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RESUMEN

La transformacion de los residuos agroindustriales en biopolimeros ha
emergido como una estrategia prometedora para la obtencién de materiales
biodegradables y la fomentaciéon de actividades eco-amigables en la industria.
Entre los biopolimeros resultantes destacan los exopolisacaridos (EPS) que
poseen diversas aplicaciones en industrias como la alimentaria, farmaceéutica y
de recubrimientos biodegradables, reforzando el potencial de estos residuos para
la creacion de productos funcionales y sostenibles. Por ello, el objetivo de este
estudio fue obtener EPS microbianos de interés industrial para la valorizacién de
la cascara de platano y sus combinaciones con diferentes residuos organicos.
Para desarrollar el proyecto, se utilizaron cascaras de platano, papa y naranja
recolectados de las industrias hortofruticolas de Monterrey. Se prepararon seis
extractos de las cascaras individuales (PT, PP y NA) y combinadas (PT/NA,
PT/PP y PT/NA/PP) a una concentracién de 100 g/L. Los extractos se inocularon
con 1 % de la cepa R. mucilaginosa UANL-001L, para la sintesis de EPS. Se
determind la morfologia, grupos funcionales, monosacaridos, peso molecular,
tamafo de particula, peliculas delgadas, topografia, MIC, efecto antibiopelicula y
propiedades reolégicas de los EPS recolectados. También se realizd un
escalamiento exploratorio (5 L) de los medios YM y NA. Los resultados obtenidos
revelan que seis de los 7 extractos incluido el YM como control, sintetizaron EPS
hasta 469 mg/L, mientras que, el extracto NA superoé la produccién del resto de
los EPS con un total de 860 mg/L. Los EPS de las cascaras de platano y naranja
mostraron morfologias mas homogéneas y lisas con particulas mas pequefias y
los EPS derivados de la cascara de papa tuvieron superficies irregulares y
fragmentadas. Los EPS PT, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP adicional a los grupos
funcionales caracteristicos de los polimeros, mostraron un estiramiento entre
1000-500 cm? propio del 6xido de silicio (Si-O). Ademas, la fucosa y la galactosa
fueron los monosacéaridos detectados en todos los EPS y con similares
concentraciones entre 1.31y 1.48 mg/L para fucosay 0.79y 1.43 para galactosa.
Todos los EPS registraron pesos moleculares altos entre 75 y 80 kDa. Mientras
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que, el EPS de PT/PP tuvo el mayor tamafio de particula (665 nm) y el menor
valor reporto el EPS de NA con 175 nm, indicando una mejor homogenizacion de
la muestra. Los EPS de las cascaras de platano y naranja solas y combinadas
registraron mayor efecto antimicrobiano y antibiopelicula frente a las bacterias E.
coli y S. aureus, consiguiendo MIC desde la diluciébn de 0.16 mg/L con su
combinado PT/NA. Por otro lado, los distintos EPS de las cascaras pueden
usarse en la elaboracién de peliculas delgadas y las mejores caracteristicas
fisicas se observé en la pelicula del EPS NA, que fue totalmente transparente y
con aspecto liso y flexible. Sin embargo, al analizar su topografia superficial fue
la que presenté la mayor rugosidad con 7.03 nm, y la pelicula de menor rugosidad
y espesor fue la de PT/NA (0.21 y 6.5 nm respectivamente), con una superficie
lisa y sin relieves. En cuanto a las propiedades reoldgicas de los distintos EPS
contra los hidrocoloides comerciales, destac6 el EPS NA registrando los valores
de estrés de corte y viscosidad mas cercanos (0.43 Pay 0.06 Pa-s) a la xantana
(2.60 Pay 0.32 Pa-s) y ala arabica (0.55 Pay 0.22 Pa-s), valor de estrés cercano
y mayor viscosidad a la goma guar (0.54 Pay 0.04 Pa-s) y superando en los dos
parametros a la pectina (0.18 Pa y 0.02 Pa-s). Por ultimo, la produccion del EPS
de YM con el proceso de escalamiento (5 L) aumentdé 208 mg/L comparado a la
produccion en 200 mL, mientras que, del EPS NA disminuy6 en 129 mg/mL con
el escalamiento. En conclusién, la produccién de EPS a partir de las cascaras de
platano, papa y naranja utilizando R. mucilaginosa UANL-001L demostré ser una
estrategia viable para valorizar los residuos agroindustriales, produciendo
biopolimeros con caracteristicas funcionales adecuadas para aplicaciones

industriales, promoviendo un modelo de economia circular sostenible.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La agroindustria es una fuerza silenciosa que influye significativamente en
el mundo. Ademas de destacar su potencial en la generacion y transformaciéon
de alimentos y otros productos del campo, ejerce una imponente contribucion
economica (Castrillén, 2023). La agroindustria es un motor esencial para la
sustentabilidad, promoviendo de manera integral el desarrollo econémico, social,
tecnolégico y ambiental en paises tanto desarrollados como en vias de desarrollo
(Vargas-Corredor & Peréz-Pérez, 2018). Aportando excelentes oportunidades y
ventajas en los procesos de industrializacion global y de crecimiento econémico,
fortaleciendo el desempeiio de las exportaciones y la seguridad alimentaria en
términos de disponibilidad y accesibilidad a alimentos inocuos y de calidad
adecuada para el consumo (FAO et al., 2017; Por et al., 2013). Al igual que en
otros paises la agroindustria en México representa una oportunidad crucial para
impulsar el desarrollo econémico del pais, alineandose con los procesos globales
de industrializacion y fortaleciendo su competitividad en el mercado internacional
(Mejias et al., 2016; SIAP & SADER, 2023). La agroindustria mexicana tuvo una
significativa participacion del 34 % en el Producto Interno Bruto (PIB) nacional
hasta 2018, destacdndose como un pilar fundamental de la economia y fue el
anico sector fue que experiment6 un crecimiento del 5 % hasta 2022, a pesar del
impacto significativo de la pandemia de COVID-19 (FAO, 2022). Ademas, de
acuerdo con los reportes anuales del SADER y SAIP (2024) hasta el 30 de junio
del 2024, por décimo afio consecutivo la Balanza Comercial Agropecuaria y
Agroindustrial mexicana posee superavit, siendo el superavit hasta junio del 2024
de 5757 millones de délares (MDD) y que el mayor superavit de los ultimos 30
afos (7234 MDD) se reporto en el 2020.
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Sin embargo, la evolucion agroindustrial, aunque tiene innumerables
beneficios econdémicos, también ha dado lugar a un aumento desmedido en la
produccion de residuos organicos, que se convierten en una potencial amenaza
medioambiental si no se gestionan adecuadamente (SEMARNAT, 2019). Ya que
al terminar en basureros o incinerados este tipo de residuos generan compuestos
nocivos principalmente para la flora y fauna de estos lugares, desequilibrando el
medio ambiente, la economia y salud humana (El Barnossi & Housseini, 2023).
En México, la produccién de residuos orgénicos alcanza alrededor de 76 millones
de toneladas anuales, y se prevé un incremento de entre el 30 % y el 40 % para
el afo 2030 (Gonzalez-Sanchez et al., 2015). De este total, el 46 % corresponde
a desechos organicos generados por los sectores agricola, alimentario y
doméstico (SEMARNAT, 2020). Esta alarmante situacion ha suscitado un
creciente interés cientifico, industrial y social en el desarrollo de leyes y de lineas
de investigacion centradas en la regulacion de la produccion y el
aprovechamiento eficiente de los residuos agroindustriales (Narvaez, 2018). En
México, la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos
(LGPGIR) es clave para la proteccion ambiental en México, ya que establece las
normativas para el manejo adecuado de residuos peligrosos, sélidos urbanos y
de manejo especial. Su enfoque radica en promover el desarrollo sustentable,
garantizar un entorno saludable para la poblacion y reducir el impacto ambiental
a través de la prevencion, valorizacion y gestion integral de los residuos.
Adicionalmente, contribuye a la responsabilidad compartida entre autoridades,
empresas y ciudadanos en la gestion de residuos (LGPIR, 2015). Por otro lado,
debido a lo enorme volumen de desperdicio y el alto valor agregado de los
residuos surge la economia circular como una respuesta al modelo tradicional de
produccion y consumo “lineal" (tomar, usar, desechar), buscando minimizar
residuos y aprovechar al maximo los recursos, contribuyendo de esta manera a
la sostenibilidad, la reduccion de residuos, el ahorro de energia y la generacion
de nuevas oportunidades econdmicas al transformar los residuos en recursos
valiosos, impulsando un cambio hacia un desarrollo mas responsable y eficiente

(Cerda, 2016; Unién Europea- EU, 2023). Del mismo modo, debido a que los
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diversos residuos aun poseen importantes biomateriales que pueden ser
transformados en productos de alto valor, como biocombustibles, bioenergia,
biogas, enzimas, compostaje, exopolisacaridos (EPS), vitaminas, entre otros
(Magbool et al., 2023; Mohamed et al., 2021). En los ultimos afios ha demanda
la atencién cientifica-social para la busqueda, la implantacion o adaptacion de
técnicas y procesos estratégicos para el aprovechamiento adecuado de residuos.
Entre las diferentes estrategias investigadas, sobresalen las técnicas
biotecnolégicas como la biorremediacién que utiliza microorganismos (bacterias,
hongos y algas), plantas o para eliminar o neutralizar contaminantes del medio
ambiente, ofreciendo una alternativa ecoldgica y econdmica a los métodos
qguimicos o fisicos tradicionales (Rodriguez-Gonzales et al., 2022). En México los
residuos agroindustriales mayormente aprovechados con la intervencién
microbiana son las cascaras y bagazos de las frutas y vegetales como: platano,
manzana, naranja, pifia, papaya, limén, maiz, arroz, papa, tomate, café, entre
otros (Sanchez-Silva et al., 2020). Asi también, entre los microorganismos
utilizados para biorremediacién destaca la levadura Rhodotorula mucilaginosa
UANL-001L, una cepa fungica aislada del noreste de México y posee una alta
capacidad de sintesis de EPS y carotenoides (Rosas-Mejia et al., 2024; Torres-
Alvarez et al., 2022). Los EPS son biopolimeros de carbohidratos de cadena larga
y alta masa molecular secretados por microrganismos y microalgas (Garza-
Cervantes, 2019). Gracias a sus caracteristicas de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y no toxicidad de los EPS, el interés por su sintesis y extraccion
ha incrementado en las Ultimas décadas principalmente en el ambito cientifico-
industrial (Sardari et al., 2017). Las cualidades presentes en los EPS permiten
gue estos sean ampliamente utilizados en diferentes sectores industriales como
gelificantes, estabilizadores texturizadores, espesantes, inmunomoduladores,
elaboracion de herbicidas e insecticidas, nutracéuticos, farmacos,
anticoagulantes, antiinflamatorios, antimicrobianos, alimentos funcionales,
elaboracion de recubrimientos y peliculas delgadas, entre otros (Castillo-Patifio
et al., 2024; Garza-Cervantes et al., 2019; Hussain et al., 2017).
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Con base en ello, se llevo a cabo la presente investigacion que permiti6 el
aprovechamiento de los residuos agroindustriales como la cascara de platano, y
sus combinaciones con diferentes residuos organicos (cascaras de papa y
naranja) como sustrato para mejorar la produccion y caracterizacién de los EPS
sintetizados por R. mucilaginosa UANL-001L y evaluar sus posibles aplicaciones
industriales a fin de eficientizar los procesos industriales y reducir el impacto
ambiental. Prevaleciendo el enfoque en el desarrollo sustentable que conduce a
la creacion de un ecosistema de economia circular de los residuos
agroindustriales a fin de lograr un balance y sinergia entre los sectores:

agroindustrial, socioeconémico y medioambiental.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1. LaAgroindustria en México

En la actualidad, la agroindustria es fundamental para satisfacer las
crecientes demandas de una sociedad de consumo cada vez mas exigente,
desempefando un papel clave en el mantenimiento del estilo de vida global.
Entre las diversas definiciones de la agroindustria, sobresale la establecida por
Saval (2012) que la describe como una actividad economica que integra los
procesos productivos agricolas e industriales para producir alimentos terminados
0 materias primas semielaboradas, destinadas a su comercializacion en el
mercado. La agroindustria es fundamental no solo para garantizar el
abastecimiento de productos, sino también para impulsar el desarrollo
econdmico, social, tecnolégico y ambiental tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo, ya que tiene la capacidad para integrar avances
tecnologicos, generar empleo y optimizar el uso de los recursos naturales,
promoviendo practicas sostenibles que mejoran la calidad de vida (FAO, 2017;
Vargas Corredor & Peréz Pérez, 2018).

En México la agroindustria ha sido un motor clave en la economia,
aportando el 34 % del Producto Interno Bruto (PIB) nacional hasta 2018 y a pesar
de los desafios provocados por la pandemia de COVID-19, fue el Unico sector
gue se mantuvo en crecimiento demostrando su capacidad de resiliencia (FAO,
2022). Esto ha permitido en los ultimos afios México incremente su participacion
en el mercado mundial, llegando a mas de 150 paises con sus productos
agroindustriales como aguacate, chile, limoén, cerveza, jitomate, banano, citricos,

fresas, tequila y mezcal (Sanchez-Silva et al., 2020). Asi como también, que la
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comercializacion agroalimentaria mexicana mantenga un superavit por diez afios
consecutivos, consiguiendo su tercer mejor superavit de la dltima década en el
primeo semestre del 2024 con 5757 MDD, y un incremento del 11.15 % respecto
al superavit del 2023 (SADER & SAIP, 2024).

2.2. Produccion de residuos agroindustriales.

El desarrollo de cualquier actividad agroindustrial junto a su contribucion
econdmica arrastra un enorme incremento en la generacion de residuos
organicos e inorganicos, que en su mayoria no son tratados adecuadamente y
terminan en botaderos o en cenizas, impactando negativamente a la salud
humana y medio ambiental (El Barnossi & Housseini, 2023; SEMARNAT, 2019).
En México se estima que mas del 46 % del total de residuos generados
anualmente pertenecen a los desechos organicos derivados del sector agricola,
alimentario y doméstico, lo que resalta la necesidad urgente de implementar
leyes de gestion de residuos y soluciones sostenibles para mitigar el impacto
ambiental de esta situacion (SEMARNAT, 2020).

2.3. Regulacién del manejo de residuos.

Con el fin de proteger la salud humana y el medio ambiente de los efectos
negativos resultantes del manejo erréneo de los distintos residuos, surgieron
diversos convenios y leyes globales y nacionales para regular su produccion,
manejo y aprovechamiento. En México para hacer frente la problemética de los
residuos la Secretaria General de Servicios Parlamentarios de México publico en
el Diario Oficial la Federacion en el afio 2003 responsable la Ley General para la
Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR), que establece el marco
normativo para todo el territorio nacional mexicano para la correcta gestion y
manejo de los residuos, con el objetivo de garantizar el derecho de toda persona
al medio ambiente sano y propiciar el desarrollo sustentable a través de la
prevencion de la generacion, la valorizacion y la gestion integral de los residuos
peligrosos, solidos urbanos y de manejo especial (LGPIR, 2015). La LGPIR

clasifica los residuos en cuatro tipos: 1) Sdlidos urbanos (RSU) que son
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generados por actividades domésticas y comerciales (restos de alimentos, papel
y empaques); 2) Residuos de manejo especial (RME) como papel y carton,
grasas, cascaras y bagazos de frutas y verduras; 3) Residuos peligrosos como
productos quimicos metalicos, corrosivos, téxicas, inflamables e infecciosas; 4)
Residuos bioldgico-infecciosos (RPBI), provenientes de hospitales y laboratorios
(LGPIR, 2015).

Es importante resaltar que los residuos de manejo especial son una
categoria fundamental en la Ley General para la Prevencién y Gestion Integral
de los Residuos (LGPGIR), ya que su adecuada gestion es esencial para reducir
su impacto ambiental y en la salud publica. Por esta razon, su manejo debe estar
regulado por planes especificos que fomenten la reduccion, reutilizacion, reciclaje
y valorizacion de estos residuos, tal como se establece en los Articulos 28 al 31,
gue detallan las responsabilidades de los generadores para la presentacion y
ejecucion de dichos planes. Asimismo, la valorizacion de estos residuos busca
convertirlos en insumos para nuevos procesos productivos o0 energéticos,

impulsando asi una economia circular.

2.4. Economiacircular de los residuos agroindustriales.

En respuesta a las malas préacticas e ineficiente manejo de los residuos
interviene la economia circular que es un modelo econdémico disefiado para
redefinir la produccion y el consumo, enfocdndose en prolongar la vida util de los
productos, reducir el desperdicio y minimizar el uso de recursos naturales (EU,
2023). Aunque fue formalmente establecida en 1976, su implementacion toma
fuerza en la ultima década, debido a su capacidad para disminuir el impacto
ambiental, fomentar el desarrollo sostenible y generar beneficios econémicos a
largo plazo, como la reduccion de costos operativos y la creacion de nuevos
empleos en sectores verdes (Cerda, 2016). En la actualidad, el reconocimiento
de la economia circular en la gestion de residuos esta en aumento a nivel

mundial, ya que cada vez mas paises implementan politicas que promueven la
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reduccion de residuos y la reutilizacion de materiales, transformando asi la

gestion de recursos (EU, 2023).

De acuerdo con la (Organizacion de las Naciones Unidas-ONU, 2021) la
transicion hacia una economia circular no solo busca mitigar el impacto ambiental
de los desechos, sino que también podria generar hasta 4.5 millones de empleos
en el sector de residuos y reciclaje para 2030. En México, la economia circular
estd en constantemente evolucion con el objetivo de transformar los procesos
productivos y reducir la huella ambiental, promoviendo la reutilizacién y el
reciclaje a lo largo de las cadenas productivas y promover una creciente

conciencia sobre la sostenibilidad y la gestion de residuos (SEMARNAT, 2023).

2.5. Aprovechamiento de los residuos agroindustriales.

Los residuos agroindustriales son subproductos soélidos o liquidos
generados durante la produccién o industrializacién de productos primarios, que
ya no tienen utilidad en el proceso original. Sin embargo, su correcta valorizacion
puede transformarlos en recursos valiosos para la obtencion de nuevos
productos con valor agregado, contribuyendo asi a fines comerciales,
econdmicos y sociales (Saval, 2012). Es por ello, que actualmente, las lineas de
investigacion se centran en desarrollar alternativas para la valorizacién de estos
subproductos, lo que no solo ayuda a reducir la cantidad de desechos generados,
sino que también promueve la economia circular (Narvaez, 2018).
Investigaciones previas realizados por Andrade y Ayaviri (2017) indican que una
gran parte de los residuos agroindustriales se utilizan como materia prima en
procesos termoquimicos y bioquimicos, dando lugar a la produccion de
biocombustibles como el bioetanol, el biodiésel y el biogas, de esta manera
convirtiendo el problema ambiental en una oportunidad para generar energia

renovable, apoyando el desarrollo sostenible y la eficiencia en el uso de recursos.
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De igual manera, la produccién de EPS, carotenoides y acidos grasos de
alto valor comercial representa una de las maneras mas efectivas de aprovechar
los residuos agroindustriales, especialmente las cascaras de platano, papa y
naranja segun investigaciones realizadas en los laboratorios de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leoén (Castillo-Patifio et al., 2024; Torres-Alvarez et al.,
2022). Ademas, Vargas-Corredor y Peréz-Pérez (2018) destacan que una
alternativa comun para el aprovechamiento de estos residuos es la produccién
de bioles y el compostaje. Aparte de estas practicas, hay diversas alternativas en
fase de investigacion que buscan maximizar el uso de los residuos
agroindustriales. Entre ellas se encuentran la produccion de metabolitos y
enzimas aplicables en la industria (Sadh et al., 2018). Asi como la sintesis de
compuestos bioactivos con funciones nutracéuticas y alto valor agregado, la
obtencion de antibidticos y colorantes (Beltran-Ramirez et al., 2019). También se
estan explorando la produccion de hongos comestibles, acidos organicos,
carotenoides y pigmentos microbianos, lo que abre nuevas oportunidades para
la valorizacion de estos subproductos y desarrollos de mercados (Cortez-Lopes
& Ligabue-Braun, 2021).

2.6. Aprovechamiento de la cascara de Platano.

El platano es una de las frutas mas importantes de la agricultura mexicana
y mundial, después de la uva, los citricos y la manzana (SADER, 2021). En el
aflo 2020 la produccion de platano en México aumentdé 3 %, alcanzando 2
millones 465 mil toneladas y una participacion de 10 % en la produccion nacional
de frutos (SADER, 2020). Ademas, se considera que el platano es la fruta de
mayor consumo en el territorio mexicano debido a su disponibilidad, bajo costo,
sabor agradable y alto contenido nutricional (Moncayo-Lujan et al., 2018). Sin
embargo, el consumo de platano genera cantidades considerables de residuos
primordialmente su cascara que representa entre 35 % y 40 % del fruto y podria
ser aprovechada para la elaboracion de productos significativos gracias a su valor

nutricional (Melo-Sabogal et al., 2015).

21



Las valiosas propiedades de la cascara de platano han impulsado la
exploracion de diversas alternativas para su aprovechamiento, como la
produccion de bioetanol (Romero-Bonilla et al., 2029). Ademés, se han
investigado la extraccibn de compuestos bioactivos y polisacéridos, como la
pectina (Mada et al., 2022). Asi como la generacion de enzimas de interés
industrial, tales como alfa-amilasas, xilanasas y pectinasas (Mahwish et al., 2020;
Moiedi-Sunira & Sumathy, 2018) También se han desarrollado alimentos
funcionales ricos en fibra (Acosta-Coello et al., 2021), y se han logrado avances
en la sintesis de compuestos probidticos y fendlicos, la produccion de
biopolimeros, biopeliculas y nanofibras de celulosa, EPS, carotenoides, entre
otros (Tibolla et al., 2017; Torres-Alvarez et al., 2022).

2.7. Aprovechamiento de la cascara de papa.

La papa constituye el cuarto cultivo de mayor consumo en el mundo,
mientras que en México ocupa el quinto lugar después del maiz, trigo, arroz y
frijol (Magafa, 2020). El consumo anual de papa en México es de 1 millon de
toneladas aproximadamente (LOpez-Silva et al., 2019). La cascara de papa
comprende el 2 % del producto total, convirtiéndose en un desperdicio para la
industria y un riesgo para el ambiente (Ospina, 2012). Sin embargo, por su alto
contenido de compuestos fendlicos y nutracéuticos en la cascara de papa, surgen
diversos estudios en busca de alternativas para el aprovechamiento de este
residuo, entre estos la produccion de sustancias bioactivas, films biopolimericos

y bioplasticos (Enrique & Zambrano, 2021).

La cascara de papa también puede ser utilizada para la produccién de
biocombustibles, biofertilizantes, antioxidantes, aditivos alimentarios y enzimas
(Ahsan-Javed et al.,, 2019). Extraccion de acidos lacticos, acidos fendlicos,
alcaloides y esteroides de interés para la industria farmacéutica (DiWu, 2016).
Elaboracion de conservantes alimenticios, alimentos dietéticos y alimentos

balanceados para los animales (Ababaw, 2020).
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2.8. Aprovechamiento de la cascara de naranja.

La produccion y consumo global de frutos citricos se incrementa debido a
sus propiedades benéficas. Los cultivos citricos aportan el 3 % del PIB nacional
mexicano, ubicando a México como el segundo exportador de limén y el quinto
de exportador de naranja a nivel mundial (Goycoolea, 2021; SAGARPA, 2016).
Ademas, se estima que en México mas del 90 % de la produccién de citricos es
consumido en el territorio nacional en fresco o industrializado y que puede
perderse hasta un 50 % del fruto como materia residual (Narvaez, 2018). La
cascara constituye la mayor parte de los residuos citricos y es rica en aceites
esenciales, azlicares y pigmentos, lo cual le hace atractiva a su aprovechamiento
para la obtencion de nuevos productos como la pectina (Moncayo-Lujan et al.,
2018).

