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RESUMEN

La presente tesis tuvo como objetivo obtener celulosa bacteriana (CB) a partir de fuentes
de carbono alternativas, especificamente suero de leche y datiles de Phoenix dactylifera.
Adicionalmente, se emple6 sacarosa para efectos de comparacion y evaluacion de la
eficiencia en la produccion. Como fuente de nitrégeno se utilizé infusién de té negro,
mientras que la kombucha se emple6é para acondicionar el medio. Las fuentes de
carbono, la infusion de té negro y la kombucha representaron el 80 % (v/v), 10 % (v/v) y
10 % (v/v) del medio, respectivamente. Se utiliz6 un consorcio microbiano SCOBY como
agente fermentador debido a su contenido de bacterias productoras de CB. Para
establecer las combinaciones de las fuentes de carbono, se aplic6 un disefio de mezclas
Simplex-Lattice, obteniéndose 10 tratamientos. La fermentacion se realiz6 en
condiciones estaticas a 28 °C durante 21 dias. Se evaluaron las caracteristicas fisicas
de la CB obtenida, tales como grosor (mm), capacidad de retencién de agua (g/g), tasa
de liberacion de agua (h) y morfologia mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM). En los resultados, el tratamiento 6 (5,07 g/L) presentd la mayor eficiencia en la
produccién, seguido por el tratamiento 10 (4,01 g/L) y el tratamiento 7 (3,57 g/L). Se
determiné que las mezclas empleadas influyen significativamente en la produccién de
CB, con un valor p de 0,0434 a un nivel de confianza del 95 %. Ademas, las mezclas
explican hasta el 89 % de la variabilidad en la produccion (R-cuadrada = 0,89). En la
segunda parte de la investigacion, se evalué la CB obtenida como posible emulsionante
en tres formulaciones de emulsiones tipo mayonesa: ml (sin emulsionante), m2 (con
goma xantana) y m3 (con celulosa bacteriana). Se analizaron las caracteristicas
reoldgicas, la estabilidad y la evaluacién sensorial (aspecto, textura, olor y sabor). En
todas las formulaciones, la viscosidad aparente (n) disminuyd con el incremento de la
velocidad de corte (y). Asimismo, las tres emulsiones presentaron una naturaleza de
fluido no newtoniano (pseudoplastico), con un indice de fluidez (n) menor a 1, un indice
de consistencia (k) mayor a 1 y un coeficiente de regresion (R2) superior a 0,95. La
estabilidad a los 50 dias fue del 7,4 % para m1, 0,0 % para m2 y 0,9 % para m3. En
todos los atributos sensoriales, m3 obtuvo la mayor valoracion, con un promedio
superior a 4 a un nivel de confianza del 95 %. En conclusion, la produccién de CB a
partir de fuentes de carbono alternativas es factible, ademéas de poder aplicarla como

emulsionante alimentario.

Palabras clave: celulosa bacteriana; consorcio microbiano; emulsiéon alimentaria;

residuos agroindustriales; fuentes de carbono alternativas.
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ABSTRACT

The objective of this thesis was to obtain bacterial cellulose (BC) from alternative carbon
sources, specifically whey and Phoenix dactylifera dates. Additionally, sucrose was used
for comparison and to evaluate production efficiency. Black tea infusion was employed
as a nitrogen source, while kombucha was used to condition the medium. The carbon
sources, black tea infusion, and kombucha accounted for 80 % (v/v), 10 % (v/v), and 10
% (v/v) of the medium, respectively. A microbial consortium (SCOBY) was used as the
fermenting agent due to its content of BC-producing bacteria. To establish the
combinations of carbon sources, a Simplex-Lattice mixture design was applied, resulting
in 10 treatments. Fermentation was carried out under static conditions at 28 °C for 21
days. The physical characteristics of the resulting BC were evaluated, including
thickness (mm), water retention capacity (g/g), water release rate (h), and morphology
through scanning electron microscopy (SEM). The results showed that treatment 6 (5.07
g/L) exhibited the highest production efficiency, followed by treatment 10 (4.01 g/L) and
treatment 7 (3.57 g/L). It was determined that the mixtures used significantly influenced
BC production, with a p value of 0.0434 at a 95 % confidence level. Additionally, the
mixtures explained up to 89 % of the variability in production (R-squared = 0.89). In the
second part of the study, the BC obtained was evaluated as a potential emulsifier in three
mayonnaise-type emulsion formulations: m1 (without emulsifier), m2 (with xanthan gum),
and m3 (with bacterial cellulose). Rheological characteristics, stability, and sensory
attributes (appearance, texture, odor, and taste) were analyzed. In all formulations,
apparent viscosity (n) decreased as shear rate (y) increased. Similarly, all three
emulsions exhibited a non-Newtonian (pseudoplastic) fluid behavior, with a flow index
(n) less than 1, a consistency index (k) greater than 1, and a regression coefficient (R?)
above 0.95. Stability after 50 days was 7.4 % for m1, 0.0 % for m2, and 0.9 % for m3.
For all sensory attributes, m3 received the highest ratings, with an average score greater
than 4 at a 95 % confidence level. In conclusion, BC production from alternative carbon

sources is feasible, and it can also be applied as a food emulsifier.

Keywords: bacterial cellulose; microbial consortium; food emulsion; agro-industrial

waste; alternative carbon sources.



INTRODUCCION

El aprovechamiento de la pérdida y desperdicio de alimentos (PDA) ha cobrado gran
relevancia en las ultimas décadas debido a su impacto ambiental y las oportunidades
econdmicas que representa. A nivel industrial, transformar residuos agroindustriales y
subproductos en insumos de valor agregado no solo contribuye a mitigar problemas
ambientales, sino que también abre nuevas posibilidades en el desarrollo de productos
innovadores y sostenibles.

Uno de los subproductos més relevantes es el suero de leche, derivado de la
produccion de queso y otros lacteos, que constituye una fuente rica en nutrientes, como
proteinas y lactosa. No obstante, su alto contenido organico lo convierte en un residuo
con un potencial contaminante significativo si no se gestiona de manera adecuada. Su
valorizacidbn mediante procesos biotecnolégicos no solo permite reducir su impacto
ambiental, sino que también ofrece una alternativa econdémica para la produccién de

compuestos de interés industrial, contribuyendo a la economia circular.

Por otro lado, existen productos agricolas subutilizados que generan impacto
ambiental debido a las practicas asociadas a su cultivo y su huella hidrica, pero que
poseen un gran potencial como fuente de carbono. Entre ellos destaca el datil de
Phoenix dactylifera, una fruta ampliamente cultivada en regiones aridas, caracterizada
por su alto contenido de azucares, fibras y compuestos bioactivos. Tanto a los
alrededores del centro de la ciudad de Tacna y en algunas zonas agricolas como La
Yarada, el datil de palmera se emplea principalmente con fines ornamentales, lo que

refleja un subaprovechamiento de sus valiosas propiedades nutritivas y funcionales.

En este contexto, la combinacion de suero de leche y datil, junto con procesos
tecnolégicos orientados a extraer sus principales compuestos nutritivos, constituye una
alternativa prometedora como sustrato en procesos fermentativos. Esta combinacion
permite el desarrollo de un producto biotecnold6gico de alto valor, como la celulosa
bacteriana (CB), un biopolimero que ha ganado creciente atencién debido a sus
propiedades excepcionales. La CB es producida principalmente por bacterias del género
Komagataeibacter, ademas del consorcio de bacterias y levaduras SCOBY y se
distingue por ser un material puro, libre de lignina y hemicelulosa, con una estructura
tridimensional de microfibrillas altamente organizadas. Estas caracteristicas le confieren
una notable resistencia mecénica y una alta capacidad de retencion de agua, lo que

amplia significativamente sus posibles aplicaciones.



Gracias a estas propiedades, la CB ha encontrado aplicaciones en diversas
industrias, como la alimentaria, la farmacéutica y la biomédica. En el &mbito alimentario,
su potencial como emulsionante, estabilizante y agente texturizante en productos como
la mayonesa ofrece oportunidades para desarrollar formulaciones innovadoras y
funcionales. En particular, su uso como alternativa a agentes emulsionantes
tradicionales, como la goma xantana, podria responder a la creciente demanda de

consumidores e industrias por ingredientes mas naturales y sostenibles.



CAPITULO I: EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Descripcién del problema

La PDA se refiere a masas de alimentos que se desechan o desperdician en las etapas
de las cadenas alimentarias que conducen a productos comestibles destinados al
consumo humano. Se consideran pérdidas o desperdicio de alimentos incluso aquellos
que, posteriormente, han sido utilizados en un proceso de revalorizacion para uso no
alimentario (planeados o no planeados), como pienso o energia (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 2012). Los términos "pérdida" y "desperdicios" se distinguen segun
la etapa de la cadena productiva. Las pérdidas se producen principalmente durante la
produccién, la poscosecha, el almacenamiento y el transporte, mientras que los

desperdicios ocurren durante la distribucion y el consumo (FAO, 2017).

En el mundo, 1 300 millones de toneladas de alimentos se pierden o
desperdician cada afio, esto supone un tercio de la produccién mundial. En América
Latina, son 127 millones de toneladas al afio. La PDA en América Latina por grupo de
alimentos es la siguiente: en los cereales, el 25 %; en las raices y tubérculos, el 40 %;
en las oleaginosas y legumbres, el 20 %; en las frutas y hortalizas, el 55 %; en las
carnes, el 20 %; en los productos lacteos, el 20 %; y en los pescados y mariscos, el 33
% (FAO, 2016).

En el ambito nacional, la PDA en la cadena de suministro durante el periodo
2007-2017 fue de 12,8 millones de toneladas por afio. En particular, la etapa de
produccion agricola representd un 25,5 %, destacando el grupo de frutas y verduras.
También resalta la etapa de procesamiento, con un 27,7 %, en la que se menciona

especificamente el grupo de la leche (Bedoya-Perales y Dal’ Magro, 2021).

Ademas de la oportunidad de alimentar a la creciente poblacién mundial, la PDA
ejerce presion sobre los recursos naturales, contribuye a la contaminacion ambiental,
aumenta las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), reduce la resiliencia de
los ecosistemas y provoca la pérdida de biodiversidad (Vittuari et al., 2019). La PDA
genera importantes emisiones de didéxido de carbono (CO.), y cuando los alimentos
terminan en vertederos, producen metano, un GEIl ain mas potente (Buzby, 2022). A
nivel mundial, su huella de carbono es de 4,4 GtCOzeq al afio, representando alrededor
del 8 % de las emisiones antropogénicas de GEI (FAO, 2015). Su huella hidrica es
considerable debido a la produccion agricola, alcanzando aproximadamente 250 kms.

En cuanto al uso de suelo, se destinan 1 400 millones de hectareas para producir



alimentos que no se consumen. Ademas, la conversién de tierras silvestres por la

expansion agricola es una gran amenaza para la biodiversidad (FAO, 2013).

Por tal razon es importante establecer estrategias para prevenir y reducir la PDA.
No obstante, la falta de datos y métodos normalizados para evaluar la eficacia de las
posibles intervenciones representa un desafio (Nicastro y Carillo, 2021). Por otro lado,
existen diversas herramientas con la economia circular donde la PDA sirve como
materia prima para la elaboracibn de productos para la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmética (Osorio et al., 2021).

Uno de los materiales que se puede obtener a partir de la PDA es la celulosa
bacteriana (CB), un material de gran interés con aplicaciones en varios campos, incluida
la industria alimentaria (Ul-Islam et al., 2020). La CB es producida por diversas especies
bacterianas, asi como por el consorcio microbiano de bacterias y levaduras conocido
por sus siglas en inglés como SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). La
produccién de CB por medio del SCOBY se destaca por ser un método estéatico con
menor complejidad en su procesamiento. Los medios sintéticos con fuentes de carbono,
principalmente la glucosa, son esenciales para la sintesis de CB por parte de las cepas
bacterianas.

De manera que, en esta investigacion se propone utilizar desperdicios,
especificamente de la industria del queso (suero de leche), y pérdidas en la agricultura
(datiles de Phoenix dactylifera) para la produccion de CB. Se aplicara un método de
fermentacion estéatico con el SCOBY donde el suero de leche y los détiles de Phoenix
dactylifera se emplearan como fuente de carbono. Se evaluara la produccion de CB y
sus caracteristicas. Ademas, se analizara la aplicacién de la CB obtenida como un

emulsionante alimentario.

1.2. Formulacién del problema

Por los motivos expresados se plantean las siguientes interrogantes de investigacion:

1.2.1. Problema general

¢ Como influyen el suero de leche y el zumo de datil de Phoenix dactylifera en la
obtencion de celulosa bacteriana mediante el consorcio microbiano SCOBY, y cual es

su efectividad como emulsionante alimentario?



1.2.2. Problemas especificos

a. ¢Cual es la eficiencia del suero de leche y del zumo de datil de Phoenix
dactylifera en la produccion de celulosa bacteriana?

b. ¢Cuales son las caracteristicas fisicas de la celulosa bacteriana obtenida a partir

de suero de leche y zumo de détil de Phoenix dactylifera?

c. ¢Cudles son las caracteristicas fisicas y sensoriales de una emulsién con fines

alimentarios a base de celulosa bacteriana?

1.3. Justificacién e Importancia

Desde el punto de vista ambiental, como lo explicado en la descripcién del problema, la
valorizacién de las pérdidas o residuos alimentarios contribuye a una economia circular
y la sostenibilidad. En este caso especifico evita que el suero de leche y las pérdidas de
fruta termine en los vertederos o en las alcantarillas, al ser esta materia organica
generan GEI en su descomposicion. Ademas, también disminuye su impacto en la
contaminacion del agua y del suelo.

Desde un punto de vista social, favoreceria al bienestar de la poblacién, el
tratamiento de desechos organicos, que normalmente terminan en vertederos y en

cuerpos de agua, disminuiria la proliferacion de vectores y enfermedades.

Desde un punto de vista econémico, puede ser una parte de un estudio previo
para una posible industria en el sector alimentario, asi como ingresos adicionales a la

industria lactea y agricola.

Desde el punto de vista cientifico, aporta conocimientos sobre la produccion de
CB por un método de fermentacion estatica con el SCOBY utilizando suero de leche y
zumo de datiles de descarte como fuentes de carbono. Ademas de una optimizacién de
la produccién y proporcionar datos que podrian ser tomados en cuenta en futuras
investigaciones. Por otro lado, el uso de subproductos industriales y desechos
contribuye al desarrollo de tecnologias sostenibles y respetuosas con el medio

ambiente.



1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General

Obtener celulosa bacteriana a partir de suero de leche y zumo de détil de Phoenix
dactylifera mediante el consorcio microbiano SCOBY, y evaluar su efectividad como

emulsionante alimentario

1.4.2. Objetivos Especificos

a. Evaluar la eficiencia del suero de leche y del zumo de datil de Phoenix dactylifera

en la produccion de celulosa bacteriana

b. Analizar las caracteristicas fisicas de la celulosa bacteriana obtenida a partir de

suero de leche y zumo de datil de Phoenix dactylifera

c. Analizar las caracteristicas fisicas y sensoriales de una emulsiéon con fines

alimentarios a base de celulosa bacteriana

1.5. Hipoétesis

La aplicacion de suero de leche y zumo de datil de Phoenix dactylifera mediante el
consorcio microbiano SCOBY permitira obtener celulosa bacteriana con propiedades

emulsionantes para fines alimentarios

1.5.1. Hipotesis especificas

a. La aplicacion de suero de leche y zumo de datil de Phoenix dactylifera influye de

manera eficiente en la produccién de celulosa bacteriana

b. La aplicacion de suero de leche y zumo de datil de Phoenix dactylifera influye en

las caracteristicas fisicas de la celulosa bacteriana

c. La aplicacion de celulosa bacteriana influye en las caracteristicas fisicas y

sensoriales de una emulsién para fines alimentarios



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

En relacion con la problemética formulada se revisaron investigaciones que se centran
en la aplicacion de cepas o consorcios bacterianos capaces de producir CB de manera
més eficiente utilizando medios rentables y productos de desecho industriales o

agricolas para optimizar los rendimientos.

A continuacién, se detallan algunos antecedentes de investigaciones
relacionadas con la problematica planteada en esta investigacion.

2.1. Antecedentes de la investigacién

En un estudio realizado por Shezad et al. (2009), produjeron CB utilizando los residuos
del caldo de fermentacion de cerveza (RFC) mediante Gluconacetobacter hansenii, y se
compard con la produccion de CB en un medio quimicamente definido (QD). Las
fermentaciones se llevaron a cabo en cultivos por lotes y cultivos por lotes alimentados.
El cultivo por lotes consistio en 2 L de medio fijo, mientras que el cultivo por lotes
alimentados consistié en 500 ml de medio inicial, alimentado con 250 ml de medio nuevo
hasta completar 2 L. En ambos casos, se utilizaron frascos de fermentacion de 3 L con
una tasa de aireacion de 1 vvm, pH ajustado a 5, y una temperatura de 30 °C durante
30 dias. Los resultados revelaron un aumento general de 2-3 veces en la produccién de
CB en el cultivo por lotes alimentados en comparacion con el cultivo por lotes. El medio
a base de RFC fue ligeramente superior al medio QD, produciendo 750 g de CBen 2 L
de medio, con un grosor de 250 mm. El cambio del pH durante la fermentacién no fue

muy significativo, siendo la mayor disminucién en el cultivo por lotes.

Continuando con su investigacién, Shezad et al. (2010) determinaron la
capacidad de retencion de agua (CRA) y la tasa de liberacion de agua (TLA) de la
celulosa bacteriana (CB) obtenida utilizando un medio a partir de los residuos del caldo
de fermentacion de cerveza (RFC) mediante Gluconacetobacter hansenii. Encontraron
gue la CB obtenida con un medio quimicamente definido (QD) tiene una CRA de 273
veces su peso seco, mientras que la CB obtenida a partir de RFC presenta una CRA de
302 veces su peso seco. También observaron que la CRA es mayor en el cultivo por
lotes en comparacion con el cultivo por lotes alimentado. La TLA en el cultivo por lotes
alimentado tomo 75 horas, mientras que en el cultivo por lotes fue de 64 horas. Ademas,
analizaron la morfologia y superficie de la CB mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), encontrando que las nanofibrillas oscilaban entre 10 y 180 nm. Las

fibrillas producidas en el medio QD en el cultivo por lotes alimentado eran extendidas y



de tamafio uniforme, mientras que en el cultivo por lotes las fibrillas eran més pequenas.
En el caso de las fibrillas producidas utilizando RFC, eran més abarrotadas y delgadas
en comparacion con las fibrillas de CB obtenidas en el medio QD.

Siguiendo la linea de aprovechar los residuos industriales para la produccion de
CB, Carreira et al. (2011) utilizaron licor de pulpa de sulfito, extracto acuoso de pieles
de uva, suero de queso en polvo y residuo de glicerol crudo como sustratos para la
produccién de CB mediante Gluconacetobacter sacchari, cepa obtenida de Kombucha.
La fermentacion se llevd a cabo en un cultivo estatico a 30 °C durante 4 dias.
Determinaron la concentracién de las fuentes de carbono mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC), encontrando que el licor de pulpa de sulfito contenia
8,33 g/L, el extracto de pieles de uva 11,5 g/L, el suero de queso 5,98 g/L y el glicerol
crudo 47 g/L. La produccién de CB obtenida fue de 0,3 g/L para el medio a partir de licor
de pulpa de sulfito, 0,6 g/L para el medio a partir de pieles de uva, 0,1 g/L para el medio
a partir de suero de queso y 0,1 g/L para el medio a partir de residuos de glicerol.
Tuvieron un porcentaje de conversion de sustrato del 28 % en el medio a partir de pulpa
de sulfito, 16 % del medio a partir de pieles de uva, 42 % para el medio a base de suero
de queso y 4 % para el medio a partir de residuos de glicerol. Un rendimiento de
produccion del 18 % en el medio a partir de pulpa de sulfito, 24 % del medio a partir de
pieles de uva, 10 % para el medio a base de suero de queso y 7 % para el medio a partir
de residuos de glicerol. Ademas, analizaron la estructura morfol6gica de la CB mediante
SEM y encontraron que todas las CB estudiadas presentaron la tipica red tridimensional

homogénea de nano y microfibrillas caracteristicas de la celulosa bacteriana.

De manera similar, Castro et al. (2011) produjeron CB utilizando jugo de cascara
de pifia mediante el uso de Gluconacetobacter swingsii. Como medio de comparacion,
se empled el medio HS. Las fermentaciones se realizaron en condiciones estaticas, con
un pH de 3,5 a 28 °C, durante 13 dias. La produccién de CB fue de 2,8 g/L en el medio
a base de cascara y de 2,1 g/L en el medio Hestrin—-Schramm (HS). La tasa de
produccién de CB fue de 0,009 g/L-h (g/L de CB seca por hora) en el medio a base de
cascara y de 0,007 g/L-h en el medio HS. Ademas, el andlisis morfolégico mediante
SEM mostré que las microfibrillas de todas las membranas tenian un ancho entre 20 y
70 nm.

Por otro lado, Gomes et al. (2013) produjeron CB utilizando residuos de almazara
(orujo) provenientes del proceso de extraccion de aceite, mediante el uso de
Gluconacetobacter sacchari. Como medio de comparacion, se emple6 el medio HS. Los
residuos de almazara fueron sometidos a un tratamiento térmico a 40 °C para extraer

los azUcares. Las fermentaciones se realizaron en condiciones estéticas, utilizando 50



ml de medio, con un pH de 4,5, a 30 °C, durante 4 dias. La produccién de CB fue de
0,81 g/L en el medio a base de orujo, y de 2,5 g/L en el medio HS. La conversion de
sustrato fue del 90 % en el medio de orujo y del 82 % en el medio HS. La tasa de
produccion de CB fue de 0,026 g/L-h en el medio de orujo y de 0,099 g/L-h en el medio
HS. El rendimiento de produccién de CB fue de 9,86 % en el medio de orujo y de 13,88
% en el medio HS. Ademas, el analisis morfolégico mediante SEM mostré que las
membranas presentaban la estructura tridimensional tipica de nano y microfibrillas de
CB.

En la misma linea, Cavka et al. (2013) produjeron CB utilizando lodos fibrosos
de los procesos de sulfatos y sulfitos, provenientes de la industria de la pulpa y el papel
y de biorrefinerias lignoceluldsicas, mediante Gluconacetobacter xylinus. Los lodos
pasaron por un proceso de hidrolisis para aumentar la disponibilidad de sus azucares.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en condiciones estéticas, utilizando medios que
contenian 30 ml de sulfatos y sulfitos suplementados, ambos con doble dilucién, con un
pH de 5, a una temperatura de 30 °C durante 7 dias. Durante la fermentacion hubo una
reduccion del pH a 3 en ambos medios. La produccion de CB obtenida fue de 6,23 g/L
y 4,65 g/L (peso seco) para los medios de sulfatos y sulfitos, respectivamente. El
rendimiento de CB fue del 22 % y 17 % para los medios de sulfatos y sulfitos,
respectivamente. El grosor de las membras de CB fue del 2,83 mm y 2,59 mm para los
medios de sulfatos y sulfitos, respectivamente. Ademas, se analizd6 la estructura
morfol6gica de la CB mediante SEM y se evalu6 la CRA. La morfologia de la superficie
de las peliculas de CB obtenidas en diferentes medios fue similar, con un ancho
promedio de 35 nm a 40 nm. Se encontrd que la CB producida en el medio de sulfatos
tenia una CRA del 99,5 %, mientras que la CB obtenida en el medio de sulfitos presenté
una CRA del 99,4 %.

