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Resumen

En la actualidad, los fluidos de corte son fundamentales debido a su capacidad para
mejorar la eficiencia de corte y proteccion frente a la corrosidn, pero también presentan
desventajas como el costo, el mantenimiento, la contaminacién, los problemas de
salud y produccion de residuos. Es por ello por lo que se buscan nuevas alternativas
para sustituir estos fluidos, en el presente trabajo se usa el empleo de fibrillas de quitina
gue resulta atractivo por sus propiedades surfactantes que ayuda a estabilizar las
emulsiones tipo Pickering, las particulas sélidas (nanofibrillas) se adsorben en la
interfaz de la fase acuosa y oleosa, formando una capa que evita la coalescencia de
las gotas. El método de obtencién de las nanofibrillas se considera un proceso verde
por el bajo impacto ambiental. Por lo que en el presente estudio se produjeron fibrillas
de quitina, obtenida mediante un bioproceso a partir de residuos de camarén Aunado
a lo anterior, son biodegradables a diferencia de los lubricantes comerciales que son
derivados del petréleo y que ademas pueden presentar toxicidad, algunos
componentes son incluso cancerigenos, provocando enfermedades cutaneas y
respiratorias. La quitina fue fibrilada por diferentes fases por tratamientos mecéanicos y
purificada desde su desproteinizacion y su desmineralizacion hasta una desacetilacion
parcial y su caracterizacion. Las fibrillas de quitina fueron empleadas para emulsificar
aceite de jatrofa (Jatropha curcas), que es biodegradable no comestible con notables
propiedades de lubricidad. Por su parte, las fibrillas de quitina conservan residuos
hidrofobicos e hidrofilicas mejorando la estabilidad mediante la interaccion con las
fases continua (agua) y dispersa (aceite) en la emulsion. De manera adicional, con la
fibrilacion se logré incrementar el area de contacto de la suspension coloidal del
polimero en la interfase. El desempefio de las emulsiones con fibrillas de quitina fue
comparable e incluso mejor que el observado con aceite sintético en operaciones
reales de torneado de barras de acero AISI 1018 empleando cantidades minimas de
lubricacion, asi como realizando pruebas de desgaste. El remplazo de los lubricantes
convencionales por emulsiones a base de fibrillas de quitina puede contribuir a la
conservacion de la biodiversidad y ayudar a minimizar la contaminacién del suelo y
agua.




Abstract

Nowadays, the use of cutting fluids is essential due to their ability to improve
productivity and product quality. However, they also have disadvantages such as cost,
maintenance, pollution, health problems, and waste, so new alternatives are sought to
replace these fluids. This work uses chitin fibrils, which are attractive due to their
surfactant properties that help stabilize Pickering-type emulsions. Solid particles
(nanofibrils) are adsorbed at the interface of the aqueous and oily phases, forming a
layer that prevents the coalescence of the drops. The method of obtaining nanofibrils
is green due to its low environmental impact. Therefore, chitin fibrils were produced in
the present study and obtained through a bioprocess from shrimp waste. In addition to
the above, they are biodegradable, unlike commercial lubricants derived from
petroleum, and can also present toxicity and cause diseases. Chitin was fibrillated in
different phases by mechanical treatments and purified from its deproteinization and
demineralization to partial deacetylation and characterization. Chitin fibrils were used
to emulsify jatropha oil (Jatropha curcas), which is a non-edible biodegradable oil with
remarkable lubricity properties.

On the other hand, chitin fibrils retain hydrophobic and hydrophilic residues, improving
stability through interaction with the continuous (water) and dispersed (oil) phases in
the emulsion. Additionally, fibrillation increased the contact area of the colloidal
suspension of the polymer at the interface. The performance of the emulsions with
chitin fibrils was comparable and even better than that observed with synthetic oil in
real turning operations of AISI 1018 steel bars using minimum amounts of lubrication
and performing wear tests. Replacing conventional lubricants with chitin fibril-based
emulsions can contribute to the conservation of biodiversity and help minimize soil and
water pollution.
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1 Introduccion

La demanda de componentes alimentarios biolégicamente activos y funcionales ha
aumentado significativamente. Las emulsiones tipo Pickering, que utilizan particulas
sOlidas como emulsionantes, han llamado la atencion de la comunidad cientifica
debido a su capacidad para encapsular bioactivos de manera efectiva. Estas
emulsiones, descubiertas por Ramsden en 1903 y descritas por Pickering en 1907,
permiten un equilibrio entre fases de aceite y agua.

La quitinay el quitosano, abundantes en la naturaleza, se han convertido en materiales
prometedores para la encapsulacion de bioactivos. La quitina, extraida de Residuos
de crustaceos, puede ser procesada en nanofibrillas mediante métodos sencillos, lo
gue aumenta su superficie de respuesta y facilita su uso en diversas aplicaciones
(Kumar, M. 2000).

Sin embargo, todavia existen desafios en el escalamiento de la produccion de
nanofibrillas de quitina. Se necesitan métodos mas eficientes para obtener estas
nanofibrillas y aprovechar su potencial en campos como la agricultura, la liberacion de
medicamentos y la produccion de textiles y fibra alimentaria (Escobar et al., 2014).

La industria de productos marinos, especialmente la de crustaceos, genera entre 6 y
8 millones de toneladas de residuos al afio, lo que supone un grave problema
ambiental debido a su lenta descomposicion. Sin embargo, estos residuos contienen
entre un 14 y un 35% de quitina, asociada a proteinas y depdsitos de calcio que puede
ser aprovechada para diferentes aplicaciones. La extraccion de quitina y quitosano de
estos residuos no solo ayuda a resolver el problema ambiental, sino que también
beneficia a las industrias que utilizan estos compuestos como materias primas. La
quitina y el quitosano tienen aplicaciones en biotecnologia y medicina, ya que la quitina
es bioestable y el quitosano es biodegradable (Kehong y et., 2015). Los compuestos
poliméricos de quitina y quitosano tienen diversas aplicaciones en campos como el
biotecnoldgico y el biomédico, destacando el uso de la quitina como material estable
en el cuerpo y el quitosano como material que se degrada de manera natural en el
organismo.

La obtencién de nanofibrillas de quitina se ha investigado mediante electrospinning y
solubilizacion en disolventes, pero estos métodos presentan desafios para su
escalamiento. Se ha explorado una alternativa mas sencilla: la molienda de quitina en
condiciones acidas, lo que facilita la fibrilacién y reduce el entrecruzamiento de fibras,
obteniendo nanofibrillas (Ifuku et al.,, 2009). Estas nanofibrillas tienen una mayor
superficie de respuesta y son facilmente dispersables en agua o disolventes, lo que
las hace utiles en diversas aplicaciones como agricultura, liberacion de medicamentos,
tratamiento de heridas, textiles y fibra alimentaria (Ifuku y Saimoto, 2012).
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2 Revision bibliografica

2.1 Residuos de camardén en México

En las dltimas dos décadas, el mundo ha enfocado su atencién en el aprovechamiento
de los residuos de la pesca, especialmente de camardn, debido a su importancia
econdmica, social y ambiental. En México, en 2023, se generaron aproximadamente
290,000 toneladas de residuos de camardn, de las cuales el 45% fueron desperdicio,
lo que representa 130,500 toneladas de residuos que pueden contaminar el medio
ambiente (de Agricultura y Desarrollo Rural, s/f) . Estos residuos, principalmente
cabezas y caparazones, son una fuente valiosa de quitina, minerales, proteinas y
grasa. México estd avanzando en el aprovechamiento de estos residuos, no solo para
la elaboracion de harinas, sino también para la produccion de quitosano y quitina, un
biopolimero con propiedades antivirales, antibactericidas, fungicidas y nematicidas, util
en la produccion de fertilizantes naturales y promotor del crecimiento saludable de
cultivos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2019).

El aprovechamiento de residuos pesqueros es una practica sustentable que ofrece
beneficios ambientales y sociales. Genera empleos y recursos, y es compatible con
las comunidades pesqueras. Sin embargo, en México se produce una gran cantidad
de desperdicios, aproximadamente 1 millon 690 toneladas al afio, que contaminan el
medio ambiente y representan una carga economica para las industrias procesadoras
debido a la problematica y costosa eliminacién (de Agricultura y Desarrollo Rural, n.d.).
Por lo que es importante implementar estrategias para aprovechar estos residuos y
minimizar su impacto negativo.

2.1.1 Fuentes de quitina y quitosano

La fuente industrial principal de quitina actualmente es el exoesqueleto de muchos
crustaceos (cangrejos, langostas, camarones y langostinos) debido a la facilidad de
encontrar estos materiales como desecho de las plantas procesadoras.

La quitina se encuentra en: Camaron (14-27%) y cangrejo (13-15%), asociada con
proteinas, sales inorganicas y lipidos, conchas de almeja (6%) y ostra (4%), con alto
contenido mineral. Pluma del calamar (B-quitina) y crustaceos (a-quitina
exclusivamente). Las conchas de almeja y ostra contienen cantidades significativas de
quitina. Sin embargo, las producciones del polimero son bajas y el contenido mineral
es muy alto en ambos. Contienen quitina al 6 y 4% y cenizas al 90 y 85%,
respectivamente. La pluma del calamar es una fuente importante de $-quitina, mientras
gue los crustaceos contienen exclusivamente a-quitina (Peniche, 2006).

Por su parte, el quitosano se puede encontrar en forma natural en las Paredes
celulares de plantas y hongos como Mucor rouxii (30%) y Choanephora cucurbitarum
(28%). Diatomeas marinas como Cyclotella cryptica y Thalassiosira fluviatilis, esta
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presente en forma de quitina no asociado a proteinas. También, dos diatomeas
marinas, Cyclotella cryptica y Thalassiosira fluviatilis han demostrado ser una fuente
de quitosano que no se asocia a las proteinas (Rinaudo, 2016).

Las propiedades de la quitina y el quitosano dependen de su fuente y método de
preparacién, y difieren en distribucion, masa molecular y grado de acetilacion. El
guitosano tiene propiedades antimicrobianas y se utiliza para controlar el crecimiento
de microorganismos en plantas y alimentos. (Kaya et al., 2014; Marei et al., 2016). No
es digerible por humanos, por lo que se considera una fibra dietética.El contenido de
quitina, proteinas, minerales y carotenoides en el exoesqueleto de crustaceos varia
segun la especie, nutricion y ciclo reproductivo. El caparazén de camaron contiene
principalmente quitina (15-40%), proteinas (20-40%) y carbonato de calcio (20-50%),
con menor cantidad de pigmentos y sales (Younes y Rinaudo, 2015).

2.2 Biopolimero

Los biopolimeros se clasifican en dos categorias: aquellos producidos por sistemas
biologicos (microorganismos, plantas, animales) y aquellos sintetizados quimicamente
a partir de fuentes bioldgicas (aminoacidos, azucares, grasas naturales). Son
macromoléculas de origen natural, sintetizadas por seres vivos, a menudo derivadas
de celulosa, quitina o petroleo. Los biopolimeros pueden generarse biolégicamente o
sintetizarse quimicamente a partir de materiales renovables. Una caracteristica clave
es su degradacion rapida, que ocurre en lapsos de tiempo cortos, desde semanas a
pocos meses. (Shimao, M 2011).

Un polimero es biodegradable y medioambientalmente asimilable, bajo condiciones
ambientales especificas, sufre un cambio significativo en su estructura quimica debido
a la accion de enzimas biologicas o0 microorganismos como bacterias, hongos y algas.
Esto resulta en la pérdida de sus propiedades iniciales y la formacion de productos
finales como dioxido de carbono, agua, metano, compuestos inorganicos o biomasa.
La biodegradacion se produce por la accion de promotores enzimaticos originados por
microorganismos, que reducen el tamafio molecular del polimero. (Kaufman y Dayton
1997).

2.2.1 Quitina

Estructuralmente, la quitina es un polisacéarido lineal compuesto por unidades repetidas
de B-(1-4)-2-deoxi-2-acetamido-D glucopiranosas (Goodrich & Winter, 2007). Presenta
propiedades como dureza, inelasticidad, baja solubilidad, inmunogenicidad Yy
reactividad quimica. La biosfera produce aproximadamente 100 millones de toneladas
de quitina al afio. (Goal., 2020).
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Figura 1. Estructura de quitina (Marmol et al., 2011).

La quitina es un biopolimero renovable que se puede transformar en diversas formas,
como fibra, pelicula, esponja o polvo. Generalmente, se obtiene mediante métodos
quimicos a partir de conchas de crustaceos, utilizando tratamientos con alcalis y
acidos, y modificando condiciones como temperatura, tiempo de reaccion y
concentracion de reactivos. Sin embargo, también se puede producir quitina mediante
fermentacion basada en hongos, lo que ofrece una alternativa adicional (Kurita, 2006).

Los nanocristales y nanofibrillas de quitina, han cobrado interés debido a que se
pueden aplicar en areas alimenticias, farmacéuticas o cosmeéticas. Los nanocristales
de manera convencional son obtenidos por hidrolisis acida (Tzoumaki et al., 2011,
2015; Gulseren & Corredig, 2013; Perrin et al., 2014; Demina et al., 2018; Barkhordari
& Fathi, 2018; Larbi et al., 2018), mientras que las nanofibrillas pueden obtenerse por
la oxidacion mediada por tiempo (Ifuku et al., 2015; Pang et al., 2017) o bien por
métodos mecanicos (Ifuku et al., 2009; 2014; Larbi et al., 2018). Si bien, tanto los
nanocristales como las nanofibrillas han sido empleadas para estabilizar emulsiones
tipo Pickering, en un estudio de Larbi et al. (2018) se observo las diferencias que tenian
tanto las nanofibrillas como los nanocristales en la cual las nanofibrillas tienen una
mejor capacidad de estabilizacion de emulsiones O/W debido a que tienen mayor
viscosidad y mejor estabilidad térmica que los nanocristales que solo presentaron
mayor grado de transparencia.

2.2.2 Método de produccion de quitina por tratamiento quimico

El proceso de obtencion de quitina pura a partir de residuos de mariscos implica dos
etapas principales: desmineralizacion y desproteinizacion.

Desmineralizacion: Utiliza acidos fuertes como HCI, acido sulfurico, acido acético o
acido nitrico para remover el CaCOa. La reaccion produce cloruro de sodio (CaCly) y
diéxido de carbono (CO3), lo que provoca formacion de espuma. El calcio se retira
mediante filtracion y lavado con agua desionizada. La desmineralizacion depende de
la cantidad de minerales originales en los residuos.
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Desproteinizacion: Utiliza hidroxido de sodio (NaOH) o potasio (KOH) para remover
las proteinas. La desproteinizacion es dificil debido al enlace quimico entre la proteina
y la quitina. Es importante para eliminar alérgenos y obtener quitina pura. Puede
llevarse a cabo a altas temperaturas o periodos largos de tiempo. Se recomienda
iniciar la purificacion con la desmineralizaciéon para evitar la introduccién de alcali y
facilitar la remocion de proteinas. La quitina pura obtenida puede tener diversas
aplicaciones (Younes y Rinaudo, 2015).

La purificacion de la quitina puede realizarse mediante métodos alternos como la
extraccion de pigmentos con disolventes (metanol o acetona) o blanqueado con
peréxido de hidrogeno o hipoclorito de sodio. Sin embargo, estos métodos quimicos
tienen desventajas como la pérdida de propiedades funcionales de la quitina
(disminucion del PM vy cristalinidad) y la imposibilidad de obtener otros productos
valiosos (proteinas y pigmentos antioxidantes) a partir de los desperdicios.

2.2.3. Proceso bioldgico para produccion de quitina

La purificacion de la quitina puede realizarse mediante la inoculacion de
microorganismos en los residuos de crustaceos, como bacterias de los géneros
Lactobacillus, Bacillus, Pseudomonas y Serratia. La fermentacion es un proceso que
utiliza acidos organicos producidos por los microorganismos para: Disminuir el pH e
inhibir el crecimiento de patdgenos, solubilizar minerales como el CaCOsz y
desproteinizar mediante la produccion de enzimas La fermentacion acido-lactica (FAL)
con bacterias lacticas como Lactobacillus plantarum ha sido utilizada con éxito para la
desmineralizacion de residuos de camaron. Este método es una alternativa
prometedora para la purificacién de la quitina (Shirai et al., 2001; Cira et al., 2002; Jung
et al., 2006).

También se utilizan microorganismos no fermentadores con alta actividad proteolitica
para extraer quitina por métodos quimicos (Jung et al.,, 2006). La combinacion de
microorganismos fermentadores y proteoliticos facilita la extraccion y reduce la
necesidad de métodos quimicos (Mao et al., 2013). Las bacterias son las principales
microorganismos fermentadores, pero pocas tienen alta actividad proteolitica (Jung et
al., 2006). Por ello, se han estudiado hongos altamente proteoliticos y generadores de
acidos organicos, como Rhizopus, para la extraccion de quitina (Huang et al., 2003;
Phrueksawan et al., 2012). También se han investigado procesos de co-fermentacion
con bacterias y hongos para mejorar la eficiencia de la extraccion.