La cascara de los citricos especialmente la naranja esta siendo sujeto de
estudio para la obtencion de otros compuestos como fructuosa y dextrano (Saval,
2012). Materia prima de las biorrefinerias para generar biocarburantes como el
bioetanol, obtencién de biopeliculas para la confeccion de vajillas biodegradables
(Gallo-Castro et al., 2021). Produccién de aditivos alimentarios, encapsulantes,
nanoparticulas, prebioticos, polifenoles, aceites esenciales, carotenoides, fibra
dietética, embalajes, EPS y peliculas delgadas (Carota et al., 2020; Castillo-
Patifio et al., 2024; Santos et al., 2015; Wang et al., 2019). Compostaje, bioles y
biofertilizantes, formulaciones farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticos, entre
otros (Khan et al., 2021).

2.9. Biorremediacion de los residuos agroindustriales.

La agricultura y la agroindustria moderna enfrentan nuevos retos,
integrando enfoques ecoldgicos y moleculares, para lograr mayor eficiencia en
los procesos de produccion y reducir al minimo el impacto ambiental (Tarazona,
2021). Esto ha impulsado al estudio e implementacion de técnicas
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biotecnolbgicas usando distintos microorganismos benéficos y sus habitats de
colonizacion (Arias et al., 2010). Una de ellas es la biorremediacion que es una
estrategia ambiental clave que utiliza organismos vivos, como bacterias, hongos
y plantas, para mitigar o eliminar contaminantes del medio ambiente,
especialmente en suelos y aguas afectadas por los distintos residuos y desechas
industriales (Rodriguez-Gonzales et al., 2022). Asi también, la biorremediacion
de residuos agroindustriales tiene mudltiples beneficios ambientales vy
econdmicos, ya que permite la reutilizacién de recursos que de otro modo serian
desechados, reduce la necesidad de tratamientos quimicos costosos y minimiza

el impacto ambiental de la industria agroalimentaria (Garzén et al., 2017).

Los microorganismos intervienen de diversas maneras en el
aprovechamiento de los residuos, como la fermentacion alcohdlica y digestion
anaerobica que son las rutas principales para la obtencién de biocombustibles,
biofertilizantes y biomasas (Rojas-Gonzalez et al., 2019). Por su parte, Camacho
et al (2014) sefialan que los hongos y actinomicetos son los microorganismos
que mas participan en el proceso de degradacién y aprovechamiento de los
residuos organicos. Asi también, Saval (2012) menciona que los principales
microorganismos productores de lipasas extracelulares a partir de residuos son:

la Candida antartica, Rhrizopus oryzae y Mucor meihei.

El género de Rhodotorula son microorganismos muy utilizados para el
aprovechamiento de los residuos, gracias a su facil crecimiento y buena
capacidad de degradacion de desechos organicos (A. Ramos et al., 2012). Las
cepas de Rhodotorula mucilaginosa son mayormente aplicadas para la sintesis
de pigmentos y compuestos bioactivos naturales a partir de residuos organicos
(Ghilardi et al., 2020). Estas levaduras también tienen la capacidad de producir
lipidos y carotenoides de las cascaras de cebolla, papa y frijol mungo, vainas de
guisante y bagazo de sisal (Da Silva et al., 2020). Y la obtencién de lipidos
microbianos para la sintesis de biodiesel a partir del salvado de trigo usando
Rhodotorula mucilaginosa Y-MG1 (Ayadi et al., 2019).
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Dentro del género de Rhodotorula destaca la cepa de Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L, gracias a su alta eficiencia para sintetizar compuestos
bioactivos como EPS, carotenoides y acidos grasos a partir de diversas fuentes
de nutrientes (Torres-Alvarez et al., 2022). Esta levadura fue aislada del Rio
Pesqueria al noreste de México y se caracteriza por su coloracién rosa-
anaranjada y sus condiciones Optimas: temperatura 28 °C, pH 5 y el tiempo de
crecimiento maximo alcanzado posterior a las 96 h de ser inoculada en el medio
de cultivo (Garza et al., 2016). Ademas, diversos estudios realizados por el grupo
de investigacion “Nano Biotechnology Research Group” demuestran que la cepa
de R. mucilaginosa UANL-001L, posee gran capacidad para la sintesis de
compuestos secundarios como carotenos, acidos grasos y EPS con efecto
antimicrobiano y antibiopelicula, que ademas la produccion de estos compuestos
se incrementa una vez que la cepa entra a la fase estacionaria, por lo que la
recoleccion de EPS y carotenos es recomendable realizar en un lapso de 24 a

48 h después del inicio de la fase estacionaria (Vasquez-Rodriguez et al., 2018).

2.10. Produccion y caracteristicas de los EPS.

Los EPS estan formados por residuos de monosacaridos de azucar y
heteropolisacaridos muy ramificados como las pentosas y hexosas (Alvarado-
Martinez, 2015). Por su parte, (Pham et al., 2000) alegan que la produccion de
EPS se da durante la fase exponencial de los microrganismos y alcanza su
maximo nivel en la fase de declive temprano. Ademas, (Sardari et al., 2017)
aseguran que la produccion de EPS en las Ultimas décadas ha ganado un interés
relevante en &mbito cientifico e industrial, debido a sus propiedades
biodegradables y eco-amigables.

Existen varios grupos microbianos principalmente las bacterias
acidolacticas, bifidobacterias y levaduras que producen una amplia gama de EPS
durante la fermentacion (Prete et al., 2021). Estudios como el de (Donot et al.,
2012) estiman que los microorganismos producen EPS como una capa

protectora para soportar el estrés resultante del proceso de fermentacién como
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pH, temperatura, 6smosis, entre otros. Los EPS microbianos poseen estructuras
quimicas variadas y complejas que influyen directamente en la biologia y
caracteristicas funcionales(Hussain et al., 2017). Los EPS pueden dividirse en
homopolisacaridos si consta de un solo tipo de monosacarido vy
heteropolisacaridos si posee 2 0 mas tipos de monosacaridos en su composicion
(Jur et al, 2022). La mayoria de las cepas microbianas producen
heteropolisacaridos sintetizados de forma intracelular, pero también hay cepas
gue generan homopolisacaridos a través de enzimas extracelulares (Torino Ml &
Font de Valdez G, 2015).

Debido a sus propiedades emulgentes y versétiles los EPS comprenden
una alternativa a los polimeros quimicos provenientes de las plantas y algas
(Fuentes et al., 2013). Ademas, (Hussain et al.,, 2017) sefialan que los EPS
exhiben capacidades anti-VIH, antitumoral, estabilizantes, biodegradabilidad y
propiedades inmunomoduladoras. Los EPS poseen un potencial para brindar
estabilidad fisica y microestructural a fin de mejorar la distribucion de las
proteinas y la viscosidad de los productos (Swati et al., 2021). Los EPS también
tienen propiedades tecnofuncionales para formar peliculas, incremento de la vida
atil y una enorme participacion en las droguerias, diagnostico clinico, farmacos
recombinantes, administracion de genes, entre otros (Moradi et al.,, 2021).
Adicionalmente, Torres-Alvarez et al (2022) mediante sus investigaciones han
conseguido identificar, purificar y caracterizar los EPS sintetizados por R.
mucilaginosa UANL-001L, los cuales tienen alto potencial industrial y comercial,

debido a sus propiedades antimicrobianas y antibiopeliculas.

2.11. Aplicaciones de los Exopolisacaridos.

Los EPS son ampliamente usados en las industrias de alimentos, médica
y farmacéutica como gelificantes, estabilizadores texturizadores, espesantes,
inmunomoduladores, antiinflamatorios y antioxidantes. (W. Li et al., 2014). Son
utilizados también en la elaboracién de herbicidas, insecticidas, nutracéuticos,
farmacos, anticoagulantes y alimentos funcionales (Hussain et al., 2017). Los
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EPS tienen relevantes aplicaciones funcionales y tecnoldgicas en la industria de
productos lacteos para mejorar la calidad y las propiedades reoldgicas,
sensoriales y funcionales (Swati et al., 2021). La aplicacion de EPS en la industria
de panificacion para la generacion de productos libres de gluten presenta un alto
potencial (Lynch et al., 2018). Ademas, son empleados para la produccién de
envases comestibles y biodegradables, como agentes bioactivos de probioticos,
aditivos artificiales, antioxidantes, antimicrobianos, entre otros (Moradi et al.,
2021).

2.12. Aportacion Cientifica

Los resultados de esta investigacion permitirAn evaluar la capacidad de
Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L para sintetizar EPS microbianos de
interés industrial, a partir de los extractos obtenidos de la ciscara de platano y
sus combinaciones con diferentes residuos organicos. A fin de determinar la
viabilidad del uso de la cascara de platano y sus combinaciones como sustituto

a los medios sintéticos comerciales.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipoétesis

La cascara de platano y sus combinaciones con diferentes residuos
organicos como sustrato podran ser utilizadas como fuente de carbono y

nutrientes en la produccion de EPS microbianos con aplicaciones industriales.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo General

Obtener EPS microbianos de interés industrial, para la valorizacion de la

cascara de platano y sus combinaciones con diferentes residuos organicos.

3.2.2. Objetivos especificos

a. Seleccionar y producir stocks de la cepa fungica Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L para la produccion de EPS.

b. Establecer las condiciones éptimas para el crecimiento de Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L en el extracto de la cascara de platano y sus
combinaciones.

c. Determinar las condiciones Optimas para la extraccion de EPS
utilizando la cdscara de platano y sus combinaciones como fuente de
carbono y nutrientes.

d. Realizar analisis proximales (pH, humedad, sélidos totales, sdlidos

solubles, contenido de nitrégeno y cenizas) de los extractos.
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e. Caracterizar la composicion fisicoquimica de los EPS microbianos de
interés industrial resultantes.

f. Valorar las propiedades fisicas de los EPS obtenidos para identificar
las aplicaciones industriales y fortalecer los aspectos de economia
circular de la cascara de platano.

g. Evaluar el impacto sobre la obtencién del EPS microbiano en el

escalamiento a volumenes mas grandes de produccion.
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CAPITULO 4

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales y equipos

Los materiales y equipos empleados para el desarrollo de esta

investigacion se detallan a continuacion:

Tabla 2. Materiales y consumibles utilizados.

Micropipeta

Puntas de micropipeta
Filtro de membrana
Gasa

Matraz

Vaso de precipitacion
Probeta

Matraz de aforacion
Tubo de centrifugacion
Cajas Petri
Microplacas (96 pocillos)
Termometro

Porta y cubre objetos
Medio de cultivo YM
Medio de cultivo LB
Agar microbiolégico
Dimetilsulféxido DMSO
A. 3,5-Dinitrosalicilico
DNS

Agua bidestilada
Agua desionizada
Etanol (70 y 96 %)

Tabla 3. Lista de equipos usados para el desarrollo del proyecto.

2-20, 10-100, 20-200 y 100-1000 uL
2-20, 10-100, 20-200 y 100-1000 uL

0.20,0.45,1,2y 8 um
Rollo
100, 250, 500 y 1000 mL

50, 100, 250, 500 y 1000 mL
10, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL

15,5 15y50mL
Unidad

Unidad

Unidad

Unidad

500 g

500 g

500 g

500 mL

mL
mL
mL
20 L
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Eppendorf
Eppendorf
Whatman
N/A
PYREX
PYREX
PYREX
PYREX
Corning
N/A
Corning
Alla France
N/A

BD, Bioxon
Merck
Merck

N/A

N/A
N/A
N/A
CTR



Balanza analitica
Balanza

Plancha de calentamiento
Cabina de flujo laminar
Centrifuga
Microcentrifuga
Incubadora estatica
Incubadora con agitacion
Concentrador

Liofilizador

Biorreactor

Vortex

Congelador — 20 °C/ Refrigerador -4 °C
Espectrofotdmetro UV-Vis
Lector de microplacas
Bomba de vacio
Rotavapor

FTIR

AFM

Thermomixer

Sonicador

Autoclave

HPLC

ZetaSizer Nano

AND, GR-200

Ohaus, YS series

Lab companion, HP3000L
Labconco, Delta series

Thermo Sicentific, Sorvall Legend XFR
Ohaus, FC5515

Lab companion, IB-11E

Lab. companion, 1S-971
ThermoFischer, SpeedVac
Labconco, Freezone-6
BIOSTAT A, Sartorius stedim
Lab-Line, 1195

Norlake scientific, LRF201WWW
Opizen PLUS, 2120UVPLUS
Multiskan Go, Thermo Scientific
MILLIPORE

BUCHI, R-100

Agilent Cary 630

Workshop

Eppendorf, Thermomixer R
VWR, Symphony

(Lorma, 006-0242

Agilent

Malvern

Tabla 4. Cepas microbianas empleadas.

Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L
Escherichia coli ATCC

Staphylococcus aureus multirresistente (SaR)

Produccion de EPS
MIC y Antibiopeliculas
MIC y Antibiopeliculas

El desarrollo del proyecto se llevd a cabo en las instalaciones del Centro
de Investigacion de Biotecnologia y Nanotecnologia (CIBYN) de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledén y en el Centro
de Biotecnologia (FEMSA) del Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de
Monterrey (ITESM). Estos centros también proporcionaron los materiales
(consumible y biolégico) requeridos para efectuar nuestra investigacion.
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4.2. Esquema general del proyecto.

La ejecucion del proyecto se realizo en 6 fases experimentales:

Fase 1. Acondicionamiento y produccion de stocks de la levadura R.
mucilaginosa UANL-001L, encargada de la sintesis de EPS. Con esta fase se
buscé disminuir e impedir la variabilidad genética entre los inéculos iniciales

usados para los diferentes andlisis del estudio (Figura 1).

Fase 2: Preparacion y caracterizacion de los extractos elaborados con
cascara de platano en combinacion con cascaras de papay naranja como fuente
de carbono y nutrientes para la produccion de EPS, a fin de establecer las
condiciones Optimas para el crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L en los

extractos y posterior generacion de EPS (Figura 1).

Fase 3: Produccion de EPS, en esta fase efectlo la extraccion y
purificacion de los EPS resultantes de la inoculacion de R. mucilaginosa UANL-

001L en los extractos a base de cascaras de platano, papa y naranja (Figura 1).

Fase 4. Caracterizacion de EPS, consistido en la ejecucion de distintos
andlisis que permitan conocer las propiedades fisicas, quimicas, la actividad

antimicrobiana y antibiopelicula de los EPS obtenidos (Figura 1).

Fase 5: Aplicacion de EPS, se llevaron a cabo varias pruebas y analisis

para determinar las aplicaciones de nuestro EPS en la industria (Figura 1).

Fase 6: Escalamiento de EPS, esta fase se enfoco en evaluar el impacto
sobre la produccion del EPS el escalamiento a volimenes mas grandes de

produccion, pasando de 200 mL a 5 L de volumen final (Figura 1).
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Stock de Preparacion del medio Produccion de EPS

Rhodotorula mucilaginosa
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Escalamiento de EPS Aplicacion de EPS Caracterizacion de EPS

Figura 1. Esquema general del proyecto.

4.3. Produccion de stocks de Rhodotorula mucilaginosa UANL-
001L.

El acondicionamiento y produccién de stocks de R. mucilaginosa UANL-
001L, se realizé empleando el caldo YM (yeast malt extrac) compuesto por
extracto de levadura 3 g/ L, extracto de malta 3 g/ L, peptona 5 g/ L y dextrosa 10
g/ L, a una concentracion de 2.1 %. Posteriormente con un asa estéril se tomé
una colonia de R. mucilaginosa UANL-001L y se inoculé en un tubo eppendorf
con 10 mL del medio previamente esterilizado a 121 °C/ 15 minutos. Después se
coloco el tubo inoculado en un Thermomixer por 24 h a 28 °C y 300 rpm de
agitacion. Una vez transcurrido el tiempo indicado se procedié a medir la
densidad optica a 600 nm (DO= 1.0). Finalmente, para comprobar la pureza de
las células se efectué una siembra en placa con YM al 2.1 % y 2 % de agar
microbioldgico, las placas fueron incubadas a 28 °C por 48 h y se observo al

microscopio electrénico (Figura 2).
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Figura 2. Produccioén de stocks de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L.

4.4. Preparacion de los extractos a base de cascaras de platano,

papay naranja.

Los residuos agroindustriales (cascaras de platano, papa y naranja)
utilizados para la preparacion de los extractos, fueron recolectados de las
industrias hortofruticolas y pequefios negocios Monterrey, México. Las muestras
fueron recolectadas en bolsas Zyploc y trasladadas al laboratorio para su

posterior analisis y almacenamiento en refrigeracion.

Para la preparacion de los extractos inicialmente se contemplaron tres
tratamientos de la cadscara de platano, combinando este con las cascaras de papa
platano/papa-PT/PP 50/50 vy

Posteriormente,

y naranja (platano/naranja-PT/NA 50/50,
platano/naranja/papa-PT/NA/PP  50/25725). con base en
surgimiento de los resultados, se incorporaron al estudio los extractos
individuales de las cascaras de platano (PT), naranja (NA) y papa (PP). Dando
un total de 7 extractos a evaluar, 6 extractos de residuos agroindustriales y el

caldo YM usando de control, como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Tratamientos para la elaboracidén de los extractos de las cascaras de
platano, papay naranjay el caldo YM.
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Platano/Naranja (PT/N)

Platano/Papa (PT/P)
Platano/Papa/Naranja (PT/NA/PP)

Platano (PT)
Naranja (NA)
Papa (PP)
YM

Los extractos se prepararon utilizando cascaras sin tratamiento previo. Las
cascaras se cortaron, pesaron y se colocaron 20 g, en vasos de precipitado de
250 mL y se afiadié 200 mL de agua destilada a cada vaso, para lograr una
concentracion final de 100 g/L (g de residuo/litro de agua). Usando una placa de
calentamiento se hirvieron las muestras a 80 °C durante 10 min y luego se
enfriaron a temperatura ambiente durante 20 min. Se realizé un prefiltrado de los
extractos con gasa para retener los restos grandes de las cascaras y el filtrado
con un filtro de celulosa de 2 ym (Whatman) con una bomba de vacio Buchner.
Finalmente, los extractos se colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se
esterilizaron a 121 °C por 15 min (Figura 3) (Molina et al., 2023; Torres-Alvarez

et al., 2022). Todos los experimentos y analisis efectuados en este estudio se

realizaron por triplicado (n = 3).

50/50
50/50
50/25/25
100
100
100
100

Residuos
agroindustriales

Medio de
cultivo

-

- B

Residuos +200 ml
agua destilada

-

4»4-»

Esterilizacion:
121°C/15

Calentamiento
apeCc/10

l
%

Filtracion: 2.0

Figura 3. Preparacion de los extractos de las cascaras de platano, papa y naranja.
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4.5. Disefio experimental de los extractos combinados PT/NA,
PT/PPy PT/NA/PP.

A fin de encontrar el mejor tratamiento y las condiciones Optimas que
permitan obtener la mayor produccion de EPS a partir de la cascara de platano
combinado con cascaras de papa y naranja, se realizé un disefio experimental
considerando como variables las composiciones de los extractos PT/NA (50/50);
PT/PP (50/50) y PT/PP/NA (50/25/25) y las variables de exposicion (100 g/L; 200
g/L; 100 g/L + 1.5 % de in6culo y 100 g/L + 120 h de incubacion, considerando

constantes la temperatura y el tiempo constantes en 80 °C y 10 min (Tabla 6).

Tabla 6. Disefio experimental de los extractos combinados para la produccion
de EPS.

1 PT/NA (50/50) 100 g/L

2 PT/NA (50/50) 200 g/L

3 PT/NA (50/50) 100 g/L + 1.5 % in6culo
4 PT/NA (50/50) 100 g/L + 120 h incubacién
1 PT/PP (50/50) 100 g/L

2 PT/PP (50/50) 200 g/L

3 PT/PP (50/50) 100 g/L + 1.5 % in6culo
4 PT/PP (50/50) 100 g/L + 120 h incubacién
1 PT/NA/PP (50/25/25) 100 g/L

2 PT/NA/PP (50/25/25) 200 g/L

3 PT/NA/PP (50/25/25) 100 g/L + 1.5 % in6culo
4 PT/NA/PP (50/25/25) 100 g/L + 120 h incubacién

4.6. Caracterizacion proximal de los extractos.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los extractos de cascaras de platano,
papa y naranja se evaluaron mediante analisis proximales (pH, humedad, sélidos
totales, sélidos solubles, cenizas y contenido de nitrégeno) empleando métodos
gravimétricos, siguiendo los protocolos de la NMX-AA-034-SCFI-2015 (2015) y

Quintero-Curvelo et al (2017) con modificaciones.
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Los valores de potencial hidrogeno (pH) de los extractos se midieron
utiizando un potenciometro OHAUS previamente calibrado. El contenido de
humedad se obtuvo mediante la diferencia de pesos entre las muestras himedas
y secas. Asimismo, para determinar la masa soélida total se agregdé 5 mL de las
muestras en capsulas de ceramica y se secaron a 105 °C por 2 h. Mientras que,
el residuo inorganico o cenizas se obtuvo calcinado en una mufla a 550 °C por
30 min las muestras previamente secas y el contenido de sélidos volatiles se

obtuvo quitando el valor de las cenizas de la masa soélida total (Figura 4).

El contenido de nitrdgeno total se obtuvo empleando el método de Kjeldalh
A.0.A.C 928.08, 1990, sefialados por (Florida-Rofner & Reategui-Diaz (2019) y
Quintero-Curvelo et al (2017). Consiste en mezclar 5 g de muestra, 10 g de
catalizador Kjeldalh y 20 mL de H2SO4 al 98 %. Luego se calienta la mezcla a
500 °C por 1 h, y se afiade 50 mL de NaOH al 50 % para neutralizar y transformar
el NH4* en NHs. La mezcla se destila para recupera el NHzen HsBOs al 4 % y pH
de 4.65 y se valoriz6 con HCl a 0.25 mol/L (Figura 4). Finalmente, la
concentracion de nitrégeno se determiné con la siguiente férmula:

Férmula 1. % Nitrégeno = (mL HCI - mL blanco) x N del HCI x 1.4007/peso

de la muestra (Q).

TDS - A q -
p

e P e
i :
& /)
S e 3 ~
R. Agroindustriales Pesado de muestra

2 mL EPS + 1 mL ninhidrina

(ml 4cido valorante —ml blanco)x N del acido x 1,4007 ‘

peso de la muestra en gramos

% Nitrégeno =

Figura 4. Caracterizacion proximal de los extractos de las cdscaras de platano, papa y naranja.
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4.7. Cinética de crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa UANL-
001L en los extractos.

Para conocer la evolucion de R. mucilaginosa UANL-001L en los extractos,
se inoculé 200 mL de cada uno de los extractos de cascaras con 2 mL (1 %) del
stock de la levadura previamente crecido hasta alcanzar una densidad Optica de
1 a 600 nm. Los extractos inoculados se incubaron durante 120 h a 28 °C y 200
rpm de agitacion. Se tomé 1 mL de muestra cada 24 h para medir con un
espectrofotometro (Optizen 2120 UV Plus) la DOsoo nm de la levadura en los

extractos (Figura 5).

of | -
:‘37 rF_‘ﬂ [ﬁ_\

D.0. 600 nm 1mL Toma de muestra

Figura 5. Crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L en los extractos.