De manera similar, Rani y Appaiah (2013) produjeron celulosa bacteriana (CB)
utilizando cascaras de cereza de café mediante el uso de Gluconacetobacter hansenii.
Como medio de comparacion, se empled el medio HS. Las cascaras se trituraron y se
hirvieron con agua (1:1) durante 30 minutos para obtener un extracto. Las
fermentaciones se realizaron en condiciones estaticas, en matraces de 500 ml con 100
ml de medio, con un pH de 4,5, a 27 °C, durante 14 dias. La produccion de CB fue de
8,2 g/L en el medio a base del extracto y de 1,5 g/L en el medio HS. La tasa de
produccion de CB fue de 0,024 g/L-h en el medio a base del extracto y de 0,004 g/L-h
en el medio HS. Ademas, el andlisis morfolégico mediante SEM mostré que las

microfibrillas de todas las membranas tenian un tamafio promedio de poro de 1 um. El
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grosor de las membranas fue de 54 pm para el medio a base del extracto y de 38 um

para el medio HS.

Por su parte, Fan et al. (2016) produjeron CB utilizando céscaras y orujo de
citricos, tratados previamente con un proceso enzimatico (COPE), mediante el uso de
Komagataeibacter xylinus. Adicionalmente, produjeron CB en un medio HS para efectos
de comparacion. La fermentacion se llevé a cabo en condiciones estaticas a 30 °C y un
pH de 6, durante 8 dias. El contenido de azUcares totales en el medio COPE fue de 135
g/L. Se obtuvo un rendimiento de 5,7 g/L de CB en el medio a partir de COPE y de 3,9
g/L en el medio HS, ambos en peso seco. La tasa de produccién de CB fue de 0,030
g/L-h en el medio a partir de COPE y de 0,020 g/L-h en el medio HS. Ademas, se analiz6
la estructura morfolégica de la CB mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).
Los didmetros promedio de las nanofibrillas de CB obtenidas en el medio COPE fueron
de 50 nm, mientras que en el medio HS fueron de 60 nm, destacando sus

microestructuras similares.

Por otro lado, Salari et al. (2019) produjeron CB utilizando melaza de remolacha
azucarera y suero de queso como sustratos, mediante Gluconacetobacter xylinus.
Adicionalmente, emplearon un medio HS como control. Los sustratos fueron sometidos
a tratamientos previos para aumentar la disponibilidad de azucares: la melaza de
remolacha fue tratada térmicamente con acido sulftrico, mientras que el suero de queso
fue hidrolizado en glucosa y galactosa utilizando lactasa comercial. La fermentacion se
llevé a cabo en condiciones estéaticas a 28 °C y un pH de 5,5, durante 14 dias. El
contenido total de carbohidratos en los medios se determiné mediante el método fenol-
acido sulfurico, encontrando que el medio a base de melaza contenia 20 g/L, el de suero
de queso 30 g/L y el medio HS 20 g/L. La produccion de CB fue de 4,56 g/L para el
medio de melaza, 3,55 g/L para el medio de suero de queso, y 3,26 g/L en el medio HS.
El porcentaje de conversién de sustrato fue de 25,34 % en el medio de melaza, 14,20
% en el de suero de queso y 16,37 % en el medio HS. La tasa de produccién fue de
0,014 g/L-h en el medio de melaza, 0,011 g/L-h en el de suero de queso y 0,010 g/L-h
en el medio HS. Al final de la fermentacion, el pH vari6 a 4 en el medio de melaza, 4 en
el de suero y 3,1 en el medio HS. El andlisis morfolégico mediante SEM reveld que las
membranas de CB estaban compuestas por nanofibras en forma de varilla, formando
una red ultrafina con un didmetro promedio entre 50 nm y 70 nm. Las micrografias del
medio de melaza mostraron fibrillas mas densas en comparacién con las del medio de

suero de queso.

De la misma manera, Abol-Fotouh et al. (2020) produjeron CB utilizando datiles

secos de desecho, higos de desecho y melaza de cafia de azucar como fuentes de
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carbono, mediante Komagataeibacter saccharivorans, aislado de bebidas fermentadas.
Adicionalmente, emplearon un medio HS como control. Tanto los datiles como los higos
pasaron por un proceso previo para obtener sus extractos, mientras que la melaza de
cafia de azucar fue tratada con &cido sulfarico para aumentar la disponibilidad de sus
azucares. El medio HS sirvi6 como base de produccion, sustituyendo la glucosa por las
tres fuentes de carbono estudiadas (10 % v/v). El contenido inicial de azlcares totales
fue de 62 g/L, 56 g/L, 14 g/L y 20 g/L en los medios de melaza, datil, higo y HS
respectivamente. Las fermentaciones se realizaron en condiciones estaticas a un pH de
6 y una temperatura de 28 °C durante 7 dias. La produccion de CB (peso seco) fue de
3,99/L, 3,2g/Ly1d/L paralos medios de melaza, datil e higo respectivamente, mientras
gue en el medio HS se obtuvo 2,6 g/L. El porcentaje de conversion de sustrato fue del
91 %, 79 % y 73 % en los medios de melaza, datil e higo respectivamente, y del 89 %
en el medio HS. El rendimiento de produccion fue del 6,2 %, 5,7 % y 7,8 % para los
medios de melaza, datil e higo respectivamente, mientras que en el medio HS fue del
14,6 %. La tasa de productividad fue de 0,023 g/L-h, 0,019 g/L-h y 0,007 g/L-h en los
medios de melaza, datil e higo respectivamente, mientras que en el medio HS fue de
0,015 g/L-h. La capacidad de retencién de agua (CRA) fue de 104 g/g, 99,6 g/g y 97,3
g/g (gramos de agua por g de CB) para los medios a base de melaza, datil e higo
respectivamente, mientras que en el medio HS fue de 98,6 g/g. La tasa de liberacién de
agua (TLA) fue de 44 h, 44 h y 36 h en los medios a base de melaza, datil e higo
respectivamente, y en el medio HS de 40 h. La variacién de pH al final de la fermentacion
fue de 3,8, 4,1, 4,8 y 4,5 para los medios de melaza, datil, higo y HS respectivamente.
Ademas, el analisis morfologico mediante SEM mostr6 que las membranas no
presentaron variaciones significativas, y el diametro de las nanofibras oscilé entre 10 nm

y 90 nm.

Por su parte, Feng et al. (2024) produjeron CB utilizando suero de soya
proveniente de tofu mediante Kombucha, afiadiendo Unicamente fuentes de carbono.
Estudiaron cinco variables que pueden afectar el rendimiento: la fuente de carbono
afadida al suero de soya, la concentracion de la fuente de carbono, la cantidad de
inoculacion de Kombucha, la temperatura de fermentacion, y los dias de fermentacion.
Encontraron que las condiciones 6ptimas de fermentacién fueron: 8,5 % (p/v) de
sacarosa, 10 % (v/v) de inoculacién de Kombucha, 32 °C de temperatura, pH de 6 y 11
dias de fermentacion. Bajo estas condiciones, obtuvieron un rendimiento de CB de 42
g/L (peso seco). La tasa de produccién de CB fue de 0,159 g/L-h. Ademas, analizaron
la estructura morfoldgica de la CB mediante SEM, el contenido de agua (CA) y el grado

de rehidratacion (GR), comparando los resultados con la CB obtenida mediante el medio
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HS. El diametro de las fibras de la CB en el medio HS varié de 20 nm a 100 nm, mientras
gue las fibras del medio a partir de suero de soya de tofu variaron de 20 nm a 160 nm.
El CA de la CB obtenida a partir de suero de soya de tofu estuvo entre 83 % y 92 %. El
GR fue cercano al 100 %.

De manera similar, Ochoa (2024) produjo CB utilizando aloe vera y moringa
mediante un consorcio de bacterias y levaduras (Gluconacetobacter, Lactobacillus,
Lactococcus, Ruminococaceae y Propionibacterium). Como medio de comparacion, se
empled un medio a base de dextrosa (50 g/L). Los medios con extractos de aloe vera
se prepararon en distintas proporciones con dextrosa (50:50, 75:25, 25:75), y a todos
se les afiadi6 3,6 g/L de moringa. Las proporciones se calcularon a partir de una base
de 50 g/L. Las fermentaciones se realizaron en condiciones estaticas, en envases de
vidrio con 80 ml de medio, a 25 °C, durante 15 dias. El pH de los medios oscil6 entre
2,55y 2,8. La produccién de CB fue de 5,4 g/L en el medio control y de 9,15 g/L, 3,56
g/L y 6 g/L en las proporciones 50:50, 75:25 y 25:75, respectivamente. La tasa de
produccion de CB en el medio control fue de 0,015 g/L-h, mientras que en las
proporciones 50:50, 75:25 y 25:75 fue de 0,025 g/L-h, 0,010 g/L-h y 0,017 g/L-h,
respectivamente. El valor final de pH mostré una ligera reduccion en todos los medios,
excepto en la proporcion 25:75. Ademas, el andlisis morfolégico mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) revel6 que las membranas presentaban una superficie

rugosa, sin grietas ni poros, y que habia particulas asociadas al gel de aloe vera.

Al respecto, es importante mencionar que otras investigaciones se centran en la
identificacion de nuevas cepas productoras de CB. Almihyawi et al. (2024) produjeron
CB utilizando Rhizobium sp., una cepa aislada de raices de frijol. Adicionalmente, para
efectos de comparaciéon, también produjeron CB utilizando Komagataeibacter hansenii.
Las fermentaciones se llevaron a cabo en un cultivo estatico, utilizando un medio HS de
100 ml, que contenia 15 g/L de glucosa, con un pH de 6,5, a una temperatura de 30 °C
durante 7 dias. La produccion de CB obtenida fue de 2,05 g/L y tasa de produccion de
0,015 g/L-h. Ademas, analizaron la estructura morfolégica de la CB mediante SEM, la
capacidad de retencion de agua (CRA), y la tasa de liberacion de agua (TLA). Las
microfibrillas de celulosa en la CB se distribuyeron de forma aleatoria y presentaban
numerosos huecos. Se encontré que la CB producida por Rhizobium sp. tenia una CRA
de 130 g/g, mientras que la CB obtenida con K. hansenii tenia una CRA de 115 g/g. La
TLA fue de 35 h para Rhizobium sp. y 28 h para K. hansenii. Los resultados mostraron
que la CB producida por Rhizobium sp. presentaba propiedades similares a la CB

producida por K. hansenii.
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La CB aplicada como posible emulsionante fue estudiada previamente por
Akoglu et al. (2018). En su investigacion aplicaron CB en mayonesa reducida en grasa
y caracterizaron su comportamiento reoldgico. El contenido de aceite se redujo del 75
% al 60 %. La CB se aplicé en la formulacién de la mayonesa en porcentajes de 0 %,
0,25 %, 0,5 %, 0,75 %, 1 % y 2 %. Encontraron que todas las muestras presentaron un
comportamiento pseudoplastico no newtoniano y que la muestra control fue la que tuvo
mayor viscosidad. También realizaron una evaluacion sensorial, indicando que no hubo
diferencia significativa (p < 0,05) entre los grupos en términos de olor, espesor,
untuosidad y regusto. Concluyeron gue la CB podria usarse como un sustituto de grasa

en la producciéon de mayonesa reducida en grasa.

El comportamiento reolédgico en formulaciones de mayonesa con emulsionantes
también fue detallado en la investigacion de Kumar et al. (2021), donde caracterizaron
el comportamiento de la mayonesa con distintos agentes emulsionantes, exploraron el
potencial del homogeneizador de ultrasonidos de sonda y los hidrocoloides en la
formulacion y estabilizacién de mayonesa formulada con gomas xantana y goma guar.
Estudio el efecto del tratamiento ultrasonico (12 min a 20 %, 30 %, 40 % de amplitud) y
los estabilizadores goma xantana (XG; 0,5 % p/p), goma guar (GG; 0,5 % p/p) y XG/GG
(1:1) sobre las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de la mayonesa. Los datos
reoldgicos que comprenden la velocidad de corte (y) y el esfuerzo cortante (t) se analizé
a través del modelo reoldgico de la Ley de Potencia. Todos los datos experimentales se
ajustaron a la curva del modelo casi a la perfeccién (R?= 0,9992) para cada muestra.
Las muestras exhibieron un comportamiento pseudoplastico no newtoniano con un
indice de comportamiento de flujo (n) < 1 y un indice de consistencia (K) 43,58—-72,38
Pa.s". La viscosidad aparente medida a una velocidad de corte de 0-20/s, disminuyé
abruptamente, mediante la aplicacién de una amplitud del 40 %, mas prominente en las
muestras GG (1 007 Pa.s a 608 Pa.s) en comparacion con XG (1 625 Pa.sa 1 304 Pa.s).

2.2. Bases Teoricas
2.2.1. Celulosa Bacteriana

La celulosa, un polisacarido ampliamente utilizado en diversas aplicaciones a nivel
mundial, es el biopolimero mas abundante en la naturaleza. Es el componente principal
de las paredes celulares en la mayoria de las plantas, hongos, algunas algas, y también
se encuentra en ciertos mohos, siendo obtenida principalmente de plantas. Ademas, la
celulosa puede ser producida por algunas cepas bacterianas, conocida como celulosa
bacteriana (CB) (Muthu y Rathinamoorthy, 2021; Park et al., 2009). La CB, también
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llamada celulosa microbiana, es un tipo de celulosa natural biodegradable sintetizada

por bacterias (Manoukian et al., 2019).

La CB es una de las formas mas puras de celulosa, a diferencia de la celulosa
vegetal que contiene hemicelulosa y lignina (Park et al., 2009; Ramirez Tapias et al.,
2022). La estructura macromolecular y las propiedades de la CB difieren de las de la
celulosa vegetal (Park et al., 2009; Muthu y Rathinamoorthy, 2021).

2.2.1.1. Estructura quimicay fisica de la celulosa bacteriana

La celulosa (Figura 1) es un polimero lineal de unidades de azucar D-glucopiranosa
conectadas mediante enlaces . Tanto la CB como la celulosa vegetal comparten la

misma formula molecular, (C¢H1(05),.

Figura 1

Estructura quimica de la celulosa

CH,0H H  OH CH,0H
H 0 0 H H e
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H  OH CH,0H H  OH

Nota. La CB como la celulosa vegetal constan de un homopolimero lineal de
mondémeros de glucosa. Tomado de Khan et al. (2007).

El grado de polimerizacion, es decir, la union lineal de monémeros de glucosa,
de la CB varia entre 2 000 y 6 000, lo cual es significativamente menor que el de la
celulosa vegetal, que se encuentra aproximadamente entre 13 000 y 14 000 (Park et al.,
2009; Muthu y Rathinamoorthy, 2021).

La cristalinidad, que se refiere a la disposicion de las cadenas de celulosa, es
del 65 % en la celulosa vegetal, lo que la hace inaccesible a cualquier disolvente. En
cambio, la CB, al ser una forma pura de celulosa, presenta un mayor porcentaje de
cristalinidad (60 % - 80 %), lo que le confiere una mayor resistencia (Park et al., 2009;
Muthu y Rathinamoorthy, 2021).

El didmetro de las fibras de CB es cien veces menor que el de la celulosa vegetal.
La estructura nanofibrosa autoensamblada es una de las caracteristicas fisicas Unicas
de la CB frente a la celulosa vegetal, con didmetros que oscilan entre 20 nm y 100 nm.
Estas caracteristicas le otorgan una alta resistencia a la traccion, elevada cristalinidad,

y una notable capacidad para retener agua debido a su alta hidrofilia y una significativa
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relacion superficie/masa (alta porosidad vy fibras finas). Ademas, la CB presenta una
mayor estabilidad quimica y biolégica que la celulosa vegetal. Estos cambios en su
estructura fisica resultan en variaciones drasticas en sus propiedades fisicas respecto
a la celulosa vegetal, ademas de ser relativamente econdmica de producir (Park et al.,
2009; Muthu y Rathinamoorthy, 2021; Manoukian et al., 2019; Ramirez et al., 2022).

2.2.1.2. Sintesis de la celulosa bacteriana

Diversas especies bacterianas pueden producir celulosa, siendo la mayoria de ellas
gramnegativas, como Acetobacter, Azotobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella,
Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter y Alcaligenes. También existen especies
grampositivas como Sarcina ventriculi, Salmonella y Escherichia, que tienen la
capacidad de producir celulosa. Entre todas las cepas bacterianas identificadas,
Acetobacter xylinum destaca como una de las mas prometedoras para la produccién de

celulosa (Muthu y Rathinamoorthy, 2021).

La cepa Acetobacter xylinum se encuentran naturalmente en las superficies de
frutas y flores, donde producen una pelicula de celulosa que cumple varias funciones:
retiene la humedad, protege a las bacterias de la luz ultravioleta y, en medios liquidos,
ayuda a las bacterias a permanecer cerca de la superficie, donde el oxigeno es mas
abundante. Ademas, en frutos, se ha comprobado que esta pelicula inhibe la

colonizacién de organismos competidores (Bodin et al., 2011).

La CB se sintetiza en la pared celular externa y en la membrana del citoplasma
mediante una enzima llamada celulosa sintasa. Durante la biosintesis, las bacterias
utilizan varios compuestos de carbono presentes en el medio de nutricién, los cuales

son polimerizados en cadenas simples y lineales de B-1,4-glucano (Park et al., 2009).

La CB se secreta fuera de las células a través de una fila lineal de poros situados
en la superficie de la pared celular o membrana externa. Posteriormente, las cadenas
de B-1,4-glucano ensambladas fuera de la célula forman subfibrillas, cada una
compuesta por aproximadamente 10 a 15 cadenas nacientes de B-1,4-glucano. Estas
subfibrillas, con un ancho aproximado de 1,5 nm, son algunas de las fibras naturales
més delgadas. Las subfibrillas se cristalizan en microfibrillas, que se agrupan en haces
y, finalmente, en cintas. Cada cinta estd formada por alrededor de 1 000 cadenas
individuales de glucano. Se producen dos tipos de CB: celulosa | y celulosa Il (Figura
2). La celulosa | es la forma més cristalina, formandose mediante una disposicion en
cintas de fibrillas, mientras que la celulosa Il es un polimero amorfo que es

termodindmicamente estable (Park et al., 2009; Muthu y Rathinamoorthy, 2021).
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En condiciones de cultivo estaticas las cadenas de celulosa se unen mediante
enlaces de hidrogeno para formar una ldmina o membrana gruesa y gelatinosa. La
estructura tridimensional de esta membrana esta compuesta por una red ultrafina de
nanofibras de celulosa, con diametros de entre 3 nm y 8 nm, altamente orientadas en
una sola direccion. Cabe destacar que la formacién de CB sélo ocurre en la interfase
aire/liquido y no sobre o dentro del medio (Park et al., 2009; Muthu y Rathinamoorthy,
2021).

Figura 2

Sintesis de la celulosa bacteriana

Celulosa ll

Membrana citoplasmatica
Haces

Celulosa |

Envoltura de
lipopolisacaridos

Cintas de nanofibras
""""""" de celulosa

Nota. La alta cristalinidad de la CB se debe a la formacion de
celulosa |. Adaptado de Muthu y Rathinamoorthy (2021).

2.2.2. Métodos de produccion de celulosa bacteriana

Para producir CB, se emplean principalmente dos métodos de cultivo: estéatico y agitado
(Figura 3). En el método estético, se prepara un medio nutritivo adecuado para la cepa
bacteriana, se inocula y se deja reposar sin perturbaciones durante toda la fermentacion.
En este proceso, la celulosa se forma en la superficie del medio en forma de estera, y
es crucial mantener una adecuada aireaciéon. Por otro lado, en el método agitado, la
fermentacion se realiza en un agitador rotatorio, lo que aumenta el suministro de oxigeno

y favorece la produccién de celulosa en forma de bolas (Muthu y Rathinamoorthy, 2021).
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En el método de cultivo estatico, se ha estudiado la produccion de celulosa
bacteriana (CB) utilizando el “hongo del té€”, una simbiosis de levaduras osmdfilas y
bacterias del &cido acético. Este "hongo del té" se emplea en la produccién de una
bebida fermentada conocida como Kombucha. Durante la fermentacion de Kombucha,
se forma CB, que a menudo se utiliza para fermentar lotes posteriores de la bebida.
Varios estudios han explorado la produccion de CB utilizando cultivos de Kombucha,
destacando su conveniencia y la simplicidad de su procesamiento (Muthu y
Rathinamoorthy, 2021).

Figura 3

Métodos de produccion de celulosa bacteriana

Métodos de produccion de CB

Método de cultivo Método de cultivo
estético agitado
I
I I
CLél_tIVO etstatmo Agitadores R_eaptc_)res
iscontinuo rotatorios biologicos
alimentado

Nota. Adaptado de Muthu y Rathinamoorthy (2021).

2.2.2.1. Kombucha

La Kombucha, o té de Kombucha, es una bebida fermentada tradicionalmente elaborada
a partir de hojas de té negro o verde y azlcar. Este proceso de fermentacion da lugar a
una bebida efervescente y ligeramente acida con un sabor agradablemente dulce, que
inicialmente recuerda a la sidra de manzana. Sin embargo, si se deja fermentar durante
mas tiempo, su sabor se torna més éacido, similar al del vinagre (Soares et al., 2021;
Dutta y Paul, 2019). La accion conjunta de levaduras y bacterias durante la fermentacion
del azdcar produce etanol y &cidos, que actian como conservantes naturales,

prolongando la vida util de la bebida (Dutta y Paul, 2019).

La preparacion de la Kombucha se basa principalmente en té negro azucarado
(sacarosa), que sirve como sustrato cuando se le aflade un cultivo de bacterias y
levaduras, responsables de la fermentacion. Este cultivo es conocido como SCOBY, por
sus siglas en inglés (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), que en espafiol se

traduce como "Cultivo simbiético de bacterias y levaduras" (Soares et al., 2021).
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El proceso tipico de su preparacion (Figura 4) comienza hirviendo agua, a la que
se le aflade sacarosa (20 g/L - 100 g/L) y hojas de té (5 g/L - 12 g/L) durante al menos
5 minutos. Luego, la mezcla se enfria a una temperatura ambiente de 20 °C. En estas
condiciones, se inocula con Kombucha liquida de un lote anterior (10 % - 20 %) y se
coloca una biopelicula bacteriana de celulosa (SCOBY), también proveniente de un lote
anterior (Jayabalan et al., 2014; Soares et al., 2021).

Figura 4

Técnica de preparacion de la Kombucha

Hervir agua

Afadir azlcar
y hojas de té

Agregar Kombucha y — hojas de té
SCOBY de un lote anterior v

Fermentar |i observar crecimiento de SCOBY i
(8-15 dias) Ji Probar la acidez i

SCOBY y Kombucha
v para el proximo lote
Envasar

Nota. Adaptado de Dutta y Paul (2019).

En la fermentacidn, las levaduras y bacterias (SCOBY) inician la descomposicion
del azlcar, desencadenando una cascada metabdlica (Figura 5). En las etapas
tempranas de la fermentacion, la levadura produce invertasa, que descompone la
sacarosa en glucosa y fructosa, disponibles como fuente de carbono para todos los
organismos. Las levaduras luego utilizan estos monosacaridos para producir etanol y
dioxido de carbono. Posteriormente, las enzimas bacterianas oxidan el etanol,
produciendo &cido acético, lo que reduce el pH de la Kombucha. Durante la
fermentacion, las bacterias también producen celulosa, formando biopeliculas en la

superficie del sustrato (May et al., 2019).
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Figura 5
Metabolismo de la Kombucha e interacciones microbianas
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Nota. Luego de la fermentacién se obtiene la bebida burbujeante, acida y ligeramente
alcohdlica. Tomado de May et al., (2019).