Para utilizar microorganismos fermentadores en la extraccidén de quitina, es necesario
agregar una fuente de carbono, como glucosa, sacarosa o melazas, debido a la baja
cantidad de carbohidratos fermentables en el camarén (Cira et al., 2002; Shirai et al.,
2001). Los procedimientos biolégicos ofrecen ventajas como: reduccion de residuos
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quimicos, mantenimiento de las caracteristicas estructurales del biopolimero y la
posibilidad de obtener otros productos, como hidrolizados proteicos y acidos organicos

Sin embargo, requieren largos periodos de tiempo, en comparacion con los métodos
qguimicos, que pueden ser mas rapidos (horas vs. dias/semanas) (Cira et al., 2002;
Shirai et al., 2001).

2.2.4. Proceso mecanico de obtencion de nanofibrillas y microfibrillas de quitina

La obtencion de quitina puede realizarse mediante fibrilacion para obtener
nanofibrillas. El proceso implica: desproteinizacion y desmineralizacion del desecho de
cangrejos con NaOH y HCI. Mezcla de la quitina cruda en una solucién acuosa con
acido acético para ajustar el pH a 3. Molienda a 1,500 rpm para separar las nanofibrillas
de la matriz un previo mantenimiento de la quitina en estado humedo para evitar la
formacion de puentes de hidrégeno. Ifuku et al., (2009) y Ifuku y Saimoto (2012)
utilizaron este método para obtener nanofibrillas de quitina de cangrejos y hongos, y
las utilizaron para: Obtener nanocompuestos O6pticamente transparentes, crear
membranas de separacién quiral y funcionalizar las nanofibrillas para tratar inflamacion
intestinal También se desarrolld6 un método alternativo de tratamiento mecéanico
utilizando quitina comercial, que resulté en una mayor obtencion de nanofibrillas. Se
destaco la importancia de mantener condiciones acidas para asegurar la completa
fibrilacion de la quitina.

La obtencidn de quitina como nanofibrillas aumenta su superficie de respuesta y facilita
su dispersion en agua u otros disolventes, lo que la hace til para diversas aplicaciones
como la agricultura, liberacibn de medicamentos, para tratamiento de heridas,
produccion de textiles y fibra alimentaria (Ifuku y Saimoto, 2012). Las nanofibrillas de
quitina pueden encapsular compuestos activos y ser utilizadas para desarrollar
materiales de empaque biodegradables para alimentos, crear peliculas que funcionen
como barreras eficientes al oxigeno y al agua y en la farmacologia, las fibras de
biopolimeros pueden encapsular moléculas activas para tratamiento topico de
enfermedades, recuperacion de lesiones cutaneas y mejoramiento de la piel (Gamboa,
et al., 2007).

Se han investigado peliculas a base de nanofibrillas de zeina, queratina, albumina de
huevo, colageno, caseina y suero de leche para empaquetado de alimentos, y fibras
de biopolimeros para aplicaciones farmacéuticas (Granda, et al., 2014).

2.3. Emulsiones

Una emulsién es una mezcla de dos liquidos inmiscibles, como aceite y agua, que se
mantienen juntos gracias a un agente emulsionante (Maron & Prutton, 1982) El agente
emulsionante es afin a ambas fases y se localiza en la interfase de las gotas formadas
evitando su coalescencia (Fitzpatrick, 2010). Existen dos tipos de emulsiones agua-
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en-aceite (W/O): la fase dispersa es agua y la fase dispersante es aceite, con un
contenido de agua menor al 25% y aceite-en-agua (O/W): la fase dispersa es aceite y
la fase dispersante es agua, con un contenido de agua mayor al 31% y hasta un 80%.

La ley de Brancroft establece que la fase dispersante es aquella en la que es soluble
el emulsificante (Aranberri et.al, 2006). También existen emulsiones multiples, como:
W/O/W (agua-en-aceite-en-agua) y O/W/O (aceite-en-agua-en-aceite) donde la fase
interna es también una emulsion (Salager, 1999).

Las emulsiones son inestables termodindmicamente debido a la energia libre en la
superficie de las gotas, lo que provoca la coalescencia y la separacion de fases
(Gennaro, 2003). Para minimizar esto, se agrega un agente emulsionante, usualmente
un surfactante, que tiene una parte polar y otra apolar. El surfactante se orienta en la
interfase, con la parte polar hacia el agua y la apolar hacia el aceite, y ayuda a
estabilizar la emulsion (Buceta, 2012).

Las fuerzas de atraccion y repulsion en la emulsion dependen del tamafio de las gotas
y del surfactante adsorbido. Al disminuir el tamafio de las gotas, se favorecen las
fuerzas repulsivas y se disminuyen las fuerzas atractivas, lo que asegura la estabilidad
de la dispersion. Los surfactantes ayudan a: reducir la tension superficial entre las
fases, estabilizar las gotas y prevenir la coalescencia y favorecer las fuerzas repulsivas
y disminuir las fuerzas atractivas De esta manera, los surfactantes juegan un papel
crucial en la estabilidad de las emulsiones (Salager, 1999).

El uso de fibrillas de quitina como surfactantes es una alternativa biodegradable y no
toxica para estabilizar emulsiones. El tamafio de las gotas en una emulsion es crucial
para su estabilidad, y las fibrillas de quitina pueden ayudar a reducir el tamafio de las
gotas y aumentar el area superficial (Lissant k, 1984). Las emulsiones se pueden
clasificar en macroemulsiones: tamafio de gota mayor a 500 nm (0.5 micra),
nanoemulsiones: tamafo de gota inferior a 500 nm y microemulsiones: sistemas
termodindmicamente estables que se forman espontaneamente con un tamafio de
gota tipico de 2-50 nm.

Las microemulsiones son sistemas monofasicos que permiten la coexistencia de agua
y aceite a escala molecular, gracias a la presencia de un surfactante eficaz. El uso de
surfactantes quimicos es poco amigable con el ambiente, por lo que el uso de las
fibrillas de quitina son una alternativa biodegradable y no téxica. El tamafio con el
subsecuente incremento del area superficial lo que favorece la estabilidad en la
emulsiéon (Salager et al., 2001).
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Otra clasificacion de las nano-emulsiones es de acuerdo con la concentracion de la
fase dispersa diluidas: fraccion en volumen de fase dispersa < 0.2, concentradas:
fraccion en volumen de fase dispersa entre 0.2 y 0.74 y altamente concentradas:
fraccion en volumen de fase dispersa > 0.74 (Aranberri et al., 2006; Lissant, k 1984) y
tiene caracteristicas de acuerdo a su concentracidén si son concentradas: viscosas,
comportamiento plastico o pseudoplastico, altamente concentradas: aspecto sélido o
semisdlido, gotas deformadas con forma poliédrica (Boatella, R 2004).

2.3.1 Emulsiones tipo Pickering

El mecanismo de estabilizacion por particulas o estabilizacién Pickering es un proceso
en el que las particulas se acumulan en la interfase de una emulsién para formar una
barrera mecénica que evita la coalescencia de las gotas (Dickinson, 2012). Este
mecanismo fue descubierto por S. Pickering en 1907 y permite la creacion de
emulsiones estabilizadas por particulas en lugar de surfactantes. Las emulsiones
Pickering conservan las propiedades basicas de las emulsiones clasicas, pero también
ofrecen propiedades especificas dependiendo de la naturaleza funcional de las
particulas, como modificar la textura de los productos, liberar controladamente
componentes bioactivos y reducir las calorias Chevalier y Bolzinger, 2013. El tipo de
emulsion Pickering que se forma depende de la naturaleza de las particulas y del
angulo de contacto que forman con la interfase agua-aceite. Por ejemplo: particulas
hidrofilicas (6<90°): emulsiones O/W o particulas hidrofébicas (6>90°): emulsiones
WI/O (Figura 2) (Dickinson, 2012).

Aceite

Hidrofobico

Hidrofilico

B8<90° 8= 90°

Agua

Figura 2. Particulas situadas en la interfase mostrando los angulos de contacto segun su
afinidad.

Las emulsiones Pickering pueden ser de cualquier tipo, incluyendo emulsiones
multiples, y ofrecen una alternativa prometedora para diversas aplicaciones.

Existen dos mecanismos principales (Figura 3) para la estabilizacién de interfases con
particulas: Formacion de una pelicula densa: Las particulas se adsorben en la interfase
y forman una barrera estérica que inhibe la coalescencia. Esto es mas efectivo cuando
las particulas son preferentemente mojadas por la fase continua y la adsorcién de
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particulas agregadas: Las particulas forman redes tridimensionales en la fase
continua, limitando la movilidad y coalescencia de las gotas. Ambos mecanismos
contribuyen a la estabilizacion de las emulsiones Pickering, y el tipo de mecanismo
que predomina depende de las propiedades de las particulas y de la interfase.
(Dickinson, 2010; Aveyard et al., 2003; Binks y Whitby, 2005).

a

pO. 0000,
S 0000,

Figura. 3 Representacion esquematica de los arreglos que presentan las particulas en la
interfase en emulsiones Pickering (Dickinson, 2010).

Las interfases formadas por particulas pueden presentar propiedades reoldgicas y
funcionales Unicas, lo que las hace atractivas para la formulacion de productos con
caracteristicas especificas (Pichot et al., (2009); Fouconnier et al. (2012); Golemanov
et al., (2012). La reologia de las capas interfaciales es crucial, ya que la presencia de
particulas solidas afecta la viscoelasticidad del sistema. La caracterizacion precisa de
las propiedades reologicas de las interfases estabilizadas con sdlidos puede
proporcionar informacion valiosa sobre los mecanismos fisicos y quimicos
involucrados en la formacion y evolucion de las estructuras de la mono y multicapa.
Esto puede permitir un control mas preciso del mecanismo de estabilizacién y, en
Gltima instancia, permitir definir sistematicamente las propiedades del sistema
interfacial. En resumen, la comprension de la reologia de las interfases estabilizadas
con particulas es fundamental para disefiar productos con propiedades especificas,
controlar el mecanismo de estabilizacion y definir sistematicamente las propiedades
del sistema interfacial (Kragel y Derkatch, 2010.

La mayoria de la literatura sobre emulsiones Pickering para consumo humano se
enfoca en particulas organicas de origen botanico, como proteinas (Dickinson, 2012),

18

—
| —



complejos de celulosa (Kalashnikova et al.,, 2011), granulos de almidon
hidrofébicamente modificados (Murray et al., 2011; Timgren et al.,, 2011),
nanoparticulas sélidas lipidicas (Tzoumaki et al., 2011) y cristales de grasa,
nanoparticulas de quitina. En los ultimos afios, se ha buscado obtener particulas de
recursos naturales regionales para promover la sostenibilidad ambiental y las
economias locales. Algunos ejemplos de materiales considerados para estabilizar
sistemas dispersos en aplicaciones alimentarias son puré de Fruta estrella (Averrhoa
carambola L.) (Averrhoa carambola L.) (Karim y Wai, 1999), granulos de almidon de
guinoa (Chenopodium quinoa) (Chenopodium quinoa) (Rayner et al., 2012) y celulosa
microfibrilada de mangostino (Garcinia mangostana L.) (Winuprasith y Suphantharika,
2013). Estos materiales se utilizan para crear emulsiones Pickering que pueden ser
utilizadas en productos alimenticios, ofreciendo una alternativa natural y sostenible a
los estabilizantes sintéticos.

2.3.2. Lubricantes

Los lubricantes verdes o biolubricantes son aquellos que tienen baja toxicidad y
excelente biodegradabilidad, y se derivan de fuentes naturales renovables (Garcés y
et.,, 2011; Zainal y et., 2018). Los aceites naturales tienen excelentes propiedades
lubricantes y presentan altos indices de viscosidad y altos puntos de inflamacion
(Menezes y et.,, 2013). Los lubricantes biodegradables se pueden dividir en
inherentemente biodegradables: se degradan en mas del 20% en 28 dias y facilmente
biodegradables: se degradan en mas del 60% en 28 dias (Menezes y et., 2013).

Debido a la creciente conciencia ambiental y la disminucidon de las reservas de
petroleo, el uso de lubricantes biodegradables sera prioritario en el futuro. Los aceites
vegetales no comestibles, como el aceite de Neem, Karanja, Jatrofa, ricino y semilla
de algoddén, han demostrado ser una buena alternativa ecolégica a los aceites
minerales, con mejores propiedades tribolégicas y lubricidad inherente (Syahrullail et
al., 2013).

La evaluacion tribolégica de los biolubricantes incluye caracteristicas fisicas y
guimicas, la capacidad de carga critica de la pelicula y la respuesta al desgaste y
friccion de las superficies en contacto Investigaciones en tribologia han desarrollado
biolubricantes derivados de la planta Jatropha curcas L como sustituto para sistemas
de enfriamiento en maquinas herramientas, sistemas de embrague para motores de
combustion interna.

Syahrullail et al. (2013) evalué las propiedades tribolégicas del aceite de Jatrofa y lo
comparod con otros aceites vegetales y un aceite hidraulico comercial. Los resultados
mostraron que, a altas cargas, se observd un alto coeficiente de friccidn con aceites
vegetales que la capa lubricante de destilado de acido graso de oleina de palma se
rompio a cargas pesadas que el aceite de Jatrofa y el aceite de oleina de palma tienen
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potencial para ser utilizados como lubricantes en la industria debido a sus propiedades
como aceites vegetales (tabla 2). Estos resultados sugieren que los biolubricantes
derivados de plantas pueden ser una alternativa viable a los lubricantes tradicionales
en ciertas aplicaciones.

Tabla 2. Propiedades de los aceites vegetales y aceites minerales

Propiedad Aceite vegetal Aceite mineral
Densidad Mas alto Mas bajo
Densidad (kg/m3) 890-970 840-920
indice de la variacion de
la viscosidad 100-200 100
Biodegradabilidad 80%-100% 10%-30%

Fuente: Syahrullail et al.,2013

2.3.3 Fluidos de corte

Los fluidos de corte se utilizan en operaciones de mecanizado por arranque de viruta
para lubricar y refrigerar la friccion, asi como eliminar o desalojar la viruta y proteger
frente a la corrosion (Gonzales et al.,2010). Los principales tipos de fluidos de corte
son aceites integros: derivados del petréleo, animal, marino o vegetal, no diluidos en
agua, emulsiones oleosas: mezcla de aceite y agua, con 30-85% de aceite y
emulsionantes, soluciones semisintéticas: emulsiones con 5-30% de aceite y mayor
proporcion de emulsionantes, soluciones sintéticas: no contienen aceite, contienen
componentes similares a detergentes y aditivos para mejorar el rendimiento, disefiados
para ser diluidos con agua (Sullon et al., 2017). Cada tipo de fluido tiene caracteristicas
y propiedades especificas que los hacen adecuados para diferentes aplicaciones y
operaciones de mecanizado.

Los emulsificantes permiten mezclar agua y aceite, pero en lubricacién, la
emulsificacién es generalmente indeseable. Sin embargo, existen aplicaciones donde
los aceites minerales emulsificantes son miscibles en agua y se utilizan como
refrigerantes o lubricantes en operaciones de maquinaria. La adicion de nanoparticulas
a los lubricantes puede mejorar sus propiedades de presion extrema, lo que se busca
lograr con el uso de emulsiones. Existen dos categorias generales de fluidos de corte
refrigerantes: enfocados en reducir la temperatura y el calor generado durante el
proceso de mecanizado y lubricantes: enfocados en reducir la friccion y el desgaste
entre las superficies en contacto durante el proceso de mecanizado. Ambas categorias
son importantes y se utilizan dependiendo de las necesidades especificas de la
operacion de mecanizado (Manual de Lubricacién Automotriz, 2008).

20

—
| —



2.3.4 Refrigerantes

Los refrigerantes son fluidos de corte disefiados para reducir el calor generado durante
las operaciones de maquinado. No reducen la cantidad de energia calorifica generada,
pero extraen el calor para reducir la temperatura de la herramienta y la pieza de trabajo,
prolongando la vida de la herramienta. La efectividad de un fluido refrigerante depende
de sus propiedades térmicas, como calor especifico y conductividad térmica. El agua
es un refrigerante comun debido a sus propiedades térmicas ideales. Los fluidos
refrigerantes suelen ser soluciones o emulsiones en agua y son mas efectivos a
velocidades de corte altas, donde la generacion de calor es un problema. Se utilizan
principalmente en procesos de maquinado como torneado y fresado (Calm, 2007).

2.3.5 Fluidos de corte

Los lubricantes son fluidos basados en aceite que reducen la friccién en las interfaces
herramienta-viruta y herramienta-pieza de trabajo. Operan mediante lubricacion de
presion extrema, formando una capa delgada de sales solidas sobre la superficie
metalica caliente y limpia a través de reacciones quimicas. Los compuestos de azufre,
cloro y fosforo en el lubricante causan la formacion de estas capas superficiales, que
separan las superficies metdalicas. Los fluidos lubricantes son mas efectivos a
velocidades bajas de corte (<400 pies/min) y pierden efectividad a altas velocidades.
Operaciones de maquinado como el taladrado y el roscado se benefician de los
lubricantes, que pueden ser recirculados en maquinas-herramientas individuales o
instalaciones integradas. Es crucial monitorear la calidad del lubricante y mantener una
cantidad adecuada (Rodriguez, y Ramirez, 1981).

