos de molienda. La
termogravimétria describié que tanto antes como después de la molienda mecénica, todas las
muestras analizadas tuvieron tres fases de descomposicion. La primera atribuida al agua, la segunda
a los componentes organicos y la tercera correspondiente a la parte inorganica. En conjunto los
resultados demostraron que la molienda mecanica de alta energia si modifica las propiedades
fisicoquimicas de los sustratos estudiados. Asi como también a cambios morfoldgicos y
estructurales. Los cuales varian dependiendo del tipo de molino, las condiciones de molienda, del

origen del sustrato y composicion del mismo.
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ABSTRACT

The unconventional substrates are subproducts or industrial trash. These represents an alternative
as a new source of carbohydrate, cheaper and easily accessible. However, some of them need
pretreatment for it use. Which are expensive, difficult to recover and toxic for environment. The
aim of this study was proposed the mechanical milling of high energy as a device of low cost, fast,
easy recovery and environmentally friendly as a pre-treatment method to modify the
physicochemical properties of different organic substrates as soybean, cassava flour, starches of
banana, bean and jinicuil. The results show that the mechanical milling of high energy increased
the reducing sugar concentrations, percentage of solubility and swelling profile in all the samples
analyzed. The scanning electron microscopy demonstrated that there was a reduction in the particle
size, agglomeration and damage in the surface. In soybean is observed a formation of structure like
crystal this parameters is depended on the type of mill. The X-ray diffraction studies demonstrated
a structural rearrangement but did not reach crystallinity. In contrast, the samples with starch
content, there were loss of relative crystallinity after at different milling times. The
thermogravimetry described that both before and after milling, all samples analyzed have three
decomposition phases. First one attributed to loss water, second the organic components and third
part corresponding to the inorganic components. Altogether, the results showed that the mechanical
milling of high energy if they modify the physicochemical properties of the samples analyzed.
Exist morphologic changes and structurals in all analyzed samples, which vary depending on the

type of mill, the grinding conditions, the origin of the substrate and the composition of this.
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I. INTRODUCCION

Para desarrollarse los microorganismos deben tomar del medio ambiente todas las sustancias que
requieren para la sintesis de sus componentes celulares y para la generacion de energia, estas
sustancias se denominan nutrientes (Frioni, 2005). Por lo tanto, para que los microorganismos
puedan crecer en condiciones controladas es necesario un medio de cultivo que les brinde los
nutrientes adecuados o necesarios para su desarrollo (Aquiahuatl and Pérez, 2004; Madigan et al.,
2003). Los medios de cultivo varian en su composicion segun los requerimientos nutricionales de
los microorganismos y a sus usos o aplicaciones. Se deben tomar en cuenta el aislamiento, la
caracterizacion, la identificacion y la determinacion de las actividades metabolicas, entre otras

(Aquiahuatl and Pérez, 2004).

Debido a que el metabolismo de cada microorganismo es muy complejo, las formulaciones de los
medios de cultivo son variadas. Aunque hay compuestos que la mayoria requieren para generar los
procesos bioquimicos que le permitan desarrollar su ciclo celular (Madigan et al., 2003). Estos
nutrientes son requeridos en diferentes cantidades y de acuerdo a ello, pueden clasificarse en macro
y micronutrientes. Los primeros son aquellos compuestos que la célula necesita en gran cantidad.
Por otra parte, los micronutrientes son los que se suministran en menor proporcion y suelen

considerarse requerimientos trazas (Frioni, 2005; Varela and Grotiuz, 2002).

Los nutrientes requeridos en mayor cantidad son también los que proporcionan la mayor parte de
la energia metabodlica en los microorganismos, tales como, hidratos de carbono, lipidos y proteinas
(Hernandez, 2003). Los carbohidratos a su vez pueden clasificarse en monosacaridos, disacaridos
y polisacaridos segin su composicion estructural en cuanto al nimero de azlcares. Los
monosacaridos son la primera fuente de disposicion nutricional para el microorganismo por su facil
digestibilidad (Madigan et al., 2003). También existen macroelementos que se consumen en
grandes cantidades, los cuales tienen diversas funciones en la célula; por ejemplo, fésforo, azufre,
potasio, manganeso, calcio y sodio (Madigan et al., 2003). Los microorganismos también necesitan
de oligoelementos o micronutrientes, los cuales se requieren en concentraciones menores y su
importancia se debe a que muchos de ellos tienen funcidn estructural en las enzimas. Entre ellos
estan el cromo trivalente, cobalto, cobre, manganeso, molibdeno, niquel, selenio, tungsteno,

vanadio, etc., (Madigan et al., 2003).



A nivel industrial se aprovecha la capacidad de los microorganismos para producir compuestos
metabolicos de alto valor agregado. Para lo cual, se genera el escalamiento de los procesos de
cultivo, lo que implica una reformulacion del medio de cultivo (Hernandez, 2003). Las condiciones
de incubacién son fundamentales en la optimizacion de los medios de cultivo, entre ellas estan: la
temperatura, la presion osmotica, el pH, la oxigenacidn, entre otras. De estas condiciones depende
que los microorganismos se dupliquen y produzcan los metabolitos de interés (Gomez and Bastian,

2006).

En las fermentaciones a nivel industrial la adquisiciéon y procesamiento de las materias primas
representa un porcentaje significativo de los costos generales de produccion (> 50%) (Walker,
2014). Por lo que actualmente la eleccion de los medios de cultivo para fermentacion a gran escala
se basa principalmente en las necesidades nutrimentales de los microorganismo, costo,
disponibilidad y la estabilidad en su composicion quimica (Walker, 2014). En términos de reducir
los gastos de produccion se buscan medios de cultivo con sustratos no convencionales mas baratos,
como son los subproductos o desechos de los procesos. Por ejemplo, la melaza de cafa o remolacha,
el nejayote, el bagazo de cana, el almidon, los aceites comerciales, etc., (Hernandez, 2003). El
inconveniente de usar estos subproductos es el gran contenido de impurezas, lo que puede provocar
efectos negativos en el crecimiento celular, inhibicioén o reaccionar con los compuestos presentes

provocando disminucion en la accesibilidad de los nutrientes (Stanbury et al., 2003).

Es por ello que se desarrollan pretratamientos para maximizar el aprovechamiento de estas fuentes
de carbono con impurezas y/o poco asimilables, transformandolas a compuestos de facil
disponibilidad y fermentables (Stanbury et al.,, 2003). Algunos pretratamientos son la
centrifugacion, la acidificacion, el intercambio i6nico, la clarificacion, la hidrolisis 4cida o basica
de la materia prima, etc. Se busca que después del tratamiento sea facil la recuperacion del producto
y que no generen efluentes (Walker, 2014). La hidrélisis quimica es uno de los procesos mas
utilizados en los ultimos afios. Esto porque permite romper moléculas grandes a pequeias,
haciendo que sean de fécil asimilacion para el microorganismo (como los azlcares reductores)
(Flores-Farias, 2004). No obstante este proceso tiene sus limitaciones, las principales desventajas

son el uso de &cidos o alcalis, el tiempo y la energia utilizados (Flores-Farias, 2004).

En este sentido es necesario explorar nuevos pretratamientos de las fuentes de carbono poco

asimilables para los microorganismos mejorando su aprovechamiento. De la misma forma es



necesario buscar nuevas fuentes de carbono no convencionales, sustentables y de facil asimilacion

para la formulacion de medios de cultivos Optimos y econdmicamente viables (Stanbury ef al.,

2003; Walker, 2014).

Por otro lado, la mecanoquimica es una disciplina que estudia la transformaciéon quimica de
compuestos a partir de energia mecanica (Wieczorek-Ciurowa and Gamrat, 2007). La molienda
mecanica de alta energia es un proceso que implica la transformacion fisicoquimica de las muestras
al agregarles energia por el impacto generado entre las bolas, la muestra y el tazon (Wieczorek-
Ciurowa and Gamrat, 2007). Este proceso tiene multiples usos industrialmente, en especial en la
farmacéutica, metalirgica y quimica extractiva, utilizdndose principalmente para homogenizar
muestras (Campos-Vaquero, 2011). También ha sido empleado para la modificacién de almidon
logrando disminuir la cristalinidad relativa e incrementar la solubilidad y su digestibilidad,
teniendo ventajas con respecto a los costos y disminuir los residuos y/o contaminante (Hao and

Qiang, 2012; Shenghua et al., 2014).

Por lo tanto, en el presente trabajo se propone a la molienda mecanica de alta energia como un
proceso alternativo para la modificacion de sustratos organicos no convencionales, tales como, la
soya, la harina de yuca y los almidones (de platano, de frijol y de jinicuil). Dicho proceso,
modificaré fisicoquimicamente los sustratos favoreciendo la formacién de compuestos de mayor

asimilacion para su uso en medios de cultivo.



II. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los medios de cultivo

El medio de cultivo es un conjunto de nutrientes que permiten el crecimiento de los
microorganismos (Frioni, 2005). Para el disefio de los medios de cultivo es necesario considerar
varios criterios importantes, entre ellos, el suministro nutricional, el tipo de medio y las condiciones

de incubacion, asi como los tratamientos previos y los costos (Walker, 2014).

Los tipos de medios pueden ser clasificados por su origen o composicidon nutricional en medios de
cultivo quimicamente definidos y complejos o no definidos (Tabla 1). Los medios definidos son
aquellos cuya composicion quimica se sabe con exactitud y estdn constituidos por compuestos
organicos y/o inorganicos (Madigan et al., 2003). Mientras que los medios complejos o0 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
(Madigan et al., 2003). En la mayoria de los casos se emplean sustratos, baratos y de facil

obtencidn. Sin embargo, dichos sustratos varian de lote a lote su consistencia nutricional (Walker,

2014).

Tabla 1. Clasificacion de medios de cultivo en funcion de composicion nutricional (Madigan et
al., 2003).

Tipo de
Composicion Ejemplo para Escherichia coli
medio
Glucosa (4-10g), K,HPO, (7g),
Carbono, nitrégeno, azufre, fosforo KH,PO,(2g), (NH4)SO4 (1g), MgSO4
Definidos y factores de crecimiento. Su (0.1g), CaCl, (0.02g), elementos traza
composicion quimica es conocida Fe, Co, Mn, Zn, Cu, Niy Mo (2-10
con exactitud. ug para cada uno), agua destilada
(1L).

Peptona, extracto de carne, extracto
Complejos  de levadura, sangre, caseina, soyau  Glucosa (15g), extracto de levadura
0 no otras sustancias nutritivas. No se (5g), peptona (5g), KH,POy4, agua
definidos conoce con exactitud su destilada (1L).
composicidon quimica.




Los medios de cultivo también pueden ser clasificados por su naturaleza fisica: sélidos, liquidos,
semisolidos o bifasicos (Madigan et al., 2003). Por su aplicacion se agrupan en medios de cultivos
simples, enriquecidos, selectivos, diferenciales, de transporte anaerobios, entre otros. Los cultivos
simples son medios que proveen los nutrientes minimos requeridos para el microorganismo,
generalmente son utilizados para su aislamiento y son llamados también medios basales. Los
medios enriquecidos requieren de la adicion de nutrientes a la formulacion del medio; por ejemplo
sangre. En ocasiones se agrega colorantes y antibidticos que convierte a estos medios enriquecidos

en formulaciones selectivas de microorganismos (Madigan et al., 2003).

Dentro de los requerimientos fundamentales que necesita un medio de cultivo se encuentran los
compuestos carbonados, los cuales provienen de sustratos orgénicos. Estos representan la fuente
principal de nutricion y obtencion de energia para los microorganismos a partir de la
metabolizaciéon de los mismos (Hernandez, 2003; Madigan et al., 2003). Algunos de estos
compuestos incluyen biopolimeros de carbono como el almidon y la pectina; monosacaridos de
hexosas y pentosas como la glucosa y xilosa, disacaridos como la sacarosa y la maltosa, trisacaridos
y oligosacaridos como las maltodextrinas; alcoholes, polioles y acidos organicos como el 4cido

lactico, el acido acético y acidos grasos, aminoacidos, péptidos y polipéptidos (Walker, 2014).

2.2. Sustratos organicos no convencionales

La mayoria de los microorganismos de importancia industrial son heterotrofos, es decir, que
aprovechan los compuestos con carbono para realizar su metabolismo y crecimiento (Herndndez,
2003; Walker, 2014). Los carbohidratos son la fuente organica de energia mas utilizada a nivel
industrial para la fermentacion, lo que representa altos gastos de produccion (Hernandez, 2003).
Con el objetivo de reducir tales costos se usan sustratos obtenidos a partir de diferentes procesos
industriales, denominado subproducto, a estos se les considera sustratos no convencionales.