2.2.2.2. Cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY)

SCOBY es una pelicula celulésica incrustada con una simbiosis de bacterias y
levaduras, que se utiliza como cultivo iniciador para la fermentacion de la Kombucha.
Esta pelicula, producida por la sintesis bacteriana, se forma durante el proceso de
fermentacion como un "SCOBY hijo" sobre el "SCOBY madre" (cultivo iniciador),
flotando en la superficie del té (Marsh et al., 2014). El término SCOBY fue acufiado por
Len Porzio para diferenciar entre el t¢ de Kombucha y el cultivo de Kombucha (Crum y
LaGory, 2019).

En concreto, SCOBY es el crecimiento simbidtico de bacterias del acido acético
y especies de levaduras osmdfilas en una estera zoogleal. Durante la fermentacion de
la Kombucha, las bacterias sintetizan celulosa bacteriana, que se aglomera en la
superficie, dandole la apariencia de un moho, por lo que también se le conoce como
"hongo del té" (Jayabalan et al., 2014; Soares et al., 2021; Dutta y Paul, 2019).

Ademas, SCOBY es conocido por otros nombres, como Haipao (Marsh et al.,
2014), biofilm, membrana, zooglea y cultivo (Crum y LaGory, 2019). En inglés, los
términos usados para referirse a SCOBY incluyen bacterial cellulose (celulosa
bacteriana), kombucha mushroom (hongo kombucha), kombucha sponge (esponja
kombucha), magic mushroom (hongo magico), manchurian mushroom (hongo de
Manchuria), miracle mushroom (hongo milagroso), pellicle (membrana), tea beast

(bestia del té) y tea fungus (hongo del té) (Crum y LaGory, 2019).
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Diversas bacterias y levaduras se encuentran en el SCOBY (Tabla 1), siendo

Tabla 1

Principales microorganismos en el SCOBY

Acetobacter la especie responsable de crear la estructura de red celuldsica que sirve
como base fisica para el desarrollo de la simbiosis (Dutta y Paul, 2019).

Bacterias

Levaduras

Acetobacter sp.
Acetobacter aceti

Acetobacter pasteurianus
Acetobacter nitrogenifigens

Acetobacter peroxydans
Bacterium gluconicum

Enterobacter
cancerogenus
Enterobacter cloacae

Enterobacter ludwigii.

Gluconacetobacter
kombuchae
Gluconacetobacter
europaeus
Gluconobacter
saccharivorans
Gluconobacter oxydans

Komagataeibacter xylinus

Komagataeibacter
rhaeticuse
Komagataeibacter hansenii

Lactobacillus fermentum

Oenococcus oeni

Arxula adeninivorans

Brettanomyces
lambicus
Brettanomyces
claussenii
Brettanomyces
custersii
Candida kefyr

Candida krusei
Candida stellata

Candida stellimalicola
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Debaryomyces

hansenii
Dekkera anomala

Dekkera bruxellensis

Eremothecium ashbyii

Eremothecium
cymbalariae
Halomonas sp.

Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora meyeri

Hanseniaspora
valbyensis
Hanseniaspora vineae

Herbaspirillum sp.
Kazachstania telluris
Kazachstania exigua
Kloeckera apiculata

Kluyveromyces
marxianus

Lachancea thermotolerans
Lachancea fermentati

Lachancea kluyveri
Merimblaingelheimense

Meyerozyma caribbic
Meyerozyma guilliermondii
Mycoderma sp.

Mycotorula sp.
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces ludwig

Saccharomycodes ludwigii
Saccharomycopsis fibuligera

Schizosaccharomyces
pombe
Starmeraamethionina

Starmeracaribae

Pichia fermentans

Pichia mexicana
Sporopachydermialactativor
Torulaspora delbrueckii

Torulopsis sp.
Zygowilliopsis californica

Zygosaccharomyces bailii

Nota. Adaptado de Soares et al. (2021).
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2.2.3. Factores que influyen en la produccion de la celulosa bacteriana

Los medios de cultivo desempefian un papel crucial en la produccion de celulosa CB
(Tabla 2), ya que los distintos componentes presentes en ellos afectan directamente
tanto la calidad como la cantidad de celulosa producida (Muthu y Rathinamoorthy, 2021).

Los medios de cultivo para la produccién de celulosa bacteriana (CB) se
clasifican en medios definidos y no definidos. Los medios definidos poseen
composiciones y concentraciones quimicas especificas y conocidas. Un ejemplo de
estos es el medio de Hestrin y Schramm (HS), ampliamente utilizado para cultivar
bacterias productoras de CB. Sin embargo, estos medios son costosos y requieren
recursos adicionales como glucosa, peptona, extracto de levadura, y etanol, entre otros.
Por otro lado, los medios no definidos utilizan fuentes naturales cuya composicion
quimica no est4d completamente determinada, lo que los hace mas econdmicos.
Ejemplos de estos medios incluyen la cascara de pifia y la melaza de remolacha
azucarera (ElI-Gendi et al., 2022).

Tabla 2
Componentes y condiciones del medio de cultivo

La glucosa, la sacarosa y la fructosa son las fuentes de

Fuente de - e
carbono comunes utilizadas para la produccién de
carbono )
celulosa bacteriana.
Proporciona nutricién para el crecimiento celular y el
Fuente de metabolismo.
nitrégeno El extracto de levadura y la peptona son las fuentes de
nitrdégeno mas utilizadas.
El pH del crecimiento celular y la produccion de celulosa
pH bacteriana es completamente diferente. Normalmente

pHde4a7.
Aumenta la actividad metabolica y el crecimiento celular
y controla la tasa de produccién de celulosa.

Suministro de
oxigeno

Diversos acidos organicos, alcoholes, polisacaridos y
Otros desechos industriales con alto contenido de minerales,
nutrientes vitaminas y otros nutrientes utilizados para reducir el
costo de los medios y mejorar la produccion de celulosa.
28-30 °C es la temperatura 6ptima para la produccién de
Temperatura  celulosa por varias cepas, independientemente de las

fuentes de carbono utilizadas/tipos de medios.
El tiempo de fermentacion depende en gran medida del
Tiempo de requerimiento final de celulosa bacteriana. En el método
fermentacion  de cultivo estético varia de 12 a 21 dias y en agitado de

2 a5 dias.
Nota. Adaptado de Muthu y Rathinamoorthy (2021).

En relacion con los medios no definidos, es importante destacar que
aproximadamente el 30 % del costo de producir celulosa bacteriana esté relacionado

con los costos de los medios de cultivo, lo que limita la produccion comercial o a gran
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escala de celulosa bacteriana a nivel industrial (Muthu y Rathinamoorthy, 2021). Como
alternativa, se ha propuesto el uso de residuos agricolas para la produccién de CB, entre
los cuales se incluyen desechos de granjas, cultivos, horticultura y productos lacteos.
Estos residuos comprenden paja, tallo, rastrojo, hojas, cascarilla, cadscara, pulpa, entre
otros, y provienen de cereales como arroz, trigo, maiz, sorgo y cebada; algodon,
cacahuete, yute, legumbres (tomate, judia, soja); café, cacao, té; frutas como manzana,

uva, platano, mango, coco; y aceite de palma (Urbina et al., 2021).

2.2.4. La celulosa bacteriana en la industria alimentaria

La CB es reconocida como una fibra dietética, y desde 1992, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos la clasifica como "generalmente

reconocida como segura" (GRAS, por sus siglas en inglés) (Ullah et al., 2016).

La CB tiene un gran potencial en la industria alimentaria debido a su alta pureza,
diversidad de texturas y formas (como particulas, esferas, filamentos, pulpas, peliculas
y fibras de varias formas), capacidad para absorber cambios in situ, como colores y
sabores del medio de cultivo, y un proceso de produccion simple (Choi et al., 2022). Sus
propiedades multifuncionales permiten su uso potencial como espesante y gelificante,
estabilizador, retenedor de agua y material de embalaje (Shi et al., 2014). En la Tabla 3
se mencionan algunas aplicaciones actuales y otras en estudio de la CB en la industria

alimentaria.

Tabla 3

La celulosa bacteriana en la industria de alimentos

Categoria de productos Aplicacion de CB en alimentos

Nata de coco, nata de pifia.

. .
postres y bebidas Té de kombucha o Teekvass.

2 productos bajos en calorias  Mayonesa, productos carnicos,
(Estabilizante de emulsiones) sustituto de grasa, helados.

8 aditivo alimentario

(Agente gelificante) Tofu, surimi.

Peliculas de CB, peliculas con

4 ,
material de envasado )
nanocristales de CB.

Nota. ! La nata de coco y té de Kombucha son productos que se consumen
tradicionalmente por distintos paises. 234 Aplicaciones de la CB que han sido
abordadas por distintas investigaciones. Adaptado de Choi et al. (2022).
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2.2.5. Suero de leche

El liquido resultante después de eliminar la grasa y la caseina de la leche mediante
procesos como la coagulacion isoeléctrica o la coagulacion inducida por cuajo de la
caseina se conoce como suero. Este contiene aproximadamente el 90 % del contenido
de agua de la leche, el 98 % de la lactosa, el 25 % de las proteinas y el 50 % de las
sales inorganicas. Tradicionalmente, el lactosuero era considerado un subproducto de
poco valor en la industria quesera, a menudo descartado de la manera mas econémica
posible, como alimento para animales. Sin embargo, tanto la lactosa como las proteinas

presentes en el lactosuero poseen propiedades interesantes y Unicas (Fox et al., 2017).

La produccién de leche fresca en el Per( alcanz6 2 068 232 toneladas en 2022,
siendo Cajamarca, Lima y Arequipa las principales regiones productoras (Ministerio de
Agricultura y Riego [MINAGRI], 2022). Aproximadamente el 43 % de la produccion total
de leche se destina a la fabricacion de derivados lacteos, siendo el queso el principal
producto elaborado. Se calcula que existen alrededor de 6 000 plantas queseras, tanto
artesanales como industriales, distribuidas en las principales cuencas lecheras del pais,
entre ellas Cajamarca, Puno, Arequipa, Amazonas, Ayacucho, Junin, Cusco y Ancash.
Las variedades de queso producidas incluyen frescos, paria, andino, y otros tipos como
gouda, camembert, dambo, gruyere, edam, brie, parmesano, ademas de variedades
regionales (Sierra y Selva Exportadora, 2021).

Ademas, se espera que el mercado de quesos en Perl crezca anualmente un
2.08 % entre 2021 y 2025, dado que el queso es el producto lacteo con mayor
produccion y demanda en el mercado nacional (Le6n, 2021).

2.2.5.1. Impacto ambiental del suero

Este subproducto representa un impacto medioambiental significativo en la industria
lactea debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (Prazeres et al., 2012). Para la
obtencion de 1 kg de queso se producen alrededor de 10 litros de suero. El suero
contiene aproximadamente el 90 % del volumen de la leche y transporta el 55 % de los
nutrientes de esta (Tabla 4), incluyendo un 4,5 % - 5 % de lactosa, 0,6 % - 0,8 % de
proteinas, 0,4 % - 0,5 % de lipidos y 8 % - 10 % de sales minerales (extracto seco).
Ademas, el contenido de cenizas en el suero estd compuesto principalmente de cloruro
de sodio, cloruro de potasio, sales de calcio, acidos lactico y citrico, urea, &cido Urico y

vitaminas del grupo B (Goyal et al., 2023).

Siendo la lactosa el componente principal del suero, es responsable de los altos

valores de Demanda Biologica de Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno
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(DQO) (Goyal et al., 2023). La DQO del suero de queso puede oscilar entre 50 000 y 80
000 mg/L, mientras que la DBO se sitia aproximadamente entre 40 000 y 60 000 mg/L.
El rdpido agotamiento de oxigeno en el suelo debido a la descomposicion de las
proteinas y azUcares contenidos en el suero plantea un desafio significativo en términos
de eliminacion, especialmente considerando los grandes voliumenes generados (Lappa
et al., 2019).

Tabla 4

Composicion general del suero fresco (100 g)

Constitucion Suero dulce Suero &cido
Agua (g) 93,1 93,4
Energy (kcal) 27 24
Proteina (g) 0,85 0,76
Grasas totales (g) 0,36 0,09
Cenizas (g) 0,53 0,61
Carbohidratos (g) 5,14 5,12
Lactosa (g) 4 5-5 3,8-4,3
Calcio (mg) 47 103
pH 6,2-6,4 4,6-5,0

Nota. Suero dulce (procede de la coagulacidon con cuajo). Suero
acido (procede de la coagulacién con acido). Adaptado de la
base de datos FoodData Central del United States Department
of Agriculture (USDA, s/f-a), USDA, (s/f-b) y del sitio web
Dairyforall (s/f).

Por otro lado, el problema general del suero es que solo se procesa alrededor
del 50 % utilizando diferentes tecnologias, mientras que el resto se desecha como
residuo debido a la falta de tecnologias eficientes de procesamiento posterior. Como
resultado, la eliminacién del suero de las industrias tiene graves efectos contaminantes

sobre el medio ambiente debido a su alta carga orgénica (Panghal et al., 2018).

Por ende, para abordar las preocupaciones ambientales, se han propuesto
numerosos enfoques de valorizacion, centrados principalmente en la recuperacion de
proteinas y lactosa del suero de queso, con el fin de utilizarlos como recursos renovables
(Lappa et al., 2019).

2.2.6. Phoenix dactylifera (Palmera datilera)

La palmera datilera es una planta monocotiledénea que pasa por diferentes etapas
durante el envejecimiento (Senthil Kumar & Yaashikaa, 2019). Es una palma de gran

tamafio que crece entre 25 m y 30 m de altura y de 20 cm a 50 cm de diametro. Su
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tronco es delgado, puede curvarse, y suele presentar hijuelos en la base. Sus hojas son
pinnadas, y la copa es menos densa en comparacion con Phoenix canariensis. Cada
palma puede alcanzar una altura de 6 m a 7 m, pero es mas estrecha y de un color
verde mas pélido, con una menor densidad de foliolos. La palma presenta espinas duras
en la parte inferior del peciolo y un polvillo blanquecino en los foliolos. Es una especie
dioica, en la que las inflorescencias femeninas producen datiles comestibles, mientras

que las inflorescencias masculinas no producen frutos (Vives, 2018).

Phoenix dactylifera es una de las 14 a 20 especies del género Phoenix (Tabla 5)
y con frecuencia se confunde con P. canariensis debido a su parecido. Esta especie se
cultiva en regiones como Oriente Medio, Africa, América, Espafia, Italia, entre otros
lugares (Cafiizo, 2011; Vives, 2018). Lleg6 a las costas de Per( probablemente desde
Marruecos por los espafioles a finales del siglo XVI. Su presencia se ha evidenciado en
localidades como Chiclayo, Lima, Pisco, Ica, Arequipa, Moquegua (llo) y Tacna (La
Yarada) (Rivera et al., 2013; Pavez et al., 2007). Actualmente, la Unica regién que
registra su cultivo para la produccion de datiles es Ica, donde en 2023 se produjeron
526 toneladas en un total de 156 hectareas (MINAGRI, 2023). Se ha desarrollado un
germoplasma significativo a través de la propagacion por semillas, dando lugar a los
cultivares conocidos, como Medjool, Zahidi y Deglet Noor (Escobar & Valdivia, 2015).

Tabla 5
Taxonomia de Phoenix dactylifera

T;:)?;?l%cr)r?iia Nombre cientifico
Familia Palmae o Arecaceae
Subfamilia Coryphoideae
Tribu Phoeniceae
Género Phoenix
Especie Phoenix dactylifera

Nota. Adaptado de Cafizo (2011).

2.2.6.1. Datil

El fruto de la palma datilera es una baya singular de forma oblonga, con una sola semilla,
un estigma terminal, un pericarpio carnoso y un endocarpio membranoso que separa la
semilla de la pulpa, existen més de 3 000 variedades en todo el mundo, en las que

Medjool y Barhee son las que tienen mayor potencial de comercializacion (Zaid, 2024).
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Alcanza aproximadamente de 2,5 cm — 7,5 cm de longitud y 1,5 cm - 3,5 cm de
diametro, y presenta una variedad de formas y colores, que pueden ser naranja, rojizo,

marrén-purpureo o negruzco (Castroviejo et al., 2008; Cafizo, 2011).

Los détiles contienen una amplia variedad de compuestos (Tabla 6) que los
clasifican como alimentos funcionales, debido a sus propiedades antioxidantes

presentes en diversas variedades (Gnanamangai et al., 2019).

Tabla 6
Caracteristicas nutricionales y fisicas de los datiles

C. nutricionales (g/100g) @ C. Fisicas @
Proteina 2,61 Longitud (mm) 32,5
Carbohidratos 77,13 Diametro (mm) 21,0
Lipidos 0,35 Peso(Q) 8,7
Ceniza 1,68 pH 55
Humedad 17,66

Grasa 7,08

Azlcar total 59,88

Fibra 3,98

Materia seca 82,63

Nitr6geno 0,48

Fructosa 29,39

Glucosa 30,41

Sacarosa 11,65

Nota. Valores promedio de distintas variedades de datil. @
Adaptado de Gnanamangai et al. (2019). @ Adaptado de Al-shahib
y Marshall (2003).

Durante su maduracion, los datiles pasan por una gama de colores, desde el
verde hasta el amarillo, alcanzando un tono dorado-anaranjado cuando estan maduros.
Dependiendo de la variedad, los datiles pueden mostrar colores como rojo-marron,

marrén purpureo o negro (Barrow, 1998).

La formacion y maduracion del fruto de la palmera datilera se describe en cinco
etapas distintas (Figura 6), utilizando una terminologia irani (Gracia, 2006). Johnson

(2011) describe estas etapas de la siguiente manera:

1. Hababauk: Corresponde a las flores femeninas y al periodo
inmediatamente posterior a la polinizacién, cuando los frutos muy
jévenes son de color blanco cremoso.

2. Kimri (inmaduro): En esta etapa, los frutos verdes crecen rapidamente.



27

3. Khalal (maduro crujiente): Los frutos crecen lentamente hasta alcanzar
su tamafio completo; el contenido de azGcar aumenta mientras disminuye
el contenido de humedad. Son duros, brillantes, y de color rojo o amarillo.

4. Rutab (maduro blando): Los frutos maduran hasta alcanzar una fase
blanda, de color marrén.

5. Tamar (maduro secado al sol): Los frutos estan completamente maduros,
arrugados, y de color marrén o negro.

Estas denominaciones, especialmente las cuatro Gltimas, son términos

técnicos basicos que se utilizan en la actualidad.

Figura 6
Etapas de maduracion de los détiles

Hanabauk Kimri Khalal Rutab  Tamr
(1-5 weeks from  (next 9-14 (next 6 (next4 (lasttwo
pollination) weeks) weeks) weeks) weeks)
120 150 *DPP

Nota. Diferentes etapas de fructificacion de la palmera datilera
seguln los dias posteriores a la polinizacion (*DPP). Las
etapas Khalal, Rutab y Tamr son las etapas donde la fruta es
comestible. Tomado de Ghnimi et al. (2017).

2.2.6.2. Subaprovechamiento del datil

No se hallaron estudios que cuantifiquen el impacto ambiental que conlleva la
produccion de datil en la ciudad de Tacna o en otra region a nivel nacional. En este
contexto, el subaprovechamiento se refiere a que el datil, a pesar de ser un recurso con
un gran potencial nutritivo y funcional (rico en azlcares, fibras y compuestos bioactivos),
no esta siendo utilizado en su maxima capacidad o en todo su potencial. En lugar de
emplearse para producir alimentos o productos de valor agregado, se le da un uso
limitado, como el de ornamento, lo que implica que sus propiedades y beneficios no
estan siendo plenamente explotados a pesar de los recursos empleados en su
produccion. Sumado a ello, se tiene documentado la huella hidrica y la huella de carbono
por kilogramo de datil deshidratado en el sitio web FoodFootprint (s/f), donde la huella
hidrica es 3 200 L/kg y la huella de carbono de 2,3 kgCO-.eq/kg.
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2.2.7. Reologia en los alimentos

Los alimentos pueden clasificarse en diversas categorias: sélidos, geles, liquidos
homogéneos, suspensiones de sélidos en liquidos y emulsiones. La Reologia es la
ciencia que describe los comportamientos de deformacién y flujo de los materiales,
ayuda a comprender las respuestas de la estructura de los alimentos a las fuerzas
aplicadas o a la deformacion y también proporciona informacién sobre la dependencia
de la estructura de los alimentos de la composicion general y de la interaccidén entre los

componentes (Norton et al., 2011).

Los modelos reoldgicos resumen las respuestas fisicas (pardmetros reolégicos)
bajo una cierta tensién de deformacién o una fuerza impulsora de flujo. Estos modelos
y parametros reolégicos son fundamentales en la industria alimentaria, ya que permiten:
(1) evaluar la procesabilidad de ingredientes en distintas etapas, (2) predecir la
estabilidad fisica de productos al evitar la separacion de fases, y (3) analizar
propiedades texturales que influyen en la percepcion sensorial de los alimentos. Su
aplicacion abarca desde el disefio de lineas de procesamiento y seleccién de equipos,
hasta la prediccion de la vida util fisica, disefiando formulaciones para lograr una
estructura especifica y prediciendo atributos sensoriales (Joyner, 2019).

2.2.7.1. Comportamiento de flujo

La deformacion es el desplazamiento relativo de puntos de un cuerpo. Esta deformaciéon
puede ser un flujo viscoso, una deformacion elastica o una combinacion de las dos. El
flujo viscoso es una deformacion irreversible, lo que significa que cuando se elimina la
tension, el material no vuelve a su forma original; es decir, el trabajo se convierte en
calor. La Figura 7 muestra los tipos comunes de curvas de flujo, representadas como
tension de corte frente a velocidad de corte. Los flujos de adelgazamiento y
espesamiento por corte se muestran mediante curvas y un flujo newtoniano mediante
una linea recta. Cualquier tensién de fluencia se muestra mediante la interseccion en el
eje de tensiones. La tension de fluencia es la tensién que se debe superar antes de que

comience el flujo (Norton et al., 2011).
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Figura 7
Tipos de comportamiento de flujo
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Nota. Tomado de Norton et al. (2011).

2.2.7.2. Parametros Reoldgicos

El modelo de dos placas (Figura 8) se utiliza para medir parametros reoldgicos
fundamentales. En este modelo, la placa superior de area A se mueve bajo la accion de
una fuerza de corte F, generando una velocidad resultante V, mientras que la placa
inferior permanece fija (v=0). La muestra se somete a corte en el espacio entre ambas

placas, que estan separadas por una distancia 2 (Mezger, 2020).

Se supone que el material se adhiere a las placas (lo que se conoce como
condicion de «no deslizamiento»), y sus propiedades de deformacién pueden
clasificarse por la forma en que responde la placa superior cuando se aplica la fuerza.
El comportamiento mecanico de un material, y sus correspondientes propiedades
mecanicas o reolégicas, pueden definirse en términos de cdmo se relacionan el esfuerzo
cortante (t,,) (fuerza por unidad de superficie) y la deformacion cortante (y,,) (que es
un desplazamiento relativo y una medida de la deformacién). Se definen,
respectivamente, en términos de la fuerza total (F,) que actia sobre el area A, de la
placa y el desplazamiento relativo (U,/h,) de las placas (Darby y Chhabra, 2017), es
decir:

Fy
I =

yx T p
Ay

(1)
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U, du,
Yyo =7 =
h, dy @)
Figura 8
Modelo de dos placas paralelas
Ay
Uiy,
> F,
I
A
>
h
L y
> X

Nota. Tomado de Darby y Chhabra (2017).