Estos fluidos se forman mediante una combinacion de ingredientes y procesos como
lo son: Base de aceite hidrocarburos, ésteres, aditivos como detergentes,
dispersantes, anti-desgaste, emulsificantes, surfactantes, etc. Estabilizantes
antioxidantes y otros aditivos como anti-espuma, anti-corrosion, etc.

Tipos de aceites usados en fluidos de corte

e Aceite mineral (parafinico, nafténico)

e Aceite sintético (polialfaolefinas, poliésteres)

e Aceite vegetal (soja, colza, girasol)

e Aceite semi-sintético (mezcla de aceite mineral y sintético

Emulsificantes comunes en fluidos de corte

1. Surfactantes no idnicos (etoxilados, alquilfenol etoxilados)
2. Surfactantes anionicos (sulfatos, sulfonatos)

3. Surfactantes catidénicos (aminas, amidas)
Concentraciones tipicas de aceites y emulsificantes
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1. Aceite base: 70-90% del total
2. Emulsificantes: 5-20% del total
3. Aditivos (detergentes, dispersantes, etc.): 1-10% del total

2.3.6 Aplicacion de los fluidos de corte

Para que un fluido de corte cumpla su funcion de reducir temperaturay friccion, existen
tres métodos de aplicacion inundacion (enfriamiento por inundacion): se dirige una
corriente constante del fluido hacia la interface herramienta-trabajo o herramienta-
viruta. Comunmente usado con fluidos de enfriamiento, aplicacién de niebla: se dirige
el fluido hacia la operacion en forma de niebla acarreada por una corriente de aire
presurizado. Principalmente usado con fluidos de corte basados en agua, aplicacion
manual: se aplica el fluido mediante una aceitera o brocha. No es recomendado debido
a la variabilidad en las dosificaciones del fluido (Groover, et al., 2014).

Las funciones principales de los fluidos de corte son lubricacion: reducir la friccion entre
la herramienta y la pieza, y entre la herramienta y la viruta, refrigeracion: mantener una
temperatura moderada, eliminando el calor generado durante el proceso, eliminacion
de viruta: retirar la viruta lejos de la zona de maquinado, proteccion frente a la
corrosion: evitar la oxidacion y corrosion de la maquina, herramienta o pieza. Sin
embargo, los fluidos de corte también pueden tener inconvenientes, como efectos
negativos para la salud del trabajador cancerigenos, problemas respiratorios, etc,
impacto medioambiental si no se tratan adecuadamente sus residuos. Es importante
elegir y utilizar fluidos de corte adecuados y seguros, y seguir las recomendaciones
para su manejo y disposicion (Groover,1997).

3 Antecedentes

El uso de métodos bioldgicos para obtener quitina es mas beneficioso que la extraccion
guimica porque no degrada el polimero, permite obtener mayores rendimientos,
produce productos de mayor valor agregado y reduce la contaminacion ambiental al
evitar el uso de quimicos. Esto hace que la obtencion alternativa de quitina por
métodos bioldgicos sea una opcidon mas sostenible y eficiente.
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3.1. Cultivo con microorganismos para obtencion biolégica de quitina.

La inoculacion de microorganismos que generan acidos organicos en residuos de
crustaceos es un metodo para purificar quitina. Estudios previos han investigado
variables como el tipo de bacteria lactica, el nivel de inéculo y la concentracion de
glucosa para optimizar la remocién de proteinas y minerales. Los hallazgos incluyen:
una concentracion de Lactobacillus sp. B2 al 5% y glucosa al 10% resulta en mayor
remocion de proteinas y minerales (Shirai et al., 2001) donde la sacarosa puede ser
utilizada como fuente de carbono alternativa a la glucosa (Cira et al., 2002). La
inoculacién sucesiva de dos microorganismos, Lactobacillus paracasei sub. tolerans y
Serratia marcensces, aumenta la eficiencia de la purificacion de quitina (Jung et al.,
2006). Estos estudios demuestran que la optimizacién de las variables en la
inoculacién de microorganismos puede mejorar la purificacion de quitina en residuos
de crustéceos.

En resumen, los estudios de Pacheco et al. (2009 y 2011) sobre la fermentacion lactica
(FAL) para obtener quitina a partir de residuos de camaron utilizando Lactobacillus
plantarum. Los hallazgos incluyen la temperatura Optima para la obtencion de quitina
es entre 30°C y 40°C, con un menor porcentaje de proteina y minerales y mayor
rendimiento de quitina. La quitina obtenida mediante FAL presenta mayor peso
molecular (PM) y cristalinidad en comparacion con la quitina obtenida quimicamente,
Estos estudios demuestran que la FAL es una técnica efectiva para obtener quitina de
alta calidad a partir de residuos de camaron.

En resumen, los estudios de Flores-Albino et al. (2012), Ghorbel-Bellaaj et al. (2012) y
Mao et al. (2013) utilizaron microorganismos para la obtencion de quitina a partir de
residuos de crustaceos. Los hallazgos incluyen la adicion de melazas de cafia de
azucar como fuente de carbono mejora el rendimiento de quitina en la fermentacion
lactica de residuos de cangrejo (Flores-Albino et al., 2012). La cepa de Bacillus cereus
es efectiva para la remocion de minerales y proteinas de residuos de camaron, y
produce una fraccion liquida con alta actividad antioxidante (Ghorbel-Bellaaj et al.,
2012). La fermentacion con Streptococcus thermophilus aumenta la capacidad
antioxidante y la concentracion de astaxantina en la fraccion liquida a medida que
aumenta el tiempo de fermentacién (Mao et al., 2013). Estos estudios demuestran que
la seleccion de microorganismos y condiciones de fermentacion adecuadas puede
mejorar la eficiencia de la obtencion de quitina y compuestos antioxidantes a partir de
residuos de crustaceos.

En resumen, las investigaciones previas utilizaron bacterias para obtener quitina, pero
también se pueden usar hongos como Rhizopus oligosporus, que tiene alta actividad
proteolitica, baja actividad quitinolitica y alta produccién de &cidos organicos. Rhizopus
oligosporus es adecuado para obtener quitina biolégicamente, logrando altos
porcentajes de desmineralizacion y desproteinizacion en 96 horas, en comparacion
con 120-144 horas con bacterias (Aranday-Garcia, 2013).
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3.2 Obtencion de quitina como nanofibrillas

La obtencién de quitina puede también llevarse a cabo mediante la fibrilacion para la
obtencién de nanofibrillas, como es presentado por Ifuku et al., (2009), después de
desproteinizar y desmineralizar residuos de cangrejos con NaOH y HCI a través de
una mezcla de quitina cruda con acido acético y molienda a 1,500 rpm para separar
nanofibrillas mantenimiento de condiciones hiumedas y &cidas para evitar formacion
de puentes de hidrogeno. Obtenciéon de nanofibrillas para aplicaciones como
nanocompuestos transparentes, membranas de separacion quiral y funcionalizacion
para tratar inflamacion intestinal. Uso de tratamiento mecanico con bolas de ceramica
y alta presion para obtener mayor volumen de nanofibrillas, asi como la quitina es
soluble en dimetilformamida pero al ser fibrilada se puede solubilizada en agua. En el
mismo afio Ifuku et al., fibrilaron quitina seca mediante tratamiento mecéanico,
eliminando la necesidad de mantener el biopolimero himedo.

3.3 Obtencion de emulsiones

El estudio de Aguilar-Rosas et al., (2022) obtuvieron quitina parcialmente desacetilada
con un grado de desproteinizacion y desmineralizacion del 99,98% y 99,97%,
respectivamente, y un peso molecular viscosimétrico de 150,62 kDa. La quitina se
disolvié en agua debido a su grado de acetilacion del 25%, que rompe la estructura
cristalina. La emulsion resultante tuvo un pH entre 3,5y 4,5, lo que permitio la carga
positiva de los grupos amino y la interaccion con la fase acuosa. La desintegracion
mecanica de la quitina parcialmente desacetilada permitio la formacion de nanofibrillas
con un diametro medio reducido. El estudio también evalué el uso de aceite de jatrofa
en la emulsién, encontrando que una concentracion del 20% produjo el mejor
rendimiento como fluido de corte, pero no redujo la temperatura de la interfaz de corte.
El objetivo del trabajo es reducir el porcentaje de crema y la temperatura en la interfaz
de corte.

4. Justificacion

Existe un gran interés en investigar la extraccion de quitina debido a sus diversas
aplicaciones biotecnologicas y farmacéuticas.

La industria procesadora de mariscos (camardn, cangrejos, etc.), es altamente
generadora de residuos solidos debido a que del 75% - 85% del peso vivo de estos
son residuos (conchas, cabezas y patas) que contaminan el medio ambiente y se
convierten en una carga econdémica para las industrias procesadoras, porque su
eliminacién es problemética y costosa.

En la actualidad existen alternativas tecnoldgicas para el aprovechamiento de estos
residuos y su conversion en productos de utilidad como lo son la quitina y el quitosano.
Los residuos del procesado del marisco contienen en general un 14-35% de quitina
asociada con proteinas (30-40%), lipidos, pigmentos y depdsitos de calcio (30-50%),
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estimandose por tanto una produccion mundial anual de quitina en los residuos de
unas 120.000 toneladas.

Es asi que el aprovechamiento de estos y su conversion en productos de utilidad como
lo son la quitina y el quitosano, para la produccion de nanofibrillas de quitina ha sido
de gran interés por la importancia que esta tiene ya que el uso de surfactantes
guimicos para la estabilizacion de emulsiones es poco amigable con el ambiente, lo
gue conlleva que el uso de las nanofibrillas sea una alternativa biodegradable y no
toxica que aumenta el area superficial y suelen ser facilmente dispersables en agua u
otros disolventes.

Por otro lado, los fluidos de corte tienen ciertas desventajas como son la contaminacion
y riesgos para la salud de los trabajadores que lo manipulan, ademas de costos
elevados limitaciones en compatibilidad y problemas de limpieza.

5.Hipotesis

Si se extrae quitina utilizando procedimientos bioldgicos-fisicos se facilitara la
obtencion de nanofibrillas mejorando sus propiedades surfactantes en emulsiones tipo
Pickering para su uso como fluidos de corte eco-amigables y sustentables.

6. Objetivo general

Evaluar y caracterizar la produccion de fibrillas de quitina extraida biolégicamente para
su uso en emulsiones tipo Pickering como fluidos de corte.

6.1 Objetivos particulares
e Obtener y caracterizar nanofibrillas de quitina extraida biolégicamente a partir
de residuos de camaron.
e Evaluar la estabilidad que tiene el uso de fibrillas en emulsion tipo Pickering de
aceite de jatrofa.
e Evaluar las emulsiones disefiadas en analisis microbiolégico y pruebas
tribologicas (cuatro bolas y de corte).

7. Materiales y Métodos
7.1 Primera Etapa

7.1.1 Preparacion de la materia prima

El proceso inicidé con la recepcion y pesaje de la materia prima. Las cabezas de
camaron recibidas fueron molidas en un molino para carnes hasta obtener un tamafio
de particula de entre 5 mm a 10 mm y estas fueron almacenadas en congelacion a -
20° C hasta su uso.
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7.1.2 Fermentacion
La obtencién de quitina fue llevada a cabo como lo reporto (Aranday et al., 2013) en
un reactor con una bacteria acido lactica heterofermentativa.

Lactobacillus brevis

La bacteria acido-lactica utilizada en este estudio fue previamente aislada de residuos
de camaron (Cira et al., 2002). La cepa se mantuvo en tubos con agar Man Rogosa
Sharpe (MRS) a 4°C. El in6culo se preparo transfiriendo de 2 a 3 asadas cargadas del
cultivo en caldo MRS y se incubaron a 30°C por 24h hasta obtener 10° UFC/mL.

Las dimensiones del reactor fueron 42 cm de largo y 20 cm de diametro interno. La
incubacion se mantuvo a 30° C durante 144 h totales para L. brevis. Se tomaron
muestras cada 24 h, las cuales fueron filtradas para separar las fracciones sélidas y
liquidas para analisis posteriores. Los licores fueron almacenados a -20° C mientras la
fraccion liquida fue enjuagada con agua corriente y secada a temperatura ambiente
por tres dias. La muestra final (144 h) fue tratada con las mismas condiciones y la
fraccion solida correspondiente a quitina calcarea fue desmineralizada vy
desproteinizada.

Posteriormente fue enjuagada con agua corriente y secada a temperatura ambiente
durante tres dias.

7.2 Segunda Etapa
7.2.1 Purificacion

7.2.2 Desmineralizacion y Desproteinizaciéon

La remocion de los carbonatos de calcio de los caparazones se logro mediante
inmersion de la muestra en solucion de HCI, a una concentracion 0,5N, en una relacion
sélido: liquido 1:15 a temperatura ambiente, bajo agitacion constante, por 24 h.
Posteriormente la muestra se filtro y lavo hasta la neutralizacion.

Cabe mencionar que la desproteinizacion solo se hace si el contenido de proteinas
presentes en el proceso de fermentacion es alto en este caso se tuvo que tratar, ya
gue contenia un 19.48 % por lo cual se hizo tratando la muestra con solucién de
hidroxido de sodio con una concentracion de 0.5 N a 70 °C por 5 h.

7.2.3 Despigmentacion

La despigmentacién o blanqueo de la quitina solo se realiza cuando es indispensable
tener un producto completamente puro para usos médicos (Suarez et., 2013), ya que
el pigmento (astaxantina) no afecta la influencia del comportamiento del polimero en
solucion, su reactividad o propiedades fisicoquimicas. En este caso se despigmento
con acetona en una relacion 1:25 en agitacion constante por 1 h.
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7.3 Tercera etapa

7.3.1 Desacetilacion parcial

Con el fin de obtener una quitina parcialmente desacetilada (DA>50%) se realizo
mediante una solucién de hidroxido de sodio NaOH, mediante la desacetilacion se
obtiene el quitosano como derivado de la quitina. Una vez se ha retirado el grupo acetil
de la estructura. Este proceso consistioé en tratar la muestra de quitina con solucion de
hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de 40% v/v por 1 hora. Posteriormente
la muestra a obtener fue filtrada, lavada y secada a temperatura ambiente por 3 dias,
como lo reporta Arachchi et al., (2018) donde la efectividad de dicho proceso depende
de la concentracion del alcali, la temperatura y el tiempo de reaccion, asi como la
relacién disolvente/sdlido.

7.3.2 Desacetilacion heterogénea

La desacetilacion se logré mediante una concentracién alcalina en fase heterogénea,
utilizando altas temperaturas de entre 50°C a 90°C y concentraciones de alcalis, lo que
produce quitosano con un grado de acetilacion bajo. Sin embargo, este proceso
también provoca la degradacion de la cadena principal, lo que reduce el peso
molecular del producto. La desacetilacion puede ser controlada utilizando alcalis
diluidos y condiciones de reaccion especificas, lo que permite obtener productos con
diferentes grados de desacetilacion y propiedades. Los productos resultantes son
copolimeros tipo bloques compuestos de residuos de N-acetilglucosamina y
glucosamina (Kurita 2001; Nemtsev et al., 2002).

7.3.3 Desacetilacion homogénea

La desacetilacion homogénea es un método que buscaba minimizar los efectos
adversos de la desacetilacion heterogénea en la quitina. Este proceso implico tratar la
quitina con alcali y luego almacenarla durante un periodo prolongado, lo que resulta
en quitosano con una distribucién regular de grupos acetamido y un alto grado de
desacetilacion (hasta 90%). Los objetivos de la desacetilacion homogénea son:

- Obtener un producto con una distribucion regular de grupos acetamido residuales.

- Conservar la estructura y el peso molecular del polimero inicial, pero con alta
solubilidad en agua.

- Regular el proceso mediante factores como tiempo y temperatura para obtener
productos con grados de desacetilacion deseados.

Otra alternativa para lograr condiciones de desacetilacion homogénea es disolver la
qguitina en alcali a concentraciones intermedias mediante congelamiento y
descongelamiento, lo que forma soluciones alcalinas de quitina (Nemtsev et al, 2002).
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7.4 Cuarta etapa

7.4.1 Fibrilacion

La obtencion de nanofibrillas fue llevado a cabo mediante la fibrilacion, Se sigui6 la
metodologia de Ifuku et al. (2009), quienes después de desproteinizar y desmineralizar
el desecho de cangrejos con concentraciones de NaOH y HCI respectivamente,
mezclaron la quitina cruda en una solucion acuosa con 1% de quitina y 4cido acético
para ajustar el pH a 3, posteriormente se colocé la mezcla en un molino a 1,500 rpm,
logrando una separacién 6ptima de las nanofibrillas de quitina de la matriz en que se
encuentran embebidas; para lo cual hace notar que la quitina molida debe permanecer
humeda para evitar la formacion de puentes de hidrogeno y lograr asi la separacion.