Algunos sustratos no convencionales son:

a) La melaza es un subproducto generado de la industria azucarera, son restos del refinado del
azlcar y son una de las fuentes mas baratas de carbohidratos. Ademas de tener una elevada cantidad
de azucares, también contiene sustancias nitrogenadas, vitaminas y elementos quimicos en

cantidades traza (Fajardo-Castillo and Sarmiento-Forero, 2007). La composicion de la melaza varia



con el proceso de produccion especifico y la ubicacion geografica donde se lleva a cabo este

proceso (Walker, 2014).

b) El extracto de malta representa el material soluble extraido de la malta durante el proceso
de trituracion de la cebada. Se trata de un sustrato excelente para muchos hongos, levaduras y
actinomicetos. Los extractos secos de malta contienen aproximadamente un 90% de carbohidratos
concretamente glucosa y fructosa, disacaridos como la maltosa y la sacarosa, e incluso trisacaridos

como la maltotriosa (Walker, 2014).

C) El almidoén es un polisacarido de interés comercial en la fabricacion de diversos productos
como alcohol para combustibles debido a su contenido de glucosas. Mediante hidrolisis del
almidon se pueden obtener maltosas, dextrosas y generalmente aztcares facilmente fermentables

(Martin and Lopez, 2009).

Los sustratos no convencionales se utilizan en diferentes industrias, principalmente en la
alimentaria para la produccion de bebidas y alimentos fermentados, asi como en la farmacéutica
para la produccién de medicamentos o en la agricultura como bioinsecticidas (Tabla 2) (Orietta-

Fernandez and Larrea-Vega, 2002; Walker, 2014).



Tabla 2. Sustratos constituyentes de medios de cultivo utilizados industrialmente.

Medios de cultivo

Microorganismos

Productos

Mosto de malta de cebada

Levaduras (Saccharomyces
spp-)

Cerveza inglesa y cerveza
lager, whisky de malta
Scoth, levadura gastada

(para extractos de levadura)

Hidrolizado de arroz

Hongo (4spergillues
oruzae), levaduras

Saké, sochu, arrack,
binuburan

Extractos de papas,
alcachofas, agave spp.

Levaduras, hongos, bacterias

Biomasa de levadura para
hornear, vinificar y destilar;
extractos de
levadura/enzimas; ron, acido
citrico, 4cido glutdmico

Melaza de cana de azucar y
remolacha azucarera

Levaduras, bacterias de
acido lactico

Vino, coflac, armagnac,

brandy, grappa, kirsch,

slivovitz, sidra, perada,
hidromiel

Hidrolizados de almidon,
jarabes de glucosa

Chlorella, Scenedosmus,
Spirulina

Fuentes alimenticias, acidos
grasos omega-3;
suplementos de proteinas/
vitaminas

Soya, trigo

Neurospora sitophila

Pan de centeno, tofu, etc.

Harina de trigo

Bacterias acido lacticas y
hongos

Salchichas, salsas de
pescado, jamones curados

Plantas, verduras

Agaricus bisporus

Hongos

Salvado de trigo

Hongos (Aspergillus niger)

Quesos suizos

Melaza

Bacterias (Clostridium
acetobutylicum)

Butanol, acetona y etano

Almidones y melazas

Bacterias (Bacillus
thuringiensis)

Cristales proteicos toxicos,
bioinsecticidas

Almidoén, malta

Penicillium o
Cephalosporium

Penicilina

2.3. Almidon

El almidén es un polisacérido de reserva sintetizado por las plantas superiores, en la cual constituye
una fraccion importante en base seca (Hernandez-Medina et al, 2008). Se encuentra
principalmente en fuentes como los cereales, representando del 35 al 80%, en las raices del 30 a

70%, en los tubérculos del 65 a 90%, en las legumbres del 25 a 50% y en algunas frutas inmaduras
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como los platanos o los mangos, aproximadamente el 70% en peso seco (Alcazar-Alay and

Meireles, 2015; Hernandez-Medina et al., 2008).

Este polisacarido esta organizado en particulas diminutas conocidas como granulos, los cuales
estan constituidos principalmente de dos homopolimeros de D-glucosa y en pequefias cantidades
de lipidos, proteinas y fosforo. Estos ultimos, aunque son componentes menores que representan
aproximadamente el 1%, le proporcionan propiedades especificas (Biliaderis, 1991). Los
almidones varian de morfologia y composicion quimica dependiendo de la especie botanica que

los produzca (Biliaderis, 1991; Rivas Gonzalez, 2006).

La estructura granular del almidon se debe a sus dos macromoléculas principales, la amilosa y la
amilopectina, las cuales le otorgan la organizacion fisica y por ende sus propiedades fisicoquimicas
y funcionales (Roger ef al., 1999). Para los granulos de almidon el didmetro o tamafio de particula
es una de las caracteristicas que mas afectan sus propiedades funcionales de solubilidad e
hinchamiento, variando de 1 a 100 um dependiendo de la especie botanica (Biliaderis, 1991; Rivas-

Gonzalez, 2012).

Los almidones son polisacaridos que muestran un arreglo molecular semicristalino (Roa-Acosta,
2015). Estos arreglos moleculares del granulo de almidon se clasifican en diferentes tipos en
funcidn a su cristalinidad; se clasifican en A, B y C de acuerdo a su patron de difraccion de rayos
X (Zobel et al., 1988). Estas variedades cristalinas dependen de la longitud de las cadenas y
ramificaciones de la amilopectina, ya que tienen una forma de doble hélice, las cuales conforman
modelos de estructura ordenada. Asi los arreglos del tipo A son encontrados principalmente en
cereales y poseen cadenas cortas de amilopectina, el tipo B se describe principalmente en
tubérculos y esta constituida por cadenas largas de amilopectina, mientras que para el tipo C es una
combinacion entre el tipo A y B con una mezcla de cadenas cortas y largas (Hizukuri, 1985; Zobel

et al., 1988).

2.3.1. Amilosa

La amilosa es un polimero que es el producto de la condensacion de D-glucopiranosas unidas por
enlaces glucosidicos a (1-4) y la cual forma largas cadenas lineales cuya unidad repetida es a-
maltosa con 200-2500 unidades en un nimero de cadenas que van de 1 a 20 (Figura la) (Badui-

Dergal, 2006; MacAllister, 1979). La amilosa es la regiéon amorfa del almidon. Tiene una masa
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molecular de entre 1x10° a 1x10° Daltons y una gran facilidad de adquirir una conformacion
tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta de seis moléculas de glucosa

(Figura 1b) (Badui-Dergal, 2006).

a) b)
/ CH,OH CH,0H CH,OH \
0 0 0
\,/\oH o/ \oH o /\OH o/
t
OH ! OH OH
\ Enlace glucosidico a (1-4) _/ n

Figura 1. Estructura quimica de la amilosa, enlaces glucosidicos a (1-4) (a) y forma tridimensional (b).
Imagen tomada de www.biociencias.com/revista/1/j.html
El interior de la hélice de la amilosa tiene 4&tomos de hidrogeno lo que le da susceptibilidad a formar
complejos con moléculas hidrofobas, como yodo, acidos grasos o hidrocarburos. Al exterior se
encuentran orientados los grupos hidrofilicos, los cuales pueden establecer enlaces de hidrégeno
con las moléculas de agua, confiriéndole propiedades hidrofilicas al almidon (Flores-Farias, 2004;
MacAllister, 1979). Este compuesto representa de 25 a 30% en el contenido de almidon total

(Buleon et al., 1998; Vermeylen et al., 2004).

La amilosa tiene la propiedad de ser insoluble en agua fria, asociada a las regiones amorfas y es la

causa principal de la retrogradacion en el almidon (Maarel et al., 2002).

2.3.2. Amilopectina

La amilopectina es un polimero compuesto por la union de unidades de a-D-glucosa a través de
enlaces glucosidicos o (1-4) y ramificaciones o (1-6) (Figura 2a) las ramificaciones estan
constituidas por cientos de cadenas cortas (Figura 2b). Constituye de un 70 a 85% del almidon

nativo (Alcazar-Alay and Meireles, 2015; Buléon et al., 1998).



CH,OH
0
1
\\ Ol
0 o* ~~Enlace glucosidico a (1-6)
CHZOH CH,OH
N\,
N, o 0
t
|
OH !

Enlace gluc051d1c0 o (1-4)

Figura 2. Estructura quimica de la amilopectina, enlaces glucosidicos a (1-4) y o (1-6) (a) y forma ramificada (b).

La organizacién de las cadenas de glucano y la formacion de laminas cristalinas se rigen
principalmente por una combinacion de actividad enzimatica y condiciones ambientales durante la
biosintesis (Alvani et al., 2012). Los almidones nativos a menudo muestran un pico de fusion
amplio, generalmente atribuido a la distribucion del espesor de las laminillas cristalinas y a defectos
de cristal. Las dobles hélices de amilopectina se unen a un esqueleto amorfo que influye en la
alineacion de cadenas dentro de las laminas cristalinas (Kiseleva et al., 2005; Genkina et al., 2007,

Bertoft et al., 2010; Vamadevan et al., 2013).

2.4. Pretratamientos para los sustratos no convencionales

Debido a que los sustratos no convencionales tienen una gran cantidad de impurezas y diferencias
de lote a lote es necesario un pretratamiento que deje susceptible los carbohidratos para una mayor
asimilacion por los microorganismos (Walker, 2014). Es por esto que existen una gran variedad de
métodos de pretratamientos utilizados para generar modificaciones en sustratos organicos no

convencionales, que van desde quimicas, enzimaticas y fisicas (Zhu, 2015).
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2.4.1. M¢étodos quimicos

2.4.1.1. Oxidacion

Permite la formacion de grupos carbonilo y carboxilo a través de la sustitucion de los grupos
hidroxilos, llevando a cambios estructurales importantes como la despolimerizaciéon (Fonseca et
al., 2015; Klein et al., 2014). La despolimerizacién incrementa los espacios libres entre las
moléculas de la materia organica dando como resultado, para los casos de almidon y celulosa,
cambios en propiedades como la plasticidad (Klein et al., 2014). Para la oxidacién puede utilizarse
hipoclorito, peroxidos, 4cidos u ozono (Fonseca et al., 2015; Klein et al., 2014; Ostlund et al.,

2009).
2.4.1.2. Acetilacion

El proceso de acetilacion se emplea para incrementar las propiedades fisicoquimicas como la
solubilidad, la estabilidad térmica y las temperaturas de gelatinizacion de algunos polimeros como
el almidon (Zhu, 2015). El anhidro acético es el compuesto quimico mds utilizado para este
proceso. Es ampliamente usado en la industria de los alimentos principalmente por las
caracteristicas que produce en los sustratos orgédnicos, como la solubilidad y la estabilidad del

almacenaje (Adeoya et al., 2015; Liu et al., 1999; Mbougueng et al., 2012; Wang & Wang, 2001).

2.4.1.3.Hidrdlisis acida

La hidrdlisis acida conduce a diversos cambios fisicoquimicos, estructurales y morfologicos en
diversos sustratos organicos (Zhu, 2015). Estos cambios son dependientes de la concentracion y
del tipo de acido que se esté utilizando, siendo los mas empleados el acido clorhidrico, el acido
sulfurico, el 4cido acético y el 4cido lactico (Simanjuntak et al., 2014). La hidrolisis &dcida conduce
a diversos cambios en las propiedades del sustrato; por ejemplo: la viscosidad, la solubilidad,

pérdida de la cristalinidad, entre otras (BeMiller and Whistler, 2004; Simanjuntak et al., 2014).
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2.4.1.4. Ozono

La utilizacion del ozono como sistema de modificacion de sustratos es ampliamente usada, debido
que es un oxidante altamente efectivo (Klein ef al., 2014). Los grupos hidroxido de las moléculas
que conforman al sustrato son oxidados a grupos carbonilo (Wang and Wang, 2001), el nimero de
grupos carbonilo y carboxilo indican el grado de oxidacion (Klein et al., 2014; Pouyet e al., 2014).
Es un método que puede ser aplicado en gas o en medio liquido, que no generan residuos de ningin
tipo, lo cual lo hace procedimiento ideal en la transformacion de sustratos no convencionales; sin

embargo, los costos son altamente elevados (Klein et al., 2014).

2.4.2. Método enzimatico

Las enzimas son proteinas que se encuentran en todos los seres vivos, son esenciales para el
funcionamiento de los organismos y son catalizadores altamente eficientes y especificos. Su uso
va desde la industria alimentaria hasta la obtencion de nuevos productos a partir de sustratos no
convencionales (Paredes Medina et al., 2010; Rajan et al., 2008). Por ejemplo, el uso de las enzimas
celulasas y xilasas para produccion de bioalcohol a partir de residuos del cultivo de platano
(Paredes Medina ef al., 2010), estas enzimas rompen los enlaces glucosidicos -1,4 presentes en
los polisacaridos de la celulosa y hemicelulosa, respectivamente. La amilasa y amilopectidasa son
otras de las enzimas ampliamente utilizadas en la modificacion del almidén (Rajan and Abraham,

2006; Rajan et al., 2008).

2.4.3. Métodos fisicos

Actualmente los pretratamientos fisicos son métodos emergentes de la denominada tecnologia
verde (Zhu, 2015). Existen una gran variedad de proceso de pretratamientos fisicos que involucran
el uso de radiaciones, altas presiones, la transferencia de energia u ondas electromagnéticas.