La forma en que la deformacién por cizalladura, o desplazamiento, responde a
una tensién por cizalladura, o fuerza, aplicada (o viceversa) en esta situacion define las
caracteristicas mecanicas o reoldgicas del material. Los pardmetros de cualquier
relacién funcional cuantitativa entre el esfuerzo y la deformacién son las propiedades
reoldgicas del material. Cabe sefialar que el esfuerzo cortante tiene dimensiones de
fuerza por unidad de superficie (con unidades de, por ejemplo, Pa, kg.m/s?) y que la
deformacioén cortante es adimensional (no tiene unidades) (Darby y Chhabra, 2017). Por
ejemplo, si el material entre las placas es un sélido perfectamente rigido (por ejemplo,
un ladrillo), no se movera en absoluto, independientemente de la fuerza que se aplique
(a menos que se rompa). Asi, la relacion cuantitativa que define el comportamiento de
este material es:

Yyx = 0
3)

Si las moléculas muestran una atraccion mutua significativa, de forma que la
fuerza (por ejemplo, el esfuerzo cortante) es proporcional a la velocidad relativa de
movimiento (es decir, el gradiente de velocidad), el material se conoce como fluido
newtoniano (Darby y Chhabra, 2017). La ecuacién que describe este comportamiento
es:

Tyx = #yyx

4)
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donde y,, es la velocidad de deformacion por cizallamiento, o velocidad de

cizallamiento, para abreviar:

. dyyx _ dvy _
Yvx =00 T ay

E
hy (5)

y u es la viscosidad del fluido, la viscosidad, es u = 1, /7y, que tiene dimensiones de
Pas, Poise, etc. Obsérvese que cuando se elimina la tension de este fluido, la velocidad
de deformacion llega a cero, es decir, el movimiento se detiene, pero no hay «memoria»

ni tendencia a volver a ningun estado pasado (Darby y Chhabra, 2017).

Si las propiedades del fluido son tales que el esfuerzo de cizallamiento y la
velocidad de cizallamiento no son directamente proporcionales, sino que estan
relacionados por alguna funcién mas compleja, se dice que el fluido no es newtoniano.
Para estos fluidos, la viscosidad sigue definiéndose como 7,,,/7,,,, Pero ya no es una
constante, sino una funcién de la velocidad de cizallamiento o del esfuerzo de
cizallamiento (Darby y Chhabra, 2017). Se denomina viscosidad aparente (funcion) y se

designa por 7:

n=2%=fn(roy)

T (6)

La forma matemaética real de esta funcion dependera de la naturaleza (es decir,
de la «constitucion») del material concreto. Los fluidos mas comunes de estructura
simple (agua, aire, glicerina, aceites, etc.) son newtonianos. Sin embargo, los fluidos de
estructura compleja (fundidos o soluciones de polimeros de alto peso molecular,
suspensiones de particulas finas, emulsiones, espumas, soluciones de jabon y
tensioactivos, etc.) suelen ser no newtonianos (Figura 9). Algunos ejemplos muy
comunes de fluidos no newtonianos son el barro, la pintura, la tinta, la mayonesa, la
espuma de afeitar, la masa, la mostaza, el yogur, el catsup, la pasta de dientes, la

sangre, el liquido sinovial, los lodos, etc. (Darby y Chhabra, 2017).

Es decir, tomando en cuenta la Ecuacion 4, la representacion del esfuerzo
cortante (1) y la velocidad de corte/deformacion (y) en una linea recta que pasa por el
origen. La pendiente viene dada por u (viscosidad), que es una constante para fluidos
newtonianos. Esta relacion simple no se cumple en todos los fluidos, si la interaccion

depende de la velocidad de deformacion, el coeficiente deja de ser una constante y se
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usa un coeficiente de viscosidad aparente (n), que depende del esfuerzo de corte
(Ecuacion 6) (Méndez et al., 2001).

Figura 9
Gréficas de fluido newtoniano y no newtoniano

DILATANTE

NEWTONIANO

PSEUDOPLASTICO

¥

Nota. Tipos de fluidos. Izquierda. En funcién del Esfuerzo de corte y velocidad
de corte. Derecha. En funcion de la viscosidad aparente y la velocidad de corte.
Tomado de Méndez et al. (2001).

2.2.7.3. Modelo de Ley de la Potencia

La modelizacién permite representar una gran cantidad de datos reol6gicos mediante
expresiones matematicas simples, facilitando el tratamiento y el resumen de los datos.
Aunqgue los modelos de flujo son ampliamente utilizados y documentados en la literatura,
ninguno de ellos logra adaptarse completamente al comportamiento reoldgico de un
material bajo un amplio rango de condiciones, como ocurre al variar significativamente

la velocidad de corte (Norton et al., 2011).

La ley de potencia, una ecuacion matematica propuesta en la década de 1920
por A. de Waele y Wolfgang Ostwald, describe el comportamiento de muchos fluidos no
newtonianos. Este modelo es especialmente Util para representar fluidos que muestran

"adelgazamiento por cizalladura" y carecen de un punto de fluencia (Mezger, 2020).

En los sistemas dilatantes o pseudoplasticos, la relacion entre T —y no se
representa mediante una linea recta, sino que cada valor de 7 tiene un valor Unico de vy,
lo cual se describe mediante la Ecuacion 7 y se representa graficamente usando n y y
(Figura 10) (Méndez et al., 2001).

r=ht @)
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Figura 10
Representacion de la Ley de la potencia
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Nota. Tomado de Méndez et al. (2001).

Si los datos (ya sea el esfuerzo cortante o la viscosidad) muestran una linea
recta en un grafico logaritmico, se dice que el fluido sigue el modelo de ley de potencia,
que puede representarse como (Darby & Chhabra, 2017):

T =kly|® Dy
(8)

Las dos propiedades reoldgicas viscosas son k, el coeficiente de consistencia, y
n, el indice de fluidez. La funcién de viscosidad aparente para el modelo de ley de
potencia en términos de velocidad de cizallamiento es:

@) = kly|"=»
9)

Sin embargo, k también es igual a la viscosidad aparente del fluido a una
velocidad de cizallamiento de 1 s~1, por lo que es un parametro de «viscosidad» con
unidades equivalentes. Es evidente que sin = 1 el modelo de ley de potencia se reduce
a un fluido newtoniano con m = u. Si n < 1, el fluido es pseudoplastico, y sin > 1 el
modelo representa un comportamiento dilatante. La mayoria de los fluidos no
newtonianos son pseudoplasticos (Darby & Chhabra, 2017). Esta simple relacién
describe la curva de viscosidad no newtoniana sobre la porcion lineal de la gréfica log-
log de la viscosidad contra la velocidad de corte para muchos materiales. Las unidades

del pardmetro m son Pa.s™ y n es adimensional (Bird et al., 2007).

Para calcular las constantes n y k del modelo se aplica la ley de logaritmos, la
cual busca volver lineal la ecuacién (Méndez et al., 2001), se ordena de la siguiente

manera.:

logn = (n—1)logy + logk (20)
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De esta manera la ecuacion toma una forma de una linea recta y = mx + b, lo
cual indica que a partir de una gréfica del logn (y) vs logy (x), la ordenada al origen

es ellogk (b) y la pendiente es igual an — 1 (m).

La mayoria de los fluidos no newtonianos presentan adelgazamiento por
cizallamiento, mientras que el comportamiento de espesamiento por cizallamiento es
relativamente raro, observdndose principalmente en algunas suspensiones
concentradas de particulas muy pequefias (por ejemplo, suspensiones de almidén) y en
algunos fluidos poliméricos inusuales. El modelo de ley de potencia es muy popular para
el ajuste de curvas de los datos de viscosidad de muchos fluidos durante una a tres
etapas de velocidad de cizallamiento. Sin embargo, es peligroso extrapolar mas alla del
rango de mediciones utilizando este modelo, porque para n < 1 predice una viscosidad
gue aumenta sin limite a medida que disminuye la velocidad de cizallamiento y una
viscosidad que disminuye sin limite a medida que aumenta la velocidad de cizallamiento,

siendo ambas cosas fisicamente poco realistas (Darby y Chhabra, 2017).

2.2.7.4. Alimentos Semisodlidos

Los alimentos pueden clasificarse como liquidos, semisolidos y soélidos seguln
propiedades fisicas como su comportamiento reolégico y textura. Los liquidos no
mantienen su forma y fluyen facilmente bajo cualquier fuerza, incluidas las
gravitacionales. En cambio, los sélidos conservan su forma y, bajo fuerza, tienden a
deformarse o fracturarse, sin fluir. Los semisolidos combinan caracteristicas de liquidos
y sélidos: mantienen su forma, pero fluyen bajo presién. Aunque no existe un parametro
especifico para definir cuantitativamente a los semisolidos, suelen presentar tanto
elasticidad como viscosidad, teniendo mayor viscosidad que los liquidos y menor
elasticidad que los solidos. A nivel microscépico, los alimentos semisélidos suelen ser
sélidos amorfos de estructura desordenada, con enlaces covalentes mas débiles que
los i6nicos presentes en sélidos cristalinos. Esta microestructura afecta su
comportamiento de flujo y textura, abarcando una gran diversidad de propiedades y

estructuras en los alimentos semisélidos (Tabla 7) (Joyner, 2019).
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Tabla 7
Alimentos semisdlidos

Rango de Modelo de Atributos
. . . . Componentes
Comida Viscosidad Comportamiento Texturales E
. structurantes
(Pa.s) de Flujo Importantes
Mayonesa 1.5-13.8 Herschel-Bulkley, Cremosidad, Lecitina de yema de
Power law cohesividad, huevo, grasa, tamafio y
firmeza, distribucion de gotas
consistencia,
viscosidad
Yogurt 0.045-4.39 Power law, Espesor, Red de caseina, grasa,
Casson, ropiness, tamafio y distribucion de
Herschel-Bulkley suavidad, glébulos
granosidad
Mantequilla 0.01-350 Herschel-Bulkley, Cremosidad, Estabilizadores,
para untar Casson, Bingham untabilidad, emulsionantes,
firmeza cantidad y tamafio de
cristales de grasa
Salsa 0.1-20.0 Power law, Suavidad, Estabilizadores,
Casson, cremosidad, emulsionantes, tejidos
Herschel-Bulkley, espesor, vegetales
Mizrahi-Berk viscosidad
Helado -1 Power law Firmeza, Distribucién del tamafio
cremosidad, de los cristales de hielo
frialdad, y grasa, distribucion del
aspereza tamafo de las burbujas
de aire, exceso de
volumen,

estabilizadores,
emulsionantes

Mezcla 0.01-0.1 Power law Firmeza, Estabilizadores,

para cremosidad emulsionantes, cristales
helado de grasa

Crema 0.1-1.0 Cross model Cremosidad Estabilizadores y
batida emulsionantes, en

cristales, distribucion
del tamafio de las
burbujas de aire,
sobreenfriamiento,
proteinas de la leche

Aderezo 0.5-2.5 Power law Espesor, Estabilizadores, gotas
para firmeza, de aceite
ensalada granulosidad

Nota. Adaptado de Joyner (2019).

2.2.7.5. Comportamiento de alimentos semisoélidos

Aungue los alimentos semisélidos varian significativamente en estructura, reologia y

textura, tienden a exhibir ciertos comportamientos comunes. Estos rasgos permiten
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distinguir cualitativamente a los sélidos blandos y a los fluidos de alta viscosidad de los

verdaderos semisolidos (Joyner, 2019).
- Desplome

Los alimentos semisélidos pueden mantener su forma de manera temporal, pero
ante fuerzas externas, como la gravedad, su estructura puede colapsar, un
fendmeno conocido como "desplome" (Fig. 1). Este colapso puede deberse a una
transicién de fase; por ejemplo, el helado a temperatura ambiente (20-25 °C) se
hunde cuando los cristales de grasa y agua se derriten parcial o totalmente. Otros
alimentos semisélidos, como el yogur, los aderezos para ensaladas y la mayonesa,
pueden colapsar porgue su estructura de soporte cede bajo su propio peso (Joyner,
2019).

- Untabilidad

La untabilidad mide la facilidad con la que un alimento puede extenderse
uniformemente sobre una superficie, siendo una caracteristica clave para los
consumidores. En alimentos semisdlidos, la untabilidad resulta de varios
comportamientos reoldgicos, destacando la viscosidad como el factor principal. A
mayor viscosidad, la untabilidad disminuye debido a una mayor resistencia al flujo
(Joyner, 2019).

- Separacion

Los alimentos semisélidos pueden separarse en dos o mas fases bajo ciertas
condiciones, como cambios en la temperatura, agitacion y variaciones de pH. La
separacion de una emulsion ocurre en dos etapas: primero, la floculacion, donde las
gotitas se agrupan formando agregados o "floculos". En la segunda etapa, la
coalescencia, estas gotitas de agua o aceite se fusionan para crear una fase
continua, un proceso irreversible que reduce la cantidad de gotitas y, en dltima

instancia, lleva a la separacion completa de las fases de la emulsién (Joyner, 2019).

2.2.8. Emulsiones

Las emulsiones son sistemas coloidales que consisten en agua dispersa en aceite (w/0)
o aceite disperso en agua (o/w), donde las gotas de un fluido se distribuyen dentro de
otro (Figura 11). Estas gotas pueden tener tamafios que varian desde la escala
micromeétrica hasta la nanométrica, lo que permite que las emulsiones estabilizadas se
vean homogéneas a nivel macroscopico, aunque mantengan dos fases distintas. Los

emulsionantes, con sus propiedades anfifilicas (seccion polar e hidréfila y seccién no



37

polar e hidr6foba), estabilizan las emulsiones al recubrir las gotas y alinear sus regiones
polares y no polares con las fases de agua y aceite. Esto reduce la probabilidad de
floculacién y coalescencia. Ejemplos de alimentos semisoélidos estabilizados mediante
emulsiones incluyen aderezos para ensaladas, yogur, crema batida, postres helados y
margarina (Joyner, 2019).

Figura 11
Emulsion estabilizada
Burbuja de aire

Emulsionante

Componente no
emulsionado

Fase dispersa

Fase continua

Nota. Tomado de Joyner (2019).

2.2.8.1. Emulsiones de aceite en agua

Las emulsiones de aceite en agua (o/w) son comunes en alimentos semisélidos. Por
ejemplo, la crema de un café expreso es una emulsion inestable en la que la grasa de
la leche actia como fase oleosa y el café como fase acuosa. La mayonesa es otra
emulsion o/w, con una alta fraccion de volumen de aceite (70-80%) que le otorga su alta
viscosidad. Dado el elevado volumen de aceite, la mayonesa debe estabilizarse con
lecitina de yema de huevo u otros estabilizantes para evitar la separacion durante el
almacenamiento. Por otro lado, el helado es una emulsion o/w estabilizada que se
convierte en espuma al incorporar aire en su produccion; la estabilidad de esta emulsion
afecta su textura, ya que un helado mal estabilizado puede desarrollar una textura
granulosa debido a la formacion de grandes cristales de grasa y la incorporacion

insuficiente de aire (Joyner, 2019).

2.2.8.2. Agentes tensioactivos y emulsionantes

Los agentes tensioactivos, 0 emulsionantes, juegan un papel crucial en alimentos
naturales y en la industria, ya que influyen en las fuerzas en las interfaces de las
superficies, siendo fundamentales para el crecimiento de plantas y animales. Estos

compuestos organicos modifican las actividades superficiales de los materiales y actian
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como humectantes, lubricantes, dispersantes, detergentes, emulsionantes vy
solubilizantes. Ejemplos como la lecitina y los mono vy diglicéridos, junto con agentes
humectantes como los "tweens", se afiaden en productos de panaderia para mejorar el
volumen, la textura y prevenir el endurecimiento de la miga, asi como en mezclas de
pasteles y helados para optimizar sus propiedades de batido (Owusu-Apenten y Vieira,
2023).

Muchos productos contienen fases insolubles, como gas, liquido y sélidos (Tabla
8), que tienden a separarse con el tiempo, alterando su textura, sabor y apariencia. Los
emulsionantes ayudan a ralentizar esta separacién, mientras que el aumento de la
viscosidad en la fase continua (con almidones, gomas, grasas sélidas, ceras y sales de
calcio) reduce la movilidad de las particulas dispersas. Los emulsionantes alimentarios,
considerados tensioactivos, son moléculas anfifilicas que poseen una cabeza hidrofilica
y una cola lipofilica. Las colas suelen consistir en acidos grasos de cadena recta, de
origen animal o vegetal, mientras que los grupos hidrofilicos, i6nicos o dipolares, derivan
de moléculas comestibles. Ademas, proteinas que contienen residuos hidrofilicos y
lipofilicos también pueden ser activas en la superficie (Hasenhuettl, 2019).

Tabla 8
Mezclas de fases mdltiples en productos alimentarios
Fases Fase continua
Soélido Liquido Gas
Sélido Aleacién/solucién Dispersion: Bebida  Aerosoles sélidos:
< sélida: Chocolate de chocolate Glaseados en spray
2]
g
2| Liquido Emulsién semisoélida: Emulsion: Aderezo Aerosol liquido:
5 |- Margarina cremoso Aceite en spray
o
©
L Gas Espuma: Cobertura  Dispersion de gas: Mezcla de gases:
batida Bebida carbonatada Aire

Nota. Adaptado de Tomado de G. Hasenhuettl, 2019.

2.2.9. Evaluacion Sensorial

Segun el Instituto de Tecndlogos de Alimentos de EE. UU. (IFT, por sus siglas en inglés),
el andlisis sensorial es una disciplina empleada para medir, analizar e interpretar las
reacciones provocadas por las caracteristicas de los alimentos y otros materiales, tal

como las perciben los sentidos de la vista, el gusto, el tacto y el oido (Espinoza, 2003).
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También se define como una disciplina independiente, capaz de generar
resultados precisos y reproducibles tanto en aspectos cualitativos como cuantitativos de
los alimentos. Actualmente, el término “Evaluacién sensorial” es el que mejor se ajusta
a esta definicion, y debe ser realizada por un grupo de personas conocidas como

“Equipo de degustadores”, “Panel Sensorial”, “Panel de jueces”, “Equipo de jueces” o

“Panel de catadores” (Espinoza, 2003).

2.2.9.1. Caracteristicas Sensoriales

Las caracteristicas sensoriales, también conocidas como atributos sensoriales, son los
estimulos evaluados y representan la imagen, percepcion o reflejo que los evaluadores
humanos generan a partir de ellos (Tabla 9). La precision de esta percepcion depende
de la calidad de los procedimientos, condiciones de evaluacion sensorial aplicadas y la
experiencia de los jueces. La seleccion de los atributos sensoriales a evaluar debe
basarse en los mecanismos de percepcidon humana y en las caracteristicas especificas
del alimento en cuestion, lo que permite una interpretacién adecuada de los resultados

sensoriales (Espinoza, 2003).

Tabla 9

Relacién entre medidas fisicas, fisiol6gicas y sensoriales

Estimulo Fisico Sistema sensorial

Sensacién Humana

(medio estimulante) (Transductor)

Energia radiante Visual Apariencia, color
Vibracion, tonalidad Auditivo Sonido
Temperatura Térmico Caliente, frio
Viscosidad Cinestéstico Espeso, Viscoso
Densidad Cinestético, tactil Pesado, ligero

Cizallamiento

Contenido de
humedad

Superficie aspera
Quimicos irritantes

Acidez total

Compuesto
hidrosoluble
Compuesto en fase
vapor

Cinestético
Tactil, térmico
Tactil

Terminaciones
nerviosas libres

Gustativo, tactil
Gustativo

Olfativo

Resistente, duro,
blando

Seco, mojado,
himedo

Aspero, abrasivo,
dolor

Pungente, picante,
dolor

Acido, agrio, dolor
Sabor

Olor

Nota. Tomado de Espinoza (2003).
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De acuerdo con Espinoza (2003), las caracteristicas sensoriales se clasifican

segun el sentido que las percibe, y se dividen en los siguientes factores:

- Factores de Aspecto o Apariencia

Percibidos por el sentido de la vista, incluyen el color, la forma, el

tamarfo, entre otros.

- Factores de Sabor y Aroma

Gusto o Sabor basico: captado por las papilas gustativas de la
lengua y las paredes internas de la boca, y abarca sabores
fundamentales como dulce, amargo, salado y acido. También
pueden combinarse dos o mas de estos sabores.

Olor: percibido por el epitelio olfativo en la nariz, incluye olores
internos, picantes, podridos, etc.

Aroma: percepcion de los componentes aromaticos de un
alimento tras colocarlo en la boca; los aromas alcanzan los
receptores olfativos a través de las trompas de Eustaquio. El
aroma es un elemento clave del sabor.

Sabor: este atributo es complejo, ya que integra olor, aroma y
gusto, siendo su evaluacion y apreciacion mas dificil que la de

cada propiedad individualmente.

- Factores de Textura

Percibidos a través del tacto, la vista y el oido, usando
principalmente los dedos y la boca, incluyen cualidades como
blando, duro, elastico y viscoso.

Viscosidad: mide la resistencia de un producto liquido al flujo,
determinando si el producto es espeso, aguado o delgado. Se
evalla segun la fuerza necesaria para sorber el alimento desde
una cuchara, su resistencia al ser removido con un agitador de

vidrio o su velocidad de desplazamiento en un plano inclinado.

2.2.9.2. Pruebas de aceptaciéon o heddnicas

Este tipo de prueba en analisis sensorial se emplea para evaluar la aceptacion o el

rechazo de un producto especifico. Aunque pueda parecer una tarea rutinaria, el disefio

de estas pruebas es complejo y debe realizarse con precisién para obtener datos

relevantes. Cuando se busca conocer la preferencia inmediata 0 momentanea, ya sea
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en un entorno de laboratorio o en un ambiente natural (como en la calle o en una sala),

se recurre a una evaluacion hedonica (Sancho et al., 2002).

- Evaluacion Hedonica: En este tipo de prueba, las muestras se presentan
de manera individual y en un orden diferente para cada evaluador. Se
solicita al catador que las califique utilizando una escala de intervalo no
estructurada o segun una graduacién especifica (Tabla 10) (Sancho et
al., 2002).

Tabla 10

Escala hedonica estructurada

Graduacion
1. Extremadamente agradable
2. Muy agradable
3. Agradable
4, Ligeramente agradable
5. Ni agradable ni desagradable
6. Ligeramente desagradable
7. Desagradable
8. Muy desagradable
9. Extremadamente desagradable

Nota. Tomado de Sancho et al. (2002)

Es aconsejable dejar un intervalo de 1 a 3 minutos entre la presentacién
de cada muestra para reducir la adaptacién sensorial. Si es necesario, el
catador puede enjuagarse la boca, beber agua o consumir un pequefio
trozo de pan o manzana. Ademas, se debe utilizar una ficha nueva para
cada muestra, a fin de evitar cualquier sesgo respecto a las evaluaciones
previas (Sancho et al., 2002).

- Muestras: Se presentan una o mas muestras, dependiendo de la
naturaleza del estimulo, para que cada una sea ubicada de forma
independiente en la escala hedonica. Es recomendable ofrecer estas
muestras de manera natural, como se consumirian habitualmente, para
evitar que el evaluador sienta que esta en un entorno de laboratorio o
bajo andlisis (Espinoza, 2003).

- La poblacién elegida: La evaluacion debe realizarse con consumidores

potenciales o habituales del producto en estudio. Estas personas no
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deben conocer el propdsito especifico del estudio; solo es necesario que
comprendan el procedimiento de la prueba y respondan adecuadamente.
Se recomienda un numero de 8 a 25 jueces. (Espinoza, 2003).