4.8. Consumo de azUcares reductores en los extractos.

La concentracion de azucares reductores en los extractos inoculados se
determiné por el método colorimétrico del acido 3,5-Dinitrosalicilico-DNS (Du et
al., 2023; Montafiez, 2020). Primero se realiz6 una curva de referencia de 0 a 5
g/L de glucosa con agua destilada. Después, se tomd 1.5 mL de cada muestra y
se centrifugd a 10 000 rpm por 5 min en una microcentrifuga (OHAUS FC5515).
Se mezcl6 25 L de sobrenadante y 25 pL del DNS en un eppendorf de 1.5 mL,
se calent6 la mezcla a 95 °C por 5 min. Luego se afiadié 250 puL de agua

ultrapurificada y se paso la mezcla a una microplaca de 96 pocillos para medir la
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absorbancia con un espectrofotémetro UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm
(Figura 6). La cuantificacion de azUcares se efectud en intervalos de 24 h,
registrando un total de 6 lecturas a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h del crecimiento
de R. mucilaginosa UANL-001L.

v,

DO 540 nm 300 pL Llenado de pocillos 250 L de agua

Figura 6. Determinacion del consumo de azlcares reductores de los extractos.

4.9. Caracterizacion elemental de la biomasa de R. mucilaginosa
UANL-001L.

Para determinar la produccion y la composicion elemental de la
biomasa de R. mucilaginosa UANL-001L después de 96 h de crecimiento en
los extractos combinados PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, se tomaron 50 mL de
cada extracto inoculado. Las muestras se centrifugaron en tubos Falcon a 10
000 rpm durante 10 min para separar la biomasa del sobrenadante. La
biomasa obtenida se recolecté y lavo tres veces con agua destilada para
eliminar restos celulares, y luego se liofilizaron con el fin de remover toda el
agua contenida. Se cuantificd el contenido de carbono, nitrégeno, hidrégeno

y azufre utilizando un analizador elemental CHNS/O (PerkinElmer 2400).

4.10. Extraccion de carotenoides de la biomasa de los extractos de
cascaras.
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La extraccion de carotenoides se realizé tomando 1.5 mL del medio
inoculado con R. mucilaginosa UANL-001L tras 96 h de crecimiento. Las
muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min para recuperar la
biomasa, descartando el sobrenadante. La biomasa se lavé tres veces con agua
ultrapura, y luego se le agreg6 dimetilsulféxido (DMSOQO) previamente calentado a
45 ©°C. Posteriormente, se mezcld en un Vortex hasta resuspender
completamente el pellet de biomasa, liberando asi los carotenoides
intracelulares. Las muestras fueron centrifugadas nuevamente a 10 000 rpm por
10 min para recolectar el sobrenadante. Este proceso de adicion de DMSO,
mezclado y centrifugado se repitié hasta que el pellet de biomasa perdio su color,
indicando que los carotenoides fueron completamente extraidos. Finalmente, se
midi6 la DO)del sobrenadante a 501 nm (Figura 7). A partir de estos datos, se
calculd y expreso el contenido total de carotenoides volumétricos (C.V mg/L) y
carotenoides celulares (C.C ug/g de células secas), utilizando el coeficiente de

extincion (Elcm = 2040) y las siguientes férmulas:
Férmula 2. CV (mg/L) = (A*V * 108) / (E1cm* % * 100)
Donde:
* CV = Carotenoides volumétricos (mg/L)
* A= Absorbancia a 501 nm
* V = Volumen total del solvente
»  Eim'* = Coeficiente de extincion

Férmula 3. Carotenoides celulares (ug/g de células secas) =
(Carotenoides/L) / (Peso de células secas en g/L).
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Figura 7. Extraccion de carotenoides de la biomasa de los extractos de cascaras y del YM.

4.11. Produccion de EPS de las cascaras de platano, papay naranja.

La extraccion de los EPS se llevo a cabo siguiendo los protocolos descritos
por Garza-Cervantes et al (2019) y Vazquez-Rodriguez et al (2018). El
procedimiento consistid en inocular los medios de cultivo con un 1 % del cultivo
inicial de R. mucilaginosa UANL-001L, incubandolos durante 96 h a 28 °C con
agitacion constante de 200 rpm. Una vez finalizada la incubacion, las muestras
se centrifugaron a 10 000 rpm para separar el sobrenadante, que contiene los
EPS, de la biomasa, la cual fue descartada. El sobrenadante fue filtrado utilizando
un filtro de membrana de 0.45 um y posteriormente se afiadio etanol absoluto en
una proporcion de 1:3 (1 mL de medio por 3 mL de etanol) y se dejé a -20 °C
durante 12 h para precipitar los EPS. Las muestras precipitadas se centrifugaron
a 10 000 rpm por 20 min para eliminar el etanol y recuperar el pellet de EPS. Este
pellet se lavdé dos veces con etanol al 70 %. Los EPS obtenidos fueron
concentrados a 45 °C por 5 h vy, tras el secado, se procedi6o a su pesado y

caracterizacion (Figura 8).

41



[
. P .r<\
Medio + 1 % Incubacion: Centrifugacion: Filtracion: 0.45 pm
indculo 28°C96h 10,000 pm/ 20 i
kol o i Lo
3 vol.
e - | - }
Etanol
1 vol.
v v Sobrenadante {
EPS11 Centrifugacion: Congelacion: Adicién de Etanol
10,000 rpm/ 10 min -20°C/12h

Figura 8. Recuperacion de EPS de los extractos de cascaras de platano, papa y naranja.

4.12. Caracterizacion morfolégica de los EPS.

La caracterizacion morfologica superficial de los EPS conseguidos a partir
de los extractos de cascaras de platano, papay naranja, se llevé a cabo mediante
la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM). Las micrografias fueron
obtenidas utilizando un microscopio electronico de barrido de alta resolucién,
modelo Nova NanoSEM 200 FEI, lo que proporcioné imagenes detalladas y

precisas de las estructuras superficiales de los biopolimeros.

4.13. Evaluacion de grupos funcionales de los EPS (FTIR).

La identificacién de los grupos funcionales presentes en los EPS de los
residuos agroindustriales se realizé mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). Para este analisis, se emple6 un espectrometro
Agilent Cary 630, el cual permitio obtener los espectros necesarios para conocer

las interacciones quimicas y los grupos funcionales clave en los EPS.
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4.14. Andlisis elemental de los EPS.

Para la cuantificacién de carbono, nitrégeno, hidrogeno y azufre (CHNS)
presentes en los EPS, se pesaron 6 mg de cada muestra y se analizaron
utilizando un analizador elemental CHNS/O (PerkinElmer 2400). Este equipo
permitié determinar de manera precisa la estructura y composicion elemental de

los biopolimeros.

4.15. Presenciay composicién de monosacaridos en los EPS.

La presencia y composicién de los monosacéaridos en los EPS de las
cascaras de platano, papay naranja, se evalu6 siguiendo los protocolos descritos
por Rodriguez (2008) y Torres-Alvarez et al (2022) con algunas modificaciones.
Comenzando con la digestiéon de las muestras mediante hidrolisis acida. Se
pesaron 50 + 0.5 mg de cada muestra de EPS (con un contenido de humedad
inferior al 6 %) y se depositaron en tubos de presion. A todos los tubos se afadio
0.50 + 0.01 mL de acido sulfarico al 72 % y se mezclé cuidadosamente con una
varilla de agitacién para asegurar que toda la muestra se humedezca. Los tubos
se colocaron en un bafio maria a 30 °C durante 60 min, agitando cada 10 min sin
retirar los tubos del agua. Simultaneamente, se prepard los estandares de
recuperacion con los monosacaridos: fucosa, galactosa, xilosa, fructosa,
arabinosa, maltosa, manosa, glucosa, acido galacturénico, sorbitol y manitol, a
las mismas concentraciones de las muestras de EPS. Tras los 60 min de
digestion, se diluyo el acido a 4 % afiadiendo 14 mL de agua grado HPLC a cada
tubo. Los tubos se esterilizaron a 121 °C por una hora y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente. Finalmente, las muestras hidrolizadas se filtraron con
filtros de jeringa de 0.2 um y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis por

cromatografia liquida (HPLC).

Para el andlisis cromatografico, se preparé una fase mévil acida a 5 mM
(278 L de acido sulfarico/L de agua HPLC). Ademas, se prepararon estandares

de calibracion de los monosacaridos mencionados, utilizando cinco diluciones
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equidistantes de los azucares (25 mg/mL, 20 mg/mL, 15 mg/mL, 10 mg/mL y 5
mg/mL) para generar la curva de calibracion. El andlisis se llevo a cabo con una
columna Aminex HPX87H a una temperatura de 60-65 °C, utilizando el detector
de indice de refraccion (IR). El volumen de inyeccion de la muestra fue de 15 pL
y la velocidad de flujo de la fase movil se mantuvo a 0.60 mL/min. Cada corrida

cromatografica tuvo una duraciéon de 45 minutos

4.16. Determinacion del peso molecular de los EPS.

El peso molecular de los EPS de residuos agroindustriales se determiné
utilizando un cromatégrafo HPLC Agilent RID-20A (SHIMADZU), equipado con
un detector de indice de refraccion (IR) y una columna Rezex Polymeric HPLC.
La separacion se realizé a una temperatura de 80-85 °C, con una velocidad de
flujo de la fase movil (agua de grado HPLC) de 1 mL/min. El volumen de inyeccion
de las muestras fue de 15 L, y el tiempo total de corrida fue de 35 min. Las
muestras de EPS, asi como los estandares de pululanos de diferentes pesos
moleculares (MW 180, MW 667, MW 5.900, MW 11.800, MW 22.800, MW 47.300,
MW 112.000, MW 212.000, MW 404.000 y MW 788.000), se prepararon a una
concentracion de 5 mg/mL utilizando agua de grado HPLC. Previo a su inyeccion
las muestras y los estandares fueron filtrados con filtros de jeringa de 0.45 ym

para eliminar particulas y asegurar la pureza de las soluciones.

4.17. Tamafo de particula de los EPS

El tamafio de particula de los EPS se determiné utilizando un ZETASIZER
NANO (Malvern). Las muestras de EPS se disolvieron en agua ultrapura a una
concentracion final de 0.3 mg/mL. Luego se pipetearon 0.5 mL de cada solucién
en cubetas de espectrofotometria, las cuales se introdujeron en el equipo para

su andlisis. El tamafio de particula se obtuvo en nandmetros (nm).
4.18. Determinacion de aminoacidos libres en los EPS.

La determinacién de aminoéacidos libres en los EPS se efectué mediante

la medicién del nitrégeno alfa-amino (FAN), siguiendo el protocolo descrito por
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Wilson W. (2008), con algunas modificaciones para adaptarlo a las condiciones
experimentales. Previamente al analisis se prepararon 4 soluciones de trabajo:
1) el reactivo de ninhidrina con 3.96 g de fosfato de sodio dibasico monohidratado
(NazHPO4.H20), 6 g fosfato de potasio monobasico (KH2PO4), 0.5 g ninhidrina y
0.3 g de fructosa, para un volumen final de 100 mL en agua ultrapura; 2) la
solucién de dilucion disolviendo 0.5 g de yodato de potasio (KIOs) en 150 mL de
agua y afiadiendo 100 mL de etanol absoluto (99.9 %); solucién patron de glicina
aforando 26.8 mg de glicina en 25 mL de agua ultrapura y 4) solucion de trabajo

de glicina diluyendo 1 mL de la solucién patrén en 100 mL de agua.

Para en andlisis se coloc6 2 mL de cada muestra incluido la glicina y agua
como control en tubos de ensayo y se afiadié 1 mL del reactivo de ninhidrina. Se
ebulleron los tubos durante 16 min en un bafio de agua caliente. Después se
enfriaron los tubos por 15 min en agua a 20 °C hasta llegar a temperatura
ambiente. Se agregd 5 mL de la solucién de dilucion y se traspasé 300 pL a una
microplaca para leer la absorbancia a 570 nm (Figura 9). Los resultados de

aminodcidos libres se obtuvieron con la siguiente formula:

Férmula 4.

mg de nitrogeno amino libre  Promedio de Absorbancia x 2 x Dilucion

L " Promedio de Absorbancia de Glicina

bullicion S Aminoacidos libres

Figura 9. Reaccion alfa-amino (FAN) para determinar los aminoécidos libres en los EPS.

4.19. Actividad antimicrobiana de los EPS (MIC).
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La actividad antimicrobiana de los diferentes EPS se evalué utilizando
ensayos de concentracion MIC en placas de 96 pocillos (Costar-Corning). Se
prepararon 15 soluciones de EPS a dos concentraciones finales: 2.5 mg/mL y 6
mg/mL, utilizando caldo LB ajustado a pH 7 como vehiculo. Los primeros seis
pocillos de la fila 1 se usaron como control de esterilidad, llendndolos con 200 uL
de LB solamente. Los pocillos del 7 al 12 de la misma fila se destinaron al control
de crecimiento, llenandolos con 100 pL de LB y 100 uL de cultivos nocturnos de
E. coli y Staphylococcus aureus incubados a 37 °C durante 24 h a 150 rpm y

diluidos 1:10 en medio LB fresco.

El resto de los pocillos se llenaron con 200 yL de una mezcla que incluia
las soluciones de EPS, los cultivos bacterianos diluidos a 1:10 y el medio LB
necesario para alcanzar las diferentes concentraciones de EPS. Las
concentraciones finales evaluadas para la solucion de 2.50 mg/mL fueron: 1.25,
0.63, 0.31, 0.16, 0.08 y 0.04 mg/mL, y para la solucién de 6.00 mg/mL fueron:
3.00, 1.50, 0.75, 0.38, 0.19 y 0.09 mg/mL. Tras la adicion del cultivo bacteriano a
los pocillos, la placa se incub6 durante 24 h a 37 °C y 100 rpm de agitacion, hasta
alcanzar una concentracion final de 10° células/mL. Por ultimo, se midio la

densidad optica a 600 nm (DOesoo nm) para evaluar el crecimiento (Figura 10).

. s

Cultivo inicial E. coli EPS disuelto Llenado de pocillos

P

DO: 600 nm Incubacion: 37 °C/ 24h

Figura 10. MIC de los EPS de las cascaras frente a E. coliy S. aureus.
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4.20. Efecto antibiopelicula de los EPS.

Los ensayos del efecto antibiopelicula de los EPS se llevdo a cavo
empleando el método de tincion con cristal violeta descrito por (Garza-Cervantes
et al (2019) y Vazquez-Rodriguez et al (2018) con modificaciones. Iniciando con
el llenado de los posillos de la placa (96 pocillos) con las solucines de EPS a las
mismas concentraciones utilizadas para las MICs: 2.50, 1.25, 0.63, 0.31, 0.16,
0.08 y 0.04 mg/mL, los cultivos de E. coli y S. aureus diluidos 1:10 y el medio LB
necesario para una concentracion final de 10° células/mL por pocillo con 200 pL.
Ademés, en la misma placa se establecieron los controles de esterilidad y
crecimiento. Las placas inoculadas se incubaron durante 40 h a 37 °C sin

agitacion.

Transcurrido ese tiempo se retir6 el sobrenadante de las placas y se lavd
3 veces con agua ultrapura. Luego se secaron las placas en una estufa a 70 °C
por 45 min. Se afiadié 240 pL de crital violeta al 0.1 % a cada uno de los pocillos
y se dej6é reposar por 20 min. Después se eliminé el colorante de los pocillos
tefidos lavando 3 veces con agua millig (mQ) y se secd nuevamente 45 min en
la estufa a 70 °C. Una vez secas las placas, se agreg6 250 pL de etanol absoluto
en los pocillos para destefiir y se dejé reposar 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, se transfirié 100 uL de la mezcla etanol/colorante a una placa nueva

para medir la densidad éptica a 590 nm (Figura 11).

DO: 590 nm Llenado 100 pL 250 pL etanol/ 30 min. 240 pL Cristal
violeta/ 30 min.

Figura 11. Efecto antibiopelicula de los EPS de cascaras frente a E. coli y S. aureus.
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4.21. Elaboracion de peliculas delgadas de los EPS obtenidos.

Las peliculas delgadas de bioplastico se elaboraron mediante la técnica
de recubrimiento por rotacion, siguiendo el protocolo de Filip et al (2023).
Inicialmente, los EPS fueron resuspendidos en etanol al 70 % a una
concentraciéon de 5 mg/mL, utilizando un sonificador para lograr una mezcla
homogénea. Se limpiaron los sustratos de vidrio (portaobjetos) con acetona,
alcohol isopropilico y agua destilada, sonicando durante 10 min con cada
solvente para asegurar una superficie libre de impurezas. Los recubrimientos se
elaboraron utilizando un equipo SPIN COATER, a 1000 rpm por 1 minuto,
afladiendo 1 mL de muestra en la superficie del sustrato, permitiendo que la
fuerza centrifuga distribuya la solucion uniformemente, mientras que el exceso
era expulsado. Después los sustratos con las peliculas adheridas se secaron a
37 °C durante 5 min, para su posterior analisis (Figura 12).

4.22. Morfologia superficial de las peliculas de EPS, mediante AFM.

A fin de evaluar la morfologia y la topografia superficial de las peliculas
obtenidas de los EPS de las cascaras de platano, papa y naranja, se efectiio un
analisis de microscopia de fuerza atdmica (AFM). Este andlisis permitié obtener
detalles precisos sobre la estructura superficial de las peliculas delgadas, asi
como validar la viabilidad de los EPS para su uso potencial en la fabricacién de

peliculas delgadas y recubrimientos (Figura 12).
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Figura 12. Evaluacién de los EPS como peliculas y recubrimientos alimenticios.

4.23. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas de EPS.

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas de EPS se
evalu6 empleando un sistema diseflado para mantener el equilibrio en
condiciones controladas. Para ello, se utilizé una balanza analitica de alta
precision (0.0001 g), ubicada dentro de un desecador que contenia gel de silice
como disecante (Figura 12). La pelicula de EPS se fij6 a la abertura de un vaso
de precipitado de 50 mL de boca ancha (con un area expuesta de 1.134 x 1073
m2). El vaso se llen6é previamente con agua destilada hasta el 50 % de su
capacidad total y, a continuacion, se coloc6 sobre la balanza dentro del
desecador. Para garantizar el control de la temperatura a 25 °C deseada, se
introdujo un sensor de temperatura en el desecador, el cual se sellé
herméticamente con su tapa. Las mediciones de pérdida de peso se realizaron
en intervalos de 30 min durante un periodo de 10 h. La pérdida de peso fue
registrada graficamente en funcién del tiempo (g/s), y la pendiente se determind

mediante andlisis de regresion lineal.

La WVP se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
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Férmula 5. WVP = (w/t) * (X/AP*A)
Donde:

e W/t (g/h) es la masa de agua que permea por unidad de tiempo,
e X (mm) es el grosor de la pelicula,
o« A (m?) es el area expuesta de la pelicula,

e AP (Pa) es la diferencia de presion de vapor de agua (3166 Pa a 25 °C).

Permeabilidad

/ Disecador

Pelicula EPS Control de temperatura 25°C
Agua destilada

27.9685 g Balanza analitica

P

Figura 13. Sistema para medir la permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas de EPS.

Silica gel

4.24. Solubilidad de las peliculas delgadas de EPS en aguay etanol.

La solubilidad de las peliculas de EPS se evalu6 utilizando dos solventes: agua
y etanol absoluto. Para ello, las peliculas se cortaron en secciones cuadradas de
1.0 cm?y se pesaron cuidadosamente para determinar la masa seca inicial (W,).
Las muestras se mantuvieron sumergidas en los solventes por un periodo de 6
h, bajo agitacion constante a 180 rpm en un agitador orbital, a una temperatura
controlada de 25 °C. Al finalizar el tiempo de inmersion, las porciones de pelicula
no disueltas se filtraron cuidadosamente y se secaron en una estufa a 105 °C
durante 2 h para eliminar cualquier residuo de solvente. Después del secado, las

muestras se pesaron nuevamente para obtener el peso final (Wf). Los
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porcentajes de solubilidad en agua WS (%) y etanol ES (%) se calcularon

utilizando la siguiente formula:
Formula 6. WS (%) = [(W, — Wf) /W] x 100
Donde:

* S (%) es el porcentaje de solubilidad,
* W, es el peso inicial de la pelicula,

* Wf es el peso final de la porcion no disuelta tras el secado.

Para el caso del etanol, se utilizd la misma férmula reemplazando WS

(solubilidad en agua) por ES (solubilidad en etanol).

4.25. Eficacia de inhibiciéon de las peliculas de EPS.

La eficacia antimicrobiana de las peliculas de EPS se determiné mediante
ensayos de zona de inhibicion (ZOl), frente a E. coliy S. aureus (SaR). Se inoculo
10 mL de caldo LB con una colonia de cada una de las cepas y se incub6 durante
la noche a 37 °C. Después la biomasa celular se recuperd por centrifugacion a
10 000 g por 5 miny se lavo el pellet con una solucién de fosfatos (PBS), agitando
en un Vortex para mejorar la dispersion de las células. La biomasa recolectada
se resuspendié en 10 mL de LB fresco y la concentracion bacteriana se ajusto6 a
una concentracion de 10° células/mL. Se distribuy6 las soluciones bacterianas de
manera uniforme sobre la superficie de placas Petri que contenian agar. Luego
las peliculas de EPS se depositaron en las placas de dos maneras: 1) colocando
10 pL de la solucién de la pelicula sobre filtros circulares estériles de 6 mm de
diametro, y 2) depositando directamente las peliculas cortadas al mismo diametro
del filtro sobre la superficie del agar inoculado, manteniendo en ambos casos una
distancia de 2 cm entre cada muestra. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C.
Se midieron las zonas de inhibicion desde dos lados opuestos del circulo de la
pelicula para obtener un valor promedio de la ZOI en milimetros.

4.26. Anélisis reoldgico de los EPS de las cascaras.
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El andlisis reolégico de los EPS extraidos de las cascaras de platano, papa
y naranja, asi como del YM, se efectu6 empleando un redmetro (Anton Para,
Physica MCR 10), siguiendo el protocolo de Rui Fan y colaboradores (2022), con
modificaciones. Las muestras de EPS se disolvieron en agua ultrapura (mQ) a
una concentracion final de 2.5 mg/mL. La disolucién se realiz6 a temperatura
ambiente con agitacion suave para asegurar la total homogeneizacion de las
soluciones. Se deposité 0.5 mL de cada solucion de EPS en el campo de
medicidén del rebmetro y el analisis se efectlo a las condiciones de operacién
para polimeros, con la posicion de elevacion de 20 mm, posicion de medicion 1
mm, tasa de corte maxima 3922,75 1/s y estrés de corte maximo de 40 876

Pascales (Pa). La medicion se realizo a una temperatura constante de 25 °C.

4.27. Escalamiento del volumen de produccion de los EPS YMy NA.

El escalamiento de los extractos YM y NA con mayor produccién de EPS,
se desarrollé siguiendo el protocolo de Bautista (2020), con modificaciones. El
proceso consistié en pasar del volumen de laboratorio de 200 mL hasta 5 litros
en un biorreactor (Sartorius Stedim BIOSTAT A), manteniendo las condiciones
de la escala de laboratorio para garantizar la consistencia en la produccion de
EPS (Figura 14). Utilizando el in6culo de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L
al 1 % (50 mL de in6culo en 4.95 L de medio). Tiempo de incubacion de 96 h, a
28 °C, pH entre 5y 6.5y 200 rpm de agitacién, controlando la aireacion de forma
automatica (600 cm3/min). Sé efectuaron muestreos cada 24 h para monitorear
el crecimiento y consumo de azlcares reductores. La extraccion de EPS siguio

la metodologia descrita previamente (Figura 8).
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Liofilizado 24 h Etanol 96 % V/V 1:2

Figura 14. Escalamiento del volumen de produccion de los EPS YM y NA.