Algunas de las técnicas mas utilizadas en el pretratamiento de sustratos no convencionales son:

2.4.3.1. Microondas

El uso de las microondas se ha extendido principalmente en la generacion de nuevas propiedades
del almidén (Xie et al., 2013). El contenido del agua en el sustrato es muy importante en este

método, ya que de esta depende la eficiencia del procedimiento. Las microondas destruyen
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parcialmente la cristalinidad de los sustratos como el almidoén y la celulosa, reduciendo la

viscosidad e incrementando la solubilidad (Demiate et al., 2000; Fan et al., 2013; Xie et al., 2013).

2.4.3.2. Altas presiones

El tratamiento a base de altas presiones es un procedimiento que cominmente se emplea en la
modificacion de sustratos en la industria de los alimentos (Vittadini et al., 2008). Induciendo a la
gelatinizacion y formacion de gel del almidon esto mediante presion hidrostatica, aumentando el
hinchamiento del granulo, sin perder su cristalinidad (Li et al., 2012; Vittadini et al., 2008). Otros
estudios han demostrado que las presiones altas modifican las propiedades dieléctricas de almidon,
despolimerizacion de la celulosa, entre otros (Kasemwong et al., 2011; Kokorevics and Gravitis,

1997).

2.5. Molienda mecanica de alta energia

La molienda mecénica de alta energia es una técnica usada para el procesamiento de materia en
estado solido. Actualmente es uno de los métodos mas empleados en el pretratamiento de sustratos,
de bajo costo, rapido y eficiente (Liu et al., 2011; Suryanarayana, 2001). Se utiliza en la produccion
de polvos, ya que reduce el tamafio de particula, aumenta la superficie de contacto, la cinética de
reaccion (Suryanarayana, 2001), y la deformacion de particulas debido a la energia de impacto

(Sopicka-lizer, 2010).

Hay una enorme variedad de equipos de molienda mecanica de alta energia como son los molinos
de martillos, de rodillos, de discos, de bolas, entre otros. Los molinos de bolas pueden ser con

agitacion, atritor y planetario (Suryanarayana, 2001).
2.5.1. Molino planetario de bolas

El molino planetario de bolas produce impactos continuos debido a la rotacion centrifuga y
centripeta que presenta (Sopicka-Lizer, 2010). De esta forma se tiene la fuerza centrifuga producida
por el giro de los viales alrededor de sus propios ejes y la fuerza producida por el soporte de disco
giratorio (Figura 3) (Sopicka-Lizer, 2010). Debido a que los tazones y el disco de soporte giran en

direcciones opuestas, las fuerzas centrifuga actian en direcciones opuestas (Sopicka-Lizer, 2010).
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Esto hace que las bolas trituren por efecto de friccion al colisionar por la pared interior del tazéon y

por efecto del impacto de las bolas (Campos-Vaquero, 2011; Karapinar and Fikret, 2006).

Figura 3. Mecanismo del molino planetario de bolas (Fritsch, 2007).

La molienda mecénica de alta energia se emplea en la reduccion de tamafio, la homogenizacion de
materiales y actualmente es utilizada para generar reacciones solidas. Estas reacciones dependen
de diversos factores, entre ellos: el tiempo molienda, el material de molienda, el volumen del tazén,
la relaciéon masa de las bolas — masa de la muestra, el numero de bolas, etc. De estos factores
depende la cantidad de energia que se libera al sistema, y por tanto, las reacciones mecanoquimicas
que se puedan producir en el mismo (Broseghini et al., 2016; Leonel et al., 2014). Existen otro tipo
de variables en la molienda, por ejemplo, la velocidad, la atmosfera, la temperatura, asi como el

tipo, tamafio y distribucion de la muestra (Broseghini et al., 2016; Campos-Vaquero, 2011).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los medios de cultivo son fundamentales para el desarrollo de microorganismos, tanto a nivel
laboratorio como a nivel industrial. La composicion de sus nutrientes debe estar en términos de
disponibilidad, ausencia de compuestos inhibidores y bajos costos. Para disminuir los costos de
produccion a menudo se utilizan como fuentes de carbono subproductos industriales. Sin embargo,
los subproductos industriales a pesar de ser una gran fuente de carbono requieren de
pretratamientos como hidrdlisis y/o purificacion, con el fin de generar sustratos mas asimilables y
disminuir la cantidad de impurezas. No obstante, estos pretratamientos tienen como desventajas
ser costosos, producir desechos contaminantes y/o consumir mucho tiempo para llevarse a cabo.
Debido a esto en el presente trabajo se buscan alternativas de pretratamientos fisicos a sustratos
organicos no convencionales con alto contenido en carbohidratos buscando con ello la generacion

de nuevos medios de cultivo.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a la problematica en el uso de subproductos industriales como fuentes de carbono existe
una continua busqueda de materia organica con alto contenido de carbohidratos. El pretratamiento
de esta materia organica debe de ser eficaz, de bajo costo, de bajo consumo de energia, de facil

recuperacion y reutilizacion, ademas de ser aplicable a diversas fuentes de carbono con eficiencia.

Por lo tanto, en este trabajo se propone como método de pretratamiento a la molienda mecénica de
alta energia. El molino planetario de bolas es un método de facil manejo, se observan resultados en
corto tiempo, es econdémico y reproducible, ademés de que no genera desechos contaminantes.
Asimismo, se propone el uso y aprovechamiento de recursos no convencionales como fuentes de
carbono con altas concentraciones de carbohidratos como la yuca, el platano, el frijol y el jinicuil,

las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en la region de la cuenca del Papaloapan.
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V. HIPOTESIS

La molienda mecanica de alta energia modificard el contenido de azucares reductores y las
propiedades fisicoquimicas de sustratos orgdnicos como la soya, harina de yuca y diferentes

almidones de platano, frijol y jinicuil.
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VI. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Modificar la concentracion de azlcares reductores y las propiedades fisicoquimicas de diferentes

sustratos organicos mediante molienda mecanica de alta energia.

6.2. Objetivos especificos

» Realizar la comparacion de los cambios en las propiedades fisicoquimicas de soya tratada en

dos modelos diferentes de molinos planetarios de alta energia.

» Establecer las condiciones y tiempos Optimos de molienda para cada compuesto orgénico en

términos de concentracion de azicares reductores e indice de solubilidad.

» Evaluar el efecto de la molienda mecanica sobre las propiedades fisicoquimicas de los sustratos

organicos.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencion de los sustratos organicos

7.1.1. Soya (Glycine max)

En el presente trabajo se utilizaron tres tipos de muestras de soya: soya entera (SE), harina de soya
(HN) y soya previamente triturada (ST) en un molino de aspas casero de baja energia para reducir
su tamafio. La SE se adquirié en una tienda naturista y la HN fue donada por el laboratorio de

Bioprocesos del CINVESTAV.

7.1.2. Harina de yuca (Manihot esculenta)

La yuca se adquiri6 de manera comercial en el centro de Tuxtepec, Oaxaca. Fue lavada y cortada
en rodajas de aproximadamente 5 a 6 cm’. Se molio en una licuadora tipo industrial marca Inter
modelo L1-3 y se tamiz6 en malla de No. 40 (0.425 mm). Los residuos obtenidos se lavaron con
agua abundante hasta obtener un liquido claro. Los sélidos se secaron a una temperatura de 40°C

durante 24 h. El polvo se tamiz6 en malla de No. 40.

7.1.3. Almidén de platano (Musa paradisiaca L.)

El almidon de platano fue donado por el grupo de trabajo del Dr. Alejandro Aparicio Saguilan de
la Universidad del Papaloapan. El cual se aisl6 mediante el método propuesto por Flores-
Gorosquera et al. (2004). El platano se obtuvo de los cultivos plataneros de Tuxtepec, Oaxaca, en
estado fisioldgico inmaduro. Los platanos fueron lavados, pelados y cortados en rodajas de
aproximadamente 5 a 6 cm’ y posteriormente fueron sumergidas en una solucion de acido citrico.
Se moli6 en una licuadora tipo industrial marca Inter modelo L1-3 y se tamiz6 en mallas de No. 40
y 100 (0.15 mm). Los residuos obtenidos en cada malla se lavaron con agua abundante hasta que
el liquido fue claro. El almiddn, es decir los solidos, se secod a una temperatura de 40°C durante

24h. El polvo obtenido se tamiz6 en una malla del No. 100 (Flores-Gorosquera et al., 2004).
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7.1.4. Almidoén de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

El almidén de frijol fue donado por el grupo de trabajo del Dr. Alejandro Aparicio Saguilan de la
Universidad del Papaloapan. El aislamiento del almidon de frijol se llevo acabo con el método
propuesto por Betancourt et al. (2003). Las semillas de frijol se lavaron y dejaron remojando
durante 12 h, transcurrido el tiempo se realizo el descascarillado manual y se moli6 en una licuadora
tipo industrial marca Inter modelo L1-3. La mezcla obtenida se dejé sedimentar por 1 h. Para
posteriormente ser filtrada en mallas de No. 40 y 100 y se dejé sedimentar durante 4 h. Después se
decanto el sobrenadante y se le realizaron lavados hasta que el agua decantada fuera cristalina.
Posteriormente se secaron los s6lidos recuperados, es decir el almidon, a una temperatura de 40 °C
durante 24 h. El almidon obtenido se pulveriz6 en un mortero y se tamizd en una malla No. 100

(Betancur-Ancona et al., 2003).
7.1.5. Almidoén de jinicuil (Inga jinicuil)

El almiddn de jinicuil fue donado por el grupo de trabajo del Dr. Alejandro Aparicio Saguilan de
la Universidad del Papaloapan. El aislamiento del almidén de jinicuil se llevo acabo con el método
propuesto por Flores-Gorosquera et al. (2004) con modificaciones. Las semillas de jinicuil se
cortaron en rodajas de aproximadamente 5 a 6 cm’. Se molié en una licuadora tipo industrial marca
Inter modelo L1-3 y se tamiz6 en mallas de No. 40 y 100. Los residuos obtenidos en cada malla se
lavaron con abundante agua hasta que el liquido fuera claro. El almidon, es decir los solidos, se
secaron a una temperatura de 40 °C durante 24 h. El polvo obtenido se tamiz6 en una malla del No.

100 (Flores-Gorosquera et al., 2004).
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7.2. Molienda mecanica de alta energia

En el presente trabajo se utilizaron dos modelos de molinos planetarios de bolas, con caracteristicas

diferentes (Tabla 3).

Tabla 3. Diferencias entre los molinos planetarios de bolas utilizados.

Pulverisette 7 premium line PM 400/2 marca Retsch

Caracteristicas
marca Fritsch (Fritsch, 2007) (Retsch, 2016)
Capac1da.d de 2 tazones 4 tazones
procesamiento
Volumen del tazén 80 mL 250 mL
Rango de velocidad 10a 1100 rpm 30 2400 rpm
) Desde segundos hasta varios 1 min hasta 5999 min
Tiempo . . .
min continuos continuos
7.2.1. Molino Pulverisette 7 premium line marca Fritsch

El molino planetario de bolas Pulverisette 7 (Figura 4) tiene como caracteristicas que es un equipo
pequeiio, con 2 tazones de molienda de 80 mL de capacidad, alcanza 1100 rpm de velocidad y se
le pueden asignar ciclos de molienda, es decir, programarse de tal modo que cada cierto tiempo el

equipo se detenga y se enfrien los tazones (por ejemplo: 5 min de molienda con 5 min de pausa)

(Fritsch, 2007).

La molienda se realiz6 manteniendo constante la velocidad a 600 rpm y con una muestra inicial de
5 g. Los materiales de molienda usados fueron carburo de tungsteno (WC), nitruro de silicio (SizNy)
y hierro (Fe), con 15 bolas de 10 mm o 4 bolas de 20 mm. Los tiempos de molienda fueron de 5,

10, 20 y 40 min.
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Figura 4. Molino planetario de bolas Pulverisette 7 premium line marca Fritsch.

7.2.2. Molino PM 400/2 marca Retsch

El molino planetario de bolas PM 400/2 (Figura 5) tiene como caracteristicas que es un equipo
grande, contiene espacio para colocar de 2 a 4 tazones de molienda con 250 mL de capacidad,

alcanza 400 rpm de velocidad y este no realiza ciclos de molienda (Retsch, 2016).

Las moliendas se realizaron manteniendo constante la velocidad a 400 rpm y con una muestra
inicial de 5.5 g. El material de molienda es hierro (Fe) con 9 bolas de 20 mm. Los tiempos de

molienda fueron de 2, 5, 8, 10 y 20 min.
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Figura 5. Molino planetario de bolas PM 400/2 marca Retsch.

7.3. Técnicas analiticas

7.3.1. Determinacion de azucares reductores

Los aztcares reductores son mono y oligosacaridos que contiene un grupo aldehido en su estructura
quimica y que presentan un efecto reductor (Eldridge ef al., 1979). Un ejemplo de azucares
reductores son la glucosa, cetosas, fructosa, maltosa, por mencionar algunos (Badui-Dergal, 2006;

Eldridge et al., 1979).