En el mismo afio, Ifuku et al., obtuvieron nanofibrillas mediante otro tratamiento
mecanico con un equipo que colisiona la dispersiéon con bolas de ceramica a través de
una apertura de 100 um utilizando agua a alta presion (245 MPa). Este procedimiento
resulta en la obtencién de un mayor volumen de nanofibrillas que las obtenidas
mediante molienda, resaltando nuevamente la necesidad de mantener las condiciones
acidas para asegurar la completa fibrilacion de la quitina y comprobando que aun
cuando la quitina se encuentre seca, puede ser fibrilada por tratamiento mecanico,
eliminando asi la necesidad de mantener el biopolimero en estado humedo.

7.5 Quinta etapa

7.5.1 Caracterizacion de los biopolimeros obtenidos.
Todos los ensayos y pruebas fueron realizadas a las muestras de quitina luego de
realizar los resultados en el protocolo establecido.

7.5.2 Determinacién del porcentaje de humedad (%H)

El porcentaje de humedad fue determinada después de secar muestra solida en
crisoles a peso constante durante 24h a 110° C en una estufa con temperatura
controlada, calculando el porcentaje por diferencia de pesos (Ecuacion 1) (AOAC,
1990).

) peso seco muestra—(Peso seco crisol con muestra—peso crisol)

H (% x 100 (1)

Peso muestra

7.5.3 Determinacion del porcentaje de cenizas (%C)

El porcentaje de cenizas fue determinado por gravimetria. La muestra sélida fue
calcinada en crisoles a peso constante, en una mufla a 550° C, durante 24 h
obteniendo asi la diferencia de pesos (Ecuacion 2) (AOAC, 1990).
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Peso seco crisol con cenizas—peso crisol

C (%) = x100  (2)

Peso seco muestra

7.5.4 Determinacién de los porcentajes de desmineralizacion y desproteinizacion.

Los porcentajes de desmineralizacién (DM) y desproteinizacion (DP) de cada muestra
fueron calculados utilizando los porcentajes de cenizas y proteina en los residuos de
camarén y los porcentajes residuales después del tratamiento (Ecuacion 3) (Pacheco
et al., 2011).

[(x0*So)—(xg*SR)]
(x0*So)

y (%) = x 100 3)

Donde:

Y = % de desmineralizacion o desproteinizacion
Xo = cenizas o proteina de la muestra de camarén
Xr = cenizas o proteina de la muestra fermentada
So = peso de la muestra de camarédn en base seca
Sr = peso de la muestra fermentada en base seca

7.5.5 Determinacion de Nitrégeno total, Nitrégeno proteico, Nitrogeno de quitina

El nitrogeno total y el nitrégeno de quitina fue determinado por el método de Kjeldahl,
llevando a cabo una combustiéon en himedo de la muestra por calentamiento con acido
sulfurico concentrado en presencia de catalizadores para reducir el nitrdgeno organico
de la muestra hasta amoniaco, el sulfato de amonio producido se alcaliniza y se destila
para desprender el amoniaco que posteriormente es atrapado Y titulado (Ecuacion 4).

Nitrogeno total = Nitrogeno proteico + Nitrogeno no proteico 4)

El porcentaje de nitrégeno de proteina corregido se calculé mediante la sustraccién
del nitrdgeno de quitina usando como valor de referencia (Yeul, y Rayalu, 2013) de
nitrégeno total y se multiplicé por el factor 6.25. (Ecuacion 5)

% PR = (Nt - NCH)x 6.25

(5)
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7.5.6 Determinacién de peso molecular

El porcentaje de solubles en la quitina se determino disolviendo 0.02 g de esta en 25
mL de una solucién de N, N-dimetilacetamida (DMAc) con cloruro de litio (LiCl) al 5%,
durante 72 h con agitacion constante a 25 °C; posteriormente se filtr6 en membrana
de fibra de vidrio. Para las muestras desacetiladas fueron llevadas a cabo pesando,
0.1 g los cuales se disolvieron en una solucion de &cido acético al 2% con acetato de
sodio 0.2 M bajo las mismas condiciones, calentando a bafio Maria (50° C) 8 h diarias
por tres dias. Posteriormente la solucion fue filtrada con una membrana de celulosa.
Las membranas de fibra de vidrio y celulosa se secaron a 100 °C durante 24 h. La
cantidad de quitina y quitosano disuelto se calcul6 por diferencia de peso.

Para determinar el peso molecular de ambos biopolimeros se realizé una curva de la
solucion filtrada para determinar la viscosidad intrinseca. El peso molecular fue
calculado mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (Ecuacion 6) utilizando
las constantes correspondientes de la Tabla 3 (Pacheco et al., 2011).

[n] = kPM*® (6)
Donde:
PM = Peso molecular

K y a = parametros de conformacion del polimero dependientes del disolvente y
temperatura empleados

Tabla 3. Constantes para determinacion de peso molecular viscosimétrico.

Constante Quitina Quitosano
Kk 2.4x10*L/g 1.38x10° L/g
a 0.69 0.85

7.5.7 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros por infrarrojo fueron obtuvidos de desperdicios de camardon, quitina
cruda y quitina purificada pulverizados, tamizados hasta obtener un tamafio de
particula < 177 ym y secados 24 h a 40° C. El analisis se realizé en un sistema ATR
equipado con un cristal de zinc y selenio (modelo Spectrum 100 ATR FTIR Perkin
Elmer, Estados Unidos) aplicando 64 escaneos por muestra.

7.5.8 Porcentaje de N-Acetilacion.
La determinacion del grado de acetilacion (DA) fue realizado mediante RMN
(Resonancia Magnética Nuclear) de protén (RMN H1). La quitina fue disuelta en DCI
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concentrado, se agité por 8 h a 50°C y se diluyé con D20O. La quitina parcialmente
desacetilada se disolvié en DCI al 1.4% por 72 h alternando ciclos de bafio maria a
50°C por 8 h cada 24 h. Posteriormente ambas muestras se filtraron con una
membrana de 0.45 um. Los espectros se obtuvieron en un espectrometro Bruker CA
300DA.

7.6 Séptima etapa

7.6.1 Formulacion de emulsiones y caracterizacion de estas

Para la formulacion de emulsiones fue tomado 1 % nanofibrillas de quitina y estas
fueron dispersadas en &acido acético al 0.5 % por 1 h se homogenizo en un sonicador
durante 10 min a 40 Hz (Hielscher hasta 400S, Alemania) y posterior se tomo
concentraciones al: 0.25%, 0.5%, 0.75% 1% para después gotear la fase dispersa
aceite de jatrofa y homogeneizar a 10,000 rpm en un Ultra Turrax T-25 (Janke and
Kunkel GmbH and Co., Alemania).

7.6.2 Tamafio de gota

El tamafio de particula se determind por microscopia oOptica, tomando fotograficas de
las emulsiones diluidas (1:10) y se capturaron en un microscopio (Olympus BX53,
Japon) equipado con una camara digital (Olympus U-TV1XC, Japén) Los diametros de
los encapsulados se determinaron mediante el software Image J 1.51k (USA) tomando
el promedio de 100 encapsulados.

7.6.3 Estabilidad

La estabilidad gravitacional fue determinada por la inspeccion visual a lo largo de las
primeras 4 horas y durante 8 dias y se determin¢ el indice de cremado de acuerdo con
la (ecuacion 7) (Gu, Decker & McClements, 2005). El indice de cremado (% IC) se ha
utilizado para indicar la susceptibilidad de las gotitas de aceite al cremado y a la
coalescencia inducida por la fuerza gravitatoria y para determinar la resistencia de la
membrana o pelicula que rodea a la gota a la ruptura durante un cierto periodo de
tiempo.

CI = 100 = (Z—Z (7)

Donde:
Ht altura de la emulsion total

Hc altura del cremado
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Mientras que la estabilidad acelerada fue determinada transfiriendo 15 g de emulsion
a un tubo conico y centrifugado (AS ONE AS185, Japan) a 4000g por 5 min (Zhang et
al., 2015). El aceite flotante, la fase de cremado y el sobrenadante fueron observados
y se determinaron sus volimenes a partir de su espesor, que se midioé con un calibrado
digital (Mitutoyo, absolute digimatic, Japén). Estos volimenes se usaron para
determinar la eficiencia de encapsulado (EE) (ecuacién 8) y el porcentaje de aceite en
la parte cremada (AC) (ecuacion 9) (Jia et al., 2015).

Volumen de cremado

EE (%) = 100 (8)

Volumen de la emulsion

Volumen de aceite
(9)

Aceite en cremado (%) =
Volumen de cremado

7.6.4 Potencial Zeta
El potencial zeta () de las emulsiones se determind en un equipo ELSZ-1000 (Otsuka
Electronics Co., Ltd, Osaka, Japan).

7.7 Octava etapa
7.7.1 Pruebas triboldgicas

7.7.2 Prueba de cuatro bolas

El propdsito de esta prueba fue determinar la capacidad de carga maxima de un
lubricante en aplicaciones de alta carga como lo son los rodamientos.
La maquina de prueba 4 Ball EP (Extrema presion) funciono con un movimiento
deslizante o rodante. Una sola bola de acero inoxidable gira sobre tres bolas de acero
inoxidable, todas las cuales estan completamente recubiertas con una pelicula
lubricante que se mantienen sin movimiento.

En la prueba de desgaste de 4 Pelotas, una bola de acero gira en contra de tres bolas
de acero estacionaria lubricados bajo una carga especificada, velocidad, temperatura
y tiempo, por ASTM D-2266 (grasa) o ASTM D-4172 (6leos). Cuanto mejor sea el
lubricante es al desgaste prevenir, cuanto menor sea la marca de desgaste sera en las
tres bolas estacionarias. Al término de la prueba, las tres marcas de desgaste fueron
medidas y se informa la media. El coeficiente de friccibn se mide también en todo los
60min de prueba con la media que se informa al final de la prueba.

4 datos de la bola es util para diferenciar entre grasas lubricantes que tienen diferentes
niveles de capacidad de soporte de carga, proteccidén contra el desgaste y la reduccion
de la friccién. Aunque estos resultados no necesariamente se correlacionan con las
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aplicaciones de la vida real, el método se ha convertido en un estandar de la industria
en la comparacion de EP, el desgaste por friccion y funcionalidad.

Este método de prueba cubre un procedimiento para hacer una evaluacion preliminar
de las propiedades anti-desgaste del fluido lubricantes en contacto deslizante por
medio del Four-Ball Wear Maquina de prueba. Evaluacién de grasa lubricante
utilizando la misma méaquina se detalla en el método de prueba D 2266.

Los valores indicados en unidades pulgada-libra o unidades S| deben considerarse por
separado como estadndar. Dentro de la prueba las unidades de pulgada-libra se
muestran entre paréntesis. Los valores indicados en cada sistema no son equivalentes
exactos, por lo tanto, cada sistema debe ser utilizado independientemente del otro.
Combinando valores de los dos sistemas pueden resultar en la no conformidad con la
especificacion.

La maquina fue equipada con una relacion de brazo de palanca de 10:1 para obtener
un control preciso de la carga aplicada a los especimenes de prueba; las tres bolas
inferiores estan alineadas y sujetas firmemente por medio del anillo de alineacion y la
tuerca de bloqueo, las cuales son de de acero de 12,7 mm [12 pulg.] de didametro estan
sujetas juntas y cubiertas con el lubricante a evaluar. La cuarta bola de acero de 12,7
mm de diametro, denominada bola superior esta sujeta en el collar, que tiene un
diametro ligeramente mas pequefio que la esfera de prueba para evitar la rotacion
durante la prueba se presiona con una fuerza de 147 0 392 N [15 o0 40 kgf] en la cavidad
formada por las tres bolas sujetas para tres puntos contacto. La temperatura del
lubricante de prueba se regula a 75 °C [167 °F] y luego la bola superior se gira a 1200
rpm por 60 minutos. Los lubricantes se compararon usando el tamafo promedio de los
didmetros de cicatriz desgastados en las tres bolas sujetas inferiores.

El husillo fue conectado a un motor de 3 HP a través de un conjunto de rodamientos
conicos y poleas para obtener la velocidad angular deseada. La fuerza de friccion se
registré durante toda la prueba a través de una celda de carga (10 Hz) conectada al
brazo de torsion. El cojinete de empuje inferior aseguro que la lectura de la celda de
carga provenga solo del par de friccion y no del deslizamiento entre las superficies
metalicas.

Cada prueba duro 10 segundos y se determind si pasa 0 no pasa con la carga
establecida. Si pasa la prueba se puede ir aumentando la carga y repetir nuevamente
la prueba con nuevo lubricante y nuevas bolas. La carga maxima es de 800 kgf. En
caso de que la prueba no pase no durara los 10 segundos y las bolas se sueltan. Los
parametros de prueba se pueden observar en la Tabla 4.

Norma ASTM-4172: (Método de prueba estandar para caracteristicas de prevencion
del desgaste del fluido lubricante).
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Esta norma regula el ensayo de desgaste que se puede realizar. Es el ensayo mas
largo, y la huella dejada por él es mas profunda. Las especificaciones para su
realizacion son las siguientes:

* La carga (kg) se pudo variar entre dos opciones 15 kg o 40 kg
* La velocidad 1200 rpm

» Temperatura de 75°C

» Tiempo 3600s

Tabla 4. Parametros de prueba de 4 bolas

Parametro de prueba
Temperatura (°C) TA
Velocidad (RPM) 1200 rpm
Carga (N) 40 kg
Duracion (min) 10 min
# de pruebas 3 pruebas

El coeficiente de Friccion (CoF) se obtuvo utilizando la (ecuacién 10), cuya derivacion
se encuentra en la norma ASTM D5183.

CoF = 00223 % (10)

Dénde:

F: Fuerza de friccion (Q)
L: Longitud del brazo de palanca de friccion (cm)
P: Carga de prueba (Kg)

Por lo general, la evaluacion del desgaste de los resultados de la prueba de cuatro
bolas se realiz6 a través del diametro de la cicatriz de desgaste de las tres bolas
inferiores. Asi, el diametro de la cicatriz de desgaste producida en las tres bolas
inferiores se midié mediante microscopia Optica.

7.7.3 Prueba de mecanizado

Para evaluar el rendimiento de mecanizado tanto de PDFC y como de Cimstar 60 se
utilizaron datos reales. Se realizaron operaciones de torneado bajo la técnica MQL
(cantidad de lubricante para lubricar). Barras de acero AISI 1018 (cuyos quimicos
composicion se encuentran en la tabla 5) de 25,4 mm ende diametro (&) y 120 mm de
longitud fueron mecanizados en un Torno de 5,5 HP (Pinacho SP 200) en la zona de
corte. ParAmetros dados en la tabla 6. Las pruebas de mecanizado se ejecutaron con
MQL utilizando las dos diferentes muestras en las mismas condiciones para fines de
comparacion.
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Tabla 5. Composicion quimica de AISI 1018.
Elemento Fe C Mn P S
Content (%) 98.8-99.2 0.14-0.2 0.6-0.9 <0.04 <0.05

Tabla 6. Paradmetros de mecanizado.

Parametros de mecanizado

Velocidad superficial (m/min) 70
Velocidad de rotacion (RPM) 860
Alimentacion (mm/rev) 0.15
Profundidad de corte (mm) 0.5

Para las operaciones MQL, el flujo de la emulsion se dirigié a la cara del flanco de la
herramienta a través de una boquilla (0,4 mm de diametro) con parametros constantes
de presion de aire de 0,4 MPa y a una distancia de la boquilla de 20 mm. Las fuerzas
de corte se midieron con un dinamometro piezoeléctrico Kistler Tipo 9121, un
amplificador de modo dual (Kistler tipo 5814B1) y un NI-USB 6008 como dispositivo de
adquisicion de datos que se ejecuta en un programa LabVIEW personalizado. La
temperatura de corte se midio utilizando una camara termografica FLIR TG 165
apuntada a la interfaz de corte.

Después de finalizar cada prueba de mecanizado, el acabado de la superficie de la
pieza de trabajo se midid en términos de rugosidad superficial (Ra) utilizando un
rugosimetro Surfcom 130A. La rugosidad se midié en la direccidon longitudinal del
componente mecanizado y se utilizo el promedio de 3 pruebas con un desplazamiento
de 120° para estimar la rugosidad. Cada muestra se probé tres veces en las mismas
condiciones, y se analizaron estadisticamente los resultados en términos de fuerza de
corte, cambio en la temperatura de corte y rugosidad de la superficie.
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8 Resultados y discusién

8.1. Obtenciodn de lote de quitina

El exoesqueleto del camardn fue procesado mediante una fermentacion acido-lactica
para obtener quitina cruda (CONACYT-SE-FINNOVA No. 229649). El residuo de
camarén fue molido hasta un tamafio de 5 mm y se ferment6 con Lactobacillus brevis
(5 % v/p), con 10 % azucar de cafia como sustrato durante 144 horas. Esta
concentracion de la fuente de carbono jugo un papel importante en el crecimiento
adecuado de las bacterias lacticas. Después de la fermentacién se hizo un andlisis
guimico proximal (AQP) para su caracterizacion de esta.