4.28. Andlisis de datos.

A fin de determinar las diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos y andlisis realizados en esta investigacion, todos los datos
recopilados fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de un solo
factor, seguido de un analisis post hoc mediante la prueba de Tukey, utilizando

un nivel de confianza del 95 %.

4.29. Disposicion de los residuos generados.

Todos los residuos generados durante el desarrollo de este proyecto de
investigacioén, incluidos residuos biolégico-infecciosos, soluciones alcohdlicas y
solventes organicos fueron gestionados y depositados en los contenedores
designados por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad
de Ciencias Quimicas, de acuerdo con su naturaleza y clasificacion, cumpliendo

estrictamente con el procedimiento PR-CLB-SRR-000.

53



CAPITULO 5

5. RESULTADOS

5.1. Produccién stocks de R. mucilaginosa UANL-001L y extractos
de las cascaras de platano, papay naranja.

Los stocks microbianos necesarios para el desarrollo del proyecto se
consiguieron empleando el medio YM como fuente de nutrientes para el
crecimiento de la cepa R. mucilaginosa UANL-001L, misma que es la
responsable de la sintesis de EPS cuando alcanza su fase estacionaria de 72 a
96 h de inoculacién a temperatura y agitaciéon constante de 28 °C y 200 rpm
(Figura 15A).

En la Figura 15B se presentan los extractos obtenidos a partir de la
cascara de platano combinada con cascaras de papa y naranja (PT/NA, PT/PP
y PT/NA/PP), que fueron empleados como fuente de carbono y nutrientes para
la sintesis de exopolisacaridos (EPS) mediante la accion de R. mucilaginosa
UANL-001L, tras 96 h de incubacién a 28 °C y 200 rpm de agitacion.

Figura 15. Stock y extractos de cascaras. A) Stocks de R. mucilaginosa UANL-001L; B) Extractos
de las cascaras de platano, papa y naranja.
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5.2. Sintesis de EPS de los extractos PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP.

El disefio experimental aplicado a los extractos combinados variando las
composiciones de los tratamientos: PT/NA (50/50), PT/PP (50/50) y PT/NA/PP
(50/25/25) y las condiciones de exposicién: (1) 100 g/L, (2) 200 g/L, (3) 100 g/L
+ 1.5% de in6culo y (4) 100 g/L + 120 h de incubacién del extracto con indculo
y siendo la concentracion de EPS la variable resultante. Permitié determinar la
produccion de EPS de cada tratamiento. Se reportaron los promedios de los
EPS obtenidos, consiguiendo los mejores resultados con las condiciones TO +
VO (PT/NA 50/50 a 100 g/L) 470 mg/L y T2 + V1 (PT/NA/PP 50/25/25 a 200 g/L)

476 g/L como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental de la produccién de EPS a partir de los extractos
combinados de las cascaras de platano, papa y naranja.

PT/NA (50/50)
PT/NA (50/50)

PT/NA (50/50)
PT/NA (50/50)
PT/PP (50/50)
PT/PP (50/50)
PT/PP (50/50)
PT/PP (50/50)
PT/NA/PP (50/25/25)
PT/NA/PP (50/25/25)
PT/NA/PP (50/25/25)
PT/NA/PP (50/25/25)

5.3. Caracterizacién proximal de los extractos de las cascaras de

100 g/L
200 g/L
100 g/L + 1.5 % in6culo
100 g/L + 120 h incubacién
100 g/L
200 g/L
100 g/L + 1.5 % in6culo
100 g/L + 120 h incubacién
100 g/L
200 g/L
100 g/L + 1.5 % inGculo
100 g/L + 120 h incubacién

platano, papay naranja.

Se selecciond una concentracion base de 100 g/L para la preparacion de
los extractos derivados de residuos agroindustriales, estableciendo las siguientes
composiciones: extractos individuales de las cascaras de platano (PT), naranja
(NA) y papa (PP) al 100 % y extractos combinados: PT/NA 50/50 %, PT/PP 50/50
% y PT/NA/PP 50/25/25 % (Tabla 8). Asi también, los extractos presentaron una
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variabilidad de pH que oscil6 entre 4.0 y 6.0. Correspondiendo el valor mas bajo
al extracto NA y el mas alto al medio PP. Los extractos PT (5.0), PT/NA (4.99),
PT/PP (5.48) y PT/NA/PP (5.24) presentaron pH similares o cercanos al 6ptimo
de 5.0, para R. mucilaginosa UANL-001L (Tabla 8).

El contenido de sélidos y nitrégeno en los medios se midio por gravimetria
y Kjeldahl y se muestran en la Tabla 8. Los resultados revelan que nuestros
extractos presentaron porcentajes de humedad entre 79.6 £ 0.08 y 94.5 + 0.07
%, siendo el contenido mas bajo para PP y el mas alto para NA. El extracto PT
(90.44 £ 0.06 %) y sus combinados PT/NA (85.82 + 1.24 %), PT/PP (89.04 + 0.33
%) y PT/NA/PP (86.87 = 0.92 %), registraron porcentajes de humedad
intermedios. Del mismo modo, el mayor contenido de solitos totales se registrd
con el extracto PP (20.4 = 0.08 %) y el menor con el medio PT (9.56 + 0.06 %).
Los extractos NA, PT/NA, PT/PP Y PT/NA/PP reportaron contenidos intermedios
de solidos totales entre 10 y 14 %, reflejando el balance entre la humedad y los
sélidos totales de estos residuos. El extracto NA presentd el mayor contenido de
sélidos volatiles (96.2 £ 0.11 %) y el menor porcentaje de cenizas (3.8 + 0.11 %),
contrario a este, el extracto de PT registro la mayor cantidad de cenizas (11.87 +
0.95 %) y menor porcentaje de solidos volatiles (3.8 = 0.11 %), validando la
presencia de minerales y otros compuestos inorganicos en la cascara de platano.
Los extractos PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP reportaron valores intermedios de

sélidos volatiles y cenizas entre 89y 94 % y 5y 10 % respectivamente.

El contenido de nitrégeno total medido en el método Kjeldahl (Tabla 6)
mostro variaciones entre 0.010 + 0.01 g N/g y 0.026 + 0.01 g N/g. El mayor valor
fue registrado en el medio elaborado con cascara de platano (PT), mientras que
el menor contenido de nitrégeno fue del extracto NA. Los extractos PP, PT/NA,
PT/PP y PT/NA/PP presentaron concentraciones intermedias de 0.025 + 0.02;
0.018 + 0.01; 0.019 £ 0.01 y 0.024 + 0.00 respectivamente.
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La composicién proximal de humedad, S. Volatiles, cenizas y nitrégeno
total del extracto de cascara de naranja (NA) fue diferente significativamente (P
< 0.05) a la composicion de los extractos PT, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP).

Mientras que, el contenido de solidos totales fue diferente solo en el medio PP.

Tabla 8: Perfil de solidos totales y contenido de nitrégeno total de los extractos
PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP.

Soélidos S. Volétiles .
0, 0 0,
EPS pH Humedad (%) totales (%) (%) Cenizas (%) N total (%)
PT (100) 5.00 | 90.44 +0.06¢ 9.56 + 0.06¢ 88.13+£0.95¢ | 11.87£0.95% | 2.6 £0.01¢
NA (100) 4.00 94.5 +0.07¢ 13.5+0.07° 96.2 +0.11° 3.8+0.11° 1.0 £0.01f
PP (100) 6.00 79.6 £ 0.08° 20.4 £ 0.08° 94.54 £ 0.17° 5.46 £ 0.17° 2.4 £0.00¢
PT/NA (50/50) | 4.99 | 85.82+1.24> | 14.18+1.24> | 93.82 +0.68b 6.17 + 0.68° 1.8+0.01°
PT/PP (50/50) | 5.48 | 89.04 +0.33¢ | 10.96+0.33¢ | 89.14 +0.35¢ | 10.86 +0.352 | 2.5+0.02°
PT/NA/PP
5.24 | 86.87 £0.92° | 13.13+0.926 | 89.29+0.47¢ | 10.70 £0.47¢ | 1.9+0.01¢
(50/25/25)

" Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05 y letras similares indican que no hay

diferencias significativas P = 0.05.

5.4. Crecimiento y consumo de azlUcares reductores de R.

mucilaginosa UANL-001L.

La eficiencia de crecimiento de la levadura R. mucilaginosa UANL-001L
en los extractos elaborados a partir de cascaras de platano, papa, naranja y sus
combinaciones PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, se evalud a través de las cinéticas de
crecimiento (DO e00 nm) ¥ el consumo de azlcares reductores (DO s40 nm),
utilizando como control el medio comercial YM (Figura 16). Nuestros hallazgos
(Figs. 16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F y 16G) revelaron que, aunque R.
mucilaginosa UANL-001L mostré un crecimiento robusto en todos los extractos
derivados de las cascaras, experimentd un crecimiento ligeramente inferior en
comparacion con el medio YM, especialmente en los medios derivados de

cascaras de papa y platano (Figs. 16B y 16F).

En el andlisis evolutivo de R. mucilaginosa UANL-001L en los distintos
extractos (Figs. 16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F y 16G), observamos un patron
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consistente en sus fases de desarrollo. Nuestra levadura alcanzé su maximo
crecimiento durante las primeras 48 h en todos los extractos, seguido de una fase
estacionaria que alcanzé su punto maximo a las 72 h. Posteriormente, se aprecio
una disminucién notable en el crecimiento entre las 96 y 120 h de incubacion. Las
absorbancias maximas alcanzadas por la levadura en los extractos, a una
longitud de onda de 600 nm (DO 600 nm) fueron: 2.65 en YM, 1.83 en PT, 2.22 en
NA, 1.45 en el PP, 2.11 en PT/NA,1.89 en PT//PP y 2.25 en PT/NA/PP.

Paralelamente a la cinética de crecimiento, la mayor absorcién de
azucares reductores en todos los extractos, incluido el YM, se observo entre las
0 y 48 h de inoculacién con R. mucilaginosa UANL-001L (Figs. 16A, 16B, 16C,
16D, 16E, 16F y 16G). Cabe destacar que el consumo significativo de azlUcares
continud hasta las 96 h en los extractos PT, NA, PT/NA 'y YM (Figs. 16A, 16B,
16C y 16E), después de este tiempo ya no se detectdé mas consumo de azlcares

reductores en ninguno de los extractos.

La tincibn Gram facilitdé la exploracion microscopica del desarrollo
morfologico de las células de R. mucilaginosa UANL-001L en las distintas fases
de crecimiento: Adaptacion (0 h) exponencial (24 h), desarrollo (48 h)
estacionaria (72 h) y declive (96 y 120 h) en cada uno de los extractos de las
cascaras de platano, papa y naranja y el medio YM (Figura 17). El desarrollo
celular en los extractos YM, PT, PP, PT/PP y PT/NA/PP demostré un patron
consistente: aumentando la densidad celular a las 24 h, alcanzando su maximo
a las 72 h, seguido de una disminucion notable a las 96 h (Figura 17). En
contraste, los extractos de NA y PT/NA presentaron concentraciones celulares
considerables a las 96 h y su declive a las 120 h (Figura 17), destacando posibles

diferencias en la disponibilidad de nutrientes.
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Figura 16. Cinética de crecimiento y consumo de azucares reductores de R. mucilaginosa UANL-
001L en los extractos: (A) Medio YM; (B) Extracto PT; (C) Extracto NA; (D) Extracto PP; (E)
Extracto PT/NA; (F) Extracto PT/PP; (G) Extracto PT/NA/PP.
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Figura 17. Evolucion celular de R. mucilaginosa UANL-001L en los extractos PT, NA, PP, PT/NA,
PT/PP y PT/NA/PP y el medio YM, en sus distintas fases de crecimiento durante 120 horas.

5.5. Produccién y caracterizacion elemental de la biomasa de R.
mucilaginosa UANL-00L1L.

La biomasa producida por R. mucilaginosa UANL-001L, después de 96 h
de incubacion en los extractos combinados de platano/naranja (PT/NA),
platano/papa (PT/PP) y platano/naranja/papa (PT/NA/PP), fue de 2.05, 1.42 y
2.14 g/L respectivamente. Obtenido el mayor rendimiento de biomasa con el
extracto PT/NA/PP, con una concentracion de 2.14 g/L, aunque la Unica
diferencia significativa en la produccion de biomasa se presenté en el medio

PT/PP, que mostré el menor crecimiento de los tres (Figura 18).
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Figura 18. Produccién de biomasa de R. mucilaginosa UANL-O01L en los extractos PT/NA,

PT/PP y PT/NA/PP (g/L). Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.

En la composicion elemental CHNS (carbono, hidrégeno, nitrégeno y
azufre) de la biomasa seca de R. mucilaginosa UANL-001L (Figura 19), se
registro diferencias significativas en el contenido de carbono, con el extracto
PT/NA presentando la mayor concentracion (52 %), seguido de PT/NA/PP (49 %)
y PT/PP (43 %). Para el hidrégeno, solo el medio PT/NA presentd un valor
significativamente mas alto (8 %), mientras que los extractos PT/PP (7 %) y
PT/NA/PP (8 %), no mostraron diferencias significativas entre ellos. El contenido
de nitrégeno también varié entre los medios, siendo mayor en PT/PP (6 %),
seguido de PT/NA/PP (3 %) y PT/NA (2.5 %). Por ultimo, no se encontraron
diferencias significativas entre las concentraciones de azufre (0.25, 0.28 y 0.36
%) de los extractos evaluados (Figura 19).
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Figura 19. Analisis elemental CHNS de la biomasa de R. mucilaginosa de los extractos
combinados. Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.

5.6. Monosacaridos en los extractos PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, a
las 96 h de incubacion.

La evaluaciéon de monosacaridos disponibles en los medios combinados
PT/PP, PT/NA y PT/NA/PP, después de 96 h de incubacion con R. mucilaginosa
UANL-001L, mostro la presencia de maltosa como el Unico azlcar detectado en
los tres medios (279, 332 y 308 g/L respectivamente) y en concentraciones
similares. Se observo también la presencia de fructosa Unicamente en el medio
PT/NA, con una concentracion de 1500 mg/L (Tabla 9). Estos resultados fueron

obtenidos mediante la técnica de deteccion de cromatografia liquida (HPLC).
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Tabla 9. Monosacéridos disponibles en los extractos de PT/PP, PT/NA y
PT/NA/PP después de 96 h de incubacion.

Maltosa 11.8 279mg/L  332mg/L 308 mg/L
Glucosa 13.8 ND ND ND
Xilosa 14.7 ND ND ND
Arabinosa 16.39 ND ND ND
Fructosa 17.4 ND 1500 mg/L ND
Manitol 25 ND ND ND
Sorbitol 33.85 ND ND ND

5.7. Produccion de carotenoides de la biomasa de R. mucilaginosa
UANL-001L de los extractos.

En la figura 20 se muestra la produccion de carotenoides, tanto en
térmicos volumétricos (mg/L) como en celulares (ug/g de levadura seca) de la
biomasa de R. mucilaginosa UANL-001L cultivada con los extractos de cascaras
de platano (PT), naranja (NA), papa (PP) y sus combinaciones (PT/NA, PT/PP
y PT/NA/PP), comparado al medio YM. La mayor produccion de carotenoides
por gramo de levadura seca y volumétricos se consiguio con el medio YM 23.1
Hg/gy 5.7 mg/L respectivamente. Seguido del extracto NA (21.9 ug/g y 5.5 mg/L)
con el mayor rendimiento de todos los extractos de residuos. Las combinaciones
PT/NA, PT/NA/PP, PT/PP y el PT obtuvieron valores intermedios de produccion
entre 12.1y 16.4 ug/g para celulares y 3.0 y 4.1 mg/L carotenoides volumétricos.
Mientras que, los valores mas bajos de carotenoides totales se reportaron con

el extracto de cascara de papa (PP) con 5.5 pg/g y 1.4 mg/L (Figura 20).
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Figura 20: Produccién de carotenoides totales de la biomasa de R. mucilaginosa UANL-001L al
término de su crecimiento en los extractos de las cascaras de platano, papa y naranja y el medio
YM. Expresados en mg/L (carotenoides volumétricos) y ug/g de levadura seca (microgramos de
carotenoides por gramo de células secas).

La composicion de los carotenoides sintetizados por R. mucilaginosa
UANL-001L, se determiné con barridos espectrofotométricos de los carotenoides
extraidos de la biomasa cultivada con los extractos de las cascaras de platano,
papa y naranja y sus combinaciones, comparado al medio YM, en un rango de
longitud de onda de 200 a 600 nm (Figura 21). En los espectros resultantes (Figs.
21A, 21B, 21C, 21D, 21E, 21F y 21G) se pueden apreciar picos promitentes en
el rango de medicion de 200 a 300 nm, lo que sugiere la presencia de precursores
como polienos y otros compuestos. Ademas, todos los espectros muestran un
pico claro y similar que va desde los 450 hasta los 550 nm, caracteristico de la
presencia de carotenoides, confirmando la sintesis por R. mucilaginosa UANL-
001L. Este pico se observa con mayor intensidad en los carotenoides de los
extractos PT, PT/NAy PT/PP (Figs. 21B, 21E y 21F).
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La morfologia superficial y estructural de la biomasa de R. mucilaginosa
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Figura 21: Espectros de los carotenoides de la biomasa de R. mucilaginosa UANL-001L cultivada
en los extractos de residuos y en YM, a un rango de longitud de onda de 200 a 600 nm. A)
Espectro de YM, B) Espectro de PT, C) Espectro de NA, D) Espectro del PP, E) Espectro de
PT/NA, F) Espectro de PT/PP y G) Espectro de PT7NA/PP.

UANL-001L, utilizada para la extraccién de carotenoides, fue evaluada mediante




microscopia electronica de barrido (SEM). Las microscopias revelan que, tanto
en los extractos a base de residuos: PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP
como en el medio YM, las células de la levadura presentan su morfologia tipica:
blastoconidios esferoidales a ovalados (Figura 22). En las imagenes con
magnificacion de 100x, se observé una mayor densidad de particulas en los
extractos de residuos en comparacion con el YM, destacando las muestras de
cascaras de platano (PT) y papa (PP) por tener particulas mas finas y
ramificadas. Las muestras de cascara de naranja (NA), por otro lado, exhiben
particulas mas grandes y con una apariencia rocosa. A una mayor magnificacion
(1 KX), los extractos de NA, PP y PT/NA/PP muestran una morfologia con una
estructura mas aglomerada y aspectos rocosos, lo que sugiere diferencias en la
formacién y compactacion celular. En contraste, los medios YM, PT, PT/NA, y
PT/PP mostraron estructuras mas ramificadas y con menor aglomeracion, lo que
permite una mayor visualizacion de las células individuales (Figura 22).
Finalmente, en las imagenes con magnificacion de 5 KX, se observa la morfologia
caracteristica de R. mucilaginosa UANL-001L en todos los extractos, con
diferencias notables en los extractos de PT y NA, que presentan porosidad y
posibles signos de ruptura celular, mientras que el extracto PP muestra células

mas pequefias comparado al resto de extractos (Figura 22).
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Figura 22. Microscopias SEM de la biomasa de R. mucilaginosa UANL-001, cultivada en los
extractos de PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, comparado al medio YM, después de 96 h
de crecimiento. Tomadas a tres magnificaciones Mag: 100x, 1 KX y 5 KX.

5.8. Produccion de EPS a partir de los extractos combinados
PT/NA, PT/PPy PT/NA/PP.

La Figura 23 presenta la produccion de exopolisacaridos (EPS) de los

extractos combinados PT/PP, PT/NA y PT/PP/NA a distintas concentraciones y
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condiciones de inoculacién (100 g/L, 100 g/L + 3 mL de in6culo, 100 g/L + 120
h de incubacion y 200 g/L). Observado que en general, la produccion de EPS
fue mayor en las concentraciones de 100 g/L, y a 200 g/L en los tres grupos, en
contraste la produccién mas baja de EPS se reportd con la condicién de 100 g/L
+ 120 h de incubacién (Figura 23). La mejor produccion de EPS se logré con la
combinacion PT/PP/NA a 200 g/L (476 mg/L), seguido de PT/NA a 100 g/L (470
mg/L). Ademas, no se observo diferencias significativas (P > 0.05) entre los
tratamientos con mayor produccion de EPS, pero si hubo diferencias

significativas (P < 0.05) contra los otros tratamientos evaluados (Figura 23).
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Figura 23: Produccion de EPS de los extractos PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP a distintas
concentraciones y variables. Letras distintas indican diferencias significativas con P < 0.05.

El rendimiento en la produccién de EPS de los extractos combinados
(PT/NA, PT/PPy PT/NA/PP) expuestos a diferentes concentraciones y variables
de incubacion. Demostro que los tres extractos PT/NA (50/50), PT/PP (50/50) y
PT/PP/NA (50/25/25) a la concentracion de 100 g/L reportaron los mayores
rendimientos de EPS 15 %, 12 % y 9 %, respectivamente (Figura 24).

Se realizé una extraccion individual de EPS de las cascaras de platano,
papa y naranja y del medio YM como control, a la concentracion seleccionada

para continuar este estudio (100 g/L). Encontrando que los extractos de cascara
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de platano (PT) y papa (PP) obtuvieron producciones de EPS (378 y 387 mg/L)
comparables al medio YM (379 mg/L), mientras que, el extracto de cascara de
naranja (NA) duplicé el valor de produccién del YM con 911 mg/L (Figura 25).
Basado en estos resultados, se decidié continuar este estudio de produccion de
EPS y la caracterizacion con los 6 extractos de las cascaras de platano, papay
naranja y el medio YM.

Produccion de EPS (%)
=100 g/L PT/PP (50/50)
=100 g/L PT/NA (50/50)
100 g/L PT/PP/NA (50/25/25)
200 g/L PT/PP (50/50)
2200 g/L PT/NA (50/50)
5200 g/L PT/PP/NA (50/25/25)
=100 g/L + 3 mL inéculo PT/PP (50/50)
=100 g/L + 3 mL inéculo PT/NA (50/50)
=100 g/L + 3 mL inéculo PT/PP/NA (50/25/25)

2100 g/L + 120 h incubacién PT/PP (50/50)

=100 g/L + 120 h incubacion PT/NA (50/50)

m100 g/L + 120 h incubacion PT/PP/NA (50/25/25)

Figura 24: Rendimiento de los EPS de los extractos combinados PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP a
distintas concentraciones y variables.
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Figura 25: Produccion de EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y del medio YM.
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La produccién de EPS resultante de todos los extractos individuales (PT,
NA Yy PP)y combinados (PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP)y del medio YM, confirmaron
que el extracto a base de cascara de naranja (NA) favorece a la sintesis de EPS,
reportando la mayor produccion con 860 mg/L, superando significativamente (P
< 0.05) a los otros extractos evaluados (Figura 26). Asi también, el YM alcanzé
416 mg/L de EPS, mientras que los extractos PT, PP y sus combinaciones PT/NA
y PT/PP, obtuvieron valores en un rango entre 358 mg/L y 469 mg/L, sin
diferencias significativas entre ellos (P > 0.05). Por ultimo, el extracto combinado
de platano, papay naranja (PT/PP/NA) mostré la menor produccién de EPS, con

273 mg/L, a pesar de su alto contenido de solidos totales (Figura 26).
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Figura 26. Produccién de EPS de las cascaras de platano, papa y naranja individuales y
combinadas y del medio YM. Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.