2.3. Definicion de términos

2.3.1. Celulosa bacteriana

Es un tipo de celulosa natural biodegradable que se produce mediante la sintesis de
bacterias (Manoukian et al., 2019).

2.3.2. Cultivo simbiodtico de bacterias y levaduras (SCOBY)

SCOBY es una pelicula celulésica incrustada con una simbiosis de bacterias y
levaduras, esta se utiliza como cultivo iniciador para la fermentacion de la Kombucha
(Marsh, et al. 2014).

2.3.3. Fermentacioén

Es un proceso metabdlico que libera energia a partir de un azlcar u otra molécula
organica, no necesita la presencia de oxigeno ni de una cadena transportadora de
electrones y utiliza una molécula organica como aceptor final de electrones (Tortora et
al., 2007).

2.3.4. Suero de leche
Subproducto de la industria lactea, principalmente de la elaboracion de queso, es
valorado por sus propiedades nutricionales (Goyal et al., 2023).

2.3.5. Datil

Es el fruto de Phoenix dactylifera, alcanzan unos 7 cm de longitud y 3 cm de diametro,
con caracteristicas de forma variadas y de color naranja, rojizo, marrén-purplreo o

negruzco (Cafizo, 2011).

2.3.6. Emulsionantes alimentarios

Los emulsionantes alimentarios son moléculas anfifilicas con una cabeza hidrofilica y
una cola lipofilica, derivadas de grasas animales o vegetales. Los grupos hidrofilicos

son iénicos o dipolares (Hasenhuettl, 2019).
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2.3.7. Viscosidad Aparente

La viscosidad aparente es la relacion entre el esfuerzo cortante y la velocidad de corte
en un fluido no newtoniano. Este valor no es constante, ya que varia con las condiciones
de flujo, reflejando cémo cambia la resistencia al movimiento bajo diferentes fuerzas

aplicadas (Méndez et al., 2001).

2.3.8. Fluido no newtoniano

Un fluido no newtoniano es aquel cuya viscosidad cambia con la velocidad de cizalladura
o la tensién aplicada, sin mantener una relacién lineal constante. En estos fluidos, la
resistencia al flujo puede aumentar o disminuir segun la fuerza, diferenciandose asi de
los fluidos newtonianos, cuya viscosidad es constante (Méndez et al., 2001; Darby &
Chhabra, 2017).

2.3.9. Evaluacion Sensorial

La evaluacion sensorial es una disciplina que mide, analiza e interpreta las reacciones
sensoriales (vista, gusto, tacto y oido) que provocan las caracteristicas de alimentos u

otros materiales en el ser humano (Espinoza, 2003).
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO

3.1. Disefio de la investigacién

El procedimiento para la produccion de CB consistié en formular medios de cultivo
utilizando las diferentes fuentes de carbono: suero de leche (SL), zumo de détil (D) y
Sacarosa (SA), esta ultima se utilizé para efectos de comparacion; estos representaron
el 80 % del total del medio. El 20 % restante del medio estuvo compuesto por
componentes constantes, que incluyeron infusion de té negro como fuente de nitrégeno

(10 %) y kombucha como acidificador del medio (10 %).

Como se quiere estudiar como las diferentes combinaciones de fuentes de
carbono afectan en la produccion CB se empled un disefio simplex reticular (Simplex-
Lattice) con un modelo cuadratico, el modelo cuadratico es adecuado para modelar tanto

los efectos lineales como las interacciones cuadréticas entre los componentes.

Las variables independientes fueron las proporciones de suero de leche (Xi),
zumo de datil (X2), y sacarosa (Xs), siendo la region experimental del estudio (Figura
12), y la variable dependiente fue la produccién de CB. Se realizaron un total de 10
corridas (tratamientos) experimentales por duplicado, las mezclas obtenidas por el

disefio se muestran en la Tabla 11.

Figura 12

Region experimental

Nota. Tomado de Montgomery (2005). X1: Suero de leche. Xa:
zumo de déatil. Xs: Sacarosa.
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Tabla 11
Tratamientos experimentales para la obtencion de CB

Tratamientos SL (%) D (%) SA (%)
1 80 0 0
2 40 40 0
3 40 0 40
4 0 80 0
5 0 40 40
6 0 0 80
7 27 27 27
8 53 13 13
9 13 53 13

10 13 13 53

Nota. SL: Suero de leche. D: zumo de datil. SA: sacarosa.

La siguiente etapa de la investigacion consistié en evaluar la CB obtenida como
agente emulsionante. Para ello se formularon emulsiones tipo mayonesa. Para efectos
de comparacién, se formularon tres tipos de emulsiones diferentes, una sin ningun
agente emulsionante, otra con la adicién de goma xantana y una ultima con la adicién
de CB (Tabla 12). En los tres casos, se evaluaron las caracteristicas reoldgicas, como
viscosidad, coeficiente de consistencia (%), indice de fluido (n), ademas de la estabilidad.
Por otro lado, se realizé una evaluacion sensorial para conocer el grado de satisfaccion

en las 3 emulsiones, para lo cual se empled un disefio completo al azar (DCA).

Tabla 12

Emulsiones formuladas

Emulsiones Emulsionante
ml Sin emulsionante
m2 Goma Xantana

Celulosa
m3

Bacteriana




3.2. Acciones y actividades

3.2.1. Obtencidn de la celulosa bacteriana
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En la Figura 13 se resumen las actividades que se realizaron para la obtencién de CB

en la primera etapa de la investigacion.

Figura 13

Diagrama de flujo para la obtencion de Celulosa Bacteriana

- Datil

- Suero de leche
- Té negro

- Azlcar

- SCOBY

Obtencién de la
Materia Prima

Caracterizacion de la
Materia Prima

Preparacion de los
sustratos

Fermentacion y
control

Obtencion y
Purificacion de la CB

Cuantificacion y
cinética de produccion

Caracterizacion de la
CB

3.2.1.1. Obtencién de la Materia prima

- Datiles de Phoenix dactylifera

|- Fisicoquimica

- Microbioldgica

- Suero de leche
hidrolizado
- Zumo de datil

- Infusion de té negro

- 28°C

1- 21dias

- Estatica

Lavado con NaOH
(0.1 N) a 90 °C.

- Cuantificacion (g/L)

Agua
azucarada
SCOBY

- Tasa de produccion (g-L-h)

- Espesor (mm)

|- Capacidad de retencion de agua

- Tasa de liberacion de agua
- Andlisis morfolégico mediante SEM

Los détiles de Phoenix dactylifera se obtuvieron de un productor en el distrito

de La Yarada Los Palos (Yarada baja - Los Olivos). Se tom6 en cuenta que

estén en la etapa de maduracion Rutab (maduro, crujiente) o Tamar (maduro,

secado al sol) y en buenas condiciones (Anexo 2-a).
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Suero de leche

El suero de leche se obtuvo del Fondo de Fomento para la Ganaderia Lechera
de Tacna (FONGAL), se tomé en cuenta que fuera suero dulce (sin sal). El
suero de leche se acopi6 en envases limpios y provistos con tapay se traslado
hasta el laboratorio de Andlisis de Productos Agroindustriales.

Sacarosa (azUcar)

La azucar rubia de grado comercial se obtuvo del supermercado Plaza Vea.
Té negro

El té negro (Camellia sinensis) se obtuvo del mercado mayorista Grau de
marca TE HUYRO.

SCOBY

Se obtuvo de la empresa Fermentos & Kombucha Peri. Consiste en un kit de
elaboracion de kombucha el cual contiene el liquido iniciador con un SCOBY
(CB madre).

3.2.1.2. Caracterizacién de la materia prima

Suero de leche

Previamente a los analisis, el suero se filtr6 con poliseda para retirar todos los

solidos restantes de la produccion de queso. Todos los procedimientos se

realizaron por duplicado.

pH

Para ello en un vaso de precipitado de 100 ml se colocaron 50 ml de suero y
se us6 un pH-metro digital BOECO PT-380. Los datos se tomaron a

temperatura ambiente.

Grados Brix

Se midieron los indices de refraccion para poder cuantificar los sélidos
solubles presentes en el suero. Se utilizé un refractometro ABBE, se
colocaron 3 gotas de suero de leche en el refractébmetro y se anot6 la lectura

indicada a temperatura ambiente.
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e Soblidos totales

Se empleé como referencia la 1SO 6731:2010, los sélidos totales se
expresaron en porcentaje de solidos totales (%).

e Cenizas

Se empled el método indicado por Gandhi et al. (2020). El contenido de
ceniza se expreso en porcentaje (%).

e Acidez titulable

Se calcul6 segun la ISO/TS 11869:2012, la acidez se expresé en porcentaje
de acido lactico (% acido lactico).

e Densidad

La densidad de la leche se determind mediante un picndmetro de 10 ml, el
cual se peso en una balanza analitica (rango de pesaje 250 g — 0.0001 g).
Previamente agitado, el suero se coloco en el picndmetro y se peso. La
densidad se expreso en el peso en gramos de la muestra por el volumen en

mililitros de la muestra (g/ml). Se calculé a través de la ecuacion 11:

masa de la muestra en gramos (11)
"~ volumen de la muestra en mililitros

p

e AzUcares totales

Para determinar los azlcares totales se utilizé el método fenol — &cido
sulfurico descrito por Nielsen (2017). Los azUcares totales se expresaron en

gramos de glucosa por litro de suero (g/L).

Datiles de Phoenix dactylifera

Previamente se verificé que los frutos no tengan dafos fisicos, presencia de
hongos o lesiones. Se lavaron y desinfectaron con una solucion de hipoclorito de
sodio (2.5 ml en 5 L de agua) durante 5 minutos, posteriormente se enjuagaron

con abundante agua. Todos los procedimientos se realizaron por duplicado.
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Grados Brix

Se midieron los indices de refraccidbn para poder cuantificar los sélidos
solubles presentes en el fruto. Para ello con la ayuda de un mortero de
laboratorio se tritur6 un fruto para obtener sus jugos. Se utilizé un
refractbmetro ABBE, se colocaron 3 gotas de jugo de datil en el refractémetro

y se anoté la lectura indicada a temperatura ambiente.

Humedad (%)

Primero se desecé una capsula de porcelana a 105 °C por 2 horas y se dejo
enfriar en un desecador. Luego, se pesaron 5 gramos de pulpa de fruta en la
cépsula y se sec6 en una estufa a 103 °C por 4 horas. La capsula con la
muestra seca se colocé en un desecador durante 40 min y se peso. Se repitié
el secado en la estufa por 1 hora, hasta que la muestra no variara su peso
mas de un 0.2 %. El procedimiento se realiz6 por duplicado. La humedad se
calculé con la siguiente formula (Ecuacion 12):

Pi—P
- f><100 (12)
Pi

% humedad =

Pi = masa de la muestra inicial en gramos

Pf = masa de la muestra final en gramos

Cenizas (%)

Se utilizé el mismo método del punto 3.2.1.2.

- SCOBY

Caracteristicas microbiolégicas

Para la extraccion de la muestra se tomé como referencia el método de
Reyes et al. (2003). Se pesaron 26 g de SCOBY, el cual se introdujo a una
bolsa estéril con 100 ml de solucion salina estéril (0.85 % p/v). Se agitd en
un homogeneizador de paletas Stomacher (Modelo: BK-SHG04-CHINA) de
BIOBASE. La agitacion duré 5 min a una velocidad de aleteo de 10 veces
por segundo. A partir de esta dilucidn, se preparan otras diluciones decimales
para poder hacer el recuento. Se realizé por duplicado.

El método utilizado fue recuento en placa para el recuento total de levaduras
y aerobios mesodfilos. Se utiliz6 medio Oxytetra Glucose Yeast Agar Base

(OGYE Agar Base) para el recuento total de levaduras, con la adicion de
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gentamicina (0.005 %) para inhibir el crecimiento de bacterias. Las placas se
incubaron durante 5 dias a 30 °C. Para el recuento de aerobios mesdfilos se
utilizé el medio Plate Count Agar (PCA). Las placas se incubaron a 30 °C
durante 2 dias.

3.2.1.3. Preparacion de los sustratos

Té

Se prepar6 una infusion de té, compuesto de té negro (20 % p/v) y azucar (10 %
p/v). Se llevé a ebullicion agua destilada y afadieron el té negro y el azucar,
manteniendo la ebullicién por 15 minutos. Luego se filtrd la infusién con poliseda

para eliminar las particulas sélidas del té y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Suero de leche

Para una mayor disponibilidad de los azUcares del suero por el SCOBY, se traté
por un proceso de hidrélisis enzimatica para descomponer la lactosa en glucosa
y galactosa. Se utilizé la enzima B-galactosidasa (lactasa) comercializada bajo el
nombre NOLATM Fit 5500. El suero se calent6 a 40 °C, se afadi6 1 ml de la
enzima por cada litro de suero, y se mantuvo a esa temperatura durante una hora.
Finalmente, el suero hidrolizado se esterilizé6 en un autoclave a 121 °C durante
15 minutos. Luego se filtraron los solidos precipitados con poliseda, se reservo el

suero filtrado hasta su utilizacion.

Zumo de détil

Para obtener el zumo de détil se utilizé6 como referencia el método de Abbeés et
al. (2011), primero se despepitaron los datiles para obtener solo la pulpa, luego
se licu6é en una licuadora industrial durante 3 minutos con agua destilada, la
proporcion para el licuado fue de 1 kg de pulpa por 2.7 L de agua destilada.
Posteriormente, el licuado se llevé a ebullicion y se mantuvo hirviendo durante 15
minutos. Luego, se filtr6 el zumo con una poliseda. Se conservé hasta su

utilizacion.

Sacarosa (Agua azucarada)
El agua azucarada se prepar6 a una concentracion de azucar del 10 % p/v. Se
utilizé azucar comercial y agua destilada. Para ello, se diluyeron 100 gramos de

azucar por cada litro de agua destilada.
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3.2.1.4. Condiciones de fermentacién

Tanto para formulacion, condiciones y los procedimientos de los medios, se tomé como
referencia lo descrito por Marsh et al. (2014), Jayabalan et al. (2014) y Soares et al.
(2021).

- Acondicionamiento de cultivo estéatico
Se acondicionaron frascos de vidrio de 450 ml provistos con tapa, se hizo un
agujero de 2 cm de diametro en la tapa para que pueda haber salida de los gases

producto de la fermentacion (Anexo 3).

- Adicién y mezclado de sustratos
Se midieron las cantidades de los sustratos para cada experimento segun el
disefio planteado y se afiadieron a los frascos, ademas de la infusion de té negro
y el liquido iniciador, luego se agitaron con una varilla de vidrio, se consideré un
volumen de medio total de 260 ml. Se retiraron 10 ml de los medios para medir

pH y °Bx.

- Medicién de pH y grados Brix de cada experimento
En cada experimento luego del mezclado se midié el pH y los °Bx para conocer
las condiciones iniciales de la fermentacion. Se emplearon los mismos

procedimientos descritos anteriormente.

- Esterilizacion

Los frascos con los medios se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos.

- Inoculacién
Luego de la esterilizacion se dejo enfriar los frascos a temperatura ambiente. Para
la inoculacién se afadié un SCOBY de aproximadamente 5 cm de diametro y de
alrededor de 25 g a cada frasco (Anexo 2-b). Con la ayuda de una varilla de vidrio
estéril, se coloco el SCOBY en el medio del sustrato. Finalmente, en el agujero
hecho en la tapa se tapo con cinta transpirable (3M) para evitar que se contamine

la muestra y a la vez puedan salir los gases.

- Fermentacién
La fermentacion se llevé a cabo en una incubadora Ecocell a una temperatura de
28 °C durante 21 dias. Se asegur6 que las rejillas de ventilacion de la incubadora

estén abiertas (Anexo 2-c).
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3.2.1.5. Control del pHy °Bx final

A cada experimento se midio el pH y °Bx final para verificar la variacion de los valores,

se utilizaron los mismos procedimientos descritos anteriormente. Los datos se tomaron

a temperatura ambiente.

3.2.1.6. Purificacion y cuantificacion de la CB

Purificacion

La purificacién de la CB se realizdé con el fin de eliminar células, proteinas,
polifenoles y otros componentes del medio de cultivo en la fermentacion. Se utilizé
como referencia el método detallado por Amarasekara et al. (2020). La
produccién de la CB se dio en la superficie del medio (Anexo 2-d). Se destaparon
los frascos y se retird la CB producida junto con el SCOBY madre. La CB fue
lavada con agua destilada para retirar restos y particulas del medio de cultivo.
Posteriormente, se lavd por dos veces sucesivas con NaOH (0.1 N) a 90 °C
durante 1 h cada vez en un Bafo Maria, y luego se enjuagé con agua destilada.
Para retirar los restos de NaOH, se dejo la CB reposando en 250 ml de agua
destilada durante 15 min y se midi6 el ph del agua. Este paso se repitié hasta que
el pH alcanzé la neutralidad.

Cuantificacion

La CB ya purificada se colocé en una superficie inclinada para escurrir el agua
destilada durante 2 h. Luego se sec6 en un secador de bandejas a 40 °C con
salida de aire a 1 m/s hasta alcanzar un peso constante. La cuantificacion se
expreso en gramos de CB seca por litro de medio de cultivo (g/L). También se
expreso segun la tasa de produccion de CB (TCB) por la ecuacién 13:

TCB = (13)

VXt

Donde CB es el peso seco de la celulosa bacteriana (g), V es el volumen del

sustrato (L) y t es el tiempo de fermentacion (h).

3.2.1.7. Caracterizacién dela CB

Determinacion del espesor de las membranas de CB
Las mediciones del espesor de las membranas de CB se realizaron utilizando un
Bernier.

Capacidad de retencion de agua (CRA) y la tasa de liberacion de agua (TLA)
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La CRA se determiné utilizando como referencia el método de Schrecker &
Gostomski (2005). Después de la purificacion, las membranas de CB se
colocaron en un tamiz y se agitaron vigorosamente para retirar el agua superficial
restante. Luego, se secaron a temperatura ambiente durante 48 h registrando sus
pesos cada 12 h. Posteriormente, se secaron a 60 °C durante 12 h en una estufa
para eliminar completamente la humedad. La CRA se determiné con la ecuacion
14:

_ CBHl’Jmeda (14)

Para determinar la TLA se elabor6 un grafico del peso (g) del agua que se liberé

de cada membrana de CB durante el secado.

Andlisis morfoldgico de las membranas mediante SEM

Para determinar la morfologia y topografia de la superficie de las membranas de
CB se utiliz6 un microscopio electronico de barrido de sobremesa (SEM) EM-30N
de COXEM (Corea). La CB seca se recubrié con iones de plata durante 100
segundos y a 5 mA utilizando un recubridor de iones SPT-20 de COXEM. Las
imagenes sé obtuvieron a una ampliacion de 5000x y 15000x y a un voltaje de
aceleracion de 10 kV, observando la alineacion, densidad, grosor de las fibras,
textura de la superficie, interaccion entre las fibras y la cristalinidad.

Con el mismo equipo también se hizo un analisis elemental, por medio de

espectroscopia de rayos X por dispersion de energia (EDS).
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En la Figura 14 se resume las actividades para la produccién de una emulsién

alimentaria con celulosa bacteriana como emulsionan

Figura 14

te.

Diagrama de flujo para la obtencion de mayonesa
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3.2.2.1. Formulacioén

v

Categorias: Aspecto,

textura, olor, sabor.

Para realizar la formulacion de la emulsion tipo mayonesa se tomé en cuenta la NTP

209.033 de 1974 (revisada el 2017), se decidi6 emplear aceitunas negras naturales por

ser propias de la zona, ademas de poder dar un valor agregado. Previamente se

realizaron ensayos para poder determinar una formulacion adecuada para poder evaluar

los emulsionantes.

3.2.2.2. Preparacion de la materia prima

- Todos los insumos fueron obtenidos en establecimientos locales.
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Aceitunas: Las aceitunas previamente se trataron por un proceso térmico de
conservacion, para ello se pasteurizaron a 70 °C por 5 min. Posteriormente se

separé el hueso de la pulpa con un cuchillo.

Yema de huevo: Se separ0 la clara de las yemas en un recipiente de vidrio,
posteriormente en bafio maria se tratd térmicamente a 55 °C con agitacion
constante durante 5 minutos y posteriormente se sumergié parcialmente en un
bafio maria inverso hecho con agua y hielo. Se conservd tapado hasta su
utilizacion.

Todos los ingredientes se pesaron en una balanza segun la formulacién.

3.2.2.3. Homogenizacién

1.

Se utilizé una licuadora Oster (Modelo 250-022-220), primero se afiadié la
aceituna, el vinagre, la sal, el glutamato monosédico, la pimienta y el sorbato de
potasio, y una parte del agua.

Se licué hasta asegurar que la aceituna forme una pasta, se utilizd el agua
sobrante para limpiar las paredes del vaso y se realiz6 un licuado final.

Para homogeneizar la CB, previamente se cortaron en pequefos trozos y se
hidrataron en agua recién hervida por 15 min. Se utilizé la CB
independientemente del tratamiento. Luego se afiadié a la mezcla del paso

anterior y se licu6 hasta asegurar su completa homogeneizacion.

3.2.2.4. Emulsificacién

1.

En el vaso con la pasta de aceituna y los demas ingredientes ya
homogeneizados se afiadi6 el emulsionante (si fuera el caso) y la yema de
huevo.

Con la licuadora ya encendida se afiadio el aceite en forma de hilo.

Se almacend en envases de vidrio previamente pasteurizados (Anexo 2-e).

3.2.2.5. Caracterizacion de las emulsiones

pH
El valor del pH se midié con un pH-metro digital BOECO PT-380. Los datos se

tomaron a temperatura ambiente.
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- Analisis Reoldgico

Primero se determind la viscosidad aparente de las emulsiones, se realiz6 en el
Laboratorio de Tecnologia Pesquera de la UNJBG. El equipo utilizado fue un
viscosimetro rotacional (Modelo Digital EXPERT, Fungilab) (Anexo 2-f). En la
medicion se utilizaron Spindles adecuados para cada muestra a distintas
velocidades de rotacion (RPM). Para determinar el tipo de fluido no newtoniano,
posteriormente se procesaron los datos segun el modelo de Ley de la potencia,
se determinaron el indice de consistencia (k) y el indice de fluidez (n) (Méndez
et al., 2001).

- Andlisis Microbiol6gico
El analisis microbiol6gico se realizé en el Laboratorio del MAdulo de Servicios
Tacna — MS Tacna Innova (MSLAB). El analisis se realiz6 tomando en cuenta la
NTS N° 071 — MINSA/DIGESA-V.01, la cual detalla en el grupo de alimentos
XIl.1 los criterios microbiol6gicos de la mayonesa y otras salsas a base de
huevo, donde considera el recuento de Aerobios mesdfilos, Levaduras,
Staphylococcus aureus y Salmonella spp.

- Estabilidad
Se tom6 como referencia el método de Pazhvand y Khavarpour (2019) con
modificaciones, para ello se utilizaron tubos de ensayo con tapa de una
capacidad de 23 ml, los cuales se llenaron con las muestras de mayonesa y se
almacenaron en refrigeracion por 50 dias. La estabilidad se calcul6 con siguiente
ecuacion:

(15)

V.
Estabilidad (%) = —
Vo

Donde V; es el volumen de la fraccion precipitada y V, es el volumen de la
muestra.
Ademas, se realizé una inspeccion visual de la estabilidad a los 20 y 50 dias de

almacenamiento.