La cuantificacion de los azicares reductores se realizd con la técnica de DNS (acido

dinitrosalisilico), la cual es una técnica colorimétrica que tiene como caracteristica reaccionar
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unicamente con los azucares reductores presentes en las muestras (Miller, 1959). Donde se pesaron
0.2 g de cada muestra obtenida de la molienda mecénica de alta energia y se le agregaron 10 mL
de agua destilada. Posteriormente se colocaron en un tubo 500 pL de muestra con 500 pL de DNS

y se leyo la absorbancia a 540 nm. Se utiliz6 glucosa como estandar.

7.3.1.1. Hidrolisis acida

La hidrolisis 4cida se realizé solo para las muestras iniciales de soya, es decir, HS, SE y ST las
cuales fueron llevadas a un pH menor a 2 y posteriormente en autoclave durante 15 min a

condiciones de 120 °C y 1.3 kg/cm’ de presion.

7.3.2. Indice de solubilidad y perfil de hinchamiento

El hinchamiento y la solubilidad se determinaron por el método modificado de Sathe y Salunkhe
(1981). Para lo cual en un tubo de centrifuga previamente tarado se pusieron 50 mL de una
suspension de almidon al 1 % (p/v). La cinética se realizd en agitacion constante a diferentes
temperaturas (60, 70, 80 y 90 °C) en bafio maria durante 30 min para cada una. Posteriormente se
centrifugd a 2500 rpm durante 15 min, se decant6 el sobrenadante y se pesaron los granulos
hinchados. Del sobrenadante se tom6 10 mL y se secd a 120 °C durante 4 h. Los célculos se
realizaron con la ecuacion (1) para el porcentaje de solubilidad (%S) y con la ecuacion (2) para el

poder de hinchamiento (PH) (Sathe and Salunkhe, 1981).

peso del almidon soluble * 400

0 S =
% peso de la muestra seca (base seca) (1

Peso del sedimento

PH =
Peso de la muestra (base seca) * (100 — %solubilidad) *

100 )
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7.4. Caracterizacion de los sustratos

7.4.1. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (MEB) nos permite ver la morfologia y observar en tres
dimensiones. Esta técnica se base en hacer pasar un flujo de electrones por la superficie, a modo
de un pincel que barre toda la muestra, la interaccion de los electrones con el objeto conduce a la
emision de electrones secundarios que son detectados y son transducidos en una imagen de alta
resolucion (Renau-Piqueras and Faura, 1994). 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.

7.4.2. Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica empleada para determinar la estructura cristalina o
grado de cristalinidad de productos orgénicos e inorgdnicos, compuestos complejos como
proteinas, polimeros de carbohidratos, etc., (Van Holde et al., 2006). La difraccion de rayos-X se
usO en este trabajo para determinar los cambios estructurales antes y después de la molienda
mecénica de alta energia. Los patrones de DRX se obtuvieron en un difractometro Bruker AXS D8
Advance, utilizando una intensidad de 30 mA y voltaje de 40 kV. Las condiciones de medicion

fueron de 5 a 50 ° en 26.

7.4.3. Analisis termogravimétrico y andlisis térmico diferencial

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica cualitativa que indica la pérdida de masa con
respecto al aumento gradual de la temperatura. Para el estudio térmico se utilizd el analizador
simultdneo modelo STA 6000 marca Perkin-Elmer. El cual permite por analisis térmico diferencial
(DTA) observar los cambios energéticos y valorar si el proceso es endotérmico o exotérmico. Esto
se hace durante la descomposicion térmica de las muestras, determinando su comportamiento y su
estabilidad. Las condiciones de medicion fueron: calentamiento de 25 a 500 °C, velocidad de

calentamiento de 10°C/min y flujo continuo de nitrégeno de 20 mL/min.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Determinacion de azucares reductores

Los resultados en la concentracion de azucares reductores de los sustratos organicos se presentan

en las Figuras 6-15.

8.1.1. Soya

Los resultados del contenido de azlicares reductores antes y después de la hidrolisis 4cida de las
muestras de la soya entera (SE), soya entera triturada en una licuadora casera (ST) y la harina de
soya (HS) se muestran en la Figura 6. Como era de esperarse, en las tres muestras se observa un
incremento del contenido de azucares reductores después de la hidrolisis dcida. En SE se registro
un aumento 1.88 veces (sin hidrolisis 0.16 g/L y con hidrolisis 0.30 g/L). La ST tiene un incremento
de 3.55 veces (sin hidrolisis 0.45 g/L y con hidrolisis 1.61 g/L). Mientras que para HS se tiene un
aumento de 1.85 veces (sin hidrolisis 1.19 g/L y con hidrolisis 2.21 g/L). La HS fue la que obtuvo
la concentracion mas alta antes y después de la hidrdlisis. Por lo tanto, la concentracion de azacares
reductores de la HS con hidrdlisis se tomo de referencia para evaluar el efecto de la molienda de

alta energia sobre los carbohidratos presentes en la soya.

Figura 6. Concentracion de azucares reductores de soya antes y después de la hidrélisis acida. Los datos son
expresados como la media + SD.
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En el caso de SE el aumento de la concentracion de azucares reductores es consecuencia de la
hidrolisis 4cida debido a que rompe las redes proteicas que conforman a la soya y en las cuales se
encuentran embebidos los carbohidratos aislandolos del contacto con ciertos agentes quimico,
fisicos o biologicos (AL-Bahri et al., 2009; Bridson, 2006). La protedlisis producida por el acido
lleva a que los carbohidratos estén expuestos, y por lo tanto, susceptibles a ser reducidos por este
(Hu et al., 2014). Un ejemplo de este efecto “protector” de la red proteica es lo reportado por
Kawamura et al. (1970) no detectan azicares reductores en soya sin ser tratada. Después de la
hidrolisis acida obtienen un valor de 0.00053 g/L esto en condiciones acidas (pH de 4.3) tras 1 hora
de hidrolisis (Kawamura et al., 1970). A diferencia del presente trabajo que por hidrdlisis acida
(pH de 2) se obtiene una concentraciéon mayor (0.30 g/L). Para la muestra ST la reduccion del
tamano de la particula previa a la hidrélisis puede estar provocando una posible ruptura de algunas
de las fibras de proteina, aumente el area de contacto con el 4cido. De este modo podria incremento
en la reaccion de hidrolisis con los azucares, llevando a una mayor formacién de azlcares
reductores (Hu et al., 2014). En HS, las altas concentraciones de azucares encontradas
probablemente tengan su origen en el proceso de obtencidon de la harina. Proceso en el cual se
utilizan solventes y calentamiento para eliminar el contenido de aceites (Cromwell, 2012).
Considerando que estos aceites presentes en la SE interfieren para la liberacion o generacion de
azucares reductores con hidrolisis acida, ya que reacciona primero con los aceites y después con
los componentes de la SE particula de la soya, por lo que el pretratamiento a la harina,
probablemente favorece la cuantificacion de los azlcares (Karr-Lilienthal et al., 2005). Por lo
tanto, la eliminacion de los aceites y un menor tamafio de particula en la HS aparentemente aumenta
el area de exposicion e incrementa los rendimientos de hidrélisis (Hu et al., 2014). En el caso de

ST y HS no se encontraron datos en la literatura bajo las condiciones utilizadas en este trabajo.

8.1.1.1.  Molienda mecénica de alta energia con molino Pulverisette 7

En la Figura 7 se muestra la concentracion de azicares reductores para SE y ST mediante molienda
mecanica de alta energia utilizando WC como material de molienda. Para la SE se observo el mayor
incremento en la concentracion de azlicares reductores con la molienda de 5 min con 4 bolas de 20
mm (Figura 7), aumentando 8.45 veces con respecto a la muestra sin molienda (0.16 - 1.36 g/L).
Mientras que para SE utilizando 15 bolas de 10 mm (Figura 7), la méxima concentracién de

azucares reductores se observo a los 40 min, aumentando 7.16 veces (0.16 - 1.36 g/L). En cambio,
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para ST se observo el mayor aumento en la concentracion de azicares reductores con la molienda
de 10 min con 4 bolas de 20 mm (Figura 7), aumentando 3.83 veces con respecto a la muestra sin
molienda (0.45 - 1.74 g/L). En tanto que para ST utilizando 15 bolas de 10 mm (Figura 7), la
maxima concentracion de aztcares reductores se observo a los 40 min, aumentando 3.13 veces

(0.45-1.42 g/L).

"de 10 mm de &
" de 20 mm de o

Figura 7. Concentracion de azlcares reductores de SE y ST a diferentes tiempos utilizando WC como material de
molienda, molino Pulverisette 7. La linea punteada indica el valor maximo de azicares reductores en HS con
hidrolisis acida (Figura 6).

En la Figura 8 se muestra la concentracion de aztcares reductores para SE y ST mediante molienda
mecénica de alta energia utilizando Fe como material de molienda. Para la SE se observd un
incremento mas alto en la concentracion de azlcares reductores con la molienda de 10 min con 15
bolas de 10 mm (Figura 8), aumentando 11.48 veces con respecto a la muestra sin molienda (0.16
- 1.85 g/L). En contraste, con 4 bolas de 20 mm el valor maximo se alcanz6 a los 20 min de
molienda, con un incremento de 8.88 veces (0.16 - 1.43 g/L). Mientras que para ST (Figura 8), la
mayor concentracion alcanzada fue a los 10 min de molienda con 15 bolas de 10 mm, aumento
2.02 veces (0.45 - 0.92 g/L). De misma manera, se determind la concentracion utilizando 4 bolas
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de 20 mm (Figura 8), donde se obtuvo un valor maximo a los 5 min de molienda, incremento 3.33

veces (0.45 - 1.51 g/L).

"de 10 mm de &
" de 20 mm de o

Figura 8. Concentracion de aztcares reductores de SE y ST a diferentes tiempos utilizando Fe como material de
molienda, molino Pulverisette 7. La linea punteada indica el valor maximo de azicares reductores en HS con
hidrolisis acida (Figura 6).

En la Figura 9 se muestra la concentracion de azicares reductores para SE y ST mediante molienda
mecénica de alta energia utilizando Si3Ny4. Para la SE se observd el mayor incremento en la
concentracion de aztcares reductores con la molienda de 10 min con 4 bolas de 20 mm (Figura 9),
aumentando 8.42 veces con respecto a la muestra sin molienda (0.16 - 1.36 g/L). Mientras que para
SE utilizando 15 bolas de 10 mm (Figura 9), la maxima concentracion de azicares reductores se
observd a los 5 min, aumentando 4.57 veces (0.16 - 0.73 g/L). En cambio, para ST se observo el
mayor aumento en la concentracion de azlicares reductores con la molienda de 10 min con 4 bolas
de 20 mm (Figura 9), aumentando 3.83 veces con respecto a la muestra sin molienda (0.45 - 1.74
g/L). Mientras que para ST utilizando 15 bolas de 10 mm (Figura 9) la méxima concentracion de

azucares reductores se observod a los 40 min, aumentando 3.13 veces (0.45 - 1.42 g/L).
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"de 10 mm de &
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Figura 9. Concentracion de azlicares reductores de SE y ST a diferentes tiempos utilizando Si;N4 como material de
molienda, molino Pulverisette 7. La linea punteada indica el valor maximo de azGcares reductores en HS con
hidrolisis acida (Figura 6).

Las diferencias observas en el contenido de aztcares reductores entre SE y ST después de la
hidrolisis 4cida (Figura 6) es evidente y su puede asociar mayoritariamente a un efecto de tamafio
de particula, siendo favorecida la muestra con el menor tamafio de particula. Sin embargo, con la
molienda mecénica de alta energia esta diferencia en el contenido de azucares reductores entre SE
y ST desaparece (Figuras 7-9). Este comportamiento se puede deber a que el contenido de azlicares
estd asociado a la frecuencia de colision durante la molienda y al area de contacto con la muestra
(tamano de particula). En ST se tiene una menor superficie de contacto entre las particulas de soya,
las bolas y tazdn durante el proceso de molienda, viéndose afectada la transformacion fisicoquimica
de los azlicares. Caso contrario, en SE se parte de una superficie de contacto mas amplia y se logran
obtener valores similares y en algunos casos mayores de azlcares reductores a los de ST. Lo
anterior esta de acuerdo con lo reportado por Johansson (2012), quien reporta que la eficiencia de

la conversion de un sustrato depende de la dimension del material a moler debido a que a medida
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que disminuye el tamafio de particula la probabilidad de colisiébn es menor, por lo tanto, la

transferencia de energia se reduce.

Por otro lado, la variable que tiene un gran efecto en la concentracion de aztcares reductores de las
distintas muestras es la densidad del material de molienda (WC: 15.63 g/cm’; Fe: 7.9 g/em’;
Si;N4:3.1 g/em’). Estd densidad esta directamente relacionadas con la cantidad de energia
proporcionada a la muestra (Johansson, 2012; Suryanarayana, 2001). Sin embargo, no se observo
que la concentracion de los azucares reductores fuera directamente proporcional a la energia
suministrada durante la molienda. La concentracion de azucares fue mayor cuando el material de
molienda fue Fe, seguido por WC y por SizNy, respectivamente. Para el caso de WC, aparentemente
la energia suministrada esta siendo utilizada para otros procesos diferentes del rompimiento de las
cadenas de carbohidratos, como podrian ser la formacion de otras moléculas mas pequenas o la
polimerizacion. Algunos estudios han demostrado que la friccion generada entre el impacto de alta
energia de las bolas contra el tazon y la muestra conducen a la formacion de moléculas de bajo

peso molecular (Leonel ef al., 2014; Morrison et al., 1994).