5.9. Caracterizacion morfolégica de los EPS.

La Figura 27 presentan las microscopias de los EPS sintetizados a partir
de los extractos de las cascaras de platano, papa y naranja. En el extracto PT a
la magnificacion de 50x, las particulas muestran una estructura irregular con

fragmentos grandes y agudos, mientras que a 200x se observan superficies mas
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lisas con bordes definidos. La magnificacion mas alta (1 KX) revela una textura
uniforme con algunos puntos dispersos (Figura 27). Para el extracto NA las
imagenes revelan fragmentos mas grandes y uniformes a 30x y 200x comparado
al PT y al aumentar la magnificacion a 1 KX, se observan superficies mas lisas
con minimas irregularidades. En el caso del EPS del PP, se observa una textura
mas desorganizada y fragmentada, especialmente a 50x y a mayor aumento
(200x y 1 KX), las superficies parecen mas quebradizas con bordes menos
definidos que en NA y PT. El EPS de PT/NA presentd particulas con una
morfologia similar a las de NA, pero con fragmentos mas pequefios y distribuidos
uniformemente a 50x y 200x, exhibiendo mayor uniformidad de las particulas al
aumentar la magnificacion a 1 KX (Figura 27). Por su parte, el EPS de PT/PP a
30x y 200x, mostré particulas de tamafio intermedio, con superficies rugosas
similar al PP, y a medida que aumentd las magnificaciones (1 KX) se observa
mayor rugosidad superficial y menor homogeneidad de las particulas.
Adicionalmente, en las micrografias del EPS PT/NA/PP se puede apreciar una
mezcla de las caracteristicas morfoldégicas observadas en los EPS anteriores,
con superficies que poseen tanto areas lisas como fragmentadas a 50x y 200x.
Revelando texturas variadas con estructuras mas finas y mayor aglomeracion de

particulas a 1 KX (Figura 27).
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Figura 27. Microscopias SEM de la morfologia superficial de los EPS de los extractos PT, NA,
PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP. Tomadas a las magnificaciones Mag: 30x, 50X, 200x y 1 KX.
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5.10. Grupos funcionales de los EPS.

Los EPS obtenidos de los extractos de las cascaras de platano, papa,
naranja y del YM fueron analizados mediante espectroscopia infrarroja (FTIR)
para evaluar la presencia de grupos funcionales. En la Figura 28 se puede
observar que todos los EPS (YM, PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP)
presentaron grupos funcionales similares como hidroxilos (O-H), carbonilos
(C=0), y enlaces (C-0) del gripo metilo, propios de los polisacaridos. El medio
YM presentd bandas caracteristicas de los grupos hidroxilo (O-H, 3600-3200 cm-
1), metilo-(C-0O, 2900 cm™), grupos enol y amino (650-1540 cm™), carboxilo (C=0,
1350 cm?), algueno (C=C,1250 cm™) y el pico 1000-1200 cm de los grupos C-
O, C-C, C-O-C y C-O-H. Del mismo modo, El EPS PT en su espectro registro
regiones de estiramiento de 3600-3000 cm™, 2924 cm™, 1734 cm™, 1637-1350
cm?, 1150-1000 cmty 1000-500 cm'?, correspondientes a los grupos funcionales
O-H, C-H, C=0, C=C, C-0O-C, C-O-H y Si-O (Figura 28).

El EPS NA mostro estiramientos tipicos de un polisacarido con picos poco
pronunciados en la regién de 3650-3000 cm™ y 1900 cm? (H-O y C-H),
estiramientos en la regién 1637-1350 cm™ de los compuestos aromaticos y un
pico muy pronunciado en la zona 1150-1000 cm™ de los grupos C-O-C y C-O-H
(Figura 28). Mientras que, el EPS PP reporté bandas mas leves que el EPS NA
en las regiones de los grupos O-H y C-H (3650-3000 y 1900 cm), picos mas
pronunciados para los grupos amino y carboxilo (1600-1250 cm™?), y su pico mas
grande en el area de los grupos C-O-C y C-O-H caracteristica propia este sustrato
(Figura 28). En cuanto a la estructura de los EPS combinados PT/NA, PT/PP y
PT/NA/PP, se observaron los mismos grupos funcionales y anillos aromaticos
presentes en el EPS de cascara de platano (PT), pero con un mayor
pronunciamiento principalmente del EPS PT/NA/PP. Los estiramientos
registrados fueron 3700-3000 cm (O-H), 2924 cm™ (C-H), anillos arométicos
(C=0) 1734 cm, 1637-1350 cm, grupos C-O-C y C-O-H 1150-1000 cmy la
banda del oxido de silicio (Si-O) 1000-500 cm! (Figura 28).
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Figura 28. Espectros FTIR de los grupos funcionales presentes en los EPS obtenidos de los
extractos PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP, PT/NA/PP y del YM.

5.11. Anélisis elemental de los EPS.

La Figura 29 muestra la composicion elemental (CHNS) de los EPS
resultantes de los extractos de las cascaras de platano, papa, naranja, sus
combinaciones y del medio YM. Observando que todas las muestras de EPS
reportaron concentraciones altas de carbono (C), siendo el EPS del PP (40.67
%) el que tuvo el valor mas alto, seguido de YM (39.06 %). Los EPS de NA,
PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, registraron concentraciones de carbono entre 33.00
y 36.05 %, mientras que el EPS de PT tuvo la concentracién méas baja (32.52 %).
Sin embargo, no existio diferencias significativas en el contenido de carbono (C)
de todas las muestras (P > 0.05). Los valores de hidrégeno (H) registrados
oscilaron entre 1.58 % y 6.42 % siendo el mas bajo del EPS del PP y el mas alto
de YM. Solo el contenido de hidrogeno del PP fue distinto significativamente al
contenido de las demas muestras (P < 0.05) y las concentraciones mas altas
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fueron de los EPS de YM y NA (Figura 29). Las concentraciones de nitrdgeno
comparado al carbono e hidrogeno fueron mas bajas en todos los EPS con el
valor mas alto en YM (3.58 %) y el mas bajo en PT (0.44 %). Este ultimo también
fue el Unico diferente significativamente a las demas muestras (P < 0.05).
Finalmente, No se detectd azufre (S) en ninguna de las muestras evaluadas, lo
que indica la ausencia de este elemento en los EPS de
agroindustriales y el YM (Figura 29).

los residuos
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%S 0 0 0 0 0 0 0
Muestras de EPS

Figura 29. Caracterizacién elemental CHNS de los EPS de los extractos PT, NA, PP, PT/NA,
PT/PP, PT/INA/PP y del medio YM. Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.

5.12. Presenciay composicion de monosacaridos en los EPS.

La presencia y composicion de monosacaridos en los EPS derivados de
las cascaras de platano, papay naranjay del YM, se detectd mediante un analisis
de HPLC. Observando la presencia de la fucosa y la galactosa en todos los EPS
con valores similares y constantes entre 1.31 y 1.48 mg/L para fucosay 0.79 y
1.43 para galactosa. Los EPS con mayor contenido de fucosa y galactosa fueron
el PPy el PT/NA, mientras que los EPS PT/PP y NA presentaron los valores mas
bajos (Tabla 10). EI EPS PT no reporté fructosa en su composicion, y la muestra

con el menor contenido de este monosacarido fue el YM (0.07 mg/L), las deméas
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muestras como PP (0.18 mg/L), NA (0.83 mg/L), PT/NA (0.29 mg/L) y PT/NA/PP
(0.38 mg/L) registraron concentraciones mas altas de fructosa, pero no
sobrepasaron 1 mg/L (Tabla 10). El &cido galacturénico fue otro monosacarido
de mayor presencia en nuestros EPS a excepcion de las muestras NA vy
PT/NA/PP (Tabla 10). El valor mas alto de este compuesto se reportd en la
muestra PT/PP (1.79 mg/L) y el menor valor en PT/NA (0.48 mg7L).

Asi también, la maltosa se detectd solo en las muestras combinadas
PT/PP (1.73 mg/L) y PT/NA/PP (1.74 mg/L). Al igual que, la glucosa se observd
Unicamente en los EPS del PP (2.6 mg/L) y en menor cantidad en PT/PP (0.88
mg/L). La Xilosa, Arabinosa, Manosa y Manitol no fueron detectadas en ninguno
de los EPS, mientras que el Sorbitol solo se encontré en los EPS de YM y PP con

valores de 0.25 y 0.28 mg/L respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10. Presencia de monosacaridos en los EPS

Maltosa 8.83 NA NA NA NA NA 1.73 1.74
Glucosa 13.75 NA NA NA 26 NA 0.88 NA
Xilosa 14.33 NA NA NA NA NA NA NA
Arabinosa 16.39 NA NA NA NA NA NA NA
Frutosa 11.02 0.07 NA 0.83 0.18 0.29 0.21 0.38
Manitol 25 NA NA NA NA NA NA NA
Sorbitol 17.13 0.25 NA NA 0.28/ NA NA NA
Acido Galacturénico 9.98 0.51 0.52 NA 0.85 0.48 1.79 NA
Fucosa 16.99 1.4 142 14 148 1.41 1.31 1.34
Galactosa 15.34 1.22/1.33 0.76 1.11 1.43 0.91 1.02
Manosa 15.9 NA NA NA NA NA NA NA

5.13. Peso molecular de los EPS.

Los pesos moleculares de los EPS de los extractos de cascaras de
platano, papa, naranja y sus combinaciones comparado al medio YM, se

muestran en la Figura 30. En la Figura 30 A, se pueden observar los distintos
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pesos moleculares de los EPS evaluados frente al patron de pululanos usado
como referencia, pudiendo apreciar que los tiempos de retencion del peso
molecular de los EPS evaluados fueron menores al tiempo de deteccion de los
polimeros de referencia. Ademas, en la figura 30B, se puede apreciar de mejor
manera los espectros de los pesos moleculares los EPS, observando un pico de
mayor intensidad en todos los EPS entre el tiempo de retencion de 12 a 14

minutos, correspondiendo estos tiempos a los valores de 76.14 y 78.85 kDa.
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Figura 30. Cromatogramas del peso molecular de los EPS de las cascaras de platano, papa,
naranja y del YM frente al estdndar de pululanos.

5.14. Tamafo de particula de los EPS.

El andlisis del tamafio de particula de los EPS mediante el ZETASIZER
NANO, permiti6 conocer adicional al tamafio (nm), la distribucién normal e
intensidad de las particulas en los EPS (Figs. 31A y 31 B). El EPS combinado
PT/PP reporto el mayor tamafio de particula de todas las muestras alcanzando

los 665 nm. Mientras que, el EPS de NA obtuvo el tamafio de particula mas
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pequefio (175 nm) y acompafado de una curva de distribucidbn mas simétrica
indicando una dispersion de datos mas homogénea en la muestra (Figs. 31A 'y
31B). EI EPS de PT se observa una distribucion de datos normal, pero con mayor
rango de salida y una intensidad mas pronunciada arriba de los 500 nm, siendo
el segundo tamafio de particula mas grande con 529 nm. En el caso de los EPS
de YM, PP, PT/NAy PT/NA/PP reportaron tamafos de particula intermedios entre
198 y 323 nm y con distribuciones mas irregulares, indicando la presencia de una

mayor diversidad de particulas en estas muestras (Figs. 31A 'y 31B).
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Figura 31. Tamafo de particulas de los EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y del YM.
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5.15. Aminoacidos libres en la estructura de los EPS.

La Figura 32 indica la presencia de aminoacidos libres en los distintos EPS
de los residuos agroindustriales y el YM, detectado por el método FAN. Donde
se puede observar que la concentracion de aminoéacidos libres en los EPS oscild
entre 0.47 y 1.25 mg/g de muestra, siendo el valor mas alto del YM y el méas bajo
del PT (Figura 32). EI EPS PP report6 el segundo valor mas alto de aminoacidos
y el mas grande de los EPS de las cascaras con 1.14 mg/g. Seguido del
PT/NA/PP que registr6 1.07 mg/g de EPS (Figura 32). Finalmente, los EPS PT,
NA, PT/NA y PT/PP registraron valores de aminoacidos menores a 1 mg/g de

muestra, sugiriendo un bajo contenido de proteinas en estos EPS (Figura 32).
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Figura 32. Aminoacidos libres en los EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y del YM.

5.16. Actividad antimicrobiana de los EPS (MIC).

Los ensayos de concentracion minima inhibitoria (MIC) de los EPS
combinados de las cascaras de platano, papa y naranja expuestos a diferentes
variables de inoculacién frente a E. coli, reportaron la actividad antimicrobiana

de cada EPS, logrando los mejores resultados con los EPS PT/NAy PT/PP a
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100 g/L que registraron su MIC entre los 2.50 y 3.00 mg/mL comparado a los
otros EPS que reportaron su MIC > de 3.00 y 6.00 mg/mL (Tabla 11).

Tabla 11: MIC de los EPS combinados PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP a distintas
variables frente a E. coli.

1 PT/NA (100 g/L) > 2.50
2 PT/PP (100 g/L) > 2.50
3 PT/NA/PP (100 g/L) > 6.00
4 PT/NA (200 g/L) > 6.00
5 PT/PP (200 g/L) > 6.00
6 PT/NA/PP (200 g/L) > 6.00
7 PT/NA (100 g/L + 3 mL in6culo) > 6.00
8 PT/PP (100 g/L + 3 mL in6culo) > 3.00
9 PT/NA/PP (100 g/L + 3 mL in6culo) > 3.00
10 PT/NA (100 g/L + 120 h) > 3.00
11 PT/PP (100 g/L + 120 h) > 3.00
12 PT/NA/PP (100 g/L + 120 h) > 3.00

Mediante los ensayos de MIC se comprobd también la actividad
antimicrobiana de los EPS de los extractos de las cascaras de platano, papa y
naranja solas y combinadas y del caldo YM, contra las bacterias E. coli y S.
aureus multirresistente SaR (Tabla 12). Encontrado que la MIC de los distintos
EPS y del YM frente a E. coli se encuentra por encima de 2.50 mg/mL (Tabla 12).
Sin embargd, con los EPS de NA y PP, se pueden observar porcentajes de
crecimiento de E. coli por debajo del 10 %, comparado al control positivo (Figs.
33C y 33D). Ademas, las muestras de NA, PP, PT/NA y PT/NA/PP en todas sus
diluciones reportaron diferencias significativas (P < 0.05) cotejado al control de
crecimiento de E. coli, mientras que, los EPS YM, PT y PT/PP no reportaron
diferencias con el control en su dilucién méas baja de 0.04 mg/mL (Figs. 33A, 33B
y 33F). Todos los EPS en su concentracion mas alta (2.50 mg/mL) presentaron

diferencias significativas con el control positivo (Figs. 33A-G).

80



De igual manera, se evalu6 la actividad antimicrobiana (MIC) de los
distintos EPS de las cascaras y del YM, contra S. aureus (Tablas 12). Obteniendo
que el EPS combinado PT/NA, posee una actividad antimicrobiana mas eficiente
cotejado a las otros EPS, alcanzando su MIC a la concentracion de 1.25 mg/mL.
Asi también, las muestras PT y NA reportaron inhibicion completa de S. aureus
con su dilucién mas alta MIC = 2.5 mg/mL (Tabla 12 y Figs. 34B, 34C y 34E). Los
demas EPS registraron su MIC por arriba de su dilucion de 2.50 mg/mL (Figs.
34A, 34D, 34F y 34G). En todos los casos se observaron diferencias significativas
(P < 0.05) entre la concentracion mas alta de los EPS (2.50 mg/mL) y el control
positivo de S. aureus (Figs. 34A-G). Mientras que, en los EPS PT/PP y PT/NA/PP
no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) frente al control positivo
hasta la dilucién de 0.31 mg/mL y las Unicas muestras diferentes al control en
todas sus diluciones fueron YM y NA (Figs. 34A y 34C).

Tabla 12. MIC de los EPS PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP y del medio
YM frente a E. coliy S. aureus (SaR).

YM >2.50 > 2.50
PT > 2.50 MIC = 2.50
NA >2.50 MIC = 2.50
PP >2.50 > 2.50
PT/NA > 2.50 MIC =1.25
PT/PP >2.50 > 2.50
PT/NA/PP >2.50 > 2.50
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Figura 33. MIC de los EPS de YM (A) y de las cascaras PT (B), NA (C), PP (D), PT/NA (E), PT/PP

(F) y PT/NA/PP (G), frente a E. coli. Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.
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Figura 34. MIC de los EPS de YM (A) y de las cascaras PT(B), NA (C), PP (D), PT/NA (E), PT/PP
(F) y PT/INA/PP (G), frente a S. aureus. Letras distintas indican diferencias significativas P < 0.05.

5.17. Efecto antibiopelicula de los EPS.
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Con la evaluacién del efecto antibiopelicula de los EPS de las cascaras de
platano, papa, naranja y del YM, contra las bacterias E. coli y S. aureus. Se
encontrd que todos los EPS lograron inhibir las biopeliculas de E. coli, pero con
una mayor eficiencia los EPS a base de residuos (Figs. 35A-G). ElI EPS
combinado PT/NA reporté la mayor actividad antibiopelicula de todas las
muestras, alcanzando la inhibicién desde la dilucion 0.16 mg/mL (Figura 35E).
Seguido de los EPS NA y PP con inhibiciones a partir de la concentracién 0.31
mg/mL y PT y PT/NA/PP con inhibiciones de biopeliculas desde 0.63 mg/mL
(Figs. 35B, 35C, 35D y 35G). Se observaron diferencias significativas (P < 0.05)
para antibiopeliculas entre todos los EPS y el control positivo de E. coli a partir
de la dilucion 0.31 mg/mL (Figs. 35A-G). Ademas, la concentracion 0.04 mg/mL
de los EPS YM, NA y PT/PP no fueron significativamente distintas al control

positivo como se aprecia en las Figuras 35A, 35C y 35F.

Del mismo modo, los resultados del efecto antibiopelicula de los EPS de
las cascaras de platano, papa, naranja y del YM, frente a S. aureus, revelaron
que a partir de la concentraciéon de 0.31 mg/mL los EPS PT, NA, PT/NA y
PT/NA/PP lograron inhibir completamente la formacion de biopeliculas de S.
Eaureus (Figs. 36B, 36C, 36E y 36G). Los EPS de YM, PP y PT/PP reportaron
inhibicion completa de biopeliculas a partir de la dilucion de 0.63 mg/mL (Figs.
36A, 36B y 36F), demostrando una mayor eficacia de inhibicion de los EPS contra
las biopeliculas de S. aureus. Por ultimo, a partir de la dilucion de 0.16 mg/mL,
en todas las muestras analizadas se observaron diferencias significativas (P <

0.05) frente al control de S. aureus.
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Figura 35. Antibiopeliculas de los EPS de YM (A) y de las cascaras PT (B), NA (C), PP (D),
PT/NA (E), PT/PP (F) y PT/NA/PP (G), frente a E. coli. Letras distintas indican diferencias

significativas P < 0.05.
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Figura 36. Antibiopeliculas de los EPS de YM (A) y de las cascaras PT (B), NA (C), PP (D), PT/NA
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5.18. Peliculas delgadas elaboradas con los EPS obtenidos.

La factibilidad de los EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y sus
combinaciones, para ser utilizados en la elaboracion de peliculas delgadas de
recubrimiento, se comprobé empleando el método de elaboracion de peliculas y
recubrimientos SPIN COATING. Consiguiendo elaborar peliculas delgadas a
partir de los 6 EPS de residuos PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP con las
caracteristicas peculiares de cada residuo, como se muestra en la Figura 37. Las
peliculas de los EPS NA y PT/NA mostraron superficies plasticas homogéneas,
lisas y mas claras que las otras peliculas, incluso la pelicula de NA fue totalmente
transparente (Figs. 37A 'y 37D). Las peliculas PT y PT/NA/PP (Figs. 37B y 37F),
presentaron estructuras plasticas firmes con aspectos rugosos y menos
transparentes. Finalmente, las peliculas de los EPS PP y PT/PP, fueron las mas

oscuras, con aspectos mas débiles y estructuras quebradizas (Figs. 37C y 37E).

NA

PT/NA PT/PP PT/NA/PP

Figura 37. Peliculas delgadas de los EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y sus
combinados. A) Pelicula del EPS NA, B) Pelicula del EPS PT, C) Pelicula del EPS PP, D) Pelicula
del EPS PT/NA, E) Pelicula del EPS PT/PP y F) Pelicula del EPS PT/NA/PP.
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5.19. Caracterizacién superficial (AFM) de las peliculas delgadas.

Para conocer mejor las caracteristicas morfolégicas y topogréficas
(espesor, rugosidad y textura) de las peliculas delgadas elaboradas con EPS de
las cascaras de platano, papa, naranja y sus combinaciones, se realizd una
evaluacion superficial mediante microscopia de fuerza atomica (AFM). La
captacion de imagenes de las peliculas por AFM se efectud a tres distancias de
escaneo (20,5y 1 um) y se reportaron en 2D y 3D (Figs. 38, 39, 40, 41, 42y 43).
En el caso de la pelicula del EPS de cascara de platano (PT), se observé una
superficie rugosa con protuberancias irregulares y los valores de rugosidad
variaron segun el tamafio del escaneo, con un maximo de 2.8545 nm a5 umy
un minimo de 1.9936 nm a 20 um. Ademas, el espesor fue menor a 115 nm, con

la capa mas delgada midiendo 31.1 nm (Figura 38).

En la Figura 39 se muestra la topografia superficial de la pelicula del EPS
de NA, donde se puede visualizar una textura irregular rugosa, en los tres campos
de escaneo (20, 5y 1 um). Los valores de rugosidad de esta pelicula oscilaron
entre 2.317 y 7.0275 nm, siendo el valor mas bajo del escaneo a 1 um y el mas
alto a 20 um. El espesor de la pelicula NA también reporto el valor mas alto a 20
um y el més bajo a 1 um con 109.7 nm y 24.7 nm respectivamente (Figura 39).
Por otro lado, en la pelicula del EPS de cascara de papa (PP), la rugosidad se
mantuvo entre 4 y 5.5 nm, con el valor mas bajo de 4.3159 nm y un espesor de

48.5 nm al escaneo de 1 um (Figura 40).

En cuando a las peliculas de los EPS combinados, las imagenes de la
pelicula de PT/NA revelaron una superficie mas lisa y homogénea comparado a
las otras peliculas, con valores de rugosidad entre 0.5791 nm en el escaneo de
5 um y 0.2067 nm en el de 20 um. Variando su espesor desde 6.5 nm en el
escaneo de 1 um hasta 31.7 nm en el de 5 um (Figura 41). Por dltimo, las
peliculas de los EPS de PT/PP y PT/NA/PP mostraron morfologias similares con
topografias mas rugosas y prominentes relieves y con valores de rugosidad de

2.9052 nm para PT/PP y 2.7097 nm para PT/NA/PP en el escaneo a 1 um. El
88



espesor registrado de estas peliculas fue de 53.1 nm y 24.7 nm respectivamente
(Figs. 42y 43).
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Figura 38. Morfologia y topografia superficial (AFM) en 2D y 3D de la pelicula del EPS PT.
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Figura 40. Morfologia y topografia superficial (AFM) en 2D y 3D de la pelicula del EPS PP.
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Figura 43. Morfologia y topografia superficial (AFM) en 2D y 3D de la pelicula del EPS PT/NA/PP.