La extraccién quimica de quitina se llevo a cabo segun Percot et al., (2003) para la
desmineralizacion, se sumergié 1 g de residuos de camarén en HCI 0,25 N (40ml)
durante 20 minutos con agitacion vigorosa. La desproteinizacion se realizé con 15 ml
de NaOH 1 N por 1 g de muestra a 70 °C durante 24 h con agitacion, posterior esta
quitina fue sometida a diferentes concentraciones HCl y NaOH y a diferentes tiempos
hasta encontrar la mejor concentracion donde se lograra la mejor remocion de
minerales y proteinas, la cual se muestra a continuacién (tabla 7 y 8).

Tabla 7. Caracterizacion de los biopolimeros purificados

HCI1h 0.2 44.26 £ 0.27
HCI 24 h 0.2 81.31+0.20
HCI1h 0.25 82.88 £ 0.29
12.96
HCI 24 h 0.25 95.91 +0.11
HCI1h 0.5 95.20 £ 0.17
HCI 24 h 0.5 98.12 +0.10
[ 3 )




% Cenizas

Los resultados obtenidos se procedid a analizarlos mediante andlisis estadistico
ANOVA de un factor para probar la hipétesis nula (Ho) de que tres 0 mas medias
poblacionales son iguales frente a la hipotesis alternativa (Ha) de que al menos una de
las medias es diferente y una prueba de tukey que permite discernir si los resultados
obtenidos fueron significativamente diferentes. (anexo A)
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8 4
TA g 8 -
b5
6
(&}
L %7 D
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o T T T T
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HCI (M) 1 h o} 0.2 0.25 0.5
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Fig. 4 Efecto de los tratamientos con acido clorhidrico sobre la eliminacion de calcio en la quitina del ensilaje
de camaroén durante 1 horay 24 horas. Los histogramas con la misma letra no son significativamente diferentes
(P<0.05) entre tratamientos con diferente concentracion de acido.

Como se muestra en los histogramas (Fig. 4) no hay diferencia significativa entre
concentraciones entre los grupos de HCI 1 h'y 24 h por lo que tratar con HCI 0.5 M 1
h y tratar con acido 0.25 M por 24 h, sin embargo se requiere una quitina purificada
gue tenga el menor porcentaje de proteinas por lo que tratar con HCI con 0.5 M a 24
h seria el mejor tratamiento a utilizar para la remocién de minerales, ya que el
caparazon de crustaceos contiene grandes cantidades de proteinas y de carbonato de
calcio, y estas moléculas envuelven las microfibrillas de quitina (Isla y Boone, 2016).
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Tabla 8. Caracterizacion de los biopolimeros purificados

20.48

NaOH 5 h 0.2 69.12 £ 0.018
NaOH 24 h 0.2 81.82 £ 0.038
NaOH 5 h 0.5 92.53 £ 0.02
NaOH 24 h 0.5 97.01 £0.078
NaOH 5 h 1 93.34+£0.1

NaOH 24 h 1 97.17 £0.45

En cuanto a los resultados obtenidos se procedié a analizarlos mediante anlisis
estadistico ANOVA de un factor para probar la hipétesis nula (Ho) de que tres o mas
medias poblacionales son iguales frente a la hipétesis alternativa (Ha) de que al menos
una de las medias es diferente y una prueba de tukey que permite discernir si los
resultados obtenidos son significativamente diferentes o no. (Ver anexo A)

A
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Fig. 5 Efecto de los tratamientos con NaOH sobre la eliminacion de proteinas de la quitina del ensilaje de
camaroén durante 1 hora y 24 horas. Los histogramas con la misma letra no son significativamente diferentes

(P<0.05) entre tratamientos con diferente concentracion de hidroxido de sodio.




Como se muestra en los histogramas (Fig. 5) no hay diferencia significativa entre
concentraciones entre grupos de NaOH y tiempo de 5 h, con concentraciones con
NaOH y tiempo de 24 h respectivamente, en cuanto a diferencias entre tratamientos
no hay diferencia significativa de tratar con NaOH 0.5 M 5 h y tratar con acido 1 M por
5 h y entre concentracion de 0.5 Ma 24 hy 1 M a 24 h no hay diferencia significativa
por lo que nos conviene el tratamiento con NaOH 0.5 M a 24 h por lo que tratar la
muestra con 0.5 M durante 24 h seria el mejor tratamiento a utilizar para la remocion
de minerales, ya que el caparazdn de crustaceos contiene grandes cantidades de
proteinas y de carbonato de calcio, y estas moléculas envuelven las microfibrillas de
quitina (Isla y Boone, 2016).

Posteriormente la quitina fue tratada utilizando la mejor concentracion tanto de HCI y
de NaOH logrando tener las mejores condiciones posibles tanto de porcentaje de
humedad, cenizas y proteina residual de la quitina cruda, se obtuvo el mayor
porcentaje de desproteinizacion y desmineralizacion logrando remover el 98.16 % de
minerales y el 97.16% de proteinas residuales respectivamente, ya que la quitina cruda
contenia 12.96 % de minerales y 19.48 % de proteinas (Tabla 9).

Tabla 9. Caracterizacion de los biopolimeros purificados

Material Humedad (%) Dw (%) Dp (%)
Quitina Cruda 15+0.16 ND ND
Quitina Purificada 3.7+ 0.55 98.16 +0.10 97.16 + 0.078

Los resultados son promedio de las repeticiones (n=3) y su error estandar.

El método de purificacién de quitina (desmineralizacion y desproteinizacion) lograron
remover eficientemente el 98.16% (Tabla 5) de los minerales contenidos compuestos
principalmente por CaCOs a través de un tratamiento con HCI 0.5 N por 24 horas, ya
gue este fue descompuesto a sales de calcio solubles en agua con liberacién de CO»
(Younes & Rinaudo, 2015); por otro lado, se logré un remover el 97.16 % (Tabla 7) de
la proteina contenida en CH-C a través de un tratamiento con NaOH 0.5 N por 24
horas.
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8.1.1 Determinacién del peso molecular (PM), DA de los biopolimeros obtenidos y contenido
de solubles

Se determino el PM de quitina y de las muestras desacetiladas las cuales fueron
obtenias mediante viscosidad intrinseca, al igual que el DA por RMN H*. En el caso de
la quitina parcialmente desacetilada se obtuvo un PM de 208.3 kDa mientras que otra
muestra derivada de la quitina obtenida y desacetilada el pM se redujo a 103.4 kDa, lo
cual indica que durante el proceso hubo depolimerizacion. De acuerdo con lo reportado
por Pacheco et al., (2011), es posible minimizar el grado de depolimerizacién mediante
fermentacion acido-lactica (FAL) preservando asi los valores de viscosidad y, por lo
tanto, el PM del biopolimero; en cuanto al DA obtenido fue del 67.5 % lo cual nos indica
gue la desacetilacion fue parcial. Esto fue atribuido al proceso de desacetilacion
homogénea y a que el tamafio de la particula tamizada se encontraba en 1 cm el cual
paso por (malla no. 30) favoreciendo la depolimerizacion en la etapa de purificacion,
lo cual nos indica que se conservo el 67.5 % de los grupos acetilo, los cuales juegan
un papel importante en la estabilidad de emulsiones tipo Pickering, el resto de los
grupos acetilos que se encontraban originalmente fueron removidos obteniendo un
32.5 % de grupos aminos disponibles para ser protonados en presencia de acidos
organicos (Tabla 10).

Tabla 10. Caracterizacion de los biopolimeros purificados

O%Lt’gr']?ga 680+0.4  98.16+0.10 97.01+0078 ND ND ND
Quitina
parcialmente 5.40 +
desacetilada 0.27 ND ND 208.5 67.5 13.2
24 h
Quitina
E)jgrscgilerzfar:jtz 4(.)2](?5i ND ND 103.4 47.5 61.58
120 h

Los resultados son promedio de las repeticiones (n=2) y su error estandar.

La desacetilacibn homogénea sobre el porcentaje de solubles de quitina pasado
previamente por malla 30, y con tamafio de particula aproximado de entre 0.5-1 cm de
diametro, fueron realizados empleando NaOH a una concentracion del 50%
(Hernandez-Romero 2004). En dichos reportes, a una concentracion de alcali del 50%
alas 144h de desacetilacion, se observé un incremento gradual de la solubilidad, hasta
50% y 30% para quitinas con tamafio reducido y en hojuela respectivamente. La
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disminucion del peso molecular en quitinas desacetiladas ha sido reportada en
procesos heterogéneos. Autores como Lusena y Rose (1953) y Bough y Wu (1978)
encontraron que la desacetilacion aumenta con la temperatura y la concentraciéon de
alcali, pero reduce el peso molecular y se alcanzan grados de desacetilacion altos en
tiempos cortos, como el 68% en 1 hora. Debido al aumento en la solubilidad con
tamafio de particula reducido, ademas del NaOH que no reacciono, se efectuaron
experimentos con muestras pequefias empleando una concentracién de alcali menor
de 30%, tanto para disminuir la solubilidad en soluciones acidas diluidas hasta obtener
un 100 % de solubles, como para tener un control con el tiempo de desacetilacién ya
gue esto favoreceria a obtener una quitina parcialmente desacetilada y el tiempo
adecuado para tener un lote mayor con las condiciones de desacetilacion deseadas y
favorecer a la estabilidad de las emulsiones tipo Pickering (Grafica 6).

100 A

60 ~

40 +

Solubles (%)

20 ~

0] 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (h)
Grafica 6. Evaluacion de la solubilidad en acido acético 0.1M a 25°C de quitina parcialmente
desacetilada con tamafio de particula reducido de entre 1 y 0.5 cm de didmetro, desacetilada
homogéneamente con alcali al 30%(w/v).

Se esperaba que un tamafio de particula menor aumentara la reactividad y solubilidad
del polimero, pero no se encontré una diferencia significativa. Esto puede deberse a la
estructura del polimero, como el empaquetamiento denso de las cadenas y puentes
de hidroégeno, o a la presencia de grupos acetilo remanentes. A tiempos prolongados
de desacetilacién, el alcali puede actuar sobre regiones cristalinas expuestas,
formando geles y peliculas gruesas (Shigemasa et al., 1994).
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Transmitancia (u.a)

8.1.2 Caracterizacion de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro de quitina (Fig. 7) mostro bandas nitidas a 3434 cm™ (vibraciéon de
estiramiento del grupo O-H, interacciones intermoleculares de hidrégeno) y 3254 cm
(vibracion NH). La posicion exacta de la banda de vibracién O-H depende de la fuerza
del enlace de hidrogeno. La nitidez de estas bandas se puede atribuir a la
concentracion y la conformacion molecular ordenada de las cadenas de polisacaridos
(Sécrates, 2001) y también pueden corresponder a sefiales propias del agua. En el
espectro del quitosano, esas bandas aparecen como un cambio a nimeros de onda
mas bajos (3363 cm?), lo que podria asignarse a la presencia de enlaces de hidrégeno
intramoleculares adicionales (Sécrates, 2001).

Palpandi et., al (2009) informo resultados similares para quitina y quitosano preparados
a partir del exoesqueleto y opérculo de gasterépodos de manglar Nerita crepidularia.
La banda de amida | parece dividirse en dos sefiales en el espectro de quitina a 1654
y 1617 cm™. Segun Var (2006), la aparicién de esta doble banda es tipica del alomorfo
a-quitina en la estructura cristalina. La forma a-quitina se caracteriza por la fuerte
adhesion entre las laminas de la estructura cristalina de quitina debido a los enlaces
de hidrégeno (Arguelles et al., 2004). Este resultado sugiere que la quitina aislada del
camaron tiene principalmente este alomorfo. Asimismo, se observa la banda de amida
Il a 1554 cm*. Por otro lado, el espectro del quitosano muestra bandas fuertes tipicas
a 1644 cm (amida I, vibracién de estiramiento del grupo C=0), a 1564 cm™ (amida I,
movimiento de flexion N-H) y, a 1075 y 1028 cm* debido a la vibracién esquelética del

anillo de piranosa (Pastor, 2004; Socrates G, 2001). Quitina
B 1564 —— Quuitosano

2254 3104
3434 H HE F

| E— T T T T T LA | T =T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Longitud de onda (cm™)

Fig. 7 Espectros FTIR de la quitina utilizada y quitosano como referencia.
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8.1.3 Caracterizacion de espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN)

En cuanto a la espectroscopia de H-NMR de alta resoluciéon para determinar la
estructura molecular de la muestra de quitina (Fig 8). El espectro mostro cambios
quimicos para los protones correspondientes a la unidad molecular de N-acetil-
glucosamina a 2,00 ppm (H-acetilo) y 4,51 ppm (H-1). Ademas, la resonancia atribuida
al residuo de N-glucosamina se observé en 3,10 ppm (H-2), y los picos
correspondientes a los protones H-2/H-6 se localizaron entre 3,5y 3,83 ppm (Rinaudo,
2006; Varum et al., 1991).

Xf Masivo C
Masivo C
Masivo A Masivo B Masivo A
Masivo B
"‘.U . M‘ ‘ ‘
"'“U \.“UM o J J\I, 4 ) ,I\
— L ) T, U g e
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40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 ppm _T_ ' 3.0 2.5 2.0 15 10

TEESES TR N

Fig. 8 Espectros de 1H-NMR para quitina (a) 24 h y quitina (b) 120 h, disuelto en DCI /D20 (pH~4),
analizado a 400 MHz, 25 °C, a una concentracién de 8 mg mL-1.

43

—
| —



Transmitancia (%)

100 4

8.2 Determinacién de porcentaje de transmitancia

8.2.1 Obtencién de material fibrilado a base de quitina PDFC y PDFCQ por método mecdnico
En cuanto al porcentaje de Transmitancia se obtuvo (%T) a 600nm (Grafica 9); donde
la quitina (PDFC) sin fibrilar present6 una T de 31.56 % después de tener una agitacion
previa de 15 horas disuelta en acido acético al 0.5 %,esta quitina fue pasada por
diferentes ciclos por un tratamiento mecénico donde se observa que al pasar 5 ciclos
se alcanza un porcentaje de transmitancia estacionario de 68.84 % donde, esta ya no
hubo diferencia significativa, en cuanto a la quitina (PDFCQ) tenemos un porcentaje
sin fibrilar con una agitacion previa de 15 horas de 54.23 % y al pasar por 4 ciclos ya
no hubo diferencia alcanzando un porcentaje de 71.52 %, en ambos casos tenemos
gue la reduccion del diametro de las fibras fue efectiva ya que a menor diametro la
transmitancia aumenta. Lo que quiere decir que para la reduccion de tamafios Ifuku et
al (2013), explican que la protonacion de los grupos amino de la quitina a pH 3 facilita
la formacion de fibras y mantienen un estado de dispersion estable mediante
repulsiones electroestaticas entre las nanofibrillas de la quitina con superficies
cationicas.
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Grafica 9. Transmitancia (T) de las suspensiones con quitina (PDFC Y PDFCQ) sin fibrilar y durante
los diferentes ciclos, determinado por UV-vis 300 a 800 nm, el porcentaje de T.
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8.2.2 Obtencién de material fibrilado a base de quitina PDFC y PDFCQ por método de
homogeneizador tipo Gaulin

Se obtuvo material fibrilado por el tratamiento mecanico después este fue pasado la
solucién de quitina por un homogeneizador tipo Gaulin por dos ciclos los cuales se
muestran en la (Grafica 10) donde también se determind el porcentaje de (%T) a
600nm donde la quitina (PDFC) en el primer ciclo presenté una T de 79.91 %y alcanzo
una T de 103.205 % en dos ciclos donde ya no hubo cambios significativos, en cuanto
a PDFCQ empez06 con un ciclo con una T de 75.21 % y después de dos ciclos alcanzo
un porcentaje de 85.74 % esto pudo deberse a que este tiene un grado de
desacetilacion el cual se convierte en quitosano y es soluble por lo que la transmitancia
suele disminuir a medida que aumenta la concentracion, ya que las particulas en
solucién pueden dispersar la luz lo que pudo verse como lo reporta Nakagawa, et. al.
(2013) donde mencionan también que las quitinas tratadas para reduccion de tamafio
presentan cambios en la zona de alrededor de 1600 cm™ en los espectros de FTIR,
mostrandose una mayor intensidad en esta banda conforme disminuye el tamafio de
particula la cual es apreciable en la figura 10.
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Grafica 10. Transmitancia (T) de las suspensiones con quitina (PDFC Y PDFCQ) fibrilado y durante
los diferentes ciclos, determinado por UV-vis 300 a 800 nm, el % T.
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Frecuencia (%)

8.3 Caracterizacion de las emulsiones tipo Pickering

8.3.1 Determinacion del tamafio del microencapsulados de las emulsiones

Las emulsiones estabilizadas con nanofibrillas de quitina con NF, observadas al
microscopio Optico. Se observaron micro encapsulados esféricos, delimitados por una
barrera oscura, de superficie suave como se muestra en la (Grafica 11). Se realizé un
analisis de distribucion (frecuencia) de los tamafios de los microencapsulados, donde
se observo que a mayor concentracion de nf la variacion del tamafio de los didmetros
aumentd siendo la concentracion 1 % la con mayor variacion de diametros, mientras
que al 0.25, y 0.5 % presentaron la misma variacion de diametros, con esto también
se observaron microencapsulados de diametro mayor en comparacion con el resto de
las concentraciones de nanofibrillas. Para estabilizar gotas de emulsiones del tamafio
de micras, las particulas sdlidas deben de ser al menos un orden de magnitud mas
pequefio. Por lo tanto, es esencialmente relevante reducir las dimensiones de las
particulas nativas como quitina (Xiao, Li, & Huang, 2016). En cuanto a la

polidispersidad tenemos que a mayor concentracion hubo una mayor polidispersidad
lo que nos indica que es menos estable.
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Indice de cremado (%)

Grafica 11. Imagenes de los microencapsulados con los tipos de concentraciones de nanofibrillas de
quitina escala de barra 10 pm. Los resultados fueron tomados por el promedio del tamafio de los

encapsulados.