En la Tabla 4 se muestran los resultados del aumento en niimero de veces de azucares reductores
con respecto a la concentracion inicial sin hidrdlisis dcida. Como se puede observar el tratamiento
que presentd mayor incremento en azlcares reductores es la molienda mecénica de alta energia
para SE a los 10 min con 15 bolas de 10 mm de Fe (11.48 veces con respecto al inicial), mientras
que el menor aumento para SE fue mediante hidrolisis 4cida (1.88 veces). En caso contrario con
ST el mayor incremento se observo a los 10 min utilizando 4 bolas de 20 mm de WC (3.83 veces),
y el de menor aumento fue a los 10 min con 15 bolas de 10 mm de Fe (2.02 veces).

Tabla 4. Muestras con mayor contenido de azicares reductores después de hidrélisis acida y de
molienda mecanica a diferentes tiempos.

TRATAMIENTOS

« Azucares

g reductores  Hidroélisis WC Fe SizN,

& sin .

S hidrélisis acida 15" (veces)/ 4 (veces)) 15" (veces)/ 4 (veces)) 15" (veces) 4 (veces)/
= (g/L) Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo

(veces) (min) (min) (min) (min) (min) (min)

SE 0.16 1.88 7.17/40 8.45/5 11.48/10  8.88/10 4.57/'5 8.42/10
ST 0.45 3.55 3.13/10 3.83/10 2.02/10 3.33/5 2.77/40 2.46/ 5
HS 1.19 1.85

" bolas de 10 mm de o
" bolas de 20 mm de o
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8.1.1.2. Molienda mecénica de alta energia con el molino PM 400/2

Se realiz6 una segunda molienda con otro molino planetario de bolas el PM 400/2 marca Retsch
debido a que presenta caracteristicas diferentes como el tamafio de tazon, la relacion de bolas-
muestra, el volumen de muestra que puede ser procesada, velocidad de molienda, entre otros
(Retsch, 2016). Las concentraciones de azucares reductores de SE con el molino PM 400/2 indican
una elevacion en la concentracion conforme aumenta el tiempo de molienda (Figura 10). La
concentracion maxima se da a los 20 minutos de molienda con un incremento de 4.68 veces con

respecto a la concentracion inicial (0.16 - 0.75 g/L).

Figura 10. Concentracion de azucares reductores de SE con molino de alta energia PM 400/2 a diferentes tiempos,
con 9 bolas de 20 mm y Fe como material de molienda. La linea punteada indica el valor maximo de azucares
reductores en HS con hidrolisis acida (Figura 6). Los datos son expresados como la media + SD.

La comparacion en la concentracion de azucares reductores para los dos molinos planetarios de
bolas (Pulverisette 7 premium line y PM 400/2) se presentan en la Figura 11. Donde se observa
una mayor concentracion de azlicares en las moliendas del molino Pulverisette 7 aun en los tiempos
mas cortos y con bolas de menor tamafio. En el caso del molino PM 400/2 la presencia de azlcares
reductores se mantienen en aumento, sin alcanzar un maximo, lo que indica que es necesario

mayores tiempos de molienda para incrementar la concentracion de azucares reductores. Esto
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sugiere que el molino PM 400/2 proporciona menos energia que el Pulverisette 7. Lo cual se puede
ver en las concentraciones de azicares reductores para ambos molinos donde en el caso del
Pulverisette 7 alcanza mayores concentraciones. Algunos trabajos demuestran que todas las
moléculas necesitan una cantidad de energia para reaccionar con otras moléculas, en molienda
mecénica de alta energia son denominadas reacciones inducidas mecanicamente. Estas reacciones
dependen de diversos factores como el tipo y las propiedades de los molinos, asi como a las
condiciones del proceso (Gotor et al., 2013). Por lo anterior, es de esperase que dadas las
caracteristicas de los dos molinos empleados en este trabajo, ambos molinos proporcionen energias

y condiciones de esfuerzos de corte diferentes.

"de 10 mm de &
" de 20 mm de o

Figura 11. Concentracion de azucares reductores en SE con diferentes tiempos de molienda en dos tipos de molinos
planetarios de bolas (Pulverisette 7 premium line y PM 400/2). La linea punteada indica el valor maximo de azticares
reductores en HS con hidrolisis acida (Figura 6). Los datos son expresados como la media + SD.

La cantidad de energia suministrada durante la molienda mecanica es dependiente de la relacion
entre el peso de la muestra - el peso de las bolas de molienda y el tamafio de tazon (Gotor et al.,

2013). Hay modelos matematicos que predicen la cantidad de energia generada en el sistema

considerando estas variables (Burgio et al., 1991). Ademas, otros autores mencionan que esta

33



relacion varia con respecto al tipo de molino y a su capacidad de volumen (Suryanarayana, 2001).
En este trabaj6 se utilizo una relacion de 1:50 (peso de la muestra: peso de las bolas de molienda)
para todas las moliendas, esta relacion tedricamente proporciona la misma cantidad de energia en
ambos molinos. Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que a pesar de tener la misma
relacion de peso en el molino Pulverisette 7 la concentracion de azlcares reductores fue mejor en
todas las moliendas. Por lo que bajo las condiciones utilizadas en este trabajo el molino Pulverisette

7 es mas energético que en el PM 400/2.

8.1.2. Harina de yuca (HY)

Los resultados de la molienda mecénica de alta energia con el molino planetario PM 400/2 para la
HY se muestran en la Figura 12. El contenido de azucares reductores de la HY sin molienda es de
0.50 g/L. Después de la molienda mecanica de alta energia las concentraciones aumentaron con el
tiempo de molienda. Obteniéndose un incremento maximo de 2.89 veces a los 20 min (0.50 - 1.47

g/L).

Figura 12. Concentracion de azucares reductores en HY a diferentes tiempos de molienda en molino de alta energia
PM 400/2. Los datos son expresados como la media + SD.
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Los reportes encontrados para la concentracion de azucares reductores en yuca tienen un amplio
intervalo de variacion. Por ejemplo: Simanjuntak et al. (2014) describe una concentracion de
0.0015 g/L; Hermiati et al. (2012) de 86.8 g/L; mientras que en este trabajo el valor inicial fue de
0.50 g/L. Estas discrepancias pueden deberse al efecto de los tratamientos previos realizados a la
HY o bien a su origen botanico (Zhu, 2015). La fuente botanica es influenciada por las condiciones
en las que se cultiva el tubérculo, lo que deriva en diferencias en la composicion quimica de este

tubérculo, como lo es la cantidad de carbohidratos que contiene (Zhu, 2015).

8.1.3. Almidén de platano (AP)

Los resultados de la molienda mecanica de alta energia con el molino planetario PM 400/2 para el
AP se muestran en la Figura 13. La muestra inicial del AP tiene un contenido de azucares reductores
de 0.51 g/L. Después de la molienda mecanica las concentraciones disminuyen en los primeros
tiempos; sin embargo, a los 10 min se alcanza el maximo con un aumento de 1.98 veces la

concentracion de azucares reductores (0.51 - 1.03 g/L).

Figura 13. Concentracion de azucares reductores en AP a diferentes tiempos de molienda en molino de alta energia
PM 400/2. Los datos son expresados como la media + SD.
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Lii et al. (1982) reportan que el grado de maduracion esta relacionado con la concentracion de
azucares reductores, entre mas maduro es el platano mayor es el porcentaje de azucares reductores.
Por ejemplo: para platano verde (grado 0) tiene 0.24%; mientras que en estado inmaduro (grado 1)
el porcentaje es de 1.30 %. Otro reporte mostr6 que en estado inmaduro (grado 1) la concentracion
de azucares reductores es de 10 g/L (Olusanjo Adewalr et al., 2013). En el presente trabajo se
utilizo platano en un estado de maduracion intermedio entre grado 0 y 1 con una concentracion de

0.51 g/L.

8.1.4. Almidoén de frijol (AF)

Los resultados de la molienda mecanica de alta energia con el molino planetario PM 400/2 para el
AF se muestran en la Figura 14. La muestra inicial del AF tiene un contenido de azucares reductores
de 0.83 g/L pero a los 2 min de realizarse la molienda hay una reduccién en la concentracion (0.20
g/L). Mientras que a los 5 min tiene un incremento de 2.25 veces (0.83 - 1.88 g/L) con respecto al
valor inicial. Posterior a esto la concentracion de azicares reductores disminuye en funcion del

tiempo de molienda.

Figura 14. Concentracion de azucares reductores en AF a diferentes tiempos de molienda en molino de alta energia
PM 400/2. Los datos son expresados como la media + SD.
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Es importante mencionar que no se encontraron reportes en la literatura sobre la concentracion de

azucares reductores en el almidon de frijol.

8.1.5. Almidoén de jinicuil (AJ)

Los resultados de la molienda mecanica de alta energia con el molino planetario PM 400/2 para el
Al se muestran en la Figura 15. La concentracion inicial de azucares reductores de AJ es de 1.15
g/L. A los 2 min de la molienda se increment6 3.24 veces (1.15-3.73 g/L) con respecto al valor
inicial. Mientras que al aumentar el tiempo de molienda la concentracion de aztcares reductores

fue menor.

Figura 15. Concentracion de azucares reductores en AJ a diferentes tiempos de molienda en molino de alta energia
PM 400/2. Los datos son expresados como la media + SD.
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La especie de leguminosas a la que pertenece el jinicuil, /nga, contiene aproximadamente 70 % de
carbohidratos en base seca, siendo el almidén el mas abundante, seguido por la xilosa, la sacarosa,

la pectina y la lignina (Bressani, 2010).

La concentracion de azlicares reductores de los almidones de platano y frijol de forma muy general
tienen un comportamiento similar con la molienda. Es decir, primero una disminucién en la
concentracion de azlicares reductores a tiempos cortos de molienda, posteriormente un incremento
subito hasta alcanzar un maximo y posteriormente una disminucion paulatina. En el almidén de
jinicuil se observa el incremento de la concentracion de azucares reductores desde los pocos
minutos de molienda y después su disminucion paulatina. Este comportamiento puede deberse a
que la cantidad de energia liberada durante el proceso de molienda conduce primero a una
modificacién y posteriormente a una polimerizacion y/o degradacion de los componentes de los
sustratos organicos (Leonel ef al., 2014; Morrison et al., 1994). En el caso de la Harina de Yuca,
la molienda logro la transformacion de azlcares no reductores a reductores pero sin alcanzar un
maximo en la concentracion. Lo que sugiere la necesidad de incrementar el tiempo de molienda
para alcanzar el maximo. Posiblemente como la harina contiene un alto contenido de fibras
entonces requiere de mayor energia para transformar los carbohidratos, impidiendo las reacciones

fisicoquimicas para la transformacion de las muestras (Abera and Rakshit, 2003; Zhu, 2015).

Los sustratos organicos como la HY y los diferentes almidones (platano, frijol y jinicuil) provienen
de distintas fuentes botanicas, por lo que la concentracion de azlcares reductores es diferente para
cada una de ellas (BeMiller and Whistler, 2009). Por tanto, es de esperar variaciones en el contenido
de azucares reductores dependiendo del sustrato utilizado debido a factores como procedencia u
obtencion de la muestra, tamafo, estado de maduracidon, composicion quimica, entre otras (Badui-
Dergal, 2006; Zhu, 2015). Otro factor importante es el tamano de granulo. El AP tiene un tamafo
de granulo en un intervalo de 6 a 60 um (Lii and Chang, 1981) y un méximo de concentracion de
azucares reductores a los 10 min de molienda; el AF un intervalo de 20 a 45 um (Chung et al.,
2008) y un maximo a los 5 min de molienda; mientras que para el AJ un tamafio de granulo <10
pum (este trabajo) y un maximo en la concentraciéon de azucares a los 2 min de molienda. Por lo
anterior parece ser que a menor tamafio de granulo de almidon es mas rapido el efecto de la

molienda mecénica en la produccion de azacares reductores.
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Independiente de la concentracion de azlcares reductores, de los sustratos orgéanicos o de las
condiciones de la molienda utilizadas lo que es evidente es que el tratamiento fisico de la molienda
mecénica de alta energia es un pretratamiento adecuado para la obtencion de azucares reductores
de sustratos orgénicos. En la Tabla 5 se muestra la maxima concentracion de azicares reductores

obtenidas por molienda mecénica de alta energia de los distintos sustratos organicos analizados.

Tabla 5. Méaxima concentracion de azucares reductores obtenidas por molienda mecanica de alta
energia de los sustratos organicos analizados en este trabajo.