5.20. Permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas de EPS.

El analisis de permeabilidad al vapor de agua (WVP) permitié cuantificar
la cantidad de agua que se difunde por unidad de area a través de las peliculas
elaboradas con EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y sus
combinaciones. Observando tendencias de WVP similares en todas las peliculas
evaluadas y pendientes de regresion con coeficientes de determinacion
superiores a 0.9950 (R2 > 0.9950). Los valores de WVP (g/m-s-Pa) fueron de 3.89
x 107(-3) para la pelicula del EPS de cascara de platano (PT), 3.05 x 10°(-3) para
la del EPS NA, 3.61 x 107(-3) para la de EPS de céscara de papa (PP), 3.32 x
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107(-3) para la pelicula del EPS PT/NA, 4.44 x 107(-3) para la del EPS PT/PP y
3.89 x 10/(-3) para la del PT/NA/PP (Figs. 44A, 44B, 44C, 44D, 44E y 44F).
Ademas, la pelicula del EPS NA, registro el valor mas bajo de WVP, mientras que

la combinacién PT/PP obtuvo el valor mas alto.
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Figura 44. Tendencias de WVP de las peliculas de EPS: A) Pelicula de PT, B) Pelicula de NA,
C) Pelicula del PP, D) Pelicula de PT/NA, E) Pelicula de PT/PP y F) Pelicula de PT/NA/PP.

5.21. Solubilidad de las peliculas delgadas de EPS en aguay etanol.
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Figure 45. Solubilidad de las peliculas de EPS en agua y etanol absoluto: A) Peliculas en agua
y B) Peliculas en etanol.

Tabla 13: Porcentaje de solubilidad de las peliculas de EPS en agua y etanol.

PT 90.09 1.96
NA 64.71 1.05
PP 79.49 3.81
PT/NA 82.69 2.04
PT/PP 71.84 3.85
PT/NA/PP 73.4 3.42

5.22. Eficacia de inhibicion microbiana ZOI de las peliculas de EPS.

La eficacia antimicrobiana obtenida por el ensayo de zona de inhibicion
(ZOI) demostraron que las peliculas de los EPS de las cascaras de platano, papa
y naranja exhiben propiedades antimicrobianas contra S. aureus y E. coli (Figs.
46A,46B, 46C y 46 D). La ZOI presentd mayor difusion y anchura con el método
de filtro y solucion acuosa de las peliculas contra S. aureus y E. coli (Figs. 46A 'y
46C). Mientras que, con la deposicién directa de las peliculas sobre el agar, no
se observaron halos de inhibicion cuantificables; sin embargo, tampoco hubo
crecimiento bacteriano en la superficie de las peliculas, las cuales permanecieron
intactas durante el periodo de evaluacion (Figs. 46B y 46D). Se registré una
mayor eficacia antimicrobiana contra S. aureus, con excepcion de las peliculas

YM y PT/PP (Figura 47), que no mostraron halos notables. Las peliculas de los

96



EPS NA y PP presentaron los halos mas pequefios contra E. coli. Por ultimo, la
pelicula del EPS PT/NA registro la mayor eficacia antimicrobiana frente a las dos

bacterias utilizadas (Figura 47).

A S. aureus

c E. coli

Figura 46. Zona de Inhibicién (ZOI) de las peliculas de EPS: A) ZOI de S. aureus vs peliculas
acuosas, B) ZOl de E. coli vs peliculas acuosas, C) ZOl de S. aureus vs peliculas secas, y D) ZOI
de E. coli vs peliculas secas.
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Figura 47. Resultados ZOl de las peliculas de EPS de cascaras de platano, naranja y papa contra
S. aureus y E. coli.
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5.23. Propiedades reoldgicas de los EPS.

Las propiedades reoldgicas de los EPS de las cascaras de platano (PT),
papa (PP), naranja (NA), sus combinaciones (PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP) y del
medio YM, frente a cuatro hidrocoloides comerciales: goma xantana, goma
arabiga, goma guar y pectina se muestran en las Figuras 48A, 48B, 48C y 48D.
En la Figura 48A, podemos observar que la goma xantana registro los valores de
estrés de corte mas altos (2.60 Pa a 100 1/s), mientras que, todos los EPS
presentaron valores considerablemente menores entre 0.06 y 0.43 Pa. El EPS
NA alcanz6 el estrés de corte méas cercano a la xantana con 0.43 Pa a 100 1/s,
seguido de los combinados PT/NA y PT/PP con 0.24 Pa para los dos. Por otro
lado, la goma arébiga mostré un estrés de corte mas estable con un maximo de
0.55 Pa a 20 1/s, y los EPS con valores mas cercanos fueron NA, PT/NAy PT/PP
con 0.43y 0.24 Pa a 100 1/s (Figura 48B). En la Figura 48C podemos ver que la
goma guar alcanzé un estrés de corte de maximo 0.54 Pa a 100 1/s y su
comportamiento fue similar a la xantana, y el valor mas cercano fue del EPS NA
0.43 Pa a la misma velocidad. Finalmente, la pectina alcanzé un estrés de corte
de 0.18 Pa a 100 1/s, siendo este inferior a los valores registrados por los EPS
NA, PT/NAy PT/PP con 0.43y 24 Pa a 100 1/s respectivamente (Figura 48D).

De igual manera, en las Figuras 49A, 49B, 49C y 49D podemos apreciar
la viscosidad de los EPS de PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP y del YM
contra las gomas xantana, arabiga, guar y pectina. Observando en la Figura 49A
que la viscosidad (0.32 Pa-s) de la goma xantana fue significativamente superior
a las viscosidades de todos los EPS, que alcanzaron viscosidades entre 0.02 y
0.06 Pa-s, siendo el valor mas alto del EPS NA. La goma arabiga alcanz6 una
viscosidad de 0.22 Pa-s y los EPS NA y PP mostraron los valores mas cercanos
con 0.06 y 0.03 Pa-s respectivamente (Figura 49B). Asi también, la Figura 49C,
presenta la viscosidad registrada por la goma guar (0.04 Pa-s) contra los EPS,
donde se observa que la viscosidad del EPS NA (0.06 Pa-s) superd la viscosidad

esta goma. Finalmente, la viscosidad de la pectina (0.02 Pa-s) fue similar a las
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viscosidades de los EPS de YM, PT, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP y los EPS PP y

NA lograron viscosidades mayores a la pectina con 0.03 y 0.06 Pa-s.
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Figura 48. Estrés de corte de los EPS de las cascaras de platano, papay naranja y del YM.
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Figura 49. Viscosidad de los EPS de las cascaras de platano, papa y naranja y del YM.
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5.24. Escalamiento en la produccion de los EPS de YM y NA.
5.24.1. Crecimiento y consumo de azucares durante el escalado.

Las Figuras 5A y 50B muestran la evolucion y el consumo de azucares
reductores de R mucilaginosa UANL-001L durante el escalado a 5 L de los
medios de cultivo YM y NA. Observando que en ambos sustratos la levadura
presento un patron de crecimiento y consumo de azucares similar hasta las 72 h
(fase estacionaria). El asi también, en las primeras 48 h se registré6 el mayor
consumo de azUcares y crecimiento de la levadura en los extractos de interés.
Ademas, con el medio YM entre las 72 y 96 h todavia se mostré6 un leve
crecimiento, mientras que, en el extracto NA el maximo de crecimiento se logré

alas 72 hy desde ese tiempo se reduce el crecimiento celular (Figs. 50A y 50B).
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Figura 50. Crecimiento y consumo de azUcares reductores de R. mucilaginosa UANL-001L
durante el escalado de los medios YM y NA. A) Escalado del YM, B) Escalado del extracto NA.

5.24.2. Produccién de EPS del medio YM y NA escalados.

En la Figura 5 se reporta la produccién de EPS de R. mucilaginosa UANL-
001L resultante del escalamiento a 5 L de los medios de cultivo YM y NA,
comparado a la produccion de estos mimos extractos a escala de laboratorio (200
mL). Los valores de produccion de EPS conseguidos con el escalamiento fueron
de 624 mg/L para el YM y 731 mg/L para el extracto NA. Comparado a la
produccion de EPS del YM y NA en 200 mL, la produccién por litro del EPS de
YM aumento 208 mg con el escalado y la produccién de EPS por litro del extracto

de cascara de naranja disminuy6 129 mg con el escalamiento (Figura 51).
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Figura 51. Escalamiento (200 mL a 5 L) en la produccién de EPS de los medios YM y NA.
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CAPITULO 6

6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Stocks microbianos y extractos de las cascaras de platano,
papay naranja.

El desarrollo celular de R. mucilaginosa UANL-001L se evalu6 después de
24 h de inoculacion en el medio YM a 28 °C y 200 rpm. La absorbancia se midié
a una longitud de onda de 600 nm, obteniendo un valor de DO 600 nm = 1.01,
resultado que es semejante a los reportados por Torres-Alvarez et al. (2022),
quienes indican que R. mucilaginosa UANL-001L, usando YM como fuente de
nutrientes, alcanza una DO 600 nm entre 1.0 y 1.05 tras 24 h de crecimiento.
También, se verifico la naturaleza e integridad celular de la cepa mediante
siembra en placas con YM y 2 % de agar microbiologico. Tras 48 h de incubacion
(Figura 15A), las colonias presentaron la tipica coloracion rosa-anaranjada,
caracteristica de R. mucilaginosa UANL-001L, lo que confirma las observaciones
previas de Garza et al. (2016) y Vazquez-Rodriguez et al. (2018).

Por otro lado, los extractos obtenidos de las cascaras de platano, naranja
y papa, individuales y combinados (PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP), contenian los
nutrientes esenciales para el desarrollo de R. mucilaginosa UANL-001L. Evitando
la adicidén de otras fuentes de carbono y nitrégeno a los extractos finales. Esto
podria deberse a la naturaleza y combinacion de los residuos organicos
utilizados, ya que Aguirre-Forero y colaboradores (2022) sefialan que los
desechos agroindustriales, especialmente las cascaras de papa y naranja son
ricos en compuestos carbonados y nitrogenados, lo que favorece su uso en
aplicaciones como compost, extractos y otros productos. Ademas, con la

esterilizacion los extractos mostraron una coloracion oscura (Figura 15B), lo cual
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segun Torres-Alvarez et al. (2022), es caracteristico de la cascara de platano por
la presencia de pigmentos como la melanina, derivada de la tirosina y

responsable de las manchas negras en platanos maduros.

6.2. Sintesis de los EPS obtenidos de los extractos combinados.

Todos los extractos combinados de las cascaras de platano, papa y
naranja, bajo las diferentes composiciones (PT/NA 50/50, PT/PP 50/50 y
PT/NA/PP 50/25/25) y variables estudiadas (100 g/L, 200 g/L, 100 g/L + 3 mL de
in6culo y 100 g/L + 120 h de incubacion), alcanzaron los niveles nutricionales
adecuados para el crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L y la sintesis de
EPS (Tabla 7). Confirmando los hallazgos de estudios previos realizados por
Torres-Alvarez et al. (2022) y Aguirre-Forero et al. (2022), que la cascara de
platano contiene los nutrientes esenciales para el desarrollo de R. mucilaginosa,
responsable de la produccion de EPS. Asimismo, los desechos agroindustriales
como las cascaras de naranja y papa son ricos en carbono y nitrégeno, elementos
criticos para el crecimiento de esta levadura. Esto probablemente contribuy6 a la
viabilidad de los extractos para la produccion de EPS, sobresaliendo los extractos
PT/NA a 100 g/L (470 mg/L) y PT/NA/PP a 200 g/L (476 mg/L) como los mas

eficientes para la sintesis de EPS.

6.3. Caracterizacion proximal de los extractos de las cascaras.

La concentracion utilizada (100 g/L) para elaborar todos los extractos de
las cascaras de platano, papay naranja: PT, NA, PP, PT/NA, PT/PPy PT/NA/PP,
fue establecida en base al tratamiento con mayor sintesis de EPS a patrtir de la
cascara de platano reportado en un estudio previo de Torres-Alvarez y sus
colaboradores (2022). Los extractos PT, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP reportaron
valores de pH iguales y cercanos al 6ptimo (pH 5.0) para el crecimiento adecuado
de R. mucilaginosa UANL-001L. Sin embargo, los valores de pH registrados por

los medios de NA 'y PP (4.0 y 6.0), pese a ser los mas distantes del 6ptimo, no
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rebasaron el rango de pH (4.0 a 6.5) reportado para el crecimiento normal de esta

levadura (Garza et al., 2016; Vazquez Rodriguez, 2016).

El mayor contenido de humedad se registré con el extracto de cascara de
naranja (NA) y el menor con el de cascara de papa (PP) con 79.6 £ 0.08 % y 94.5
+ 0.07 % respectivamente (Tabla 6). Este comportamiento puede explicarse por
la naturaleza de los residuos, ya que las cascaras de citricos, como la naranja,
contienen un mayor porcentaje de agua y menos soélidos en comparacion con
residuos mas densos como la cascara de papa, como lo mencionan Koochi y
colaboradores (2023). Del mismo modo, los contenidos de humedad de los
extractos PT, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, revelan una influencia balanceada
entre los componentes de los diferentes residuos usados.

En cuanto a los solidos totales, el extracto de cascara de papa (PP)
presentd el mayor contenido de sdlidos con 20.4 + 0.08 %, mientras que, el
extracto PT reporté el menor contenido con 9.56 + 0.06 % (Tabla 6). Pudiendo
atribuirse a las caracteristicas intrinsecas de estos residuos, ya que la papa es
rica en almidones y otros compuestos soélidos, mientras que la cascara de platano
tiene mayor contenido de humedad y compuestos fibrosos que influyen su
contenido de sdlitos totales (Bishnoi et al., 2023). Por su parte, los extractos de
NA, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, presentaron contenidos intermedios de soélidos
totales entre 10 % y 14 %, reflejando la interaccidén de los componentes de estos
residuos que influyen en la relacién de la humedad con los sdlidos totales. Esta
tendencia esté en linea con los estudios previos de Koochi et al (2023), donde
sugieren que la combinacion de residuos organicos puede equilibrar sus

propiedades fisicas, lo que favoreceria a su aprovechamiento biol6gico.

Los resultados del contenido de sélidos volatiles y porcentaje de cenizas
en los extractos sugieren que, el alto contenido de solidos volétiles en el extracto
de NA (Tabla 6), puede estar asociado con la naturaleza de los residuos citricos,

los cuales son conocidos por tener menos material inorganico y mas compuestos
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organicos facilmente degradables, como carbohidratos y acidos organicos, que
son volatiles a altas temperaturas (Aguirre-Forero et al., 2022). En contraste, el
extracto PT presentd el mayor porcentaje de cenizas (Tabla 6), lo que valida la
presencia de minerales y otros compuestos inorganicos en este residuo, como
indican Lavanya et al (2022) y Torres-Alvarez et al (2022), que las cascaras de
platano contienen altos niveles de potasio, magnesio y otros minerales.
Asimismo, el contenido de sélidos volatiles y cenizas de los extractos PP, PT/NA,
PT/PP y PT/NA/PP (Tabla 6) reflejarian el balance entre la naturaleza organica e
inorganica de los residuos utilizados en las mezclas. Cotejando los reportes de
estudios previos de Aguirre-Forero et al (2022), que la combinacion de diferentes
residuos agroindustriales puede resultar en una mezcla mas equilibrada en
términos de composicion de sdlidos, lo que puede influir en su comportamiento

como sustrato en procesos biotecnoldgicos.

Para el contenido de nitrégeno Kjeldahl los resultados muestran que el
extracto PT reportd el mayor contenido de nitrégeno total (Tabla 6), lo cual podria
estar relacionado con la mayor cantidad de compuestos nitrogenados presentes
en este tipo de residuo, como proteinas y aminoacidos esenciales (Lavanya et
al., 2022). Por otro lado, el porcentaje mas bajo de nitrogeno fue del extracto de
cascara de naranja (NA) y podria estar ligado a su bajo contenido proteico, como
se indica en otros estudios que las cascaras de citricos contienen menos
nitrdgeno en comparacion con otros residuos agroindustriales (Carota et al.,
2020; Koochi et al., 2023). Finalmente, la variabilidad en el contenido de nitrégeno
entre los extractos subraya la importancia de seleccionar residuos con contenido
optimo de nutrientes. En nuestro caso, la combinacion de diferentes residuos
parece ser una estrategia efectiva para mejorar la disponibilidad de nitrdgeno y
otros nutrientes esenciales en los extractos, lo que beneficiaria a la viabilidad del

proceso de sintesis de EPS.

6.4. Crecimientoy consumo de azicares de R. mucilaginosa UANL.
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Las cinéticas del crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L, revelan que
los extractos de las cascaras de platano, naranja y papa y sus combinaciones
(PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP), proporcionan un entorno adecuado para el
crecimiento de esta levadura, aunque ligeramente inferior al del medio YM (Figs.
16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F y 16G). Esta conducta pudiera atribuirse al
contenido y disponibilidad de los nutrientes en los extractos para ser absorbidos
por la cepa microbiana y permita su adaptacion y desarrollo éptimo (Machado et
al., 2022). Asi también, el crecimiento inferior en los medios derivados de cdscara
de papa (Figs. 16D, 16F y 16G), podria asociarse con un menor contenido o
accesibilidad de nutrientes y azlcares necesarios para la levadura (Chaturvedi et
al., 2018; Ghilardi et al., 2020). Por ultimo, todas las cinéticas de crecimiento de
R. mucilaginosa UANL-001L en los distintos extractos (Figs. 16A, 16B, 16C, 16D,
16E, 16F y 16G), presentaron un comportamiento propio de la evolucién de esta
cepa (Ghilardi et al., 2020; Vazquez-Rodriguez et al., 2020).

De igual manera, el patrén de consumo de azuUcares reductores por R.
mucilaginosa UANL-001L (Figs. 16A, 16B, 16C, 16D, 16E, 16F y 16G), sugiere
que las primeras 48 h son criticas para la absorcion de estos compuestos,
coincidiendo con la fase exponencial de R. mucilaginosa, etapa donde presenta
su mayor capacidad de absorcion de nutrientes (Martins et al., 2021; Rodrigues
et al., 2019; Torres-Alvarez et al., 2022). Asimismo, los azlcares reductores de
mayor disponibilidad para ser absorbidos como fuente de carbono para el
crecimiento de R. mucilaginosa son los monosacaridos y disacaridos (da Silva et
al., 2020; Prabhu et al., 2019). Por ende, el alto contenido y la disponibilidad de
azucares especialmente glucosa, fructuosa y sacarosa en los extractos de las
cascaras de platano, naranja y papa, pudieron favorecer al desarrollo adecuado
de R. mucilaginosa UANL-001L y la sintesis de metabolitos (Ayala et al., 2021;
El Kantar et al., 2018; V. B. Kumar et al., 2016; Martinez-Trujillo et al., 2020;
Palacios et al., 2017).

Las imagenes microscopicas de la Figura 17, comprueban que los

extractos de las cascaras de platano, papay naranja, solas y combinadas no solo
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favorecen al crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L, sino que también
estimulan la sintesis de EPS con diversas aplicaciones industriales. Pudiendo
observar también, que las células de la levadura mostraron una morfologia tipica
de blastoconidios esferoidales a ovalados sin estructuras hifales y rodeadas de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), alineandose con las caracteristicas
propias esta especie de Rhodotorula (Garza et al., 2016; Nunes et al., 2013).
Ademads, la presencia considerable de células a las 96 h en los extractos NA y
PT/NA, puede ligarse a la disponibilidad de nutrientes en estos extractos en

particular o la eficiencia de su utilizacion de la levadura (Martins et al., 2021).

6.5. Produccién y caracterizacion elemental de la biomasa de R.
mucilaginosa UANL-001L.

Los resultados sugieren que la combinacion de las cascaras de platano,
naranja y papa (PT/NA/PP) proporciona un entorno 6ptimo para el desarrollo y
produccion de biomasa de R. mucilaginosa UANL-001L, alcanzando la mayor
concentracion (2.14 g/L) después de 96 h de incubacion. Esto es coherente con
estudios previos, donde reportan que los residuos de platano y las frutas citricas
son ricos en compuestos que promueven el crecimiento microbiano al mejorar la
biodisponibilidad de nutrientes esenciales (Banerjee et al., 2021; Prabhu et al.,
2019). Por otro lado, la produccién significativamente menor de biomasa en el
medio PT/PP indica que las cascaras de papa pueden tener limitaciones en
cuanto a su capacidad para proporcionar nutrientes esenciales, en comparacion

con los extractos que combinan residuos de diferentes frutas.

Con respecto a la composicion elemental de la biomasa, el alto contenido
de carbono en los medios PT/NA y PT/NA/PP (Figura 19) puede estar asociado
al alto contenido de azUcares presentes en las cascaras de naranja, lo que
favorece el metabolismo de la levadura y la acumulacion de biomasa rica en
carbono. Contrastando investigaciones que resaltan el potencial de los residuos
citricos para la produccién de biomasa microbiana gracias a su alta disponibilidad

de azucares simples (Banerjee et al., 2021). Las diferencias en la concentracion
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de hidrégeno y nitrégeno de los extractos también podrian destacar variaciones
en la composicién nutricional de las cascaras, donde la combinaciéon PT/PP
parece proporcionar una mayor concentraciéon de nitrégeno esencial para la
sintesis de proteinas microbianas. Por Ultimo, la ausencia de diferencias
significativas para el azufre, indica que este elemento estaba presente en
cantidades similares en los extractos, debido a que en los medios de residuos

vegetales la concentracién de azufre tiende a ser constante (Prabhu et al., 2019).

6.6. Monosacaridos presentes en los extractos combinados.

La presencia de maltosa en los extractos combinados PT/NA, PT/PP, y
PT/NA/PP después de 96 h de incubacion, indica que este disacérido es
resistente y de lenta absorcién por R. mucilaginosa UANL-001L a las condiciones
especificas de evaluacion de los extractos. Corroborando las afirmaciones de
Pereira et al (2018), que ciertas levaduras tienen una baja eficiencia para
metabolizar disacaridos complejos como la maltosa, lo que explicaria su
persistencia tras 96 h de incubacion con la levadura. De igual forma, la fructosa
detectada en PT/NA (1500 mg/L) podria revelar que R. mucilaginosa UANL-001L
no tiene la capacidad de aprovechar la fructosa disponible de manera tan
eficiente como otros azucares, debido a que, la velocidad de digestién de los
azucares simples puede variar ampliamente en funcién de la fuente de carbono

y las condiciones de crecimiento del microorganismo (Witczak et al., 2017).

6.7. Produccidon de carotenoides totales.

Los resultados de la figura 20 muestran la produccion de carotenoides
extraidos de la biomasa R. mucilaginosa UANL-001L, cultivada con los extractos
de residuos agroindustriales (cascaras de platano, papa y naranja) y el medio
YM. Observando en primer lugar, que el YM se destaca como el mas efectivo
para la produccién de carotenoides, tanto en términos volumétricos (5.7 mg/L)
como celulares (23.1 ug/g de levadura seca). Esto se atribuye a que el YM posee
los nutrientes y las condiciones necesarias para el metabolismo de la levadura y

por ende la biosintesis de carotenoides (Garza et al., 2016; Vazquez-Rodriguez
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et al., 2018). En cuanto a los extractos de cascaras, el extracto NA reporto la
mayor produccion de carotenoides totales, alcanzando 21.9 ug/g y 5.5 mg/L.
Indicando también que, el alto contenido de compuestos organicos de la cascara
de naranja favorece al desarrollo adecuado de R. mucilaginosa y la biosintesis

de carotenoides (Carota et al., 2020).

Por su parte, los extractos combinados PT/NA, PT/NA/PPy PT/PP y el PT,
lograron rendimientos intermedios, pudiendo revelar la formacion de
interacciones quimicas que dificultan la absorcién de nutrientes de la levadura y
la pigmentacion de la biomasa al mezclar los residuos (Kanzy et al., 2015). A
excepcion del extracto de cascara de papa (PP), todas las muestras analizadas
reportaron producciones de carotenoides volumétricos superiores a los
reportados (1.58 mg/L) por Torres-Alvarez et al., (2022) utilizando un extracto de
cascara de platano, después de 96 h de incubacion y también a los valores
obtenidos de la inoculacion de R. mucilaginosa en suero de leche con 2.87 mg/L
y 372 ug/g) (Kanzy et al., 2015).