3.2.2.6. Evaluacion Sensorial

- A través de una prueba afectiva en la que se busca conocer el nivel de
agrado o grado de satisfaccion de las emulsiones, se realizé una

evaluacion sensorial, para lo cual se utiliz6 una escala heddnica
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estructurada del 1 al 5, siendo 1 Me disgusta mucho, 2 Me disgusta
moderadamente, 3 No me gusta ni me disgusta, 4 Me gusta
moderadamente y 5 Me gusta mucho (Anexo 7). Los atributos sensoriales
para evaluar se agruparon por las siguientes categorias y atributos:
Aspecto (Color, Brillo, Estabilidad), Textura (Consistencia, untuosidad,
homogeneidad), Olor y Sabor (Salado, Acido, Amargo, Aceituna).

- Los evaluadores fueron 16 consumidores habituales de mayonesa.

- A cada evaluador se le proporcion6é 15 gramos de cada tipo de emulsién, los
cuales fueron rotulados de forma adecuada sin proporcionar informacién
especifica, ademas de galletas para hacer la degustacién y evaluar la untuosidad
Yy un vaso con agua para la evaluacion entre muestras (Anexo 2-g). Previamente
a la evaluacion se informé a los evaluadores los ingredientes de las mayonesas
por medio de un consentimiento informado (Anexo 8). En todo el procedimiento

se tom¢ referencia lo descrito por Espinoza (2003).

3.3. Materiales y/o instrumentos

- Vasos precipitados

- Poliseda

- Cucharas

- Espétulas

- Ollas de acero

- Cocina de induccion
- Termometro

- pHmetro

- Refractometro

- Placas Petri

- Incubadora

- Mufla de laboratorio

- Homogeneizador de paletas
- Probetas

- Pipetas

- Fiolas

- Vasos precipitados

- Tubos de ensayo

- Contador de colonias

- Secador de bandejas
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- Microscopio Electronico de Barrido
- Viscosimetro Rotacional
- Bafio maria

- Licuadora

- Licuadora industrial

- Espectrofotometro

- Balanza analitica

- Glucosa

- Hidréxido de sodio

- Acido sulfarico

- Lactasa (enzima)

- Agar OGYE

- Agar PCA

- Gentamicina

3.4. Poblacién y/o muestra de estudio

En la obtencion de la CB las muestras de estudio son el suero de leche, zumo de datil y
sacarosa, que fueron empleados como sustrato mediante la fermentacién. En la
evaluacién de la efectividad de aplicar la CB como emulsionante en una mayonesa, la
celulosa es la muestra que se somete a analisis, evaluando sus propiedades

emulsionantes y caracteristicas reoldgicas en la mayonesa.

3.5. Operacionalizacion de variables

La operacionalizacion de las variables estudiadas se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13

Operacionalizacion de variables de investigacion

Variable Definicion Dimensiones Indicador Escala Tec,nlcas 0
conceptual métodos
La fuente de
carbono (sacarosa 13, 27, 40,

' Suero de leche % ;
glucosa, fructuosa, u 0 53,80% Se tom6 como
etc.), es uno de los referencia los

Variable elementos métodos de
independiente: esenciales para 1a  7,mo de datil % 13,27,40, Marsh et al
Fuente de sintesis de celulosa 53,80%  (2014), Jayabalan
Carbono en la produccién de et al. (2014) y
celulosa bacteriana Soares et al
(Muthu y Sacarosa % 13, 27,40, (2021).
Rathinamoorthy, 0 53, 80 %
2021).

(continda)
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Tabla 13 (continuacion)

Variable cDoerH:r(]elglﬁgl Dimensiones Indicador Escala Tr?]cér:z)cdac')sso
Variable Se  tomé  en
independiente
para la Emulsion cuenta la - NTP

- - 0,0,2% 209.033 de 1974
formulacion de con/sin CB :

la  emulsion: (revisada el

Adicion de CB 2017).

Se tomé en
CB Produccién gl cuenta el método
de CB de Amarasekara
et al. (2020).
Tasa de Se tomé en
produccién g-L-h cuenta el método
. . de CB de Castro et al.
Biopolimero (2011).

Variable COTPU?StO pé)r Espesor de mm Se midié con un

dependiente: g:l?cicsl;asproducidg CB Bernier.

g:(l:ltjé?;ia por algunas cepas ggrr):tcelg?%n - Se tomé en
bacterianas (Park Caracteristicas .
(CB) et al. 2009 Khan de la CB de agua cuenta el método
ot al.,2007)’ Tasa de h de Schre_cker &
v ’ liberacion Gostomski (2005)
de agua
Tamafio de nm Se midi6 por
fibras medio de un
microscopio
electronico de
barrido (SEM).
Se midi6 por
medio de un
Viscosidad Pa:s Viscosimetro
Rotacional
Fungilab.
Sistemas indice de adimensional Se determiné
coloidales que fluido segun el modelo
consisten en agua - - de Ley de la
dispersa en aceite Sgrgcéergjltggﬁ (Cj:é)efluente Pa.s" potencia descrito

Variable (w/o) o aceite consistencia por Méndez et al.

dependiente: disperso en agua (2001).

Emulsién (o/w), donde las Se tomdé como
gotas de un fluido referencia el
se distribuyen - método de
dentro de otro. Estabilidad % Pazhvand y
(Joyner, 2019). Khavarpour

(2019).
Se tomo en
. Evaluacién Escgla cuenta el método
Aceptabilidad A hedénica 1 ;
sensorial al5 de Espinoza
(2003).

3.6. Procesamiento y andlisis de datos

El andlisis estadistico de los datos se realizd utilizando el software Statgraphics
Centurion. Se utilizé analisis de varianza (ANOVA) para evaluar la significancia
estadistica del modelo cuadratico y su capacidad para explicar la variabilidad en la
produccion de CB, ademas si las combinaciones de los componentes tienen un efecto

significativo en la respuesta. Se utilizé el grafico de contornos para evaluar de forma
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visual las regiones Optimas donde se maximiza la produccion de CB, y ademas el grafico

de trazas donde se visualiza el efecto individual de cada componente.

Respecto a la evaluacion sensorial de las emulsiones las diferencias entre las
emulsiones y los evaluadores se corroboraron mediante ANOVA y prueba de multiples
Rangos. Los graficos se realizaron por medio de la aplicacion de hoja de calculo
Microsoft Excel.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la materia prima

Se presentan las caracteristicas fisicoquimicas del suero de leche y el datil de Phoenix
dactylifera y las caracteristicas microbiol6gicas del SCOBY.
- Suero de leche
En la Tabla 14 se puede ver la cantidad de lactosa que contiene el suero de leche,
se realizdé la hidrélisis enzimatica para descomponer la lactosa en sus
monosacaridos glucosa y galactosa, estos azlcares pueden ser utilizados por las
bacterias productoras de celulosa como fuente de carbono.

Tabla 14

Caracteristicas del suero de leche

Parametro Valores

pH 6,6
Grados brix 4

Solidos totales (%) 6,1
Cenizas (%) 0,3
Acidez titulable (% &acido lactico) 0,07
Densidad (g/ml) 1,05
AzUcares totales (g/L) 40,4

- Datil
En la Tabla 15 se puede observar la alta concentraciéon de sélidos solubles en el
datil, como se menciond estos son ricos en fructosa y glucosa, ademas de

sacarosa, azlcares simples que son facilmente fermentables por las bacterias.

Tabla 15

Caracteristicas del datil

Parametro Valores
Grados brix 29
Humedad (%) 59

Cenizas (%) 1,35
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- SCOBY
En la Tabla 16 se puede observar la cantidad total de aerobios mesdfilos y
levaduras presente por gramo de SCOBY utilizado en la fermentacion. Los
aerobios mesofilos indican la cantidad de microorganismos que pueden crecer
en condiciones aerébicas y a temperaturas moderadas. Un alto recuento de
levaduras y aerobios mesdfilos sugiere que el SCOBY esta activo. La cantidad
de aerobios mesdfilos indica que el consorcio tiene el potencial de producir
celulosa bacteriana. Las levaduras son fundamentales en la fermentacion de los
azucares presentes en los medios y contribuyen a la produccién de acidos
organicos y alcohol, que esta asociado a una mayor acidez en la fermentacién,

esto es importante ya que la produccion de CB es mejor en medios acidos.

Tabla 16
UFC promedio del SCOBY

Microorganismos LogUFC/g

Aerobios mesofilos 4,68

Levaduras 5,59

4.2. Caracteristicas de los sustratos y los medios de cultivo
La Tabla 17 muestra el pH y °Bx inicial y el contenido de azlcares totales del zumo de
datil (D), suero de leche (SL), la sacarosa (SA) y la infusion de té negro.

Tabla 17

Caracteristicas de los sustratos

Sustratos pH °Bx t(ﬁgluecsa(rg/SL)
Zumo de datil 5,8 9 106,3
Suero de leche 6,7 4 40,4
Infusion de té 6 9 80
Agua azucarada 4.8 9 80

En la Tabla 18 se muestra el pH y °Bx de los tratamientos luego de la mezcla
segun el disefio experimental. Al no ajustar los parametros a un valor fijo, se observan
valores diferentes. Los medios con mayor proporcion de SA tienen los valores mas altos
de grados Brix, mientras que los valores menores son los medios con SL. El pH en la

mayoria de los tratamientos es alrededor de 4.



Tabla 18

Caracteristicas de los medios de cultivo por cada

experimento

Tratamientos pH °BX
1 3,91 £0.00 530+0.14
2 3,80 £ 0.05 7,20 £ 0.00
3 3,62 +0.01 7,40 £ 0.00
4 3,70+ 0.04 9,00 £ 0.00
5 3,34+ 0.01 9,00 £ 0.00
6 3,02 £0.02 9,20 £ 0.00
7 3,78 £ 0.05 8,00 £ 0.00
8 4,55 +0.01 7,00 £ 0.00
9 3,96 £ 0.01 8,60 + 0.00
10 4,12 +0.21 9,00 £ 0.00
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4.3. Variacién del pH

Los valores de pH no se ajustaron a un valor fijo, asi que cada tratamiento tiene un valor
distinto producto de la mezcla de los sustratos. Al final de la fermentacién los
tratamientos experimentaron la disminucién tipica de pH en la fermentacién, debido a
los acidos organicos que se producen por el metabolismo de los microorganismos, los
cuales acidifican mas el medio. Los valores de pH inicial oscilaron entre 3,02 en el
tratamiento 6 y 4,55 en el tratamiento 8, mientras que los valores finales variaron desde
2,17 en el tratamiento 6 hasta 3,09 en el tratamiento 1. La mayoria de los tratamientos
comenzaron con valores de pH cercanos a 4, por otro lado, los tratamientos con valores
de pH cercanos a 3 fueron los tratamientos 5 y 6; esto indicaria que los medios con
mayores concentraciones de suero y datil tienden a ser menos acidos. Luego de la
fermentacion el tratamiento 6 tuvo el pH mas bajo (2,17), sin embargo, los tratamientos
que redujeron mas su valor de pH fueron los tratamientos 10 y 8, seguidos del 9y 7.
Mientras que los tratamientos que menos variaron su valor de pH fueron el 1 y el 2,
correspondientes al tratamiento con SL (80 %) y SL-D (40-40 %) respectivamente
(Figura 15).
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Figura 15
Variacion del pH en la fermentacion
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4.4, Variacion de los grados Brix

Al final de la fermentacion los tratamientos experimentaron la disminucion esperada de
grados Brix en la fermentacién, esto debido a que los sélidos solubles representan a las
fuentes de carbono disueltas en los medios, y que son utilizados por los
microorganismos para producir energia. Los valores de °Bx inicial oscilaron entre 5,3 en
el tratamiento 1y 9,2 en el tratamiento 6, mientras que los valores finales variaron desde
2,9 en el tratamiento 2 hasta 7,6 en el tratamiento 6. El tratamiento 2 fue el que mas
redujo los °Bx, seguido del tratamiento 8, 9 y 10. Por lo contrario, el tratamiento 1 fue el
gue menos redujo su valor de °Bx, seguido del tratamiento 6 y 5. A una mayor variacién
de °Bx indicaria que hubo mayor asimilacion de los carbohidratos por los
microorganismos (Figura 16).

Figura 16

Variacion de los °Bx en la fermentacion
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4.5. Produccion de CB

La produccion de CB fue mayor en el tratamiento 6 (5,07 g/L), seguido del tratamiento
10 (4,01 g/L) y del tratamiento 7 (3,57 g/L). El tratamiento 6, 10 y 7 corresponden a los
medios con A (80 %), SL-D-A (13-13-53 %) y SL-D-A (27-27-27 %) respectivamente.
Los medios con menor produccion de CB fueron el tratamiento 1 (0,55 g/L), el
tratamiento 2 (1,35 g/L) y el tratamiento 4 (1,77 g/L). El tratamiento 1, 2 y 4 corresponden
a los medios con SL (80 %), SL-D (40-40 %) y D (80 %) respectivamente (Figura 17).

Figura 17

Producciéon de CB en los tratamientos
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Los resultados del ANOVA para la produccién de CB (Tabla 19) muestran un
valor p de 0,0434 (menor a 0,05), lo que indica que el modelo cuadratico es
estadisticamente significativo a un nivel de confianza del 95 %. Lo que significa que los
tratamientos con el suero de leche, zumo de datil y sacarosa realizados segun el disefio
de mezclas tienen un efecto significativo en la produccién de CB. El modelo cuadratico
explicaria la variabilidad en la produccién de CB en un 89,4773 % segun el R-cuadrada,
si bien la R-cuadrada ajustada es del 76,324 %, el modelo es aun significativo.

Tabla 19

ANOVA de la produccion de CB

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razé6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 14,4322 5 288643 6,80  0,0434

Cuadratico

Error total 1,69724 4 0,424311

Total (corr.) 16,1294 9

Nota. R-cuadrada = 89,4773 %. R-cuadrada (ajustada por g. |.) = 76,324 %.
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En la ecuacion del modelo cuadratico ajustado (Ecuacion 16), el cual permite
predecir la produccién de celulosa bacteriana (CB) en funcién de las proporciones de
los 3 componentes, se puede observar que los efectos individuales de SL, D y SA tienen
un valor positivo, lo que indica que un aumento de los ingredientes contribuye en la
produccion de CB, siendo la sacarosa el componente que mas influye en la produccion.
También se puede observar que las interacciones también afectan la produccion de CB.

CB =0,536583*SL + 1,60113*D + 4,9884*SA + 3,19616*SL*D - (16)
0,229292*SL*SA + 0,659801*D*SA

En el grafico de contornos (Figura 18) se muestra de forma evidente que una
mayor produccion de CB estd mas relacionado con la cantidad de sacarosa, el otro
componente con resultados aceptables es el zumo de datil, el componente que no
aporta un efecto positivo al aumentar su proporcion es el suero de leche, donde muestra
una evidente disminucion en la cantidad de CB. Se debe tomar en cuenta la relacion
zumo de datil (D) y Sacarosa (SA), donde se obtienen resultados promedios que se
deben tomar en cuenta si se quieren encontrar fuentes de carbono alternativas. Como
se mencioné en la ecuacion del modelo cuadratico, la mezcla de los 3 componentes
tiene un efecto en la produccion de CB, por lo que se deben tomar en cuenta en su

conjunto y no por separado.

Figura 18

Gréafico de contornos

SL=80.0

D=80.0 SL=0.0 SA=80.0

Nota. SL: Suero de leche. D: Zumo de datil. SA: Sacarosa.

En el grafico de traza (Figura 19) se visualiza la produccion de la celulosa para
cada componente partiendo del punto medio SL-D-SA (27-27-27 %) que corresponde al
tratamiento 7, al extremo en el eje x se muestra la produccion de CB (eje y) si solo se

usara un tipo de fuente de carbono, la linea azul muestra la tendencia del SL, que a una
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mayor proporcion significaria una menor produccién de CB, en la linea naranja se
muestra un comportamiento proporcional en el aumento de zumo de datil con la
produccion de CB, pero que luego empieza a disminuir. La linea azul muestra que un
aumento en la proporcion de azucar produce mas CB. La forma en que las lineas se
cruzan indicaria que existe una dependencia entre los componentes sobre la produccion
de CB.

Figura 19

Grafico de traza para CB
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Nota. — Suero de leche, — Zumo de datil — Sacarosa

45.1. Tasa de produccion de CB

La TCB fue més alta en el tratamiento 6, seguido del tratamiento 10 y 7 con 0,0101,
0,0079 y 0,0071 g-L-h respectivamente. Los tratamientos 6, 10 y 7 corresponden a los
medios con A (80 %), SL-D-A (13-13-53 %) y SL-D-A (27-27-27 %) respectivamente. La
TCB fue mas baja en los tratamientos 1, 2 y 4 con 0,0011, 0,0027 y 0,0035 g-L-h
respectivamente. El tratamiento 1, 2 y 4 corresponden a los medios con SL (80 %), SL-
D (40-40 %) y D (80 %) respectivamente (Figura 20).
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Figura 20
TCB de los tratamientos
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Nota. TCB: Tasa de produccién de celulosa bacteriana.

4.6. Caracteristicas de la CB
4.6.1. Espesor de la CB

La CB con mayor grosor corresponden a los tratamientos 7, 9, 10, 6 y 8, con 1,3, 1,25,
1,20, 1,10 y 1,03 mm respectivamente. Los tratamientos 7, 9, 10, 6 y 8 corresponden a
los medios con SL-D-A (27-27-27 %), SL-D-A (13-53-13 %), SL-D-A (13-13-53 %), A (80
%) y SL-D-A (53-13-13 %) respectivamente. La CB con menor grosor corresponde a los
tratamientos 1,2, 4, 5y 3 con 0,2, 0,25, 0,5, 0,65 y 0,7 mm respectivamente. Los
tratamientos 1,2, 4, 5y 3 corresponden a los medios con SL (80 %), SL-D (40-40 %), D
(80 %), D-A (40-40 %) y SL-A (40-40 %) respectivamente (Figura 21).

Figura 21
Espesor de la CB
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4.6.2. Capacidad de retencion de agua

La mayor CRA de la CB corresponde a los tratamientos 8, 9y 7 con 92,54, 72,65y 70,73
g/g (gramos de agua por gramo de CB) respectivamente. Estos tratamientos
corresponden a los medios con SL-D-A (53-13-13 %), SL-D-A (13-53-13 %) y SL-D-A
(27-27-27 %) respectivamente. La CB con menor CRA corresponde a los tratamientos
5, 2,4y 1 con 29,89, 30,35, 35,06 y 40,62 g/g respectivamente. Estos tratamientos
corresponden a los medios con D-A (40-40 %), SL-D (40-40 %), D (80 %) y SL (80 %)
respectivamente (Figura 22).

Figura 22
CRA delaCB
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Nota. CRA: Capacidad de retencion de agua.

4.6.3. Tasa de liberaci6on de agua

La TLA de la CB obtenida se muestra en la Figura 23. Se puede observar que la CB que
liber6 menos agua hasta las 96 h corresponde a la de los tratamientos 7, 10, 8 y 9, por
lo que conservaron su peso en un 70,36 %, 69,26 %, 65,98 % y 62,55 %
respectivamente. Estos tratamientos corresponden a los medios con SL-D-SA (27-27-
27 %), SL-D-SA (13-13-53 %), SL-D-SA (53-13-13 %) y SL-D-SA (13-53-13 %)
respectivamente. Los tratamientos con mayor TLA corresponden a los tratamientos 4, 2
y 1, ya que a las 96 h conservaron su peso en un 22,04 %, 12,37 % y 5,56 %. Estos
tratamientos corresponden a los medios con D (80 %), SL-D (40-40 %) y SL (80 %)

respectivamente.
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Figura 23
TLA de la celulosa bacteriana
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Nota. TLA: Tasa de liberacién de agua. Proporcién de fuentes de carbono SL-D-

SA. T1: 80-0-0 %. T2: 40-40-0 %. T3: 40-0-40 %. T4: 0-80-0 %. T5: 0-40-40

%. T6: 0-0-80 %. T7: 27-27-27 %. T8: 53-13-13 %. T9: 13-53-13 %. T10:13-
13-53 %.

4.6.4. Morfologia de la CB

Las micrografias de la superficie de las peliculas de BC estan ilustradas en las Figuras
24-33. La estructura de estas peliculas varia segin el medio de origen. La CB
procedente del medio SA (Figura 29) como sustrato puro exhibié una estructura tipica
de CB, con nanofibras en forma de varillas que formaban una red, con un didmetro
promedio de 165 nm. Las micrografias de la CB obtenida de SA revelaron una estructura

de fibrillas caracteristica de la CB, a diferencia de otros medios.

Por otro lado, las micrografias de la CB de medios con compuestos binarios
equilibrados, como el medio D (zumo de datil), mostraron una estructura amorfa tipica
de la CB tipo Il, donde las cintas de celulosa se orientan isotrépicamente sin un patréon
definido, destacando regiones amorfas (Figura 25). La CB obtenida del medio SL (suero
de leche) (Figura 24) presenta una reticulacion similar a la obtenida en el medio SA,

pero con regiones amorfas, y un diametro de nanofibrillas que fluctué en 175,6 nm.

Ademas, las peliculas de CB obtenidas de combinaciones binarias (T2, T3, T5)
y de medios con mezclas ternarias (T7, T8, T10) no mostraron la estructura
caracteristica de la CB. En su lugar, predominaban estructuras amorfas, en lugar de la

red tridimensional caracteristica.
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Las imagenes de la BC producida a partir de los medios D y SL revelaron
estructuras visiblemente diferentes en comparaciéon con el medio de SA. Se observo un
patron donde las microfibrillas de celulosa eran menos visibles que en la CB,
presentando una estructura compacta y totalmente amorfa en los medios con mayor
proporcién de D (T2) y SL (T7). En comparacion, los medios con mayor proporcion de

SA (T3, T5, T8, T10) mostraron estructuras mixtas y amorfas.

En el andlisis elemental realizado por espectroscopia de rayos X por dispersion
de energia (EDS) todas las membranas presentaban elementos como el carbono,

hidrégeno y oxigeno en mayor proporcion.

Figura 24
Micrografia SEM de la CB tratamiento 1
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Figura 25
Micrografia SEM de la CB tratamiento 2
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Figura 26
Micrografia SEM de la CB tratamiento 3
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Figura 27
Micrografia SEM de la CB tratamiento 4
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Figura 28
Micrografia SEM de la CB tratamiento 5
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Figura 29
Micrografia SEM de la CB tratamiento 6
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Figura 30
Micrografia SEM de la CB tratamiento 7
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Figura 31
Micrografia SEM de la CB tratamiento 8
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Figura 32

Micrografia SEM de la CB tratamiento 9
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Figura 33
Micrografia SEM de la CB tratamiento 10
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4.7. Formulacion de la emulsion tipo mayonesa

Se ensayaron distintas formulaciones para poder fijar una formulacion base en la cual
aplicar los emulsionantes. Tomando como referencia la NTP 209.033 de 1974 (revisada
el 2017) el componente principal en la mayonesa es el aceite seguido de la yema de
huevo y un ingrediente acido que puede ser vinagre, acido citrico o limén. Ademas,
puede ser sazonada por sal, especias, y glutamato monosddico. Por ser un producto
local abundante se decidi6 utilizar aceituna negra natural en la formulacién, primero se
evalué un 5 % (p/p) de la formulacion total, pero en los ensayos se decidi6 utilizar 10 %
(p/p) por presentar un mejor color y sabor. La horma permite el uso de almidones hasta
un 0,5 %, por ello se decidi6 utilizar los emulsionantes (Goma xantana, CB) a un 0,2 %
(p/p), concentracién que quedo fija por los resultados favorables. La mayonesa con
aceituna fue sazonada con sal, glutamato monosédico y pimienta. Se utilizé un
conservante (sorbato de potasio) al 0,1 % (p/p), lo cual también permite la norma. Las
formulaciones finales para evaluar se muestran en la Tabla 20.
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Tabla 20

Formulacion porcentual de las emulsiones

Ingredientes ml m2 m3
1 Aceite 59,65 59,45 59,45
2 Agua 19,00 19,00 19,00
3 Aceituna 10,00 10,00 10,00
4  Yema de huevo 5,00 5,00 5,00
5 Vinagre 5,00 5,00 5,00
6 Emulsionante 0,00 0,20 0,20
7 Sal 1,00 1,00 1,00
8 Glutamato monosoédico 0,15 0,15 0,15
9 Pimienta 0,10 0,10 0,10
10 Conservante 0,10 0,10 0,10

Nota. m1: sin emulsionante. m2: Goma xantana. m3: CB.