Aumento en

Molino
veces de Condiciones de molienda
Muestra planetario de
azicares mecanica de alta energia
bolas
reductores
Soya entera 11.48 15" de Fe con 10 min Pulverisette 7
Soya triturada 3.83 4" de WC con 10 min Pulverisette 7
Harina de yuca 2.89 9" de Fe con 20 min PM 400/2
Almidoén de platano 1.98 9" de Fe con 10 min PM 400/2
Almidén de frijol 2.25 9" de Fe con 5 min PM 400/2
Almidoén de jinicuil 3.24 9" de Fe con 2 min PM 400/2

" bolas de 10 mm de o
" bolas de 20 mm de o
Nota: Las muestras de soya fueron tratadas en los dos molinos (Pulverisette 7 y PM 400/2) mientras

que la harina de yuca y los almidones solo se utilizé el molino PM 400/2.

8.2. Indice de solubilidad y perfil de hinchamiento

El porcentaje de solubilidad (%S) y el perfil de hinchamiento (PH) de la HY y de los diferentes

almidones se muestran en las Figuras 16-19.

8.2.1. Harina de yuca (HY)

El %S y el PH para las muestras de HY inicial y con 20 min de molienda mecanica que fue el
tiempo donde se obtuvo la maxima concentracion de azicares reductores (HY20) se muestran en
la Figura 16. El %S y PH son dependientes de la temperatura, es decir, conforme se eleva la

temperatura se incrementa el valor de estos parametros. Trabajos previos han descrito este mismo
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comportamiento donde se observa que conforme aumenta la temperatura la solubilidad y el
hinchamiento del almidén se incrementa (Herndndez-Medina et al., 2008). Hernandez-Medina et
al. (2008) reportan que para el almidon de yuca el %S a 60 y 90 °C es aproximadamente 2 y 52%,
respectivamente, mientras que para el PH es de 4 y 60 g de agua/g de almidon, respectivamente.
Por otro lado, Sanchez et al. (2009) reportan un %S de 0.2 hasta 16.6 % y de PH de 0.8 hasta 15.5
g de agua/g de almidon atribuyendo estas diferencias a la variacion genética de la yuca (Sanchez
et al., 2009). En este trabajo se observo un %S de 9.66 hasta 41.82 % y de PH de 12.87 hasta 19.38
g de agua/g. En general la molienda mecénica también provoca un incremento en los valores de
%S y PH. Con respecto a HY, el %S en HY20 aumento 2.36 veces en promedio a lo largo de todas
las temperaturas analizadas. Asi mismo el PH sube 1.19 veces en promedio en cada temperatura.
Cabe resaltar que no se encontraron en la literatura valores de %S y PH de yuca o harina de yuca

con molienda mecdnica.

Figura 16. Porcentaje de solubilidad (%S) en agua (a) y perfil de hinchamiento (PH) (b) para harina de yuca (HY) y
harina de yuca con 20 min de molienda mecénica (HY20). Los datos estan representados como la media + SD.

8.2.2. Almidén de platano (AP)

El %S y el PH de las muestras de AP y almidén de platano con 10 min de molienda mecénica de
alta energia (AP10) que fue el tiempo donde se obtuvo la maxima concentracion de azucares
reductores se muestran en la Figura 17. Para AP a 60 y 90 °C se observo un %S de 0.98 hasta 22.25
% y de PH de 4.45 hasta 20.19 g de agua/g de almidon. Los valores reportados en la literatura
indican que a 60 y 90 °C el AP nativo tiene una solubilidad del 2.2 y 8.77% respectivamente
(Waliszewski et al., 2003). Estos valores son inferiores a los obtenidos en este trabajo, lo cual

puede deberse al origen del sustrato y a la forma de extraccion del almidon, que se sabe influye en
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las propiedades fisicoquimicas de las muestras (Abera and Rakshit, 2003; Zhu, 2015). En cuanto
al PH algunos autores han reportado valores por encima de los descritos en este estudio, por
ejemplo, Bello-Pérez et al. (1999) reportan que a 60 y 90 °C el PH es de 12 y 40 g de agua/ g de
almidon. Las diferencias observadas para AP pueden atribuirse a la distribucion de las cadenas de
amilosa y amilopectina, asi como también, a la relacion que presentan ambas en el granulo (Bello-

Pérez et al., 1999).

Por otro lado, la molienda mecanica tiene un efecto notorio en el %S de la muestra AP10,
aumentando en promedio 16.99 veces con respecto a AP para todas las temperaturas. En el caso de

PH este se eleva en promedio 1.76 veces para cada temperatura.

Figura 17. Porcentaje de solubilidad (%S) en agua (a) y perfil de hinchamiento (PH) (b) para almidon de platano
(AP) y almiddn de platano con 10 min de molienda mecanica (AP10). Los datos estan representados como la media
+ SD.

8.2.3. Almidoén de frijol (AF)

El %S y el PH para las muestras de AF y almidon de frijol con 5 min de molienda (AF5) que fue
el tiempo donde se obtuvo la méxima concentraciéon de azlcares reductores se muestran en la
Figura 18. Para AF a 60 y 90 °C se observo un %S de 3.34 hasta 45.84 % y de PH de 5.44 hasta
40.57 g de agua/g. Los valores encontrados en este analisis son similares a los reportados por Lii
and Chang (1981), quienes reportan que a 65 y 90 °C el %S del almidon de frijol es de
aproximadamente 7 y 23 %, mientras que para PH son de 8 y 29 g de agua/g de almiddn,
respectivamente. Algunos trabajos han reportado que los contenidos de proteinas en los granulos

de almidon pueden influenciar las propiedades de hinchamiento. Las proteinas que estan asociadas

41



a los granulos interfirieren formando una envoltura que recubre al almidon (Hongsprabhas et al.,

2007).

La molienda mecanica nuevamente incrementa los valores del %S de la muestra AF5, la cual con
respecto a AF aumenta 4.10 veces en promedio el %S en todas las temperaturas. En contraste el
PH tiene valores similares hasta aproximadamente 82 °C donde AF5 muestra un aumento de 1.63

veces con respecto a AF.

Figura 18. Porcentaje de solubilidad (%S) en agua (a) y perfil de hinchamiento (PH) (b) para almidén de frijol (AF)
y almidoén de frijol con 5 min de molienda mecanica (AFS5). Los datos estan representados como la media + SD.

8.2.4. Almidoén de jinicuil (AJ)

El %S y el PH para las muestras de AJ y almiddn de jinicuil con 2 min de molienda mecénica (AJ2)
que fue el tiempo donde se obtuvo la maxima concentracion de azicares reductores se muestran en
la Figura 19. Para AJ a 60 y 90 °C se observo un %S de 6.87 hasta 33.81 % y de PH de 4.73 hasta
13.64 g de agua/g. A la fecha no existen reportes en la literatura que describan el %S y PH del
almidon de jinicuil, probablemente debido que es poco conocida y solo es consumida en pequefios
sectores de América Central. Sin embargo, el alto contenido de proteinas y carbohidratos (Sdnchez
Mendoza et al., 2016) lo hacen un material que podria ser utilizado en la generacion de almidén o
azucares de reductores, por lo que es muy importante la caracterizacion fisicoquimica de esta

leguminosa.

La molienda mecénica de alta energia aumenta en promedio 1.41 el %S en AJ2 para todas las

temperaturas con respecto a AJ. Mientras que el valor de PH va incrementando conforme
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incrementa la temperatura: a 60°C es igual para AJ y AJ2, para 70°C aumenta 1.10 veces, a 80°C

1.16 veces y a 90°C 1.31 veces.

Figura 19. Porcentaje de solubilidad (%S) en agua (a) y perfil de hinchamiento (PH) (b) para almidén de jinicuil
(AJ) y almidon de jinicuil con 2 min de molienda mecanica (AJ2). Los datos estan representados como la media +
SD.

En conjunto, los resultados demuestran que la molienda mecéanica mejora el %S y PH en todas las
muestras analizadas. Esta tendencia es similar a lo reportado en la literatura (Li et al., 2017; Zhu,
2015). El efecto es ademas dependiente de la composicion de amilosa/amilopectina, del arreglo
que estos polisacaridos tienen en el almidon y de la microestructura del granulo. Estas
caracteristicas también estan directamente relacionadas con la fuente botanica (Delcour et al.,
2010; Tester et al., 2004; van de Velde et al., 2002; Waterschoot et al., 2015). Cabe mencionar que
AJ mostré un incremento en el %S a medida que aumenta la temperatura, sin embargo, no llego a

valores superiores al 50% a diferencia del resto de las muestras (Tabla 6).

Tabla 6. Indice de solubilidad a diferentes temperaturas de las muestras sin molienda y con el
tiempo de molienda mecénica que alcanzé la mayor concentracion de azucares reductores.

Temperaturas (°C)

Muestras/veces
60 70 80 920
HY20/HY 18.78 21.88 22.95 26.56
AP10/AP 47.80 52.55 48.32 52.59
AFS5/AF 31.54 27.04 22.16 32.61
AJ2/A] 4.10 6.37 6.36 15.01
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8.3. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido de las muestras antes y después de la molienda mecdanica se

muestran en las Figuras 20-28.

8.3.1. Soya

Para examinar las caracteristicas estructurales iniciales de las muestras de HS y SE se realizé un
analisis por MEB a 1500X (Figura 20). En donde se observo que la HS esta formada por
aglomerados irregulares de distintos tamafios, predominando las particulas mucho menores a 40
pum (Figura 20). La SE estd formada de granulos alargados e irregulares, prevaleciendo las
particulas mayores a 40 um (Figura 20). Las diferencias microscopicas entre HS y SE son derivadas
del proceso de manufacturacion de cada una de ellas (Liu et al., 2011). Coutinho et al. (2013)
describe formas alargadas e irregulares similares a las encontradas en este trabajo para SE, ¢l
también describe en la superficie de los granulos pequefios fragmentos de proteinas y fibras, similar

a lo que se observa en este trabajo.

Figura 20. Microscopia electronica de barrido de las muestras de harina de soya (HS) y soya entera (SE).
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Como el principal interés de este trabajo es la transformacidon mecénica de sustratos organicos con
posible uso en medio de cultivo y la parte econémica es muy importante. Entonces esta seccion se
enfoca al efecto de la molienda mecénica en la SE. Ya que para trabajar la HS primero habria que

obtener la harina, lo cual involucra un costo adicional.

Micrografias de SE y SE a 5, 10 y 20 minutos de molienda mecanica en el molino Pulverisette 7
se muestran en la Figura 21. En estas micrografias se puede ver que la molienda mecénica de alta
energia lleva a la disminucion del tamafio de particula de la SE. A partir de los 10 min de molienda

(SE10) se empieza a observar la formacion de aglomerados.

Un fendmeno que vale la pena resaltar es que a altas magnificaciones se observan sobre la
superficie de las particulas estructuras regulares y planas inmersas en matrices amorfas. Como si
trataran de cristales micrométricos e inclusive nanométricos. En las micrografias inferiores de la
Figura 21 se pueden observar dichas estructuras regulares y planas tanto en SE5, SE10 y SE20. En
la Figura 22 se muestran dos micrografias de SE10 donde se enmarcan las estructuras planas
observadas. La cantidad de estas estructuras regulares varia con el tiempo de molienda y pareciera
tener una relacion con la concentracion de azicares reductores obtenidos (Figura 8), aunque no se
tiene un andlisis que correlacione estos dos parametros. Los difractogramas de SE con Fe de 4
bolas de 20 mm (Figura 30) muestran lo que pareciera ser un reordenamiento de su estructura
amorfa, lo cual quizé pueda deberse a la formacion de estas particulas micrométricas tipo cristal.
Sin embargo, no es el objetivo de este trabajo identificar estas estructuras, pero es un trabajo que

debe de ser explorado.
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Figura 21. Microscopia electronica de barrido de SE modificada en el molino Pulverisette 7, con Fe como material de
molienda y 15 bolas de 10 mm. Soya entera (SE), soya entera con 5 min de molienda (SES), 10 min de molienda
(SE10) y 20 min de molienda (SE20).
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Figura 22. Microscopia electronica de barrido de SE modificada en el molino Pulverisette 7, con Fe como material
de molienda, 15 bolas de 10 mm y 10 min de molienda (SE10). Los circulos muestran estructuras regulares y planas
inmersas en una matriz amorfa

En la Figura 23 se muestran las micrografias de las muestras de soya tratada con molienda mecénica
de alta energia con el molino planetario PM 400/2. A diferencia de la molienda con el molino
Pulverisette 7 donde se observo reduccion de tamaifio de particula y formacion de aglomerados, en

la molienda con el molino PM 400/2 s6lo se observa una continua reduccion de particula. No se
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observa formacion de aglomerados. Si asociamos este comportamiento con la concentracion de
azucares reductores de estas muestras (Figura 10) podemos ver que la concentracion de azlicares
no deja de ascender con el tiempo de molienda aunque la concentracion es inferior a la alcanzada
con el molino Pulverisette 7. Al ser menos energética la molienda en el molino PM 400/2 que en
el Pulverisette 7 es necesario un mayor tiempo de molienda para alcanzar los mismos efectos. Yu
et al., (2015) muestran un fendmeno similar en donde observan que cuando hay un mayor dafio
existe un incremento en el nimero de aglomeraciones. Ademas reportan que la disminucion en el

tamafio de particula conduce a la formacion de aglomeraciones (Liu ef al., 2011).