Para la evaluacion espectrofotométrica de los carotenoides sintetizados por R.
mucilaginosa UANL-001L, a parir de los extractos de cascaras de platano, papa
y naranja y los espectros generados reportan la presencia de picos notables en
el rango de 200 a 300 nm, que pueden prever la presencia de precursores como
polienos, fitoenos (286), fitofluenos (348) y otros compuestos con la capacidad
de absorber luz en la region ultravioleta y visible, lo que puede influir en la
estabilidad y la sintesis de carotenoides (Meléndez-Martinez et al., 2019). La
presencia de un pico claro y prominente en el rango de 450 a 550 nm en todos
los espectros (Figs. 21A, 21B, 21C, 21D, 21E, 21F y 21G) indica la sintesis
efectiva de carotenoides, lo que confirmaria la capacidad de R. mucilaginosa
UANL-001L para producir carotenoides con la misma composicion a partir de
cualquier fuente de nutrientes, variando Unicamente en la intensidad del
compuesto (Kieliszek et al., 2023; Torres-Alvarez et al., 2022). En el pico de 450

a 550 nm también se detecto la presencia de los carotenoides mas relevantes
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sintetizados por R. mucilaginosa como el Betacaroteno, Toruleno y la
Torularodina, con absorbancias de 450, 490 y 510 nm respectivamente, que se

caracterizan por su alto poder antioxidante (Z. Li et al., 2022; Mattos et al., 2022).

Por otro lado, la evaluacion morfolégica de la biomasa de R. mucilaginosa
UANL-O0OLL cultivada en los extractos de PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP, PT/NA/PP
y YM, mediante SEM revelé que las células poseen una morfologia tipica de
blastoconidios esferoidales a ovalados, con variaciones notables en la estructura
superficial dependiendo del sustrato utilizado (Garza et al., 2016). Asi también,
las microscopias de baja magnificacién (100x) evidenciaron una mayor densidad
de particulas en los medios basados en residuos, especialmente en los extractos
PT y PP, que exhibieron particulas mas finas y ramificadas. A diferencia de las
células en el extracto de cascara de naranja (NA) que presentaron mayor tamafio
y apariencia mas rocosa (Figura 22). Ademas, en los mayores aumentos (1 KXy
5 KX), se visualizaron diferencias mas pronunciadas en la compactacion y
aglomeracion celular. Los extractos NA, PP y PT/NA/PP exhibieron estructuras
méas aglomeradas, mientras que, los medios YM, PT, PT/NA y PT/PP
presentaron células mas dispersas y menos compactas. Resaltando la porosidad
y los posibles signos de ruptura celular en las células del extracto PT y NA (Figura
22). Todas variaciones observadas en la estructura celular de las distintas
biomasas de R. mucilaginosa, podria estar directamente relacionadas a la
composicion especifica (presencia y ausencia de nutrientes) de cada uno de los
sustratos usados como fuente de carbono y nutrientes para el crecimiento de la
levadura o a la baja absorcién y eficiencia para utilizar los nutrientes existentes
(Banerjee et al., 2021; Pereira et al., 2018; Witczak et al., 2017).

6.8. Produccion de EPS de las cascaras de platano, papay naranja.

En la Figura 23 se puede observar la variabilidad en la produccion de
exopolisacaridos (EPS) de R. mucilaginosa UANL-001L a partir de los extractos

combinados de las cascaras de platano, papa y naranja, dependiendo de las
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concentraciones y variables de inoculacion. Registrando los valores mas altos de
produccion de EPS los extractos de PT/NA (50/50) a 100 g/L y PT/NA/PP
(50/25/25) a 200 g/L, con 470 mg/L y 476 mg/L respectivamente (Figura 23).
Estos resultados pueden estar ligados a las diferentes composiciones y las
variables a las que fueron sometidos estos extractos. Ya que estudios similares
sefalan que tanto la sintesis, como la funcionalidad de los EPS pueden presentar
alteraciones, incluso con pequefias variaciones en la temperatura de incubacion,
la concentracion y composicion del medio de cultivo (Torres-Alvarez et al., 2022;

Garza-Cervantes et al., 2019).

Pese a que, entre los dos tratamientos con mayor produccion de EPS, no
se observo diferencias significativas, estos tuvieron distintos porcentajes de
produccion, siendo 15 % para PT/NA a 100 g/L y 7 % para PT/NA/PP a 200 g/L.
Ademas, se debe destacar que todos los extractos combinados PT/NA, PT/PP y
PT/NA/PP registraron sus mayores rendimientos de EPS a la concentracion de
100 g/L, con 15 %, 12 % y 9% respectivamente (Figura 24). Ratificando el
hallazgo de Torres-Alvarez et al., (2022) en su estudio, donde afirman que la
concentracién optima de un extracto a base de cascara de platano para la sintesis
de EPS es de 100 g/L, debido a que con valores inferiores y superiores a esta

concentracién obtuvieron rendimientos mas bajos.

Se realiz6 también la extraccion de EPS individual de las cascaras de
platano, papa, naranja y del medio YM, para evaluar la viabilidad de los extractos
por separado para la sintesis de EPS. Encontrando que al utilizar la cascara de
naranja (NA) sola como sustrato la produccion de EPS es dos veces mayor a la
produccion obtenida con cascaras de platano, papay el YM (Figura 25), pudiendo
atribuirse este hallazgo al alto contenido de compuestos organicos y
nitrogenados de la cascara de naranja (Aguirre-Forero et al.,, 2022). Estos
resultados motivaron a la continuidad de este estudio utilizando los extractos

individuales y combinados de los residuos para la sintesis de EPS.
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En la Figura 26 se presenta la produccion de EPS de los extractos
individuales y combinados de las cascaras de platano, papay naranja y del medio
YM como control. Los resultados obtenidos revelaron diferencias significativas (P
< 0.05) entre la produccién de EPS de los extractos de NA, PT/NA y PT/NA/PP
comparado a la produccién del YM. El extracto NA también registré el valor mas
alto de produccion de EPS alcanzando 860 mg/L. Resaltando el potencial de la
cascara de naranja para ser usada como fuente de nutrientes para la sintesis de
EPS de R. mucilaginosa UANL-001L, duplicando incluso la produccion del YM
(416 mg/ L) que posee la composicion éptima para el desarrollo de esta levadura
(Garza-Cervantes et al., 2019; Vazquez-Rodriguez et al., 2018, 2020).

Por su parte, los extractos de las cascaras de platano (PT), papa (PP) y
las combinaciones PT/NAy PT/PP con producciones de 391, 358, 469 y 383 mg/L
respectivamente, obtuvieron valores similares a los reportados previamente por
Torres-Alvarez et al (2022) entre 417.4 y 404.5 mg/L, empelando el extracto de
cascara de platano y el YM como fuente de nutrientes para la misma levadura.
Ademas, el extracto PT/NA/PP, pese a su alto contenido de sélidos totales,
reporto la produccion de EPS mas baja (273 mg/L) y significativamente diferente
a los demas extractos (Figura 26). Pudiendo atribuirse este evento a la presencia
de compuestos con interacciones de baja absorcién formados por la mezcla de
los residuos (Jeddou et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Quilez-Molina et al., 2023).

6.9. Caracterizacion morfolégica de los EPS.

Las microscopias del SEM mostradas en la Figura 27, permiten observar
las variaciones significativas en la morfologia y estructura de los EPS sintetizados
de los extractos PT, PP, NA, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP. Estas diferencias en las
morfologias pudieran reflejar la influencia de la composicion quimica de los
residuos en la formacion y disposicion de las particulas de los EPS (Garza-
Cervantes et al., 2019). El EPS del extracto PT se caracteriz6 por su estructura
irregular y fragmentada en magnificaciones bajas (50x), pero a mayor aumento

(200x y 1,00 KX) muestra superficies mas lisas y bordes definidos. Esta tendencia
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podria estar relacionada con la composicion rica en celulosa y otros polisacaridos
propios de la cascara de platano, los cuales pueden formar estructuras mas

cohesionadas y uniformes a niveles microscépicos (Bishnoi et al., 2023).

En el caso del EPS NA, las particulas grandes y menos irregulares en
todas las magnificaciones, le confieren una estructura uniforme y superficies lisas
a 1y 5 KX, atribuyendo a la composicion de la cdscara de naranja, rica en
pectinas y polisacaridos solubles, que promueven una formacion mas
homogénea del EPS y mejorando su estabilidad estructural (Yaradoddi et al.,
2022). Por otro lado, las particulas del EPS de cascara de papa (PP) estuvieron
mas fragmentadas y desorganizadas, con bordes poco definidos. Y los EPS de
las combinaciones presentaron caracteristicas intermedias logrando una mejor
uniformidad de las particulas y superficies lisas. Estos resultados revelan la
enorme influencia de las propiedades quimicas de los diferentes residuos en la
morfologia de los metabolitos como el EPS (Coimbra et al., 2023; V. Kumar et al.,
2023). Finalmente, la morfologia de todos los EPS de residuos presentaron
caracteristicas similares a la morfologia de EPS de YM reportado en estudios

previos (Garza et al., 2016; Vazquez-Rodriguez et al., 2018).

6.10. Grupos funcionales de los EPS (FTIR).

La informacién acerca de los grupos funcionales presentes en los EPS a
de las cascaras de platano, papa y naranja se obtuvo mediante un analisis FTIR,
encontrando espectros y grupos funcionales de interés similares en todos los
EPS analizados (Figura 28). EI EPS de YM presento estiramientos caracteristicos
de este bioplastico con picos de 3600-3200 cm del grupo hidroxilo (O-H), 2900
cmt del metilo (C-H), 1650-1540 cm de los grupos enol y amina, 1350 cmt PEL
carboxilo (C=0), 1250 cmdel alqueno (C=C) y 1000-1200 cm™ de los grupos C-
0O, C-C, C-O-Cy C-O-H (Garza-Cervantes et al., 2019; Liu et al., 2016; Vazquez-
Rodriguez et al., 2018). El EPS de PT adicional a los estiramientos de los grupos
funcionales presentes en el espectro del YM, también present6 un pico muy

pronunciado a 500 cm™ el cual corresponde al Si-O (Figura 28). Este compuesto

113



pudo haber sido transferidos del sustrato y destacaria la importancia e influencia
de los metales como el silicio, potasio, magnesio y otros metales en la cascara
de platano (Kamsonlian et al., 2011; Mohd Zaini et al., 2022; Radha et al., 2023).

El EPS NA mostré bandas tipicas de un polisacarido con menor intensidad
en la region de 3650-3000 cm? y 1900 cm? (H-O y C-H), y mayor
pronunciamiento de 1150-1000 cm* que corresponde a grupos aromaticos C-O-
C y C-O-H. Mientras que, en el EPS PP se observlo estiramientos menos
pronunciados que el NA en la region de los grupos O-H'y C-H (3650-3000 y 1900
cm?), picos mas notables en el area de los grupos amino y carboxilo (1600-1250
cm?) y su mayor pico en la regién de los grupos C-O-C y C-O-H caracteristica
propia este sustrato (Figura 28). Los espectros resultantes de los EPS de las
cascaras de naranja y papa presentaron las bandas caracteristicas de las
propiedades quimicas de los mono y polisacéaridos propios de estos residuos, de
acuerdo con los reportes de otras bibliografias (P. jun Li et al., 2015; Ma et al.,
2022; Rehman et al., 2015; Toprakgi et al., 2023).

Adicionalmente, los extractos combinados PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP
presentaron los picos observados a lo largo del espectro del EPS de cascara de
platano incluido el pico 500 cm™* que pertenece al SI-O (Figura 28). Estos
resultados fueron analogos a los hallazgos de otros autores a cerca de los
espectros FTIR resultantes del uso de las cascaras de platano, naranja y papa
individuales y combinadas (Chandrasekar et al., 2023; Kamsonlian et al., 2011,
Lopes et al., 2021; Sucheta et al., 2019).

6.11. Caracterizacion elemental CHNS de los EPS.

Con base en los resultados del analisis elemental de los EPS de las
cascaras de platano, papa y naranja comparado al medio YM (Figura 29),
podemos afirmar que el carbono (C) es el elemento con mayor abundancia en la
composicion de todos los EPS PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP y YM.
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Siendo el hidrégeno (H) el segundo compuesto de mayor relevancia en la
estructura de los EPS, seguido nitrégeno (N), mientras que, el azufre no fue
detectado en ninguna de las muestras. Estos resultados concuerdan con los
reportes de estudios previos realizados por Vazquez-Rodriguez y compafia
(2018) donde sefnalan que en la estructura de los EPS principalmente del YM, el
100 % de la composicion elemental esta constituida por carbono, hidrogeno y

nitrégeno, con ausencia del azufre.

6.12. Composicion de monosacaridos en los EPS.

El andlisis de HPLC de los EPS sintetizados de las cascaras de platano,
papa, naranja y del YM (Tabla 10), demostraron que la fucosa y la galactosa
fueron monosacaridos constantes en todos los EPS e indiferentes al sustrato.
Estos azucares también reportaron tiempos de retencion y concentraciones
similares en los EPS, corroborando las revelaciones de Garza et al (2016) y
Vazquez-Rodriguez et al (2018) donde indican que, los monosacéridos de mayor
constancia en la composicién de los EPS sintetizados por R. mucilaginosa UANL-
001L son la fucosa y galactosa, sin importar la naturaleza de las fuentes de
nutrientes utilizadas. Del mismo modo, la fructosa y el &cido galacturdnico fueron
los azUcares medianamente constantes en los EPS, a excepcion del PT que no
reportd fructuosa y los EPS de NA y PT/NA/PP no tuvieron &cido galacturonico,
estos hallazgos se cotejan con los alegatos de Torres-Alvarez et al (2022),
afirmando la ausencia de fructosay la gran relevancia del acido galacturénico en

la estructura del EPS resultante de la cdscara de platano.

Por su parte, la maltosa y la glucosa fueron detectadas unicamente en los
extractos PP y PT/PP, pudiendo atribuirse al alto contenido de compuestos
carbonados del EPS de la cdscara de papa. Por ultimo, el sorbitol estuvo presente
solo en los EPS de YM y PP (Tabla 10). En conjunto, los resultados obtenidos
destacan los efectos de la naturaleza de los sustratos en la composicion los
metabolitos como los EPS (Coimbra et al., 2023; V. Kumar et al., 2023; Torres-
Alvarez et al., 2022; Yaradoddi et al., 2022).
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6.13. Peso molecular de los EPS.

Mediante la técnica de exclusion por tamafio, se consiguieron los pesos
moleculares de cada uno de los EPS de cascaras de platano, papa, naranja.
Encontrando variaciones de los pesos moleculares de los EPS de residuos en
comparacion con el EPS de YM y los patrones de referencia de pultlanos (Figs.
30A y 30B). Ademas, los tiempos retencion de los EPS a base de cascaras (12 y
14 min) fueron menores que los tiempos de deteccidn del peso molecular del YM
y de los pultlanos (17 a 20 y 15 a 25 min respectivamente). Estos resultados
indicarian que los EPS de los residuos tienen pesos moleculares mas altos que
el EPS de YM y los polimeros de referencia. Validando los alegatos de otros
autores, de que la naturaleza de los sustratos tiene influencia directa en la
composicién final de los EPS, y que ademéas el EPS de YM tiene un peso
molecular de 18.85 kDa, mientras que, el EPS de cascara de platano reportd un
peso de 76.14 kDa (Torres-Alvarez et al., 2022; Vazquez-Rodriguez et al., 2018).

6.14. Tamafio de particula de los EPS.

En las Figuras 31A y 31B se muestran los resultados del tamafo de
particula de los EPS de las cascaras de platano, papa y naranja y del YM.
Visualizando notables diferencias entre los tamafos de particula de todas las
muestras analizadas. Asi los EPS de PT y del combinado PT/PP reportaron los
tamafios de particula més grandes con 665 nm y 529 nm respectivamente,
pudiendo atribuirse a la formacion de agregados en la estructura de estos EPS.
Este comportamiento podria también estar vinculado a la composicion de la
cascara de platano, ya que los EPS derivados de esta reportaron altos pesos
moleculares (Sengupta & Sarkar, 2022; Torres-Alvarez et al., 2022).

Por otro lado, pese a que el EPS de NA registro el tamafio de particula
mas pequefo (175 nm) y una distribucién de datos mas homogénea, su peso
molecular fue superior al peso molecular del EPS de YM, esto podria deberse a
la formacion de aglomerados de particulas pequefias e influiria en su baja

solubilidad en agua. La presencia de aglomerados también, se evidenciaron en
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los EPS de YM, PP, PT/NAy PT/NA/PP, ya que a pesar de registrar tamafos de
particulas (198 y 323 nm) muy inferiores a los tamafios del PT y PT/PP,
presentaron pesos moleculares similares a estos EPS (Figs. 30B, 31A y 31B,
destacando las particularidades prometedoras de las cascaras de platano, papa

y naranja (Castafieda-Figueredo et al., 2022; Sengupta & Sarkar, 2022).

6.15. Presencia de aminoacidos libres en los EPS.

La presencia de aminoéacidos libres en los distintos EPS de residuos y del
YM, evaluado por el método de FAN, se presenta en la Figura 32. Donde se
encontro que el EPS de YM registré el mayor contenido de aminoacidos libres
con 1.25 mg/g, pudiendo atribuirse a la formulacion rica en nutrientes del medio
YM (Garza et al., 2016; Vazquez-Rodriguez et al., 2018). Contrario a este el EPS
del extracto PT obtuvo el valor mas bajo de aminoacidos en su estructura
pudiendo explicarse este comportamiento con su bajo contenido de compuestos
nitrogenados (V. Kumar et al., 2023). Ademas, de todos los EPS a base de
residuos el EPS del PP present6 el valor méas alto (1.14 mg/g) de amino&cidos
libres, posiblemente por la naturaleza del almidon y las proteinas presentes en la
cascara de papa, que podrian liberase durante la sintesis de EPS (Peksa et al.,
2021). ElI EPS de PT/NA/PP también reporté un contenido alto (1.07 mg/g) de
aminoacidos, sugiriendo que la mezcla de residuos favorece la disponibilidad de
aminodcidos libres en los EPS. Finalmente, los EPS de PT, NA, PT/NA y PT/PP
registraron valores menores a 1 mg/g, indicando su bajo contenido de
aminoacidos, quiza por la menor presencia de compuestos nitrogenados en las

cascaras de platano y naranja (Ayala et al., 2021; Kamsonlian et al., 2011).

6.16. Efecto antimicrobiano y antibiopelicula de los EPS.

Con base en estudios previos que afirman que los EPS sintetizados por R.
mucilaginosa UANL-001L a partir del medio YM, tienen efectos antimicrobianos
relevantes contra distintas bacterias Gram negativas y positivas, con MIC > 2.50
mg/mL (Garza-Cervantes et al., 2019; A. Vazquez Rodriguez et al., 2019). Se
determiné la concentracién minima inhibitoria (MIC) de los EPS de PT/NA, PT/PP
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y PT/NA/PP expuestos a diferentes concentraciones y variables de inoculacion
contra E. coli, obteniendo los mejores resultados de inhibicidon con los extractos
combinados PT/NA y PT/PP (50/50) a la concentracion de 100 g/L, con sus MIC
> 2.50 mg/mL, comparado a los demas tratamientos que reportaron sus MIC por
encima de los 3.00 y 6.00 mg/mL (Tabla 11).

Se evalu6 también la actividad antimicrobiana (MIC) de los EPS de los
extractos individuales y combinados de las cascaras PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP
y PT/NA/PP y del medio YM como referencia, contra las bacterias E. coliy S.
aureus (Tabla 12 y Figs. 33A-G). Encontrando que para el caso de E. coli, los
EPS de NA y PP obtuvieron los mejores resultados de inhibicidon pues, aunque
las MIC fueron generalmente altas (> 2.50 mg/mL), estos EPS disminuyeron el
crecimiento de E. coli a menos del 10 % en comparacion con el control positivo
(Tabla 12 y Figs. 33C y 33D). Esto podria deberse a la presencia de compuestos
bioactivos como pectinas, flavonoides y polisacaridos en la estructura de estos
EPS que les proporcionan su capacidad antimicrobiana (Jiménez-Champi et al.,
2023; Magbool et al., 2023). Asimismo, los EPS de PT, PT/NA, PT/PP y
PT/NA/PP reportaron inhibiciones significativas con su concentraciéon (> 2.50
mg/L) logrando reducir el crecimiento de E. coli a menos del 25 % en todos los
casos, incluso siendo mas eficientes que el YM quien a la misma concentracion,
logro reducir el crecimiento de E. coli por debajo de 40 % (Tabla 12 y Figs. 33A,
33B, 33E, 33F y 33G). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Garza-
Cervantes et al (2019); Vazquez-Rodriguez et al (2019) en estudios previos,
donde sefalan que el EPS producido por R. mucilaginosa UANL-001L a partir de
YM disminuye el crecimiento de E. coli a menos del 40 %.

Por otro lado, frente a S. aureus (SaR), el EPS combinado de las cascaras
de platano y naranja (PT/NA) presento el mayor efecto antimicrobiano, con una
MIC de 1.25 mg/mL, comparado con los otros EPS, lo que sugiere una sinergia
fuerte entre los compuestos bioactivos presentes en ambos residuos. Asi

también, los EPS de PT y NA lograron inhibir por completo el crecimiento de S.
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aureus con su dilucién de 2.50 mg/mL (Tabla 12 y Figs. 34B, 34C y 34E).
Demostrando que tanto los componentes de la cascara de platano como los de
naranja poseen propiedades antimicrobianas, aunque son mas eficaces cuando
se combinan, y su potencial antimicrobiano podria estar dada por la sinergia entre
sus polisacéaridos y compuestos secundarios (Magbool et al., 2023; Mohd Zaini
et al., 2022; Nazren et al., 2014). Por ultimo, los EPS del PP, PT/PP, PT/NA/PP
y YM, pese a no lograr una inhibicién completa del S. aureus, con sus diluciones
de 2.50 mg/mL, disminuyeron significativamente el crecimiento a menos del 11,
21, 27 y 30 % respectivamente (Tabla 12 y Figs. 34A, 34D, 34F y 34G). Estos
resultados destacan la viabilidad antimicrobiana de los EPS R. mucilaginosa
UANL-001L, dependiendo de la fuente de nutrientes. Y que el EPS de YM posee
mayor inhibiciéon contra S. aureus, logrando reducir su crecimiento hasta por

debajo de 35 % (Garza-Cervantes et al., 2019; Vazquez-Rodriguez et al., 2018).

Para el caso del efecto antibiopelicula de los EPS de las cascaras de
platano, papa y naranja y del YM, frente a E. coli y S. aureus (Figs. 35 A-G).
Podemos ver que el EPS de PT/NA reportd mayor efecto de antibiopelicula contra
E. coli, consiguiendo inhibir completamente las biopeliculas a partir de su dilucion
de 0.16 mg/mL (Figura 35E), resaltando nuevamente el potencial de la sinergia
entre los compuestos bioactivos de las cascaras de platano y naranja. Los EPS
NA y PP también tuvieron efectos antibiopelicula eficientes logrando inhibir la
formacion de E. coli, a partir de su concentracion de 0.31 mg/mL (Figs. 35C y
35D). Estos resultados destacarian la eficacia antimicrobiana de los compuestos
bioactivos presenten en los residuos y que podrian ser transferidos a los EPS
(Jiménez-Champi et al., 2023; Magbool et al., 2023). Por su parte, los EPS de PT
y PT/NA/PP presentaron efecto antibiopelicula frente a E. coli a partir de la
concentracién de 0.63 mg/mL, mientras que, los EPS de PT/PP y YM reportaron

su efecto con sus diluciones 1.25 mg/mL para PT/PP y 2.50 mg/mL para YM.