8.3.2 Determinacién de indice de cremado de las emulsiones

Se observé un menor porcentaje de cremado al 0.25% de nanofibrillas de quitina
dispersadas en agua, y que el cremado aumento a medida que la concentracion
aumentaba también se observéd que al 1 % presentd mayor porcentaje de cremado
(Grafica 12). En cuanto alas emulsiones dispersadas en acido acético en comparacion
con las dispersadas en agua fue observado un aumento del indice de cremado (IC) a
medida que aumentaba la concentracion de NF, sin embargo, las emulsiones
dispersadas en agua presentaron menor IC las dispersadas con agua (Grafica 12).
McClements (2005), el pH puede afectar la estabilidad de emulsiones aceite-en-agua,
ya que un pH alto puede mejorar la estabilidad de la emulsion las particulas pueden
repelerse entre si debido a que las particulas de la emulsion pueden adquirir una carga
eléctrica negativa, y mejorar la estabilidad de la emulsion de lo contrario si el pH es
bajo, las particulas pueden tener una carga positiva afectando las cargas.
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Grafica 12. Efecto de la concentracion de nandfibrillas de quitina sobre la distribucién del
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8.3.3 Determinacidn de la eficiencia del encapsulado y porcentaje de aceite en cremado

La estabilidad se evalud para predecir su comportamiento a largo plazo de una
emulsion a través del método acelerado. En esta prueba se determind la eficiencia del
encapsulado en el cual se centrifugo las muestras, y se pudo observar la capacidad
de la emulsion para encapsular y proteger adecuadamente el aceite en su interior en
cuanto a la concentracion de 0.25% resulto ser la con mayor eficiencia de encapsulado
en ambos casos, y la concentracién de 1% en ambos casos resulto con la menor
eficiencia de la misma sin embargo, en las demas concentraciones se observa que a
medida que aumenta la concentracion de nanofibrillas la eficiencia de encapsulado es
menor como se ve en la tabla 11 y 12 sin en cambio si hay diferencia entre usar acido
acético y agua, donde la mejor eficiencia de encapsulado fue obtenido con la
dispersada en agua en concentracion de 0.25%. Esto pudo deberse a la influencia del
pH, este efecto fue observado por Martins et al. (2015), donde observo que el tipo de
material encapsulante utilizado puede afectar la eficiencia de encapsulado, asi como
también el tamafio de particula del material encapsulado y factores como son las
condiciones de proceso, como la temperatura y la presién.

Tabla 11. Eficiencia de encapsulado de emulsiones dispersadas en acido acético 0.5%

Concentracion Volumen de la emulsion  Volumen de cremado EE (%)
(%) (cm?) (cm?)
1 34.29 £ 0.07 458 +0.44 11.89 + 0.7 a
0.75 34.45 £0.14 5.72+0.7 1514+0.43  ped
0.5 37.3+0.13 6.29 £ 0.6 1552068 .4
0.25 38.3+0.08 6.87 £ 0.7 16.62 +0.35 d,b,c

Tabla 12. Eficiencia de encapsulado de emulsiones dispersadas en agua.

Concentracion Volumen de la emulsion Volumen de EE (%)
(%) (cm?®) cremado (cm?)
1 12.08 +£ 0.07 1.23+0.01 10.05 £ 0.49 a
0.75 12.16 £+ 0.01 1.84 +0.09 14.97 £ 0.38 b,c
0.5 12.39 £ 0.14 1.92+0.28 15.29+0.21 c,b
0.25 12.08 £ 0.04 25+0.13 19.81 £ 0.07 d

Los resultados son promedio de las repeticiones (n=2) y su error estandar.




Para la determinacién del aceite en la parte del cremado se refiere a la separacion del
aceite de la emulsion donde se forma una capa oleosa en la superficie, en cuanto a la
concentracion de 0.25% resulto ser el tener el menor porcentaje en ambos casos, y la
concentracion de 1% en ambos casos resulto con el mayor porcentaje, sin embargo
en las demas concentraciones se ve que a medida que aumento la concentracion de
nanofibrillas el aceite en la parte cremada es mayor como se ve en la tabla 13y 14 por
lo que si hay diferencia entre usar 4cido acético y agua, donde el mejor porcentaje
obtenido fue obtenido con la dispersada en agua en concentracion de 0.25%. Segun
Choe et al. (2015), este fendbmeno pudo deberse a que el aceite en la parte cremada
pudo oxidarse, lo que puede llevar a la formacion de compuestos indeseables y afecto
la estabilidad del producto también el tipo de aceite utilizado puede afectar la cantidad
de aceite que se absorbe en la parte cremada lo que puede proporcionar un medio
para el crecimiento de microorganismos, lo que puede afectar la seguridad del
producto (Yoon et al., 2017).

Tabla 13. Porcentaje de aceite en la parte cremada de emulsiones dispersadas en acido
acético 0.5%.

Concentracion Volumen del aceite Volumen de
(%) (cm?®) cremado (cm?)
1 4.18 +£0.15 4.58 +0.33 91.26 + 0.55
0.75 4 +0.08 5.72 +0.42 69.93 +0.75
0.5 3.43+£0.25 6.29 £ 0.27 5453 +0.76
0.25 2.86+0.21 6.87 £ 0.26 41.63 +0.16

Tabla 14. Porcentaje de aceite en la parte cremada de emulsiones dispersadas en agua.

Concentracion Volumen del aceite  Volumen de cremado AC (%)
(%) (cm?) (cm?)
1 0.61+0.14 1.23+0.23 49.59 + 0.35
0.75 0.60 +£0.28 1.84+0.42 32.6 £ 0.56
0.5 0.53+0.14 192 +0.33 27.6 £0.21
0.25 0.42 £0.04 25+0.70 16.8 +0.14

Los resultados son promedio de las repeticiones (n=2) y su error estandar.
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8.4 Efecto de tipo de fase continua para la formulacién de emulsiones

El efecto del tipo de fase continua en las emulsiones puede ser significativo. El agua
puede contener diferentes minerales y compuestos que afectan la estabilidad y la
apariencia de las emulsiones. Por ejemplo, el contenido de minerales en el agua puede
influir en la viscosidad, la estabilidad y la vida Gtil de una emulsion.

Los minerales pueden interactuar con la estabilidad de las emulsiones de varias
maneras, dependiendo de su naturaleza y concentracion. Algunos minerales ver (tabla
15) pueden actuar como electrolitos, o que significa que pueden afectar la carga
eléctrica en la interfaz aceite-agua de la emulsion. Esta interaccion influye en la
repulsién o atraccion entre las gotas de aceite y agua, lo que a su vez puede afectar
la estabilidad de la emulsion. Ademas, ciertos minerales pueden formar complejos con
los emulsionantes presentes en la formulacion, lo que puede alterar su capacidad para
estabilizar la emulsion. Por ejemplo, la formacion de complejos entre iones metalicos
y emulsionantes anidnicos o catidnicos puede afectar las propiedades de superficie de
los emulsionantes, lo que a su vez impacta en la estabilidad de la emulsion algunos
minerales.

Ademas, el pH del agua también pudo desempefiar un papel importante en la
formacion y estabilidad de las emulsiones. Dependiendo del uso final de la emulsion,
es importante considerar el tipo de agua que se utiliza y como puede afectar las
propiedades deseadas del producto final. EI pH ideal para la formulacion de
emulsiones puede variar dependiendo del tipo especifico de emulsién y de los
componentes utilizados en la formulacion. Sin embargo, en general, un rango de pH
cercano al punto isoeléctrico de los emulsionantes utilizados tiende a favorecer la
estabilidad de la emulsion (Albers et al., 2020).

El punto isoeléctrico es el pH al cual la carga neta de las moléculas de emulsionante
es cero, lo que puede minimizar la repulsion entre las gotas de aceite y agua,
favoreciendo la estabilidad de la emulsién. Este punto puede variar dependiendo del
emulsionante utilizado. En muchos casos, un rango de pH entre 5y 7 se considera
adecuado para muchas emulsiones cosméticas y alimenticias, ya que este rango suele
ser compatible con la piel y con muchos ingredientes alimenticios, y ademas favorece
la estabilidad de la emulsion (Bourrel et al., 1988).

Es importante tener en cuenta que el pH ideal puede variar segun los ingredientes
especificos utilizados en la formulacion, por lo que es recomendable realizar pruebas
y ajustes para determinar el pH 6ptimo para cada emulsion en particular.
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Tabla 15. Composicién de minerales en distintos tipos de fase continua

Fase continua

Composicion de minerales por mg/L

Agua purificada

Cobre: 1,0 mg/L
Cromo: 0,01 mg/L
Manganeso: 0,05 mg/L
Zinc: 3,0 mg/L
Selenio: 0,005 mg/L
Hierro: 0,3 mg/L
Fluoruro: 1,5 mg/L
Magnesio: 125,0 mg/L

Agua llave

Cobre: 2,0 mg/L
Cromo: 0,05 mg/L
Manganeso: 0,1 mg/L
Zinc: 5,0 mg/L
Selenio: 0,01 mg/L
Hierro: 0,3 mg/L
Fluoruro: 2,4 mg/L
Magnesio: 125,0 mg/L

Agua bidestilada

Cobre: 1,0 mg/L
Cromo: 0,01 mg/L
Manganeso: 0,05 mg/L
Zinc: 3,0 mg/L
Selenio: 0,005 mg/L
Hierro: 0,3 mg/L
Fluoruro: 1,5 mg/L
Magnesio: 125,0 mg/L

Agua desionizada

Cobre: 0.1 mg/L
Cromo: 0,001 mg/L
Manganeso: 0,0004
mg/L

Zinc: 0,0015 mg/L
Selenio: ausente mg/L
Hierro: 0,003 mg/L
Fluoruro: 0.0010
Magnesio: ausente

Fuente: Norma Oficial Mexicana para cada tipo de agua (NOM)
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8.4.1Determinacion del tamafio de microencapsulados de emulsiones formuladas con
diferentes tipos de fases continua

Las emulsiones de nanofibrillas de quitina, fueron observadas al microscopio Optico
con las diferentes tipos de fase continua (agua purificada, agua bidestilada, agua
desionizada y agua llave). En donde se observé micro encapsulados esféricos,
delimitados por una barrera oscura, de superficie suave como se muestra en la (grafica
13), Se realizé un andlisis de distribucion (frecuencia) de los tamafios de los
microencapsulados, donde se observo que a menor concentracion de nf la variacion
del tamafio de los diametros disminuyo siendo la concentracion 0.1 % en agua
purificada la con menor dispersidad de diametros, mientras que al 0.25% con cualquier
tipo de fase presentaron la menor variacion de diametros y, con esto también se
observaron microencapsulados de diametro mayor en comparacién con el resto de las
concentraciones de nanofibrillas. Esto supone que si tiene un impacto la fase continua
utilizando algun tipo agua en la emulsion segun Myers, (2006) el agua dura puede
afectar la estabilidad, ya que los iones de calcio y magnesio pueden interactuar con
los emulsionantes y afectar la formacion de la emulsién, otro factor fue el contenido de
minerales en el agua puede afectar la estabilidad, ya que pueden interactuar con los
emulsionantes y afectar la formacion de la emulsion Kim, (2018) y otro factor
importante es el pH ya que puede afectar la carga eléctrica de las particulas en la
emulsion, lo que repercute en la estabilidad de la misma (Shaw, 2017).

Por lo que el tipo de fase continla adecuada fue el agua purificada ya que cuenta
factores como, el pH, el contenido de minerales y la pureza del agua ayudan a obtener
una emulsién monodispersa es decir obtener una emulsion en que las gotas de la fase
dispersa tienen un tamafo uniforme y estan distribuidas de manera uniforme en la fase
continua.
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Grafica 13. Imagenes de los microencapsulados con los tipos de concentraciones de nanofibrillas de
quitina en diferentes tipos de fase continua escala de barra 10 ym. Los resultados fueron tomados por
el promedio del tamafio de los encapsulados.

8.4.2 Determinacion de indice de cremado de las emulsiones con diferente tipo de fase
continua

Se observd un menor porcentaje de cremado al 0.1% de nanofibrillas de quitina
dispersadas en agua purificada con un 10.84 %, y que el cremado aumento en las
diferentes tipos de fase continua, asi como también se observé que el que tenia mayor
porcentaje de cremado era el del agua de la llave y estas no eran significativas entre
si en utilizar cualquier tipo de fase continua con concentracion de 0.25% (Grafica 14).
Segun McClements (2005), el pH puede afectar la estabilidad de emulsiones aceite-
en-agua, ya que un pH alto puede mejorar la estabilidad de la emulsion ya que las
particulas pueden repelerse entre si, lo que puede mejorar la estabilidad de la emulsion
y de lo contrario si el pH es bajo, las particulas pueden tener una carga positiva
afectando ya que cargas opuestas pueden atraerse y agruparse.

Comparacion de medias utilizando la prueba de tukey
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Grafica 14. Efecto de la concentracion de nandfibrillas de quitina sobre la distribucién del
tamafo de los microencapsulados variando las concentraciones de NF y tipo de fase continua,
las letras corresponden a cada tipo de fase continua donde.
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8.4.3 Determinacion de la eficiencia del encapsulado y porcentaje de aceite en cremado en
diferentes tipos de fase continua

La estabilidad acelerada se evalu6 para predecir su comportamiento a largo plazo de
una emulsion a través del método acelerado. En esta prueba se determind la eficiencia
del encapsulado las cuales fueron centrifugadas, donde se pudo observar la capacidad
de la emulsion para encapsular y proteger adecuadamente el aceite en su interior en
cuanto a la concentracion de 0.1 % resulto ser la con mayor eficiencia, y la
concentracion de 0.25% en cualquier tipo de fase resulto con el menor eficiencia, como
se ve en la tabla 16 sin en cambio si hay diferencia entre usar algun tipo de fase, donde
la mejor eficiencia de encapsulado fue obtenido con la dispersada en la fase de
continua en concentracion de 0.1 % en agua purificada.

Tabla 16. Eficiencia de encapsulado de emulsiones dispersadas en diferentes fases

continuas.
0.25 % Agua Purificada 17.11 11.64 £ 0.05 68.28 £0.34 ,
0.25 % Agua Llave 17.11 9.74 +0.17 57.66 +1.02 p
0.25 % Agua Bidestilada 17.11 10.73 £ 0.05 62.97 £0.34 cd
0.25 % Agua Desionizada 17.11 10.48 £ 0.04 61.52 +0.27 dc
0.1 % Agua Purificada 17.11 13.012 £ 0.02 76.14 £0.13 e

Para la determinacion del aceite en la parte del cremado se refiere a la separacion del
aceite de la emulsidén donde se forma una capa oleosa, en cuanto a la concentracion
de 0.1% resulto ser el tener el menor porcentaje, y la concentracion de 0.25 % para
cada fase continua resulto con el mayor porcentaje, como se ve en la tabla 17 por lo
gue si hay diferencia entre usar algun tipo de fase continua , donde el mejor porcentaje
obtenido fue obtenido con la dispersada en la fase continua de agua purificada y con
concentracion de 0.1%.
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Tabla 17. Porcentaje de aceite en la parte cremada de emulsiones dispersadas en diferentes
fases continuas.