Figura 23. Microscopia electronica de barrido de SE con molienda mecanica de alta energia en el molino PM 400/2
con 9 bolas de 20 mm de Fe a diferentes tiempos de: 2 min (SE2), 4 min (SE4), 8 min (SE8) y 10 min de molienda
(SE10).
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8.3.2. Harina de yuca (HY)

En la Figura 24 se muestran las micrografias de microscopia electronica de barrido de las muestras
de almidon y de harina de yuca (AY y HY, respectivamente). En las micrografias de AY se
observan los granulos del almidon y su forma en donde algunos son esencialmente ovalados o semi
esféricos truncos similares a los observados por Garcia et al., (1997). Este mismo autor menciona
que esta caracteristica semi esférica trunca es consecuencia del proceso de extraccion del almidon
del tubérculo (Garcia et al., 1997; Tivana et al., 2010). Los granulos tienen un tamafo de 7 a 10
pum, similar a lo reportado por Ren et al. (2010), mientras que la superficie tiene una forma plana

sin poros ni fracturas.

En la HY los granulos tienen la misma estructura que en AY con la diferencia de que estos estan
contenidos dentro de una envoltura de aspecto rugoso. Esto se debe a que los granulos de almidon
se encuentran en el interior de las células conjuntamente con las proteinas, las grasas y los
carbohidratos solubles de la yuca; los cuales son desechados en el proceso de extraccion de almidon
(Cobana and Antezana, 2008). El proceso de extraccion del almidon consiste fundamentalmente
en romper las paredes celulares para liberar los granulos, mediante lavados y filtrados (Cobana and
Antezana, 2008). En cambio, para la harina los filtrados son pasados por tamafios de poros mas

amplios y por tanto quedan residuos de los componentes de las células de la yuca (Tivana ef al.,
2010).
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Figura 24. Microscopia electronica de barrido de almidon de yuca (AY) y harina de yuca (HY).

8.3.3. Almidoén de platano (AP)

Las muestras de AP fueron analizadas por MEB antes y después de diferentes tiempos de molienda
con el molino PM 400/2, usando 9 bolas de 20 mm (Figura 25). En la Figura 25 se observa la
micrografia de AP sin molienda mecénica, la cual muestra una dispersiéon homogénea con granulos
aplanados y alargados de forma oval de tamanos variados (6 a 60 um). Lo cual coincide con lo
previamente reportado (Bello-Pérez et al., 1999; Lii and Chang, 1981). Después de 2 min de
molienda mecénica se observa la formacion de pequefios fragmentos y tamafios mas variados de
granulos (AP2). Mientras que a los 8 min de molienda se encuentran formas difusas y algunas
aplanadas de forma oval (APS8). A los 20 min de molienda ya no existen granulos de almidon y

solo se observan aglomerados de diversos tamafios (AP20).
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Figura 25. Microscopia electronica de barrido de almidon de platano sin molienda (AP) y a diferentes tiempos de
molienda mecanica de alta energia: 2 min (AP2), 8 min (AP8) y 20 min (AP20) en molino planetario PM 400/2.

8.3.4. Almidoén de frijol (AF)

La muestra inicial de AF fue analizada en el microscopio electronico de barrido como se observa
en la Figura 26. En donde se aprecia una forma del granulo irregular, principalmente poliédrica.
Los granulos de AF son de diferentes tamafios que van desde 1.8 a 3 um, presentan una superficie
aparentemente lisa, sin fracturas ni poros y formando aglomerados. Algunos autores describen la
morfologia del AF como granulos de aspecto oval de un tamafio promedio de 13 a 25 um (Ovando-
Martinez et al., 2011) lo que no coincide con nuestros resultados. La morfologia observada en este
trabajo se asemeja mas a la morfologia reportada para el almidon de maiz (Sujka and Jamroz,

2009).
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Figura 26. Microscopia electronica de barrido de almidon de frijol sin molienda (AF).

8.3.5 Almidon de jinicuil (AJ)

El analisis por MEB de AJ sin molienda, a 750X, 1500X y 3000X (Figura 27). En donde se observa
que los granulos de AJ tienden a formar aglomerados (AJ). Ademas de tener una forma circular
bastante bien definida de tamafio y distribucion variada. En la micrografia ampliada a 3000X, se

muestra como los granulos de AJ se aglomeran y tienen un tamafio <10 pm.

Figura 27. Microscopia electronica de barrido de almiddn de jinicuil (AJ) sin molienda mecanica a) 750X, b) 1500X
y ¢) 3000X.

Las micrografias de los granulos de AJ después de la molienda de 20 minutos en el molino PM
400/2 con 9 bolas de 20 mm de Fe se muestran en la Figura 28. A 1000X se observan los granulos
de forma y tamafio irregulares, asi como en la superficie una pequefia cantidad de aglomerados y
particulas de menor dimension. Mientras que a 1400X se hace notoria la conformacién granular

dafnada, mostrando de igual manera fragmentos de menor tamafio.
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Figura 28. Microscopia electronica de barrido de almidon de jinicuil con 20 min (AJ20) de molienda en el molino
PM 400/2 con 9 bolas de 20 mm de Fe. 1000X y 1400X.

En general los resultados destacan que a mayor tiempo de molienda mayor cambio en la forma de
la morfologia de las muestras. Esto es debido a los multiples impactos generados por la molienda
mecénica, provocando asi la aglomeracién y modificacion de la superficie de los granulos,

causando la pérdida de su forma definida. Similar a lo reportado por Liu ef al. (2011).

8.4. Difraccion de rayos-X (DRX)
Los patrones de difraccion de rayos X se muestran en las Figuras 29-34.

8.4.1. Soya

En la Figura 29 se ven los patrones de difraccion de rayos X de HS, SE y SE con molienda mecénica
en el molino de bolas planetario Pulverisette 7 premium line, con WC como material de molienda
y usando dos diferentes didmetros de bolas. HS y SE tienen patrones de difraccion caracteristico
de un material amorfo (Figura 29). En la molienda mecanica con 15 bolas de 10 mm (Figura 29a)
después de 5 minutos de molienda, hay un incremento de la intensidad del pico observado alrededor
de 21°. Esta reflexion esta asociada al ordenamiento de los polisacéaridos solubles de la soya y ha
sido reportada por muchos autores (Wang et al., 2017; Salarbashi et al., 2016; Luo et al., 2015).
Lue et al., (2015) reportan que al incrementar el grado de polimerizacion o interconexion entre los
polisacaridos solubles de la soya disminuye su cristalinidad. En este trabajo la intensidad de la

reflexion a los 21° aumenta conforme aumenta el tiempo de molienda, lo que implica que se esta
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perdiendo la interconexion entre los polisacaridos solubles provocando una mayor cristalinidad en
las muestras. Lo anterior también es consistente con el incremento en la concentracion de azucares
reductores conforme se incrementa el tiempo de molienda. No existe cambio significativo en los

difractogramas de la muestra tratada con 15 bolas de 10 mm o con 4 bolas de 20 mm (Figura 29b).
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Figura 29. Patrones de difraccion de rayos X de HS, SE y SE con molienda mecénica a diferentes tiempos.
Pulverisette 7 premium line, WC como material de molienda y 15 bolas de 10 mm (a) o 4 bolas de 20 mm (b).

Los patrones de difraccion de rayos X de HS, SE y SE con molienda mecénica en el molino de
bolas planetario Pulverisette 7 premium line, con 4 bolas de 20 mm de Fe, se muestran en la Figura
30. En estos datos nuevamente se observa un incremento de la intensidad de la reflexion de

alrededor de 21°.
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Figura 30. Patrones de difraccion de rayos de X de HS, SE y SE con molienda mecénica en molino Pulverisette 7
premium line con 4 bolas de 20 mm de Fe a diferentes tiempos.
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Los patrones de difraccion de rayos X de SE con molienda mecanica de alta energia en el molino
planetario de bolas PM 400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe, se muestran en la Figura 31. A
diferencia de lo encontrado con el molino Pulverisette 7 premium line lo que se observa en las
muestras tratadas con el molino PM 400/2 es que no hay cambios significativos en la cristalinidad
de las muestras. Lo anterior se puede asociar a que la baja energia generada en el molino PM 400/2
no es suficiente para romper la interconexién entre los polisacaridos solubles provocando que la

cristalinidad en las muestras se mantenga constante.
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Figura 31. Patrones de difraccion de rayos X de HS, SE y SE con molienda mecanica en molino planetario PM
400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe a diferentes tiempos

La soya se puede considerar como un material amorfo, y por lo tanto carente de estructura
cristalina, debido a que esta constituida principalmente por proteinas, carbohidratos, agua y aceites
(Martino et al., 2011). Lo anterior implica que en el patron de difraccion de rayos X no se tengan
picos caracteristicos como en los compuestos cristalinos. En los patrones de rayos X de las muestras
de soya solo se puede observar una banda muy ancha y poco intensa alrededor de los 21°, la cual
se asocia al ordenamiento de los polisacaridos solubles de la soya (Wang et al., 2017). Cuando la
intensidad de los picos de difraccion disminuye y el ancho aumenta significa que el material se esta
amortizando. Por el contrario, cuando la intensidad aumenta y los picos se vuelven mas angostos
entonces el material se estd ordenando o estd mejorando su cristalinidad. El andlisis de los
difractogramas con los dos molinos planetarios de bolas indica que para las moliendas con el

molino Pulverisette 7 existe un ligero reordenamiento estructural a largo del tiempo de molienda,
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lo cual no se percibe en el molino PM 400/2. Demostrando de esta manera que la cantidad de
energia proporcionada por el molino PM 400/2 quiza sean insuficientes para modificar la estructura

de la soya.

8.4.2. Harina de yuca (HY)

En la Figura 32 se muestran los difractogramas la HY antes y después de la molienda mecanica a
diferentes tiempos (molino planetario de bolas PM 400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe). El patron
de difraccion de rayos X para la HY previo al proceso de molienda presenta tres reflexiones a 15,
18 y 23° respectivamente. Estas reflexiones son caracteristicas de almidon del tipo A, lo que
coincide con lo reportado por Flores-Farias (2004). No obstante, existen otros reportes que
describen los patrones de difraccion de rayos X de la yuca con un comportamiento del almidon

tipo C, que es la combinacién de A y B (Lomeli-Ramirez et al., 2010).

Al someter la HY a molienda mecanica se observa que al aumentar el tiempo de molienda estos
picos se van perdiendo, por lo indican que la cristalinidad de la muestra disminuye. A los 10
minutos de molienda atn se alcanzan a distinguir estos picos, sin embargo, a los 20 minutos se
pierden casi por completo las intensidades de 15 y 23°. Esta pérdida de intensidad de los picos
genera un halo ensanchado caracteristico de un patrén amorfo. En este caso no se observa por
completo este perfil ya que aun después de 20 min de molienda se alcanzan a percibir un pequeno
rastro de intensidad de los picos caracteristicos. Pudiendo deberse a que los granulos de almidon
estan envueltos como se observa en la microscopia (Figura 24). Provocando que este recubrimiento
no permita que la energia liberada por la molienda mecénica incida por completo con los granulos

de almidoén.
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Figura 32. Patrones de difraccion de rayos X de HY y HY con molienda mecanica a diferentes tiempos con 9 bolas

de 20 mm de Fe en molino de bolas planetario Restch PM 400/2.

8.4.3. Almidén de platano (AP)

En la Figura 33 se muestran los difractogramas de AP antes y después de la molienda mecanica a
diferentes tiempos (molino planetario de bolas PM 400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe). Se observo
un fendémeno similar al descrito en HY. La muestra inicial de AP sin molienda mecénica tiene un
patron de rayos X del tipo A, esto es, tres picos en el &ngulo de 20 a 15, 17 y 23°, respectivamente.
Bello-Pérez et al. (2000) reportan este mismo patron de difraccion para platano macho y criollo.
Sin embargo, también existen reportes que indican que el AP es de almidon del tipo By C (Agama-
Acevedo et al., 2015). Por lo que se considera que la cristalinidad depende de diversos factores
como son las condiciones climaticas y de crecimiento de la planta, tipo de cultivo, la técnica de
aislamiento, asi como también puede verse afectada en gran medida por la organizacion interna del
almidon, esto es de las caracteristicas estructurales principalmente de la amilopectina (Agama-

Acevedo et al., 2015; Jacobs and Delcour, 1998).

Para las muestras de AP con molienda mecanica de alta energia indican que existe pérdida de la
intensidad conforme aumenta el tiempo de molienda, sefalando que la muestra pierde su
cristalinidad, predominando la fase amorfa. Este fendmeno es mas notorio que en HY, ya que en
la muestra inicial los granulos de AP estan sin residuos (Figura 25 AP). A los 10 min de molienda
ya se percibe una disminucion de la intensidad y al cabo de 20 min de molienda se alcanza por

completo las caracteristicas de un material amorfo.
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Figura 33. Patrones de difraccion de rayos X de AP y AP con molienda mecénica a diferentes tiempos con 9 bolas
de 20 mm de Fe en molino PM 400/2.