Adicionalmente, en las Figuras 36A-G podemos observar el efecto

antibiopelicula contra S. aureus (SaR) de cada uno de los EPS analizados. Donde
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encontramos que los EPS de PT, NA, PT/NA y PT/NA/PP fueron los mas
eficientes contra las biopeliculas de S. aureus, consiguiendo una inhibicion
completa desde la dilucion 0.31 mg/mL (Figs. 36B, 36C, 36E y 36G). También,
los EPS del PP, PT/PP y YM lograron inhibir las biopeliculas a partir de su dilucién
de 0.63 mg/mL. Los resultados obtenidos sugieren el uso de EPS de las cascaras
de platano, papa y naranja, como una estrategia prometedora para combatir
infecciones por bacterias resistentes y no como S. aureus y E. coli. Ademas,
resaltan el alto valor de los residuos agroindustriales como una alternativa
sostenible y econdmica para el desarrollo de agentes antibacterianos y
potenciales recubrimientos con propiedades antibiopeliculas (Kanmani & Rhim,
2014a; Mpofu et al., 2023; Nazren et al., 2014).

6.17. Peliculas delgadas de EPS de las cascaras de platano, papay
naranja.

Las Figuras 37A-F muestran las peliculas elaboradas con los EPS de las
cascaras de platano, papa y naranja solas y combinadas. Donde podemos
apreciar la viabilidad de cada EPS para ser usado en la elaboracién de peliculas
delgadas y las diferencias entre sus propiedades superficiales, que pueden estar
relacionadas con la naturaleza de los sustratos. Las peliculas de los EPS NA 'y
PT/NA mostraron superficies mas homogéneas y transparentes, lo que sugiere
gue estos EPS tienen una estructura molecular mas uniforme, favoreciendo la
formacion de recubrimientos mas estables y atractivos (Figs. 37A y 37D). La
pelicula de NA, siendo la méas transparente, destaca como material prometedor
para aplicaciones que requieren barreras visuales o embalajes biodegradables
(Alancherry et al., 2018; Caz6n et al., 2022; Chandrasekar et al., 2023). Contrario
a las anteriores, las peliculas de los EPS PP y PT/PP (Figs. 37C y 37E) exhibieron
superficies menos homogéneas, quebradizas y de baja transparencia, lo que
indicaria una menor cohesién entre las moléculas de estos EPS, probablemente
debido a la irregularidad en la distribucion de los polisacéaridos o a la presencia
de impurezas. Limitando su uso en aplicaciones donde se requieren propiedades

mecanicas mas robustas (Coimbra et al., 2023; Ma et al., 2022). Finalmente, las
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peliculas de PT y PT/NA/PP, aunque parecian mas firmes, presentaron un
aspecto rugoso y menos transparente, pudiendo ser ventajoso para aplicaciones
donde se prioriza la resistencia sobre la estética (Chandrasekar et al., 2023;
Radha et al., 2023).

6.18. Morfologia superficial y topogréafica de los EPS (AFM).

Las caracteristicas superficiales y topograficas de las peliculas delgadas
de los EPS de PT, NA, PP, PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, obtenidas por
microscopia de fuerza atémica (AFM), se encuentran en las Figuras 38, 39, 40,
41, 42 y 43. Observando en las imagenes en 2D y 3D variaciones notables en la
rugosidad y espesor de las peliculas segun el EPS utilizado. La pelicula de PT
presentd una textura rugosa con un promedio de rugosidad menor a 3 nm, siendo
su mayor rugosidad 2.85 nm en el escaneo de 5 um y el menor espesor de 31.1
nm a 1 um (Figura 38). La rugosidad de esta pelicula puede atribuirse a la
deficiente homogenizacién y naturaleza de la muestra, pudiendo favorecer a la
formacion de aglomerados durante la dispersion de la pelicula (Ghasemlou et al.,
2011; Salazar et al., 2021). La rugosidad y espesor de la pelicula de PT también
destacarian su capacidad como un recubrimiento Gtil para aplicaciones que
requieran un moderado intercambio de gases, como empaques biodegradables

para alimentos (Oliveira et al., 2017; Pharma et al., 2021; Zhang et al., 2020).

La pelicula del EPS de NA por su parte, reportd la rugosidad mas alta de
todas las peliculas con valores entre 2.32 y 7.03 nm y con espesores de hasta
109.7 nm (Figura 39). Estéa particularidad a parte de la composicion del sustrato,
pudo deberse a la ausencia de temperatura en la preparacion de la muestra, ya
que los polisacéaridos requieren la adicién de calor para mejorar su disolucion
(Alancherry et al., 2018; Kanmani & Rhim, 2014). Asi también, la rugosidad y
espesor podrian favorecer su uso en aplicaciones que requieran mayor
resistencia mecanica o barrera contra la humedad (Calle et al., 2015; Wang et
al., 2019). Por otro lado, la pelicula del EPS PP obtuvo valores de rugosidad entre

4 y 5.5 nm, con un espesor minimo de 48.5 nm (Figura 40). Los valores de
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rugosidad y espesor de esta pelicula pueden estar ligados a su alto contenido de
sélidos como los almidones que suelen presentar alteraciones aun en superficies
lisas, sin embargo, estas cualidades beneficiarian su uso potencial como
recubrimientos aptos para proteger superficies o crear barreras en empaques
multicapa (Coimbra et al., 2023; Fonseca et al., 2018; Ma et al., 2022).

La pelicula combinada de PT/NA presentd una superficie mas lisa y
homogénea, con la menor rugosidad y espesor de todas las peliculas con 0.21
nmy 6.5 nm respectivamente (Figura 41). Estas caracteristicas pudieran revelar
la afinidad de los compuestos, favorecio el mezclado y distribucion de la muestra.
Ademas, su rugosidad y espesor resaltarian su potencial para aplicaciones que
requieras texturas mas homogéneas y adherentes, como la industria de peliculas
protectoras en biomedicina (De Herrmann et al., 2004; Mwema et al., 2020;
Radha et al., 2023). Por ultimo, las peliculas de PT/PP y PT/NA/PP presentaron
topografias més estriadas con prominentes relieves, alcanzando rugosidades de
2.91y2.71 nmy espesores entre 53.1 y 24.7 nm respectivamente (Figs. 42y 43).
La existencia de relieves en la superficie de estas peliculas pudiera estar
vinculado con la interaccion de los compuestos al momento de realizar la mezcla
(Aguilar-Sanchez et al., 2019). Las cualidades rugosas de estas peliculas podrian
ser ventajosos para aplicaciones donde la interaccion con otras superficies o la
absorcion de sustancias sea critica, como la creacion de membranas filtrantes o
en sistemas de liberacion controlada de compuestos bioactivos (Cazon et al.,
2022; Ferreira et al., 2014; Kanmani & Rhim, 2014).

6.19. Permeabilidad de las peliculas de EPS.

Los resultados de permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas
de EPS de las cascaras de platano, papa, naranja y sus combinados, reportaron
diferencias en la capacidad de las peliculas para actuar como barreras contra la
humedad (Figuras 44A-F). Las peliculas de los EPS PT y PP tuvieron capacidad
de barrera moderada, con valores de WVP de 3.89x107(-3) y 3.61x107(-3)
g/m-s-Pa (Figs. 44A y 44C). Estas cualidades permeables podrian estar ligadas
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a la naturaleza de los sustratos y favoreceria a sus aplicaciones en empaques
para productos de corta vida util, o en sectores donde la degradabilidad del
material y el control moderado de la humedad son factores clave (Aloui et al.,
2014; Fonseca et al., 2018; Oliveira et al., 2017). Asi también, la pelicula del EPS
de NA (Figura 44B), reporté la WVP mas baja (3.05x107(-3) g/m-s-Pa), indicando
una mayor resistencia a la difusiéon de vapor de agua. Esta conducta puede
atribuirse a las propiedades estructurales y quimicas de la cascara de naranja,
gue generan matrices densas y poco permeables, con aplicaciones en productos
sensibles a la humedad (Cazoén et al., 2022; Kanmani & Rhim, 2014, 2014).

Por otro lado, las peliculas de los EPS PT/NAy PT/NA/PP, tuvieron valores
intermedios de WVP (3.32x107(-3) y 3.89x107(-3) g/m-s-Pa respectivamente
(Figs. 44D y 44F). Sus permeabilidades revelan que las combinaciones podrian
ofrecer un balance entre la barrera de humedad y transpirabilidad, por lo que
estas peliculas serian Utiles en empaques de productos frescos, como frutas y
verduras, que requieren el intercambio de humedad para evitar la condensacion
interna y mantener la proteccion general del ambiente (Salazar et al., 2021; Silva-
Weiss et al., 2014). Finalmente, el valor mas alto de WVP, registré la pelicula de
PT/PP con 4.44x107(-3) g/m-s-Pa (Figura 44F), indicando que esta posee menor
capacidad de barrera al vapor de agua, pudiendo ser aprovechado en empaques
de alta transpirabilidad, como empaques de panaderia o productos horneados,
donde se requiere evitar el exceso de humedad que podria deteriorar el producto
(Fonseca et al., 2018; Nouri & Mohammadi Nafchi, 2014; Zhang et al., 2020).

6.20. Solubilidad de las peliculas delgadas de EPS en aguay etanol.

En la Tabla 14 y las Figuras 46A y 46B podemos encontrar los valores de
solubilidad de las peliculas de los EPS de PT, NA, PP, PT/NA, PT/PPy PT/NA/PP
en aguay etanol. Los resultados de solubilidad en agua confirman las tendencias
de WVP de las peliculas, revelando que todas tienen afinidad por las moléculas
de agua, pudiendo ligarse a la naturaleza hidrofilica de los sustratos (Jeddou et
al., 2016). La pelicula mas soluble en agua fue la del ESP PT con una solubilidad
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superior al 60 %, pudiendo ser adecuada para aplicaciones con rapida disolucion
o biodegradacion en ambientes hiumedos, como empaques solubles o productos
de un solo uso en la industria alimentaria (Chandrasekar et al., 2023; Oliveira et
al., 2017). Mientras que, la pelicula del EPS NA fue la menos soluble tanto en
agua como en etanol (Tabla 14 y Figs. 46A-B). Con sus cualidades esta pelicula
podria ser aplicada en productos con mayor sensibilidad al agua y al alcohol,
como envases para liquidos o soluciones alcohdlicas (Karakus et al., 2023;
Sucheta et al., 2019). Adicionalmente, las peliculas de los EPS PP, PT/PP,
PT/NA/PP y PT/NA, registraron menor solubilidad en etanol y moderada en agua,
pudieran ser adecuadas para aplicarse en productos farmacéuticos o cosméticos,
donde la resistencia al agua y la interaccién con solventes organicos deben ser
controladas (Alancherry et al., 2018; Coimbra et al., 2023; Ma et al., 2022).

6.21. Eficacia de inhibicién ZOIl de las peliculas de EPS.

La eficacia antimicrobiana mediante los ensayos de la zona de inhibicion
(ZOlI) demostraron que las peliculas de los EPS de las cascaras de platano, papa
y naranja, exhiben efectos antimicrobianos significativos contra S. aureus y E.
coli (Figs. 46A-B, 46C-D y 47). Todas las peliculas tuvieron mayor difusion y
zonas de inhibicibn mas amplias contra S. aureus y E. coli, al ser depositadas en
solucién acuosa sobre el filtro (Figs. 46A y 46C). Mientras que, en el caso de la
deposicion directa sobre agar, aunque no se observaron halos de inhibicién
cuantificables, las peliculas impidieron el crecimiento bacteriano en su superficie,
lo que sugiere que, aunque no difundan los compuestos antimicrobianos, actian
como una barrera efectiva (Figs. 46B y 46D). La mayor eficacia antimicrobiana
se registro frente S. aureus, con excepcién de las peliculas de YM y PT/PP que
no mostraron halos notables. Ademas, las peliculas de los EPS de NA y PP
reportaron los halos mas pequefios contra E. coli, mientras que la pelicula del
EPS PT/NA tuvo la mayor eficacia antimicrobiana frente a ambas bacterias
(Figura 47). Estos hallazgos resaltan el potencial las peliculas para aplicaciones
en el envasado de alimentos y productos donde la proteccién antimicrobiana es

crucial, especialmente en productos perecederos, ya que podrian prevenir el
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crecimiento de bacterias patégenas en superficies alimentarias, extendiendo asi
la vida util (Ferreira et al., 2014; Gniewosz et al., 2014; Nazren et al., 2014).

6.22. Evaluacion reoldgica de los EPS.

En las figuras 48A,48B,48C y 48D podemos encontrar las caracteristicas
reolégicas de los EPS de las cascaras de platano, papa, naranja, sus combinados
PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP y el medio YM, comparado a las gomas comerciales
de referencia (xantana, arabiga, guar y pectina), revelando diferencias
significativas. Contra la goma xantana, que alcanzé un alto estrés de corte (2.60
Pa) a 100 1/s, los EPS consiguieron valores mas bajos, siendo el valor mas
cercano el del EPS NA con 0.43 Pa, lo que indicaria que los EPS no podrian
sustituir a la xantana en aplicaciones donde se requiere una alta resistencia al
flujo (Figura 48A). Asi también, comparado a la goma arabiga, con estrés de corte
maximo de 0.55 Pa a 20 1/s, los de EPS NA, PT/NA y PT/PP registraron
tendencias mas similares, sugiriendo que los EPS podrian funcionar bien en
aplicaciones que requieren propiedades de flujo més suaves y estables (Figura
48B). La goma guar, con un estrés de 0.54 Pa, también mostré valores
semejantes al estrés de los EPS, especialmente NA (Figura 48C), validando el
potencial de los EPS para aplicaciones donde se requiera viscosidades
moderadas. Adicionalmente, contra es estrés de corte de la pectina que alcanzé
0.18 Paa 100 1/s, los EPS de NA, PT/NAy PT/PP superaron este valor con hasta
0.43 Pa (Figura 48D), demostrando que los EPS podrian ser una opcion viable
para reemplazar la pectina en formulaciones que requieran mayor estrés.
Destacando la viabilidad de los EPS, especialmente los de NA, para aplicaciones
industriales en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Fortunatti-
Montoya et al., 2024; Han et al., 2021; Rasidek et al., 2018).

En cuanto a la viscosidad aparente de todos los EPS, se observo que en
relacion con a goma xantana, que mostré una viscosidad inicial de 0.32 Pa-s, los
EPS obtuvieron viscosidades significativamente inferiores, oscilando entre 0.02 y

0.06 Pa-s, resaltando nuevamente con el valor més grande el EPS de NA (Figura
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49A). Comprobando que los EPS no pueden igualar a la viscosidad de la xantana,
limitando su uso en aplicaciones que demanden alta viscosidad. Asimismo, frente
a la goma arabiga con viscosidad inicial de 0.22 Pa-s, los EPS de NA y PP fueron
los mas cercanos con 0.06 y 0.03 Pa-s respectivamente (Figura 49B). Revelando
que estos EPS podrian ofrecer propiedades viscosas adecuadas para
aplicaciones de moderado espesamiento. Por otro lado, para la goma guar, que
registré una viscosidad de 0.04 Pa-s, el EPS de NA super6 este valor con 0.06
Pa-s (Figura 49C), sugiriendo que este EPS podria ser una alternativa interesante
a la goma guar en aplicaciones con viscosidades moderadas. De igual manera,
al comparar con la pectina, con una viscosidad inicial de 0.02 Pa-s, los EPS de
NA y PP superaron este valor con 0.03 y 0.06 Pa-s sucesivamente (Figura 49D).
Destacando el potencial de estos EPS para reemplazar a la pectina en
formulaciones con viscosidad ligera (Fortunatti-Montoya et al., 2024; Han et al.,
2021; Jiménez-Champi et al., 2023; Mohd Zaini et al., 2022; Rasidek et al., 2018).

6.23. Crecimiento y consumo de azucares durante en escalamiento.

El crecimiento y consumo de azucares reductores de R. mucilaginosa
UANL-001L, durante es escalamiento a 5 L de los medios YM y NA, reportan una
tendencia similar con los dos extractos. En ambos casos, manteniendo un
crecimiento constante hasta las 72 h y un méaximo de consumo de azlcares
registrado en las primeras 48 h, destacando una fase de crecimiento exponencial
rapida (Torres-Alvarez et al., 2022). Después de las 72 h, se observan diferencias
en el pico de crecimiento, ya que el caso del YM, la levadura mostré un leve
crecimiento hasta las 96 h, mientras que, en el extracto NA el crecimiento
comenzo6 a declinar, pudiendo resaltar que el extracto de cascara de naranja
podria tener limitacidbn en sus nutrientes disponibles o una acumulacion de
subproductos que inhiben el crecimiento. Estos hallazgos destacan la efectividad
del extracto NA como sustrato para la produccion de biomasa en periodos de
tiempo cortos, 1o que puede tener implicaciones para su uso en bioprocesos a
mayor escala, especialmente en industrias que busquen aprovechar residuos

agricolas como fuentes de nutrientes (Castillo-Patifio et al., 2024).
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6.1. Produccion de EPSde YMy NA en escalade 200 mL y5L.

Los resultados del escalamiento a 5 litros de la producciéon de EPS de los
medios de cultivo YM y NA, muestran una diferencia significativa en el
rendimiento, contra la produccion a escala de laboratorio 200 mL (Figura 51). En
el caso del EPS de YM, el escalado resulté en un aumento en la produccién
alcanzando 624 mg/L, lo que representa un incremento de 208 mg/L con respecto
a la produccion a menor escala, pudiendo sugerir que este medio favorece la
produccion de EPS en mayores volimenes del cultivo. Atribuyéndose también, a
la eficiencia de la agitacién que permitié tener una aireacion constante dentro en
todo el cultivo y por ende un mejor crecimiento de la levadura (Ramos et al.,
2021). Por otro lado, con el escalado del extracto NA la produccion de EPS fue
de 731 mg/L, registrando una disminucion de 129 mg/L comparado a la escala
de laboratorio, lo que podria indicar que la eficiencia de la produccion de EPS en
este medio se ve afectada por factores como la disponibilidad de nutrientes, el
oxigeno disuelto, la alta acidez del medio, o la acumulacion de subproductos en
el cultivo (Carota et al., 2020). Sin embargo, a pesar de estos resultados, la
produccion de EPS de NA sigue siendo superior a la obtenida con el medio YM,
lo que destaca su potencial como sustrato econdémico y sostenible para la
produccion de biopolimeros, especialmente en procesos que busquen

aprovechar subproductos agricolas y agroalimentarios.
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CAPITULO 7

7. CONCLUSIONES

o Se demostré que la obtencién de EPS de interés industrial
utilizando la céscara de platano individual y en combinacion con otros
residuos organicos como las cascaras de papa y naranja como sustrato
de la levadura Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L es factible,
valorando de esta manera el potencial de estos residuos agroindustriales,
mediante a transformacion en biopolimeros con caracteristicas
funcionales adecuadas para aplicaciones industriales, promoviendo un

modelo de economia circular sostenible.

o La hipotesis de esta investigacion fue confirmada, ya que la
cascara de platano sola'y combinada con las cascaras de papa y naranja,
demostraron ser sustratos eficientes para la sintesis de EPS de R.
mucilaginosa UANL-001L con caracteristicas fisicoquimicas y funcionales
adecuadas para diversas aplicaciones como biopeliculas y agentes
antimicrobianos, validando el uso de estos residuos agroindustriales como

una fuente viable y sustentable.

o Se determind6 que las condiciones Optimas para el
crecimiento adecuado y sintesis de EPS de R. mucilaginosa UANL-001L
en los extractos elaborados con las cascaras de platano (PT), papa (PP)
y naranja (NA) y sus combinados PT/NA, PT/PP y PT/NA/PP, fueron con
la adicién del 1 % de indculo microbiano y 96 h de incubacion a 28 °C y
200 rpm, con la adicion de 1 % del in6culo microbiano. Ademas, la
produccion de stocks de la levadura fue efectiva ya que permitio la
viabilidad y estabilidad de las células en todos los extractos, incluido el

medio YM utilizado como referencia.
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o Mediante la caracterizacion proximal se demostré que la
composicion estructural del extracto de cascara de naranja (NA) fue
diferente significativamente (P < 0.05) a los extractos PT, PP, PT/NA,
PT/PP y PT/NA/PP en cuanto a su contenido de humedad, sélidos
volatiles, cenizas y nitrdgeno y en el caso de los sélidos totales el extracto
PP registr6 un contenido notablemente superior (20.4 %) al resto de

extractos a base residuos.

o Se determinG que el extracto de cascara de naranja (NA)
reportd la mayor produccion de EPS (860 mg/L) superando con casi el
doble a la producciéon de los deméas medios de cultivo, incluido el YM
comercial que lograron producciones entre 273 y 569 mg/L, perteneciendo

el valor mas bajo al extracto combinado PT/NA/PP.

o Se comprobd con las microscopias de SEM que los EPS de
las cascaras de platano y naranja, solos y combinados presentaron
superficies mas lisas, con particulas mas pequefias y mejor distribuidas,
mientras que los EPS con presencia de la cascara de papa en su
composicién mostraron particulas mas desorganizadas y superficies
fragmentadas. Ademas, en todos los EPS se revel6 la presencia de grupos
funcionales clave como hidroxilos y carboxilos tipicos de los polimeros,
pero los extractos con platano también presentaron la banda del 6xido de

silicio Si-O propio de los residuos de platano.

o Se determiné que los monosacaridos fucosa y galactosa
estuvieron presentes en todos los EPS y en concentraciones similares. Asi
también, los altos pesos moleculares de los EPS y su morfologia diversa
estarian relacionados con el tamafio de particula de cada polimero, pues
en el caso del extracto combinado PT/PP obtuvo un alto peso molecular,
irregularidades notables en la superficie y su tamafio de particula fue el
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mas grande con 665 nm. Mientras que, el extracto NA mostro una
apariencia mas lisa, su peso molecular fue intermedio y su tamafo de

particula fue el mas bajo (175 nm).

o Se demostr6 que los EPS obtenidos de las cascaras de
platano, papa y naranja solos y en combinacién son aptos para la
produccion de peliculas delgadas de recubrimiento, presentando las
mejores caracteristicas visuales y estéticas la pelicula del EPS NA.
También, comprob6 que los EPS de los residuos encabezado por NA,
poseen propiedades reoldgicas prometedoras y podria sustituir a las

gomas comerciales principalmente a la goma guar y la pectina.

o Se demostré que el proceso de escalamiento favorece la
produccion de EPS utilizando como sustrato el medio YM, ya que logro
incrementar en 208 mg/L, sin embargo, para el extracto de cascara de
naranja (NA) fue lo contrario ya que la produccién de este EPS al escalar
disminuy6 en 129 mg/L. Pese a todo esto, el EPS NA ha reportado la

mayor produccion de EPS tanto en 200 mL como en 5 L.
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CAPITULO 8

8. ANEXOS

endarizacion.

Tabla 14. Cronograma de trabajo.
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12 3 456 7 8 91011121 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
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Revisién bibliogréfica
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del protocolo

Produccién de stock
de las cepas
microbianas
Preparaciony
caracterizacién de los
medios de cultivo

Produccién de EPS
microbianos

Caracterizacion de
los EPS

Pruebas preliminares
de aplicacion de los
EPS

Escalamiento a5 L de
la produccion de EPS

Anélisis de resultados

Escritura de tesis

Escritura de articulos
y divulgacion
cientifica

Revision y defensa de
tesis
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