4.8. Caracteristicas de la Emulsion
4.8.1. pH

La Tabla 21 muestra el valor de pH para las distintas emulsiones, en todos los casos no
supera el valor maximo que indica la NTP 209.033 de 1974 (revisada el 2017).

Tabla 21

pH de las emulsiones

Emulsiones pH
m1l Sin emulsionante 4,20
m2 Con Goma Xantana 4,12
m3 Con celulosa bacteriana 4,20

4.8.2. Andlisis Reoldgico
4.8.2.1. Viscosidad

La viscosidad de todas las emulsiones disminuy6 significativamente con el aumento en
la velocidad de corte o gradiente de velocidad aplicado, independientemente de la
aplicacion de la Goma Xantanay la CB. En la mayonesa sin emulsionantes la viscosidad

aparente vario de 4,79 a 3,1 Pa-s. En la mayonesa con Goma Xantana vari6 de 5,98 a
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3,18 Pa-s. En la mayonesa con CB vari6 de 18,64 a 8,51 Pa:-s. En las Figuras 34, 35y
36 se muestran las variaciones de la viscosidad aparente (n) frente al aumento de la

velocidad de corte (y) (Anexo 4).

Figura 34
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Nota. Emulsién sin emulsionantes.

Figura 35
Viscosidad aparente de m2
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Nota. Emulsién con Goma xantana.
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Figura 36
Viscosidad aparente de m3
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Nota. Emulsiéon con CB.

4.8.2.2. Comportamiento de flujo e indice de consistencia

La forma de las curvas al graficar el esfuerzo cortante () frente a la velocidad de corte
(y) en las Figuras 37, 38 y 39, muestra que las emulsiones tienen un comportamiento
pseudoplastico. En los fluidos pseudoplasticos la viscosidad se reduce
significativamente cuando se les aplica una fuerza de cizallamiento, pero la viscosidad
se restaura tan pronto como se elimina esta. Se puede observar que la mayonesa con
Goma Xantana y CB tienen mayor comportamiento pseudoplastico que la mayonesa sin

emulsionante.



Figura 37
Curva de flujo de m1
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Figura 38
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Nota. Emulsién con Goma xantana.
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Figura 39
Curva de flujo de m3
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Nota. Emulsiéon con CB.

Los valores de n obtenidos a partir del modelo de ley de potencia para todas las
emulsiones se muestran en la Tabla 21, todas presentan valores menores a 1, lo que
indica su naturaleza pseudoplastica. Se encontré que el indice de consistencia (K) de
todas las emulsiones era mayor que 1y se vio afectado significativamente por el tipo de

emulsionante aplicado (Anexo 5).

Tabla 22

Parametros del modelo de ley de potencia para las emulsiones

Emulsiones n K (Pa-s™)
m1l Sin emulsionante 0,37 4,89
m2 Con Goma Xantana 0,24 18,97
m3 Con celulosa bacteriana 0,35 3,45

4.8.3. Anélisis Microbiolégico

Segun el andlisis microbioldgico realizado en el laboratorio MSLAB (Anexo 6), tanto en
la mayonesa con Goma Xantana como en la mayonesa con CB no se encontraron
Estafilococos coagulasa positivo ni Salmonella, por lo que se podria decir que no hubo
contaminacién en la manipulacion de los ingredientes, por lo tanto, no representa un

problema para la salud (Tabla 23). Sin embargo, en las dos emulsiones se encontrd
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aerobios mesdfilos y mohos y levaduras, esto podria deberse a los microorganismos
que se encuentran naturalmente en la CB, tal y como se mostr6 en la caracterizacion
microbiologica del SCOBY y no fueron eliminados en el proceso de purificacion con
hidroxido de sodio, pero como se encontr6 en ambas emulsiones, los resultados
obtenidos en los andlisis se deberian a que la aceituna no fue pasteurizada
adecuadamente. Aun asi, los valores no exceden los limites maximos permisibles que
detalla la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01. “Norma Sanitaria que establece los
criterios microbiolégicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas
de consumo humano” (Resolucion Ministerial N° 591-2008/MINSA, 2008), el cual detalla
en el grupo de alimentos Xlll. Especias, condimentos y salsas, que el limite por gramo

para mayonesa de Aerobios mesofilos y Levaduras es 5 x 10* y 102 respectivamente.

Tabla 23

Andlisis microbiolégico de las emulsiones

N° Emulsiones m2 m3

1  Aerobios mesofilos 2,773 x 107 2,318 x 107
2 Mohosy levaduras 2,455 x 10! 2,363 x 10!
3  Estafilococos coagulasa positivo 0 0

4  Salmonella Ausencia Ausencia

Nota. m2: Mayonesa con Goma xantana. m3: Mayonesa con CB.

4.8.4. Estabilidad

Un aspecto critico de las emulsiones es su estabilidad. Termodindmicamente, una
emulsion se considera estable cuando la cantidad y el tamafio de las gotas en la fase
interna, por unidad de volumen de la fase continua, se mantienen constantes a lo largo
del tiempo. Esto implica que no hay cambios en el valor energético del sistema ni en su
area interfacial. La estabilidad se muestra en la Tabla 24, se encontré una estabilidad
de 7,4 %, 0,0 % y 0,9 % para la muestra m1, m2 y m3 respectivamente. Segun la
inspeccion visual a los 20 dias de almacenamiento se puede observar que en ml hay
sedimentacion de liquido (fase dispersa), en m2 no se observa sedimentaciéon y en m3
se pudo observar una muy ligera superficie de liquido. A los 50 dias de almacenamiento
m1 tiene mayor cantidad de liquido, m2 mantiene su estado inicial y en m3 ya se puede

distinguir con claridad la sedimentacion (Figura 40).
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Tabla 24
Estabilidad de las emulsiones

Emulsiones Precipitado (ml) Estabilidad

ml 1,7 7,4 %
m2 0,0 0,0 %
m3 0,2 0,9%

Nota. m1: sin emulsionantes. m2: Goma xantana. m3: CB.

Figura 40
Estabilidad de las emulsiones

Nota. m1: sin emulsionantes. m2;: Goma xantana. m3: CB.

4.9. Evaluacién Sensorial

Luego del analisis estadistico en el software Statgraphics centurion, en el andlisis de
varianza (ANOVA) para la categoria aspecto, se obtuvo un valor p de 0,1562, esto
significa que no hay diferencias significativas entre los evaluadores, pero si se
observaron diferencias significativas entre las muestras de mayonesa (m1, m2 y m3),
donde m3 tuvo la mayor puntuacion promedio y m1 y m2 tuvieron la misma puntuacion
estadisticamente.



Tabla 25
ANOVA para la categoria aspecto

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos Principales

A: Evaluadores 12,9792 15 0,865278 1,53 0,1562

B: Emulsiones 8,375 2 4,1875 7,41 0,0024

Residuos 16,9583 30 0,565278

Total (Corregido) 38,3125 a7

Tabla 26
Prueba de multiples rangos para la categoria aspecto

Emulsiones Casos Media Grupos Homogéneos
m2 16 3,25 X

m1l 16 3,5625 X

m3 16 4,25 X

Nota. m1: sin emulsionantes. m2: Goma xantana. m3: CB.

Lo mismo se pudo observar en la categoria textura, no existen diferencias entre

los evaluadores (p=0,6772) y si entre las muestras (p=0,0334), donde m3 tuvo la mayor

puntuacién promedio y m1 y m2 tuvieron la misma puntuacién estadisticamente.

Tabla 27

ANOVA para la categoria textura

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos Principales

A: Evaluadores 11,1458 15 0,743056 0,79 0,6772

B: Emulsiones 7,16667 2 3,58333 3,82 0,0334

Residuos 28,1667 30 0,938889

Total (Corregido) 46,4792 a7

Tabla 28
Prueba de multiples rangos para la categoria textura

Emulsiones Casos Media Grupos Homogéneos
m2 16 3,5625 X

m1l 16 3,6875 X

m3 16 4,4375 X

Nota. m1: sin emulsionantes. m2: Goma xantana. m3: CB.
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En la categoria olor, si hay diferencias significativas entre los evaluadores con
valor p=0,0024. De la misma forma también hay diferencias entre las muestras
(p=0,0079), donde m3 tuvo la mayor puntuacion promedio y m1y m2 tuvieron la misma
puntuacion estadisticamente.

Tabla 29

ANOVA para la categoria olor

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos Principales

A: Evaluadores 13,6667 15 0,911111 3,33 0,0024
B: Emulsiones 3,125 2 11,5625 571 0,0079
Residuos 8,20833 30 0,273611
Total (Corregido) 25,0 a7

Tabla 30

Prueba de mudltiples rangos para la categoria olor

Emulsiones Casos Media Grupos Homogéneos
m2 16 3,4375 X

ml 16 3,75 XX

m3 16 4,0625 X

Nota. m1: sin emulsionantes. m2: Goma xantana. m3: CB.

Para la categoria sabor, no hay diferencias significativas entre los evaluadores
con valor p=0,2127. De la misma forma también hay diferencias entre las muestras

(p=0,0079), donde m3 nuevamente tuvo la mayor puntuacion.

Tabla 31

ANOVA para la categoria sabor

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos Principales

A: Evaluadores 13,9167 15 0,927778 1,39 0,2127
B: Emulsiones 5,375 2 2,6875 4,04 0,0280
Residuos 19,9583 30 0,665278

Total (Corregido) 39,25 a7




Tabla 32

Prueba de multiples rangos para la categoria sabor

Emulsiones Casos Media Grupos Homogéneos

m2 16 3,5 X
ml 16 3,8125 XX
m3 16 4,3125 X

Nota. m1: sin emulsionantes. m2: Goma xantana. m3: CB.
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CAPITULO V: DISCUSION

En cuanto a la eficiencia en la produccion celulosa bacteriana, se discuten primero los
tratamientos con un solo tipo de fuente de carbono, se encontré que el tratamiento con
sacarosa (T6) es el que tuvo mayor produccién de CB (5,07 g/L), este medio se empled
como control para los demés tratamientos, aun asi fue mayor respecto otras
investigaciones en la cual utilizaron un medio quimico con glucosa como fuente de
carbono (medio Hestrin y Schramm) y cepas bacterianas en especifico, donde se
obtuvieron 3,9, 3,26, 2,6, 2,5y 2,1 g/L reportados por Fan et al. (2016), Solari et al
(2019), Abol-Fotouh et al. (2020), Gomes et al. (2013) y Castro et al (2011)
respectivamente. Si bien son cantidades menores también se debe tomar en cuenta que
en los medios se utilizé entre 20 y 30 g/L de glucosa en los medios de cultivo quimicos,
ademas de tener un tiempo de fermentacion menor a 28 dias. Por otro lado, el medio a
base de Kombucha que se utilizé6 para obtener CB es mas econdémico que los medios
quimicos que requieren las fuentes de nitrdgeno como extracto de levadura, peptona

entre otros nutrientes.

El medio a base de datil (T4) obtuvo 1,77 g/L de CB, este resultado es menor a
lo obtenido por Abol-Fotouh et al (2020) que fue 3,2 g/L, este resultado se pudo deber
al tipo de medio de cultivo utilizado, el cual fue un medio HS modificado, donde
reemplazaron la fuente de carbono (glucosa) por jarabe de datil, siendo el 10 % v/v de

todo el medio, por lo cual tenia distintas fuentes de nitrégeno y nutrientes quimicos.

En el medio a base de suero de leche (T6) se obtuvo 0,55 g/L, el cual es la
produccion mas baja de todos los tratamientos, este resultado es inferior a lo reportado
por Salari et al. (2019) que también utilizaron suero de queso, obtuvieron 3,55 g/L, esta
diferencia se puede deber al tipo de tratamiento previo del suero de queso, por un lado
la eficiencia en la hidrdlisis para separar la lactosa en galactosa y glucosa, y por otro las
técnicas para separar los sélidos presentes en el suero producto de la elaboracion del
guesoy la grasa presente, ya que en este estudio se utiliz6 poliseda para filtrar en suero,
y en otros estudios se utilizaron centrifugas de alta revolucion; estos pasos para el uso
de suero de queso son fundamentales para la disposicion de azucares para la sintesis
de CB y ademas que los medios no deben contener sélidos o grasa que interfiera en la
fermentacion. En otro estudio obtuvieron un resultado inferior en un medio a base de
suero de queso (0,1 g/L) (Carreira et al., 2011), por lo cual la variacion de resultados

puede deberse a los aspectos antes mencionados y a las condiciones de fermentacion.
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Por otro lado, cabe destacar la produccién de CB en el tratamiento 10 y 7 con
4,1y 3,57 g/L respectivamente. El tratamiento 10 tiene como fuentes de carbono el
suero de leche (13 %), datil (13 %) y azUcar (53 %) y el tratamiento 7 con las tres fuentes
de carbono en proporciones iguales (27 %), por ello, el tratamiento 7 resultaria ser el

mas efectivo para reemplazar la utilizacion de sacarosa en la produccion de CB.

Es evidente que la TCB fue mayor en el Tratamiento 6, seguido del 10 y 7, con
valores de 0,0101, 0,0079 y 0,0071 respectivamente. Estos valores se pueden comparar
por lo reportado por Salari et al. (2019), donde obtuvieron una TCB de 0,014, 0,011y
0,010 en medios a base de remolacha cruda, suero de queso hidrolizado y medio HS
respectivamente. El tiempo es muy crucial en este caso, ya que la fermentacioén dur6 28
dias con una cepa en especifico (Gluconacetobacter xylinus), lo que podria explicar la

mayor obtencién de CB por hora.

Como se menciond, las condiciones de fermentacién se basaron en la
preparacion de la Kombucha, para la cual no se afiadié ningun aditivo, se realizé en
condiciones estéaticas a una temperatura de 28 °C, pH inicial promedio de 3,8 durante
21 dias en todos los tratamientos. El pH no se ajustd con aditivos solo fue el resultado
de la combinacién de los sustratos. Al final de la fermentacion disminuyeron los valores
de pH en todos los tratamientos, siendo la disminucion mas notable fue en los
tratamientos T10 (2,41), T8 (2,82), por lo que indicaria una mayor actividad de levaduras
que producen etanol que posteriormente son oxidadas por las bacterias produciendo
acido acético, bajando asi el pH durante la fermentacion (May, et al., 2019), en ciertas
circunstancias se puede presentar un aumento en el valor de pH, el cual se deberia a
un exceso en el tiempo de fermentacion, donde las bacterias acéticas oxidarian los
acidos organicos a dioxido de carbono y agua, aumentando de esa forma el pH
(Jayabalan et al., 2014; He et al., 2022). Estas variaciones no son proporcionales al
descenso de los °Bx, los tratamientos que mas redujeron los °Bx fueron el 2, seguido
del 8y 9.

El grosor de la CB humedo fue mayor en los tratamientos T7, T9 y T10, con 1,3
mm, 1,29y 1,20 respectivamente. Estos resultados fueron casi la mitad a la CB obtenida
en medios con solo glucosa como fuente de carbono y nutrientes quimicos, en la que

obtuvieron un grosor de 3 mm (Almihyawi et al., 2024).

La CRA fue mayor en el Tratamiento 8 (92,54 g/g), seguido del 9 (72,65 g/g) y
del 7 (70,73 g/g), los cuales tienen todas las fuentes de carbono estudiadas, este valor
depende de en como estan agrupadas o entrelazadas las fibras de CB, de tal forma que

actien como una esponja. Se ha evidenciado una un comportamiento similar en la CB
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obtenida a base de jarabe de datil (Abol-Fotouh et al., 2020) donde obtuvieron una CRA
de 99,6 g/g, si bien se us6 como fuente de carbono el datil, este solo represento el 10
% (p/v) del medio total, ademas de usar una cepa en especifico. En el mismo estudio
se obtuvo una TLA de 44 h, en los tratamientos estudiados los tratamientos 7,8,9 y 10
tuvieron se mantuvieron entre 60 y 70 % de su peso a las 96 h. Estos valores estan
relacionados con el grosor de las fibras de CB, mientras se tienen fibras més largas y
delgadas se tiene una CRA alta, pero hace que el agua se libere mas rapido (TLA).
Mientras las fibras sean méas gruesas retienen menos agua, pero impiden que el agua
salga rapido, ya que funcionan como un escudo para las moléculas de agua (Shezad et
al., 2010).

Las micrografias obtenidas mediante SEM de la membrana de CB producida en
medio SA (sacarosa) puro (T6) mostraron la estructura tipica estabilizada por
numerosos enlaces de hidrogeno. Debido a que este sustrato se compone de azlcares
simples como la glucosa, las microfibras de celulosa se ensamblan mediante fuerzas de
Van der Waals, resultando en una conversion 6ptima de CB (Kamal et al., 2020; Manan
et al., 2022). En comparacion, el estudio de Vasconcelos et al. (2020) reporté nanofibras
de CB con un didametro promedio de 67,5 nm, mientras que Liu et al. (2024) encontraron
un rango de 20 nm - 150 nm en un medio hidrolizado de vinagre, y Hernandez-Guerrero
et al. (2024) reportaron 100 nm en medios nitrogenados. En este estudio, se observaron
nanofibrillas de mayor diametro, y las nanoestructuras formaban una red tridimensional

altamente porosa.

En el tratamiento 4, que corresponde al medio con zumo de datil puro, la pelicula
mostré una estructura amorfa tipica de la CB tipo Il, similar a lo reportado para peliculas
de CB de medios citricos (Andritsou et al., 2018). Las diferencias en la morfologia entre
las CB de los medios con mayor proporcién de D (zumo de datil) y SL (suero de leche)
comparados con los medios con mayor proporcién de SA se deben a la variacion del
medio de crecimiento, lo que afecté significativamente la estructura de la CB producida
(Kosseva et al.,, 2020). Las regiones cristalinas son conocidas por contribuir a la
robustez, elasticidad y resistencia a la traccion del material (Lahiri et al., 2022; Girard et
al., 2024). Por lo tanto, la CB producida a partir de SL, un medio econémico, podria ser
adecuada para aplicaciones textiles o materiales que requieran buena elasticidad, como
el biocuero (Girard et al., 2024).

También se pudo notar que en los tratamientos 8, 9y 7 se encontraron fibras de
hasta 272, 247 y 197 nm respectivamente, lo que podria estar relacionado con sus
valores de CRAy TLA.
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En la elaboracion de la emulsion para comprobar la aplicacion de CB como
emulsionante, se formulé una mayonesa con aceituna negra natural. En la evaluacion
de aceptabilidad realizada evaluando los atributos sensoriales por categorias se
encontré que en todos los aspectos evaluados la mayonesa con CB (m3) tuvo la mas
alta valoracion, siendo diferente estadisticamente a un 95 %. Por otro lado, no existen
diferencias significativas entre las respuestas de los evaluadores, por lo que hubo
consistencia en las respuestas de la mayoria de los aspectos a excepcion del olor,
donde se encontrd que, si hay diferencia, esto podria deberse a la adicién de la aceituna
en la formulacion. Estos resultados pueden compararse con los de Akoglu et al. (2018),
donde aplicaron CB en mayonesa Yy realizaron una evaluacion sensorial, indican que la
adicion de CB no influye de forma negativa en la aceptabilidad de la emulsién en

términos de olor, espesor, untuosidad y regusto.

Respecto a los pardmetros reoldgicos se observo el tipico comportamiento de
los fluidos pseudoplasticos, donde la viscosidad de las emulsiones varia a una mayor
velocidad de corte. Los parametros de Ley de la potencia indican que todos tenian un
valor de n menor a 1, correspondiente a un fluido pseudoplastico y un indice de
consistencia mayor a 1, siento el mas alto en la mayonesa con Goma Xantana (18,97),
lo cual indicaria que tiene mayor viscosidad, por ende, es mas espeso (Méndez et al.,
2001). La forma mas adecuada de aplicar el modelo es obtener un coeficiente de
regresion mayor a 0.95, de lo contrario se tendrian que repetir las mediciones y los
calculos (Méndez et al., 2001). El coeficiente de regresion obtenido de las emulsiones
era casi perfecto con un R? de 0,998, 0,9829 y 0,9991 para ml, m2 y m3
respectivamente, por lo que podria compararse con los resultados obtenidos por Kumar
et al. (2021), donde en la aplicacién de ultrasonidos y emulsionantes comerciales
(hidrocoloides) obtuvieron un R?=0,9992.
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CONCLUSIONES

Se concluye que el suero de leche, el déatil de Phoenix dactylifera y la sacarosa influyen
en la produccién de celulosa bacteriana con un p valor de 0,0434 a un nivel de 95 % de
confianza. Las mezclas empleadas explicarian la variabilidad de la produccién de CB en
un 89 % (R-cuadrada) y en un 76 % (R-cuadrada ajustada). En el medio con SL (80 %)
se obtuvo 0,55 g/L, en el medio con D (80 %) se obtuvo 1,77 g/L y en el medio con SA
(80 %) se obtuvo 5,07 g/L.

Se analizo las caracteristicas fisicas de la CB obtenida, las cuales fueron el grosor (mm),
la capacidad de retencion de agua (CRA), la tasa de liberacién de agua (TLA), y el
analisis morfolégico mediante SEM. Resultando la CB del tratamiento 7 la mas gruesa
(1,3 mm) y con menor liberacion de agua y la CB del tratamiento 8 con mayor CRA. En
todos los tratamientos se obtuvo CB con la tipica red tridimensional de nano y

microfibras de celulosa, ademas de estructuras mixtas y amorfas.

Se aplicd la CB en una emulsion alimentaria, la cual se evalué por sus propiedades
reoldgicas y su aceptabilidad. Se puedo demostrar que la CB tiene propiedades
emulsionantes al medir su viscosidad y determinar segun el modelo de Ley de la
potencia el indice de fluidez (n) y el coeficiente de consistencia (k), el cual determiné
gue se trata de un fluido pseudoplastico (no newtoniano). La estabilidad para m3 fue del
0,9 % a los 50 dias. Estas caracteristicas confirman la aplicacién de la CB como
potencial emulsionante. Respecto a la aceptabilidad, se concluye que la muestra con
CB (m3) tuvo mayor aceptacion en todos los aspectos a un 95 % de confianza, por lo

gue su aplicacion no incide de forma negativa en una aplicacion alimentaria.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales para optimizar las condiciones de
produccion de celulosa bacteriana a partir de sustratos alternativos, el pH, la
temperatura y la concentracion de nutrientes podria mejorar la productividad y reducir
los costos de produccién, haciendo este proceso mas viable a escala industrial.

Se recomienda investigar la interaccion de la celulosa bacteriana con otros
microorganismos presentes en el consorcio de fermentacién, para comprender mejor
como afectan a su rendimiento y estructura, sumado a ello, experimentar la produccion
con una cepa en especifico. Ademas, esto puede ayudar a disefiar procesos mas

robustos de fermentacién para la produccion de celulosa.