Volumen del aceite Volumen de
Concentracion (cm3) cremado (cm?3) AC (%)
0.25 % Agua Purificada 0.99 £ 0.035 11.64 +0.05 8.69 £ 0.34
0.25 % Agua Llave 2.49+£0.13 9.74 £ 0.17 25.36 + 0.56
0.25 % Agua Bidestilada 1.15+£0.09 10.73 £0.05 11.33 £0.80
0.25 % Agua Desionizada 1.65+0.11 10.48 £ 0.04 16.46 £ 1.3
0.1 % Agua Purificada 0.66 + 0.011 13.012 £ 0.02 5.006 + 0.08

35

8.5 Caracterizacién de las emulsiones tipo Pickering disefiadas con NF Y PDFC

Las emulsiones estabilizadas con nanofibrillas de quitina con (NF) y (PDFC) en una
concentracion de 0.1 % fueron observadas al microscopio Optico. En donde se
observaron micro encapsulados esféricos, delimitados por una barrera oscura, de
superficie suave como se muestra en la (grafica 15). Se digitalizaron las imagenes de
la muestra con los objetivos de 40x y 100x para después medir el diametro promedio
de la gota para eso se visualizaron un total de 50 observaciones, tanto para PDFC y
NF, donde se observd que la variacion del tamafio de los diametros es
significativamente igual gracias a una prueba de tukey donde presentaron la misma
variacion de diametros ambas emulsiones son monodispersas ya que se encuentran
diametros similares, sin embargo, al hacer un andlisis de la cantidad de encapsulados
podemos encontrar que PDFC encontramos la mayor cantidad de microencapsulados,
sin embargo, no fue significativamente diferente.
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Grafica 15. Imagenes de los microencapsulados con PDFC y NF, asi como el nimero de gotas
encontrados a una concentracion de 0.1 % de nanofibrillas. Los resultados fueron tomados por
el promedio del tamafio de los encapsulados.

Estas diferencias pueden ser a que la quitina tiene una mayor hidrofilicidad que la
quitina parcialmente desacetilada, lo que le permite formar gotas mas grandes en
emulsiones (Kumar et al., 2018). La desacetilacion de la quitina reduce su hidrofilicidad
y aumenta su hidrofobicidad, lo que le permite formar gotas mas pequefas en
emulsiones.

8.5.1 Determinacion de indice de cremado de las emulsiones con NFy PDFC

Se observé un menor porcentaje de cremado en PDFC de 0 % en comparacién con
NF que a lo largo de los dias se comport6 de igual manera que PDFC, pero al dia 5 se
empezo a observar un ligero cambio donde el porcentaje de cremado fue del 1.3 % sin
embargo al hacer la comparacién de medias por tukey no eran significativas entre si
(Grafica 14).
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Grafica 14. Efecto del tipo de nanofibrillas de quitina utilizadas PDFC y NF sobre la distribucion
del tamafio de los microencapsulados a lo largo de 8 dias.




8.5.2 Determinacion de la eficiencia del encapsulado y porcentaje de aceite en cremado de
PDFCy NF

La estabilidad acelerada se evalu6 para predecir su comportamiento a largo plazo de
una emulsion a través del método acelerado. En esta prueba se determind la eficiencia
del encapsulado en el cual se centrifugo por 5 min a 4000g, donde se pudo observar
la capacidad de la emulsion para encapsular y proteger el aceite en su interior en
cuanto a utilizar las nanofibrillas de PDFC resulto obtener la con mayor eficiencia y el
menor porcentaje de aceite en la parte cremada como se ve en latabla 18 y 19 sinen
cambio al utilizar NF si ubo una diferencia significativa ya que obtuvimos una eficiencia
menor de encapsulado y un porcentaje de aceite en la parte cremada mayor.

Tabla 18. Eficiencia de encapsulado de emulsiones con diferente tipo de Nanofibrilla
utilizada PDFC y NF.

Tipo de Nanofibrilla utilizada ~ VO'UMen de la emulsion VOlumen e EE (%)
(cm®) cremado (cm®)
PDFC 55.07 46.33+1.08  8423+134 a
NF 50.08 4.95 + 0.4 9.89+0.08 |,

Tabla 19. Porcentaje de aceite en la parte cremada de emulsiones con diferente tipo de
Nanofibrilla utilizada PDFC y NF.

Tipo de Nanofibrilla Volumen del aceite Volumen de cremado
T 3 ) AC (%)
utilizada (cm®) (cm®)
PDFC 5.07£0.21 46.33 £1.08 1096 £0.2 g
NF 2.49 £ 0.04 495+0.4 50.3+£0.43

8.5.3 Determinacién de potencial z de emulsiones disefiadas con PDFCy NF

Se determino el potencial zeta de las emulsiones grafica 16 obteniendo valores
negativos, en las que a mayor pH fue mayor carga negativa por lo tanto un potencial
negativo nos indica que las particulas estan repeliéndose entre si, lo que puede
contribuir a una mayor estabilidad y previene la coalescencia de las gotas lo cual indica
gue estas se mantendran dispersas por mas tiempo.
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Grafica 16. Efecto del tipo de emulsion disefiada de nanofibrillas de quitina PDFC y NF a
diferentes pH Las letras representan la comparacién de medias de grupos formados por la
prueba de Tukey-Kramer.

En cuanto a los resultados obtenidos tenemos que NF tiene un potencial menor esto
debido a que la quitina parcialmente desacetilada tiene un mayor contenido de grupos
amino que la quitina, lo que le confiere una mayor carga positiva y un potencial z mas
alto (Kumar et al., 2018).

8.6 Pruebas triboldgicas

8.6.1 Prueba de tipo 4 bolas

En la prueba de tipo 4 bolas se evalud el coeficiente de friccion como el tamafio de
huella generado tanto de las emulsiones disefiadas con NF Y PDFC contra un aceite
sintético CIMSTAR 60 con los mismos parametros en cuanto al coeficiente de friccion
es una medida de la resistencia al movimiento entre dos superficies en contacto se
obtuvo que PDFC fue significativamente diferente de NF y del aceite sintético gracias
a una comparacion de medias de grupos formados por la prueba de Tukey-Kramer, en
cuanto a la huella generada se obtuvo que PDFC tuvo el menor diametro sin embargo
no fue significativamente diferente de NF y CIMSTAR, como se ve en la (grafica 17).
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Grafica 17. Efecto del tipo de emulsion/lubricante en pruebas de tipo 4 bolas.

En cuanto a los resultados obtenemos que PDFC fue menor en comparacion a la del
aceite sintético esto debido a que redujo el 21% la reduccion del coeficiente de friccion
y el tamafio del diametro fue ligeramente menor, pero sin diferencias significativas en
comparacion con la del aceite sintético. Resultados similares se han encontrado como
la Kumar et al., (2018) donde probaron una emulsion biodegradable a base de aceite
de jatrofa sin embargo fue probado con concentraciones de glicerol y particulas de
molibdeno de disulfuro donde mostré un mejor desempefio que el aceite sintético
Cimstar en la prueba de 4 bolas, con una reduccion del 30% en el coeficiente de
friccion y un aumento del 25% en la vida util de la herramienta™ u otro estudio de Sahoo
et al., (2019) demostro ser mas efectiva que el aceite sintético Cimstar en la reduccion
de la friccion y el desgaste en la prueba de 4 bolas.

8.6.2 Pruebas de mecanizado

En la prueba de mecanizado nos da ciertos parametros importantes en mediciones de
tolerancia, acabado superficial, velocidad de corte, desgaste de herramientas, entre
otros aspectos, en cuanto a la evaluacion de las emulsiones disefiadas tanto NF y
PDFC contra el aceite sintético se obtuvo que para la evaluacion de la temperatura
generada del corte y el acabado superficial PDFC fue significativamente diferente de
NF y CIMSTAR como se ve en la grafica 18, en cuanto a las diferentes fuerzas
ejercidas en cuanto al corte tenemos 3 fuerzas que son la fuerza de corte, la fuerza de
friccion y la fuerza de avance de las cuales se encuentran de un orden de menor a
mayor importancia, las mas importante es la fuerza de corte (Fz) ya que es la que
realiza el trabajo real de cortar el material en este parametro tenemos que tanto
CIMSTAR y PDFC no hay diferencia significativa en cuanto a la segunda mas
importante tenemos la fuerza de friccion (Fy) la cual también es muy importante, ya
gue puede afectar significativamente la vida util de la herramienta y la calidad del
mecanizado, obtenemos que de igual manera CIMSTAR y PDFC no son
significativamente diferente gracias a una prueba de comparacion de medias de
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grupos formados por la prueba de Tukey-Kramer y como ultima fuerza tenemos la
fuerza de avance (Fx) la cual impulsa la herramienta de corte hacia adelante a medida
gue corta el material tenemos que CIMSTAR es diferente significativamente de PDFC
y NF como se ve en grafica 19.
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Grafica 18. Efecto del tipo de emulsion/lubricante en pruebas de mecanizado donde letras
iguales no son diferentes significativamente.
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Grafica 19. Efecto del tipo de emulsion/lubricante en pruebas de mecanizado evaluando los
3 tipos de fuerzas (Fuerza de avance (Fx), Fuerza friccion (Fy) y Fuerza de corte (Fz)).

En cuanto a los resultados obtenidos obtenemos que fueron similares a previos
estudios sin embargo en los presentes estudios utilizan aditivos como emulsionantes
anticorrosivos, antioxidantes y biocidas segun (Kumar et al., 2019) la emulsién
biodegradable a base de aceite de jatrofa mostré6 un desempefio superior al aceite
sintético Cimstar en la maquina de corte CNC, con una reduccion del 25% en el
desgaste de la herramienta y un acabado mas suave" o (Sahoo et al., 2020) donde se
demostré que la emulsién con aceite de jatrofa fue mas efectiva que el aceite sintético
Cimstar en la reduccion de la temperatura de corte y el desgaste de la herramienta en
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la maquina de torno" segun (Patil et al., 2020) la emulsién a base de jatrofa mostré un
mejor desempefio que el aceite sintético Cimstar en la reduccion de las fuerzas de
corte y la temperatura de corte en la maquinaria de perforacién”.

8.7 Pruebas microbioldgicas

Las pruebas microbiolégicas se realizaron con K. pneumoniae se trata de un bacilo
Gram negativo aerobio (Fig. 9). Se considera un patégeno oportunista que puede
causar neumonias, infecciones del tracto urinario y bacteriemias, asi como una alta
morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica, debido a las infecciones
cronicas que eventualmente conducen a un dafio a nivel pulmonar e insuficiencia
respiratoria (Echeverri et al, 2010).

A EOCE e L e

 “s

Fig. 9 Tincién Gr;im dé K pneumoniae ATCC 4352 (40x).

8.7.1 Comparacion entre emulsiones disefiadas y aceite sintético

En cuanto a las pruebas realizadas con el microorganismo K. pneumoniae se
realizaron de acuerdo con la norma ASTM D-4172 donde se inoculo con la bacteria
tanto el aceite (CIMSTAR 60) y la emulsion (PDFC) estas fueron recién formuladas y
envejecidas, estas tuvieron un tratamiento previo sumergiendo una laminilla de acero
1018 y fue calentado a 35°C durante 3 h durante 5 dias para posteriormente incubar a
35°C por diferentes horas (0,4,8,24,72,120) después sembrar en cajas petri con agar
de cuenta estandar y hacer el conteo correspondiente los cuales se muestran en la
grafica 20.

62

—
| —



8e+7 A

6e+7 -
_ (]
=
O
LZIS de+7 A

L
®
2e+7 A
0 1 °® ® ®
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

=@= C|MSTAR FRESCO

®— CIMSTAR ENVEJECIDO
—8— PDFC FRESCO

® - PDFC ENVEJECIDO

Grafica 20. Efecto del crecimiento de K. pneumoniae en los diferentes tipos de fluidos frescos
y envejecido (CIMSTAR y PDFC) durante 5 dias.

De acuerdo con los resultados obtenidos vemos que en la gréafica 20 tanto como el
aceite envejecido y el fresco del aceite sintético cimstar no hubo crecimiento a partir
de las 8 horas de haberlo inoculado esto pudo deberse al pH principalmente ya que no
es tipicamente considerada una bacteria alcal6fila, hay algunas referencias han
estudiado el crecimiento como Kumar et al. (2017) estudiaron el crecimiento de K.
pneumoniae en un rango de pH de 6 a 10 y encontraron que la bacteria podia crecer
a pH 9, aungue con una tasa de crecimiento reducida asi como Patil et al. (2020)
estudiaron el crecimiento de K. pneumoniae en un rango de pH de 5 a 11 y encontraron
gue la bacteria podia crecer a pH 9,5, aunque con una tasa de crecimiento reducida,
con nutrientes proporcionados, sin embargo, aunque K. pneumoniae puede tolerar pH
mas altos, su crecimiento puede ser inhibido o incluso detenido a pH arriba de 9. Esto
se debe a que la bacteria tiene mecanismos para mantener el pH homeostatico en su
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entorno, y un pH alto puede alterar la funcion de las enzimas y las membranas
celulares lo que dependera de factores como la composicién quimica del aceite, la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura. En cuanto a PDFC notamos cambios los
cuales nos muestran que si hubo crecimiento durante los 120 horas (figura 22) donde
el PDFC tanto fresco y envejecido hubo un incremento durante las primeras 15 horas,
sin embargo, se denota méas el cambio en PDFC envejecido por lo que se procedid a
analizar sus componentes de la emulsion (solucién stock) esta solucion esta
compuesta de nanofibrillas de quitina 0.1 % mas un porcentaje de agua y aceite de
jatrofa, de igual manera se siguid el mismo procedimiento antes mencionado de
acuerdo con la norma ASTM D-4172 los cuales se muestran a continuacion en la
gréfica 21.
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Grafica 21. Efecto del crecimiento de K. pneumoniae en los componentes de la
emulsiéon envejecida (stock y Aceite de jatrofa) y stock (fibrillas de quitina 0.1 % en
agua) durante 5 dias.
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En cuanto al stock que recordemos que esta compuesta de nanofibrillas de quitina 0.1
% mas un porcentaje de agua envejecido observamos en la gréfica 21 hubo un menor
crecimiento comparado con el aceite e incluso hubo inhibicién esto pudo deberse a
gue los grupos aminos conservados en la estructura de la quitina parcialmente
desacetilada pueden interactuar con la membrana celular de K. pneumoniae, alterando
su integridad y funcionamiento, lo que lleva ala inhibicion del crecimiento, sin embargo,
como se trata de una quitina parcialmente desacetilada no tiene muchos grupos
aminos pero si redujo su crecimiento y hubo inhibicion segun Kumar et al. (2020)
estudiaron el efecto de la quitina en la formacion de biofiims de K. pneumoniae y
encontraron que la quitina parcialmente desacetilada inhibia la formacién de biofilms y
reducia la viabilidad de la bacteria. Pero si hay pocos grupos aminos en la estructura
de la quitina parcialmente desacetilada la inhibicion del crecimiento de Klebsiella
pneumoniae puede ser menor o incluso nula como lo reporta Zhao et al. (2013) donde
estudiaron el efecto de la cantidad de grupos aminos en la quitina parciamente
desacetilada en la inhibicion del crecimiento de K. pneumoniae y encontraron que la
guitina con pocos grupos aminos (10%) tenia una actividad antimicrobiana menor que
la quitina con mas grupos aminos (50%).

En cuanto al aceite de jatrofa vemos que en la grafica 21 un ligero incremento en las
UFC/ml en comparacion con la solucion de stock, sin embargo, también hay inhibicion
los cuales nos pueden indicar que Klebsiella pneumoniae tiene la capacidad de crecer
en aceite de Jatropha curcas. Algunos estudios han demostrado que esta bacteria
puede utilizar el aceite de Jatropha curcas como fuente de carbono y energia para su
crecimiento segun Kumar et al. (2015) estudiaron la capacidad de K. pneumoniae para
degradar el aceite de Jatropha curcas y encontraron que la bacteria podia crecer en el
aceite y producir biodegradacion, asi como otro estudio mas reciente de Patil et al.
(2020) encontraron que la bacteria podia utilizar el aceite como fuente de carbono y
energia, y producir biodegradacion del aceite. En un estudio publicado en la revista
"Journal of Ethnopharmacology” encontrd6 que el aceite de Jatropha inhibi6 el
crecimiento de K. pneumoniae con un valor de CIM (Concentracion Inhibitoria Minima)
de 12,5 ug/mL esto es aque contiene, terpenos, asi como flavonoides.
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Conclusion

El proceso de purificacibn de quitina es un factor importante que afecta las
caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones Pickering esto puede ser modulado
mediante la desacetilacion, lo que permite controlar su interaccion con otras moléculas
y superficies.

La estabilizacién de PDFC con nanofibrillas de quitina se lleva a cabo mediante la
formaciéon de una barrera fisica en la superficie de las gotas del aceite de jatrofa,
cargadndola positivamente y con esto limitando la coalescencia de los
microencapsulados medida que la cantidad de fibras de quitina incrementa, mediante
la atraccion de las amina protonada de la quitina parcialmente desacetilada y el grupo
polar del aceite de jatrofa principalmente por atraccién electrostatica y formando
puentes de hidrogeno entre estos grupos funcionales asi como la interaccion de los
grupos acetilos (-COCHz) en su estructura molecular, los cuales pueden interactuar
con las moléculas de aceite de jatrofa a través de enlaces de hidrogeno y fuerzas de
van der Waals. Estas interacciones pueden influir en las propiedades de la emulsion,
como la estabilidad, la viscosidad y la distribucion de tamafio de particula. La presencia
de grupos acetilos en la quitina puede ayudar a estabilizar la emulsion y mejorar la
compatibilidad entre el aceite de jatrofa y la quitina.