8.4.4. Almidoén de frijol (AF)

En la Figura 34 se muestran los difractogramas de AF antes y después de la molienda mecanica a
diferentes tiempos (molino planetario de bolas PM 400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe). AF exhibe
picos muy bien definidos en el d&ngulo de 20 en 15°, 17°y 23°, respectivamente; lo que se asocia a
un patron de rayos X del tipo A. Existen controversia entre el tipo de almidon que constituye al
frijol, algunos estudios indican que estd formado principalmente por el tipo C (Ovando-Martinez
et al., 2011), el cual es una mezcla entre tipo A y B. Sin embargo, la influencia que cada uno de
estos tipos tienen proporciona una inclinacion hacia un tipo u otro, algunos autores escriben el tipo
estructura del almidén de frijol con un subindice indicando la predominancia del tipo (por ejemplo

si existe una predominancia del tipo A entonces se denota: tipo C,) (Kim et al., 2007).

Los picos caracteristicos del AF van perdiendo su intensidad conforme aumenta el tiempo de
molienda, lo que indica que la muestra se va transformando en un material amorfo. A los 8 min de

molienda ya se observa en su totalidad la pérdida de cristalinidad.
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Figura 34. Patrones de difraccion de rayos X de AF y AF con molienda mecanica a diferentes tiempos con 9 bolas
de 20 mm de Fe en molino PM 400/2.

8.4.5. Almidoén de jinicuil (AJ)

En la Figura 35 se muestran los difractogramas de AJ antes y después de la molienda mecanica a
diferentes tiempos (molino planetario de bolas PM 400/2, con 9 bolas de 20 mm de Fe). Los
patrones de difraccion encontrados en este trabajo para el AJ sugieren que es del tipo A. En el caso
de jinicuil no existen datos en la literatura que hagan mencion del tipo de almidén que lo

constituyen.

Las intensidades de los picos caracteristicos del AJ mantienen su intensidad hasta los 10 min de
molienda mecénica, perdiendo su cristalinidad a los 20 min de molienda, tiempo en el cual ya hay
un ensanchamiento completo, adquiriendo un perfil de difraccion caracteristico de un material

amorfo.
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Figura 35. Patrones de difraccion de rayos-X de AJ y AJ con molienda mecanica a diferentes tiempos con 9 bolas de
20 mm de Fe en molino PM 400/2.

En general, la pérdida de cristalinidad nos indica que existe un cambio en la estructura del almidén
principalmente en su arreglo de la doble hélice, que se sabe es por la ruptura de los enlaces de
puentes de hidréogeno (Hizukuri, 1986; Roa-Acosta, 2015; Zobel et al, 1988). Ademas, las
variaciones entre el tiempo de molienda y la amorfizacion de los sustratos orgédnicos analizados
por difraccion de rayos X puede estar en funcion de la fuente botanica, como lo es el tamafio de
granulo, el arreglo estructural de los principales componentes (la amilosa y la amilopectina), entre
otros. Se sabe que la fuente botanica es determinante para las caracteristicas fisicoquimicas de los
almidones (Delcour et al., 2010; Tester et al., 2004; Zhu, 2015). El aumento en el tiempo de
molienda podria estar afectando més alla de las interacciones de los puentes de hidrogeno. Por
ejemplo, la ruptura de los enlaces covalentes de los carbohidratos dando origen a moléculas de
menor tamafio o al entrecruzamiento de las mismas. Es por ello que es importante realizar mas

pruebas que confirmen esto.
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8.5. Analisis termogravimétrico (TGA) y térmico diferencial (DTA)
Los termogramas se muestran de las Figuras 36-40.

8.5.1. Soya

En la Figura 36 se muestra el analisis de termogavimétrico (TGA), las derivadas de las pérdidas de
peso (DTGA) y flujo de calor (DTA) de las muestras de HS, SE y SE con diferentes tiempos de
molienda mecdanica de alta energia. En la Figura 36a se pueden observar dos etapas de pérdida de
peso. La primera etapa se observa a 100 °C la cual esta asociada a la evaporacion de agua,
aproximadamente 8 % del peso total de la muestra. La segunda region se encuentra entre 250 y 350
°C donde se observa que la pérdida de peso es de alrededor de 60%, atribuida a la degradacion de
los componentes de la soya. En las curvas de DTA se pueden ver mas claramente que la segunda
etapa consiste de dos eventos diferentes, uno alrededor de 250 °C y el otro por encima de 300 °C.
Estos eventos se pueden asociar a la descomposicion de enlaces glucosidicos y a la
despolimerizacion de la SE (Londofio-Restrepo et al, 2014; Bolio-Lopez et al., 2011).
Aparentemente la molienda mecanica no tiene un efecto marcado en el comportamiento térmico
de la SE. Solamente en la muestra con 20 min de molienda (SE20) se observa un pequeio

desplazamiento a mayores temperaturas de descomposicion y degradacion.

Por DTA se puede observar que una vez superada la temperatura de descomposicion y degradacion
de las muestras (300 °C) solo quedan residuos carbonosos que requieren menos energia para su
degradacion, lo anterior se puede ver por una disminucion en la pendiente de las curvas de DTA

por arriba de los 400 °C.
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Figura 36. Termogramas de las muestras de HS, SE y SE con molienda mecanica de alta energia. Curvas de pérdida
de peso TGA (a), derivadas de las curvas de pérdida de peso con temperatura DTGA (b) y curvas de analisis térmico
diferencial DTA (c). La franja azul representa el intervalo de temperatura en el cual se observa la mayor pérdida de
masa.

8.5.2. Harina de yuca (HY)

En la Figura 37 se muestran termogramas (TGA, DTGA y DTA) de la HY sin y con diferentes
tiempos de molienda mecénica de alta energia. Similar a lo observado en la SE, en la HY se pueden
observar dos regiones de pérdida de peso. La primera region es atribuida a la evaporacion de agua,
por debajo de 100 °C, de alrededor del 9.8 % (Figura 37a). La segunda region correspondiente a la
degradacion de almidon que inicia aproximadamente a los 280 y finaliza a los 350 °C con un
porcentaje de pérdida de peso de aproximadamente un 65, como se observa en la Figura 37b. El
flujo de calor endotérmico (Figura 37c¢) indica una creciente de energia necesaria para degradar la
muestra de HY. Después de esta region lo que resta son los componentes inorgénicos, las cenizas
que pudieran estar presentes en el biopolimero, las cuales se descomponen a temperaturas mayores.

Para HY2 hay una ligera diferencia tanto en TGA, DTGA y DTA.
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Figura 37. Termogramas de las muestras de HY antes y después de molienda mecanica de alta energia. Curvas de
pérdida de peso TGA (a), derivadas de las curvas de pérdida de peso con temperatura DTGA (b) y curvas de analisis
térmico diferencial DTA (c). La franja azul representa el intervalo de temperatura en el cual se observa la mayor
pérdida de masa.

8.5.3. Almidén de platano (AP)

En la Figura 38 se muestran los TGA, DTGA y DTA de AP sin y con diferentes tiempos de
molienda mecanica de alta energia. En donde se pueden observar dos regiones de pérdida de peso.
La primera region es atribuida a la evaporacion de agua (100 °C) con una pérdida de peso de
alrededor del 12 % (Figura 38a). La segunda region corresponde a la degradacion de almidon que
inicia aproximadamente a los 300 y termina 350 °C, obteniéndose para cada muestra temperaturas
diferentes con respecto a los tiempos de molienda (Figura 38b), con un porcentaje de pérdida de
peso de aproximadamente un 80 %. Las curvas de DTA muestran distintos flujos de energia

necesaria para degradar la muestra de AP (Figura 38c). Estos valores deben ser reevaluados.
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Figura 38. Termogramas de las muestras de AP antes y después de molienda mecénica de alta energia. Curvas de
pérdida de peso TGA (a), derivadas de las curvas de pérdida de peso con temperatura DTGA (b) y curvas de analisis
térmico diferencial DTA (c). La franja azul representa el intervalo de temperatura en el cual se observa la mayor
pérdida de masa.

8.5.4. Almidoén de frijol (AF)

En la Figura 39 se muestran los TGA, DTGA y DTA de las muestras de AF sin y con diferentes
tiempos de molienda mecanica de alta energia. En donde se pueden observar dos regiones de
pérdida de peso. La primera region es atribuida a la evaporacion de agua (100 °C) con una pérdida
de alrededor del 10 % (Figura 39a). La segunda region correspondiente a la degradacion del
almidon que se presenta entre 270 y 350 °C (Figura 39b), con un porcentaje de pérdida de peso de
aproximadamente 65. Las curvas de DTA indican una mayor necesidad de energia para degradar

la muestra de AF (Figura 39c). Después de esta region lo que queda comprende al componente
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inorganico. No se observan diferencias en el TGA, mientras que en DTGA la variacion de

temperatura es minima.

Figura 39. Termogramas de las muestras de AF antes y después de molienda mecénica de alta energia. Curvas de
pérdida de peso TGA (a), derivadas de las curvas de pérdida de peso con temperatura DTGA (b) y curvas de analisis
térmico diferencial DTA (c). La franja azul representa el intervalo de temperatura en el cual se observa la mayor
pérdida de masa.

8.5.5. Almidon de jinicuil (AJ)

En la Figura 40 se muestran los TGA, DTGA y DTA de AJ sin 'y con tiempos de molienda mecénica
de alta energia. En donde se pueden observar dos regiones de pérdida de peso. La primera region
atribuida a la evaporacion de agua (100 °C) con una pérdida de alrededor del 10% (Figura 40a). La
segunda region corresponde a la degradacion del almidon, entre los 280 y 350°C, obteniéndose
para cada muestra variaciones en las temperaturas con respecto a los tiempos de molienda (Figura

40b), con un porcentaje de pérdida de peso de aproximadamente 55. Las curvas de DTA dan

65



evidencia del incremento de energia necesaria para degradar AJ (Figura 40c). Después de esta
region lo que queda comprende al componente inorganico. No se observan diferencias a ninguno

de los tiempos de molienda analizados.

Figura 40. Termogramas de las muestras de AJ antes y después de molienda mecanica de alta energia. Curvas de
pérdida de peso TGA (a), derivadas de las curvas de pérdida de peso con temperatura DTGA (b) y curvas de analisis
térmico diferencial DTA (c). La franja azul representa el intervalo de temperatura en el cual se observa la mayor
pérdida de masa.

El analisis termogravimétrico de los diferentes sustratos organicos analizados en este trabajo
mostraron dos etapas de pérdida de masa. En el caso de la soya ademads este andlisis indica que
probablemente la molienda mecénica de alta energia lleva a la estabilidad térmica de la soya,
similar a lo reportado por Navarro-Mtz et al., (2017). En el caso de HY, las temperaturas de pérdida
de masa reportadas en este trabajo son similares con lo encontradas por Gaewchingduang and
Pengthemkeerati, (2010), ellos indican que la segunda etapa de pérdida de peso inicia a

aproximadamente a 300 °C finalizando a 350°C. Renddn-Villalobos et al., (2011) muestran que la
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segunda etapa en AP tiene un intervalo de temperatura entre 280 °C y 350 °C coincidiendo con los
datos registrados en este estudio. En el caso de AF, Gabardo-Granza et al., (2015) encuentra que
la segunda etapa se da a 280 °C y terminando en 350 °C, datos que correlacionan con lo observado

en este trabajo. En todos los casos atribuida a la descomposicion del almidon.

No se observaron procesos de cristalizacion ni de transicion de fase. Los flujos de calor varian
dependiendo del tiempo de molienda y que entre mas tiempo de molienda tenga el material es
necesaria mayor energia para degradar, lo cual coincide con la temperatura méxima a la que son
degradadas las muestras de almidon. Después de esta region lo que queda comprende al
componente inorganico, las cenizas que pudieran estar presentes en el biopolimero y las cuales se

descomponen a temperaturas mayores.
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IX. CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo permiten concluir que:

e En soya hay un incremento en la concentracion de azlcares reductores tras la molienda
mecénica de alta energia en el molino planetario de bolas. La cual varia en funciéon del
modelo del molino que esta directamente relacionada con las energias que estos liberan.

e La concentracién de azicares reductores y la solubilidad se aumentaron con respecto al
tiempo de molienda. Que ademés dependen del origen y la composicion.

e Los cambios en el contenido de azlicares reductores y el incremento en la solubilidad hacen
a los sustratos analizados en este trabajo candidatos posibles como componentes de medios
de cultivo.

e El almidén de jinicuil tuvo alta susceptibilidad a la molienda mecanica de alta energia
debido a que obtiene mayores concentraciones de azucares reductores tanto antes como
después de molienda a cortos tiempos.

e Los cambios estructurales como la formacion de aglomerados, perdida de cristalinidad y de
masa producidos por la molienda mecanica sugieren un papel importante en el incremento

en la concentracion de azucares reductores y el mejoramiento de la solubilidad.
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X. PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Realizando pruebas para determinar los dafios causados por la molienda mecanica de alta
energia, como las pruebas de cuantificacion de amilosa y amilopectina, reologia,
birrefringencia, entre otras. Asi como también la identificacién de subproductos generados, en

cromatografia liquida de alta resolucion.

Realizar ensayos de funcionalidad de los sustratos modificados por molienda mecanica para

medios de cultivo y probarlos en diferentes microorganismos.
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