Dado que la celulosa bacteriana ha demostrado ser efectiva como emulsionante en la
mayonesa, se sugiere probar su aplicacion en otros productos emulsionados como
aderezos, salsas, y bebidas. Esto permitiria explorar su potencial en diferentes tipos de

matrices alimentarias y adaptar su uso segun los requisitos de cada producto.

Dado que la estabilidad a largo plazo es fundamental para productos alimenticios
emulsionados, se recomienda realizar pruebas de estabilidad de la mayonesa con
celulosa bacteriana bajo condiciones de almacenamiento tipicas. Evaluar su
comportamiento en distintos periodos de tiempo y temperaturas ayudaria a comprender

mejor su aplicabilidad comercial.

Ademas de sus propiedades como emulsionante, la celulosa bacteriana podria
investigarse por sus efectos beneficiosos como fibra dietética 0 como texturizante en
productos bajos en grasa, lo que podria abrir nuevas oportunidades para su uso en

formulaciones alimentarias saludables.
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Anexo 1. MATRIZ DE CONSISTENCIA
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Problema

Objetivos

Hipotesis

Variables

Indicador

Metodologia

Problema general

¢,Coémo influyen el suero
de leche y el zumo de
datil de Phoenix
dactylifera en la
obtencion de celulosa
bacteriana mediante el
COoNsorcio microbiano
SCOBY, y cual es su
efectividad como
emulsionante

alimentario?

Objetivo general

Obtener celulosa
bacteriana a partir de
suero de leche y zumo de
datil de Phoenix
dactylifera mediante el
consorcio microbiano
SCOBY, y evaluar su
efectividad como
emulsionante alimentario

Hipo6tesis general

La aplicacion de suero de
leche y zumo de datil de

Phoenix dactylifera
mediante el consorcio
microbiano SCOBY

permitira obtener celulosa
bacteriana con
propiedades
emulsionantes para fines
alimentarios

Variable
independiente

Variables

para la

obtencién de CB

a. Suero de leche (SL)

b. Zumo de datil (D)

c. Sacarosa

Variable

para la

formulacion de la
emulsion

a. Adicién de CB

Indicadores para la
obtencién de CB

a. Niveles: 13, 27,

40, 53, 80 %
b. Niveles: 13, 27,
40, 53, 80 %
c. Niveles: 13, 27,
40, 53, 80 %
Indicador para la

formulacion de la
emulsion

a. Emulsion
con/sin celulosa

Tipo de investigacion:

El tipo de estudio es
investigacién aplicada ya que
utiliza  conocimientos ya
existentes en una aplicaciéon
practica especifica (Thomas,
2021).

Nivel de investigacion:

El nivel de investigacion es
aplicativo, ya que en base a la
investigacion bésica o]
fundamental que se ha
realizado se formulan nuevos
problemas e hipotesis
(Naupas et al., 2014).

Problemas especificos

a. ¢Cual es la eficiencia
del suero de leche y del
zumo de détil de Phoenix
dactylifera en la
produccion de celulosa
bacteriana?

b. ¢ Cudles son las
caracteristicas fisicas de
la celulosa bacteriana a
partir de suero de leche y
zumo de datil de Phoenix
dactylifera?

Objetivos especificos

a. Evaluar la eficiencia
del suero de leche y del
zumo de datil de Phoenix
dactylifera en la
produccion de celulosa
bacteriana

b. Analizar las
caracteristicas fisicas de
la celulosa bacteriana
obtenida a partir de suero
de leche y zumo de datil
de Phoenix dactylifera

Hipotesis especificas

a. La aplicacion de suero
de leche y zumo de détil
de Phoenix dactylifera
influye de manera
eficiente en la
produccion de celulosa
bacteriana

b. La aplicacion de suero
de leche y zumo de datil
de Phoenix dactylifera
influye en las
caracteristicas fisicas de
la celulosa bacteriana

Variable dependiente
Variables para
obtencién de celulosa

a.

b.

Celulosa
bacteriana

Tasa de
produccion de CB
Espesor de la CB

. Capacidad de

retencion de agua
dela CB

Tasa de liberacién
de agua

Tamarnio de fibras

Indicadores  para
obtencion de
celulosa

a. gL

b. g-L:h

c. mm

d. a/g

e. h

f. nm

Disefio de investigacion

Obtenciéon de la CB

- Disefio experimental de
mezclas
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c. ¢,Cuales son las
caracteristicas fisicas y
sensoriales de una
emulsion con fines
alimentarios a base de
celulosa bacteriana?

c. Analizar las
caracteristicas fisicas y
sensoriales de una
emulsiéon con fines

alimentarios a base de
celulosa bacteriana

c.La aplicacion de
celulosa bacteriana
influye en las

caracteristicas fisicas y

sensoriales de una
emulsion  para fines
alimentarios

Variables medidas en
las caracteristicas de la
emulsién

a. Viscosidad
indice de fluido

c. Coeficiente de
consistencia

d. Estabilidad

e. Evaluacioén
sensorial

Indicadores
medidos en las
caracteristicas de la
emulsién

a. Pa-s
adimensional

c. Pa-sn

d %

e. Escala

hedonical al 5

Obtencién de emulsién

- Disefio completo al azar
(DCA) para evaluacion
sensorial




Anexo 2. FOTOS

a. Détiles de Phoenix Dactylifera

b. SCOBY madre
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c. Fermentacion

CB producida / SCOBY hijo

SCOBY madre
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e. Emulsiones

f.
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g. Mesadel evaluador




Anexo 3. DIMENSIONES DEL FRASCO DE FERMENTACION

FRASCO

10,5 cm

Agujero

R 2cm

:—8,5 cm
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Anexo 4. DETERMINACION DE VISCOSIDAD DE LAS EMULSIONES

f? UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN
E i ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA PESQUERA
fm"“zv”\.

LABORATORIO DE TECNOLOGIA PESQUERA

CERTIFICADO DE ANALISIS

SOLICITANTE : Ember Freddy Flores Valencia
PROYECTO DE TESIS : “Obtenciéon de Celulosa Bacteriana a partir del
Consorcio microbiano SCOBY mediante
suero de leche y Phoenix dactylifera para su
aplicacion en una emulsion alimentaria”
MUESTRAS : M1 :Emulsién tipo mayonesa sin agente emulsionante
M2: Emulsion tipo mayonesa con Goma Xantana
(0.2 %)
M3: Emulsion tipo mayonesa con CB (0.2 %)
FECHA DEL ANALISIS: 04 de octubre del 2024

EQUIPO: Viscosimetro Rotacional Digital EXPERT,Fungilab
RESULTADOS :
N° Muestra Spindle Ve(::;:;:;:d Tiempo (s) Vlsc(::;dad Torque (%) Tem?f é)a tra
1 M1 R2 6 15 4790 72.4 20
2 M1 R2 7.5 15 4215 79.7 20
3 M1 R2 8 15 4068 82 20
4 M1 R2 10 15 3493 88 20
5 M1 R2 12 15 3100 93.8 20
6 M2 R6 50 15 5980 30.2 20
7 M2 R6 60 15 5675 343 20
8 M2 R6 70 15 5035 355 20
9 M2 R6 80 15 4421 35.7 20
10 M2 R6 90 15 4025 36.5 20
11 M2 R6 100 15 3648 36.8 20
12 M2 R6 120 15 3177 38.4 20
13 M3 R3 3 40 18640 56.3 20
14 M3 R3 4 25 15480 62.4 20
15 M3 R3 5 25 13240 66.7 20
16 M3 R3 6 15 12020 72.7 20
17 M3 R3 7.5 15 10210 77.2 20
18 M3 9955 80.3 20
19 M3 8505 85.7 20
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Anexo 5. DETERMINACION DE PARAMETROS REOLOGICOS

El coeficiente de consistencia (k) e indice de fluidez (n) se determinaron segun el modelo de
Ley de la Potencia, se tomd como referencia lo descrito por Méndez et al. (2001) con la

siguiente ecuacion:

n@) = kly|®b

Donde:

n = Viscosidad aparente

y = Viscosidad de corte / cizallamiento / gradiente de velocidad
k = coeficiente de consistencia

n = indice de fluidez

Luego de aplicar la ley de logaritmos la ecuacion queda de la siguiente manera:

logn =(—1)logy +logk
De esta forma la ecuacion es igual a la ecuacién de larecta: y = mx + b

Donde:

y =logn
m=(mn-1)
x =logy
b =logk
Para poder determinar el gradiente de velocidad (y) se utilizo la siguiente formula:
_ U
V=0

Donde:

U = velocidad tangencial (m/s)
h = distancia del spindle a el marco del viscosimetro

La velocidad tangencial se obtuvo de los RPS y el didmetro (D) de spindle.

Splindle D (m) h (m)

R2 0.05 0.01
R3 0.03 0.02
R6 0.01 0.03

Al graficar el logny ellog Y se obtuvieron los siguientes reogramas de los cuales se obtuvo
la linea de tendencia y a partir de ahi se calcul6 ny K. Con los datos calculados se obtuvo

el esfuerzo cortante (7) con la siguiente ecuacion:

T=ky"



Reograma para la emulsion sin emulsionantes

y =-0.6333x + 0.6891
0.70 r R?=0.998

0.45 T T T
0.0 0.1 0.2 0.3

logy

Reograma para la emulsién con Goma Xantana

y =-0.7643x + 1.2781
080 r - R? = 0.9829

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
logy

Reograma para la emulsiéon con CB

y =-0.6481x + 0.5376
130 r R? = 0.9991

125

1.00

0.95

0.90 T T T T T
-1.1 -1.0 -0.9 -0.8 -0.7 -0.6

logy
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Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

M RPM RPS (%) cP Pass logn Y (s logY n-1 n Ink k T
M1 6 0.10 72.4 4790 479 0.680 1.02 0.008 -0.63 0.37 0.69 4.89 4,92
8 0.13 79.7 4215 422 0.625 1.27 0.105 5.34
8 0.13 82.0 4068 4.07 0.609 1.36 0.133 5.47
10 0.17 88.0 3493 3.49 0.543 1.70 0.230 5.93
12 0.20 93.8 3100 3.10 0.491 2.04  0.309 6.34
M2 50 0.83 30.2 5980 5.98 0.777 424  0.627 -0.76 0.24 1.28 18.97 26.66
60 1.00 34.3 5675 5.68 0.754 5.09 0.706 27.84
70 1.17 35.5 5035 5.04 0.702 5.93 0.773 28.87
80 1.33 35.7 4421 442 0.646 6.78 0.831 29.79
90 1.50 36.5 4025 4.03 0.605 7.63 0.883 30.63
100 1.67 36.8 3648 3.65 0.562 8.48 0.928 31.40
120 2.00 38.4 3177 3.18 0502 10.17 1.007 32.78
M3 3 0.05 56.3 18640 18.64 1.270 0.07 -1.130 -0.65 0.35 0.54 3.45 1.38
4 0.07 62.4 15480 1548 1.190 0.10 -1.005 1.53
5 0.08 66.7 13240 13.24 1.122 0.12 -0.909 1.65
6 0.10 72,7 12020 12.02 1.080 0.15 -0.829 1.76
8 0.13 77.2 10210 10.21  1.009 0.19 -0.732 1.90
8 0.13 80.3 9955 9.96 0.998 0.20 -0.704 1.95
10 0.17 85.7 8505 8.51 0.930 0.25 -0.607 2.11
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Anexo 6. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS EMULSIONES

Moédulo de Servicios Tacna- MS Tacna Innova

- Laboratorio MSLAB (—

Mddulo de
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ici AMSLab
Servicios Tacna yL S

Teléfono: 979020363
Email: administracion@mstacnainnova.com

INFORME DE ENSAYO N° 065-2024
Emitido en Tacna, el 11 de Octubre de 2024

INFORMACION DEL CLIENTE
CLIENTE : Ember Freddy Flores Valencia.
DIRECCION INA.

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

NOMBRE DEL PRODUCTO : Mayonesa

ASUNTO : Analisis Microbioldgico
REFERENCIA DEL LABORATORIO : 065-2024
IDENTIFICACION : M2 Goma xantana

DATOS DEL MUESTREO Y/O RECEPCION DE MUESTRA

MUESTREO REALIZADO POR :Muestra proporcionada por el cliente
LUGAR DE TOMA DE MUESTRA -

IDENTIFICADO : Mayonesa

METODO DE TOMA DE MUESTRA : N.A.

PLAN DE MUESTREO N.A

CANTIDAD Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA: frasco de vidrio
FECHA DE RECEPCION : 03 de Octubre de 2024

FECHA DE INICIO DE ANALISIS : 07 de Octubre de 2024

FECHA DE FINALIZACION DE ANALISIS: 11 de Octubre de 2024

CLAB-02-F01/ V00
Los ensayos han sido realizados en el Laboratorio MSLAB del Modulo de Servicios Tacna — MS Tacna Innova
Panamericana Sur s/n km 1308, MZ | LOTE 02 - 04 ZOFRATACNA TACNA - TACNA - TACNA

Pag. 1de2



Modulo de Servicios Tacna- MS Tacna Innova

Laboratorio MSLAB
‘; MS[Lab

-
Modulo de
l Servicios Tacna

Teléfono: 979020363 /—)

Email: administracion@mstacnainnova.com

4. RESULTADOS

41. ENSAYOS FISICOQUIMICOS

RESULTADO
Ne ENSAYOS UNIDADES g
1 .
Recuento de aerobios mesoéfilos UFC/g 2,773 x 10?
2
Numeracion de Mohos y Levaduras UFC/gr 2,455x 10
3 |Recuento de Estafilococos coagulasa
positivos UFClgr 0
4 ) Ausencia - Presencia )
Deteccion de Salmonella spp 125g Ausencia
4.2. METODOS DE ENSAYO
ENSAYO REFERENCIA O NORMA

Recuento de aerobios mesofilos

ISO 4833-1:2013. /Amd 1:2022 Recuento de colonias a 30°C
mediante la técnica de siembra en profundidad.

Numeracion de Mohos y
Levaduras

ICMSF Microorganismos de los Alimentos 1. Su significado y
métodos de enumeracion. Método de recuento de levaduras y
mohos por siembra en placa en todo el medio. Pag.166-167 Vol
1, 2° Ed, 1983 (Reimpresion 2000).

Recuento de Estafilococos
coagulasa positivos

ICMSF Microorganismos de los Alimentos 1. Parte II: Métodos
2 Recomendados para el Analisis Microbiologico de los
Alimentos, Método 5, pag. 235-238. 1983. 2da Ed. Reimpresion
2000. Staphylocoecus aureus. Método 5 (Técnica del NMP con
caldo telurito manitol glicina)

Deteccion de Salmonella spp

ISO 6579-1:2017 excepto item 9.3.3,9.4.3 y9.5.6 / AMD
1:2020. Método horizontal para la deteccion, enumeracion y
serotipado de Salmonella spp.

5. OBSERVACIONES

- (Losresultados se aplican a la muestra como se recibid.

- Los resultados del presente informe de ensayo se relacionan unicamente a las muestras analizadas. No

es un certificado de conformidad, ni certificado del sistema de calidad de quien produce la muestra.

CLAB-02-F01/ V00

Los ensayos han sido realizados en el Laboratorio MSLAB del Modulo de Servicios Tacna — MS Tacna Innova
Panamericana Sur s/n km 1308, MZ | LOTE 02 - 04 ZOFRATACNA TACNA - TACNA - TACNA

Pag. 2de2
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Modulo de Servicios Tacna- MS Tacna Innova

- -
Médulo de Laboratorio MSLAB (—
, Servicios Tacna / ;‘) MSLab

Teléfono: 979020363

Email: administracion@mstacnainnova.com

INFORME DE ENSAYO N° 066-2024
Emitido en Tacna, el 11 de Octubre de 2024

1. INFORMACION DEL CLIENTE
CLIENTE : Ember Freddy Flores Valencia.
DIRECCION IN.A.

2. IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

NOMBRE DEL PRODUCTO : Mayonesa

ASUNTO : Analisis Microbiologico
REFERENCIA DEL LABORATORIO : 066-2024
IDENTIFICACION : M3 Celulosa

3. DATOS DEL MUESTREO Y/O RECEPCION DE MUESTRA

MUESTREO REALIZADO POR :Muestra proporcionada por el cliente
LUGAR DE TOMA DE MUESTRA -

IDENTIFICADO : Mayonesa

METODO DE TOMA DE MUESTRA : N.A.

PLAN DE MUESTREO ‘N.A.

CANTIDAD Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA: frasco de vidrio
FECHA DE RECEPCION : 03 de Octubre de 2024

FECHA DE INICIO DE ANALISIS : 07 de Octubre de 2024
FECHA DE FINALIZACION DE ANALISIS: 11 de Octubre de 2024

CLAB-02-F01/ V00
Los ensayos han sido realizados en el Laboratorio MSLAB del Modulo de Servicios Tacna — MS Tacna Innova
Panamericana Sur s/n km 1308, MZ | LOTE 02 - 04 ZOFRATACNA TACNA - TACNA - TACNA
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Modulo de Servicios Tacna- MS Tacna Innova

Laboratorio MSLAB
‘7 MS[Lab

-
Modulo de
, Servicios Tacna

Teléfono: 979020363 /—)

Email: administracion@mstacnainnova.com

4. RESULTADOS

41. ENSAYOS FISICOQUIMICOS

RESULTADO

Ne ENSAYOS UNIDADES "
1 . 5

Recuento de aerobios mesoéfilos UFC/g 2,318x 10°
2 y "

Numeracion de Mohos y Levaduras UFC/gr 2,363 x 10
3 |Recuento de Estafilococos coagulasa

positivos UFC/gr 0
4 B Ausencia - Presencia )

Deteccion de Salmonella spp /25¢ Ausencia

4.2. METODOS DE ENSAYO
ENSAYO REFERENCIA O NORMA

Recuento de aerobios mesofilos

ISO 4833-1:2013. /Amd 1:2022 Recuento de colonias a 30°C
mediante la técnica de siembra en profundidad.

Numeracion de Mohos y
Levaduras

ICMSF Microorganismos de los Alimentos 1. Su significado y
métodos de enumeracion. Método de recuento de levaduras y
mohos por siembra en placa en todo el medio. Pag.166-167 Vol
1, 2° Ed, 1983 (Reimpresion 2000).

Recuento de Estafilococos
coagulasa positivos

ICMSF Microorganismos de los Alimentos 1. Parte II: Métodos
2 Recomendados para el Analisis Microbiologico de los
Alimentos, Método 5, pag. 235-238. 1983. 2da Ed. Reimpresion
2000. Staphylocoecus aureus. Método 5 (Técnica del NMP con
caldo telurito manitol glicina)

Deteccion de Salmonella spp

ISO 6579-1:2017 excepto item 9.3.3,9.4.3 y9.5.6 / AMD
1:2020. Método horizontal para la deteccion, enumeracion y
serotipado de Salmonella spp.

5. OBSERVACIONES

- (Losresultados se aplican a la muestra como se recibid.

- Los resultados del presente informe de ensayo se relacionan unicamente a las muestras analizadas. No

es un certificado de conformidad, ni certificado del sistema de calidad de quien produce la muestra.

CLAB-02-F01/ V00

Los ensayos han sido realizados en el Laboratorio MSLAB del Modulo de Servicios Tacna — MS Tacna Innova
Panamericana Sur s/n km 1308, MZ | LOTE 02 - 04 ZOFRATACNA TACNA - TACNA - TACNA

Pag. 2de2

119



Anexo 7. EVALUACION SENSORIAL

Evaluacion Sensorial de emulsiones tipo Mayonesa

Nombre: Fecha:

Instrucciones: La evaluacion sensorial consiste en valorar (X) los atributos para cada
categoria bajo su criterio, debe tomar en cuenta la siguiente escala hedodnica
estructurada para cada muestra.

Puntaje Aceptabilidad
1 Me disgusta mucho
2 Me disgusta
moderadamente
3 No me gusta ni me
disgusta
4 Me gusta
moderadamente
5 Me gusta mucho

Categoria: Aspecto

Muestras 1 2 3 4 5
Color: X1
Y1
Z1

Muestras 1 2 3 4 5
Brillo: X1
Y1
Z1

Muestras 1 2 3 4 5
Estabilidad: X1
Y1
Z1

Categoria: Textura

Muestras 1 2 3 4 5
Consistencia: X1
Y1
Z1

120



Untuosidad:

Homogeneidad:

Categoria: Olor

Olor:

Categoria: Sabor

Salado:

Acido:

Amargo:

Aceituna:

Muestras

X1

Y1

Z1

Muestras

X1

Y1

Z1

Muestras

X1

Y1

Z1

Muestras

X1

Y1

Z1

Muestras

X1

Y1

Z1

Muestras

X1

Y4

Z1

Muestras

X1

Y1

Z1
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Anexo 8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Universidad Privada de Tacna
IFacultad de Ingenieria Unidad de

Reglamento del Comité de Fitica e Integridad Cientifica en

Investigacion

CODIGO:
RCEIC/TAING/UPT

VERSION: 1

Pigina 1 de 1

Investigacion de la Facultad de Ingenieria

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PERCEPCION SENSORIAL

Titulo de la Investigacion: Oblencion de celulosa bacteriana a partir del consorcio microbiano SCOBY
mediante suero de leche y Phoenix dactylifera para su aplicacion en una emulsion alimentaria

Investigadores:

Ember Freddy Flores Valencia

Paola Mirella Flores Totora

Participante:

[T L2 S TRPR I U R————
BOORAE conouoensus i i s S S O R S L B A B S RSP BTt
Informacion previa:

La investigacion es realizada por los estudiantes Ember I'reddy 1'lores Valencia y Paola Mirella 1'lores Totora, de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad Privada de Tacna, bajo la asesoria de Dr. Ran/ Cartagena Cutipa. El
objetivo es Obrener celulosa bacteriana a partir de suero de leche y umo de ditil de Phoenix dactylifera mediante el consorcio
microbiano SCOBY, y evaluar su efectividad como emulsionante alimentario.

Si acepta participar, probara 3 emulsiones tipo mayonesa y evaluara su percepcion sensorial mediante preguntas
generales. Los componentes y cantidades utilizados se listan a continuacion:

Componentes/insumos Porcentaje (%)/cantidad

Aceite 59.45

Agua 19

Aceituna 10

Yema de huevo 5

Vinagre 5

Emulsionan (goma xantana, 0.2

celulosa bacteriana)

Sal 1
Glutamato monosodico 0.15
Pimienta 0.10
Conservante (sorbato de potasio) 0.10

Nora: Especificar un valor o rango, no divulgar informacion propiedad intelectual asociada
¢Tiene algun tipo de alergia a los componentes del producto que probara en el estudio? () SI () NO

Ta primera parte de la prueba implica Evaluacién Sensorial. Tomara aproximadamente 15 minutos. Todos los
datos personales serin an6nimos y no se usaran en la investigacion, garantizando completa confidencialidad.

TLos datos recolectados se utilizarin para los objetivos de esta investigacion y se incluirin en Obtencion de
celulosa bacteriana a partir del consorcio microbiano SCOBY mediante suero de leche y Phoenix dactylifera para
su aplicacién en una emulsion alimentaria, que se publicara en el repositorio de la Universidad Privada de Tacna.
Los productos que probard son seguros y aptos para el consumo humano. Si experimenta algan sintoma,
informe al responsable de la investigacién, durante la prueba y finalizada esta.

Su bienestar sera respetado en todo momento. Usted es libre de participar o abandonar cl estudio en cualquicr
momento. Firme si estd de acuerdo y desea participar.

Informacion de contacto:

Responsable de la investigacion:

Ember Ireddy Flores Valencia

Paola Mirella Flores Totora

Teléfono: 950284208 y 926350058

Correo electrénico: valenciacmber(@gmail.com

Firma del participante Firma del investigador principal
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