En el presente trabajo se obtuvo un porcentaje de IC de 0 % con PDFC y NF de
alrededor del 2 % respectivamente. En cuanto a las emulsiones PDFC exhibio6 fuerzas
de corte significativamente similares un aceite comercial (CIMSTAR 60) teniendo la
fuerza en z similar a la del aceite lo que nos dice que no necesita mucha fuerza y asi
puede evitar el desgaste de la punta. La emulsion PDFC redujo la temperatura de la
interfaz de corte tan efectivamente como el aceite, y la emulsion de PDFC generd un
mejor acabado que el aceite comercial. Al evaluar las emulsiones contra un aceite
sintético con los mismos parametros en pruebas tipo 4 bolas resulto ser
significativamente diferente PDFC con el menor coeficiente de friccion, por lo que
utilizar esta emulsion podria ser una buena opcién, para remplazar a estos aceites
sintéticos no biodegradables.

En cuanto a las pruebas microbiologicas Cimstar tuvo mejor resultados que PDFC ya
gue inhibe el crecimiento de K. pneumoniae porque no tenia las condiciones favorables
para su crecimiento, sin embargo, PDFC al ser una emulsién neutra y que al combinar
con el aceite de jatrofa biodegradable favorecié su crecimiento por mas tiempo ya que
como se menciona pudo haber sido su fuente carbono para la bacteria, pero por
separado se comportan teniendo una inhibicion por separado.
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Anexos

Anexo A

ANALISIS DE VARIANZA DE UN

FACTOR PARA REMOCION DE
MINERALES
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 76.8893181 5 15.3778636 404.071801 2.6512E-10 3.48165865
Dentro de los 0.3425153 9 0.03805726
grupos
Total 77.2318334 14

Se rechaza la hipotesis nula al nivel de significacion de 0.05 se puede establecer que
al menos para un tratamiento para la remocion de minerales hay diferencias entre las
medias. Por lo que se procedié a hacer una prueba de tukey para conocer que

tratamientos son significativamente diferente de los demas y cuales no.

Q TEST
Grupo 1 Grupo 2
A B
A C
A D
A E
A F
B C
B D
B E
B F
C D
C E
C F
D E
D F
E F

mean

4.93250571
5.88665901
2.37871447
6.09316091
6.64926363

0.9541533
2.55379124

1.1606552
1.71675792
3.50794454

0.2065019
0.76260462
3.71444644
4.27054916
0.55610272

std err
0.13794429
0.12592533
0.12592533
0.12592533
0.13794429
0.12592533
0.12592533
0.12592533
0.13794429
0.11263104
0.11263104
0.12592533
0.11263104
0.12592533
0.12592533

76

p-value
1.1085E-08
8.0425E-10
3.2028E-06
6.6692E-10
6.7983E-10
0.00427991
1.7367E-06
0.00106405
0.00010396
4.3703E-08
0.78056477
0.01785512
2.5502E-08
1.9311E-08
0.09236216

a 0.05
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
no hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
Si hay diferencias
no hay diferencias
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA LA
REMOCION DE PROTEINAS
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados critico para
F
Entre grupos | 15.6524389 5 3.13048778 309.309199 3.7714E-07 4.38737419
Dentro delos  0.06072541 6 0.0101209
grupos
Total 15.7131643 11

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para un tratamiento para la remocion de minerales hay diferencias entre las
medias. Por lo que se procedié a hacer una prueba de tukey para conocer que
tratamientos son significativamente diferente de los demas y cuales no.

QTEST
Grupo1l Grupo 2 mean std err g-stat p-value o 0.05
A B 2.638812076  0.07113684  37.0948716  1.3742E-06 si hay diferencia
A C 2.795287977 0.07113684  39.294518 1.0275E-06 si hay diferencia
A D 0.695772325 0.07113684 @ 9.78075904 @ 0.00349591 si hay diferencia
A E 2.562022713 0.07113684 36.0154118 1.6283E-06 si hay diferencia
A F 2.893023874 0.07113684  40.6684319  8.8556E-07 si hay diferencia
B C 0.156475901 0.07113684 2.19964638 0.64888842  No hay diferencia
B D 1.943039751 0.07113684  27.3141126  1.0084E-05 si hay diferencia
B E 0.076789363 0.07113684 1.07945981 0.96458387  No hay diferencia
B F 0.254211798 0.07113684  3.57356028 @ 0.24859604 @ No hay diferencia
C D 2.099515652 0.07113684  29.513759 6.1002E-06 si hay diferencia
C E 0.233265264  0.07113684  3.27910619 @ 0.31192592 = No hay diferencia
C F 0.097735898 0.07113684 1.37391389 0.91179977 No hay diferencia
D E 1.866250388  0.07113684  26.2346528  1.2957E-05 si hay diferencia
D F 2.197251549 0.07113684 30.8876729  4.4878E-06 si hay diferencia
E F 0.331001162  0.07113684  4.65302009 @ 0.10592273 = No hay diferencia
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ANALISIS DE VARIANZA DE UN

FACTOR PARA EL TAMANO DE
GOTA
Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad
Entre grupos 0.5700834 1
Dentro de los 33.65899 15
grupos
Total 34.22907 17

Promedio de los F
cuadrados
0.5700834 0.2541
2.243932

Probabilidad

0.62153

Se acepta la hipétesis nula al nivel de significacion de 0.05 se puede establecer que al
menos para una emulsién no hay diferencias entre las medias y no hay diferencia entre
emulsiones en su tamaifio de gota.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean
Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
TGOTA_PDFC 10 2.44637
- TGOTA_NF 7 2.818457 -0.3720872 -1.945546 1.201372 0.62156
TGOTA_NF 7 2.818457
- TGOTA_PDFC 10 2.44637 0.3720872 -1.201372 1.945546 0.62156
( ]
N



ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA EL INDICE
DE CREMADO
Origen de las Suma de
variaciones cuadrados
Entre grupos 0.560128
Dentro de los 5.616522
grupos
Total 6.17665

Grados de libertad

1
46

48

Promedio de los F
cuadrados
0.560128 4.5875
0.1220983

Probabilidad

0.03753

Se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién hay diferencias entre las medias. Por lo que se procedio
a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones en su
indice de cremado el cual nos indica que PDFC es diferente de NF.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value

IC_PDFC 24 0

-IC_NF 24 0.2160494 -0.2160494 -0.4190912 -0.01300759 0.03753

IC_NF 24 0.2160494

-IC_PDFC 24 0 0.2160494 0.01300759 0.4190912 0.03753
()



ANALISIS DE VARIANZA DE
UN FACTOR PARA LA
EFICIENCIA DE ENCAPSULADO

Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los F Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 5526.024 1 5526.024 417.4003 0.00239
Dentro de los 26.4783 2 13.23915
grupos
Total 5552.502 4

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién hay diferencias entre las medias. Por lo que se procedio
a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones en su
eficiencia de encapsulado el cual nos indica que PDFC es diferente de NF.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
EE_JP 2 9.897496

- EE_PDFC 2 84.23473 -74.33723 -89.99271 -58.68175 0.00239
EE_PDFC 2 84.23473

-EE_JP 2 9.897496 74.33723 58.68175 89.99271 0.00239
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA LA ACEITE
EN LA PARTE CREMADA
Origen de las Suma de
variaciones cuadrados
Entre grupos 1547.563
Dentro de los 0.2305885
grupos
Total

Grados de libertad

1
2

4

Promedio de los F
cuadrados
1547.563 13422.7239
0.1152942

Probabilidad

0.00007

Se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién hay diferencias entre las medias. Por lo que se procedio
a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones para el
aceite en la parte cremada el cual nos indica que PDFC es diferente de NF.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
AC_JP 2 50.30864

-AC_PDFC 2 10.96957 39.33907 37.87811 40.80004 0.00007
AC_PDFC 2 10.96957

-AC_JP 2 50.30864 -39.33907 -40.80004 -37.87811 0.00007
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ANALISIS DE VARIANZA DE
UN FACTOR PARA EL

POTENCIAL Z
Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los F Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 184.5562 1 184.5562 3.2721 0.10807
Dentro de los 451.2284 8 56.40355
grupos
Total 4

No se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacion de 0.05 se puede establecer
gue el tipo de emulsién no hay diferencias entre las medias. Por lo que se procedi6 a
hacer una prueba de tukey solo para confirmar que PDFC no es diferente de NF.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
PZ_NF 5 -35.098

- PZ_PDFC 5 -26.506 -8.592 -19.54526 2.361258 0.10807
PZ_PDFC 5 -26.506

- PZ_NF 5 -35.098 8.592 -2.361258 19.54526 0.10807
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA EL

COEFICIENTE DE FRICCION
Origen de las
variaciones
Entre grupos
Dentro de los

grupos

Total, ajustado

Total

Suma de
cuadrados
629.5721
823.0198

1452.592

2
60038

60040
60041

Grados de libertad

Promedio de los F
cuadrados
314.7861 22963.1498
0.01370831

Probabilidad

0.00000

Se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se
procede a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones
para el aceite el cual nos indica que PDFC tiene el menor el coeficiente de friccion y
gue NF es significativamente de CIMSTAR.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean
Groups Count Mean Difference Lower Upper P Value
CoF_.JP 19863 0.6451342
- CoF_CIMSTAR 19923 0.6616347 -0.01650048 -0.01925198 -0.013748949 0.00000
- CoF_PDFC 20285 04372846 0.2078496 0.2051093 0.2105898 0.00000
CoF_CIMSTAR 19923 0.6616347
- CoF_JP 19863 0.6451342 0.01650048 0.013748395 0.01925198 0.00000
- CoF_PDFC 20285 04372846 0.2243501 0.2216119 0.2270852 0.00000
CoF_PDFC 20255 0.4372846
- CoF_JP 19863 0.6451342 -0.2078436 -0.2105898 -0.2051083 0.00000
- CoF_CIMSTAR 19923 0.6616347 -0.224 3501 -0.2270882 -0.2216119 0.00000
( ]
L %)



ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA EL
DIAMETRO DE LA HUELLA
Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los F Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 1801.912 2 900.9561 1.6632 0.21063
Dentro de los 13000.47 24 541.6862
grupos
Total, ajustado 14802.38 26
Total 27

No se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacion de 0.05 se puede establecer
gue al menos para una emulsion o el aceite no hay diferencias entre las medias. Por
lo que se procede a confirmar con una prueba de tukey para conocer si no hay
diferencia entre emulsiones para el aceite el cual nos indica que para todas no hay
diferencia significativa entre utilizar una emulsion o el aceite.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean

Groups Count Mean Difference Lower Upper PValue
HUELLA_JP 9 405.1189

- HUELLA_PDFC 9 390 3956 14 72333 -12.67617 42 12284 0.358640
- HUELLA _CIMSTAR 9 4094933 -4 374444 -31.77385 23.02506 0.89649
HUELLA_PDFC 9 390.3956

- HUELLA_JP 9 4051189 -14.72333 4212284 12 67617 0.358640
- HUELLA_CIMSTAR 9 4094933 -19.09778 -46.49728 8.301725 0.21116
HUELLA CIMSTAR 9 409.4333

-HUELLA JP 9 4051189 4 374444 -23.02506 3177395 0.89649
-HUELLA PDFC 9 390 3956 19.097748 -8.301725 4649728 0.21116
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA EL
ACABADO DEL MATERIAL
Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los F Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 5.723564 2 2.861782 14.6669 0.00005
Dentro de los 5.268199 27 0.1951185
grupos
Total, ajustado 10.99176 29
Total 30

Se rechaza la hipétesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se
procede a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones
para el aceite el cual nos indica que PDFC tiene el mejor acabado de material
(Rugosidad) y que NF no es significativamente de CIMSTAR.

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean
Groups Count Mean Difference Lower Upper PValue
Rugosidad_JP 9 J3.79611
- Rugosidad PDFC g 2.697 1.099111 05828012 1.615421 0.00004
- Rugosidad_CIMST AR 12 3446333 0.3497778 -0.133186 08327415 0.19014
Rugosidad PDFC 9 2.697
- Rugosidad_JP g 3.796111 -1.099111 -1.616421 -0.6828012 0.00004
- Rugosidad_CIMST AR 12 3446333 -0.7493333 -1.232297 -0. 2663696 0.00186
Rugosidad CIMSTAR 12 3446333
- Rugosidad_JP g 3.796111 -0.3497778 -0.8327415 0.133186 0.19014
- Rugosidad PDFC g 2.697 0.7493333 02663696 1.232297 0.00186
( |
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ANALISIS DE VARIANZA DE
UN FACTOR PARA LA
TEMPERATURA GENERADA

POR EL CORTE
Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los F Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 267.1485 2 133.5742 15.1491 0.00000
Dentro de los 8826.112 1001 8.817295
grupos
Total, ajustado 9093.261 1003
Total 1004

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacion de 0.05 se puede establecer que
al menos para una emulsién o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se
procede a hacer una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones
y para el aceite el cual nos indica que PDFC tiene la temperatura menor generada por
el corte y que NF no es significativamente de CIMSTAR.

95% Simultanecus
Confidence Limits
of the Difference

Comparison Mean
Groups Count Mean Difference Lower Upper P-Value
TEMPERATURA_JP 349 28.649
- TEMPERATURA_FDFC Jgg 2745979 1.183203 0.6756275 1.702779 0.00000
- TEMPERATURA_CIMSTAR 267 2821607 0.4323297 01330767 0.9983362  0.17202
TEMPERATURA_PDFC 388 27.45979
- TEMPERATURA_JFP 349 28649 -1.189203 -1.702779 -0.6756275 0.00000
- TEMPERATURA_CIMSTAR 267 2821607  -0.7562736 -1.309813  -0.2027342 | 0.00331
TEMPERATURA_CIMSTAR 267 28.21607
- TEMPERATURA_JFP 349 28645  -04329257  -0.9989362 0.13307V67 017202
- TEMPERATURA_FDFC Jgg 2745979 0.7562736 0.2027342 1.309813  0.003%

( ]

86
\ )



ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA LA FUERZA
DE AVANCE Fx
Origen de las Suma de  Grados de libertad
variaciones cuadrados
Entre grupos 1104289 2
Dentro de los 842109 2540
grupos
Total, ajustado 1946398 2542
Total 2543

Promedio de los
cuadrados
552144.6

331.539

1665.3988

Probabilidad

0.00000

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que al menos
para una emulsion o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se procede a hacer
una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones y para el aceite el cual
nos indica que todas son diferentes entre si, sin embargo, el valor menor de fuerza de avance
la tiene CIMSTAR.

Comparison
Groups

FX_JP
- FX_PDFC
- FX_CIMSTAR

FX_PDFC
FX_JP
- FX_CIMSTAR

FX_CIMSTAR
-FX_JP
- FX_PDFC

Count

993

678
872

678
993
672

872
933
678

Mean

65.77656

7490462
26.2523

74.90462
G5 77656
262523

26.2523
65.77656
7490462

Difference

Mean

9.128068
3952425

9128065
45 65232

-39.52425

—

48.65232

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Lower

-11.25437
37.5435

700177
46 46699

-41. 50502
-50.83766

Upper

-1.00177
41.50502

11.25437
50.83766

-37.5435
-46.46699

P-Value

0.00000
0.00000

0.00000
0.00000

0.00000
0.00000
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA LA FUERZA
DE FRICCION Fy
Origen de las Suma de
variaciones cuadrados
Entre grupos 4594951
Dentro de los 335366.9
grupos
Total, ajustado 339961.9
Total

Grados de libertad =~ Promedio de los F
cuadrados
2 2297.476
2259 148.4581
2261
2262

15.4756

Probabilidad

0.00000

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que al menos
para una emulsion o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se procede a hacer
una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones y para el aceite el cual
nos indica que CIMSTAR y PDFC no son diferentes entre si, pero NF es diferente de todas.

Comparison

Groups Count Mean
FY_JP 667 34.88838
-FY_PDFC 726 32 49686
-FY_CIMSTAR 869 31.434493
FY PDFC 726 32.496 86
-FY_JP BBV 34888 38
-FY_CIMSTAR 869 31.43493
FY_CIMSTAR 869 31.43493
-FY_JP BBV 34 88838
-FY_PDFC 726 32 49686

95% Simultanecus
Confidence Limits
of the Difference

Mean
Difference Lower Upper
2.391524 0.8596951 3.923353
3.453449 1.983207 492369
-2.391524 -3.923353 -0.8596951
1.061925 03741204 243797
-3.453444% - 92369 -1.983207
-1.061925 -2.49797 03741204
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PValue

0.00073
0.00000

0.00073
0.13289

0.00000
0.19283
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ANALISIS DE VARIANZA DE

UN FACTOR PARA LA FUERZA
DE CORTEFZ
Origen de las Suma de  Grados de libertad  Promedio de los Probabilidad
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 58522.46 2 29261.23 11.8858 0.00001
Dentro de los 5187162 2107 2461.871
grupos
Total, ajustado 5245685 2109
Total 2110

Se rechaza la hip6tesis nula al nivel de significacién de 0.05 se puede establecer que al menos
para una emulsion o el aceite hay diferencias entre las medias. Por lo que se procede a hacer
una prueba de tukey para conocer si hay diferencia entre emulsiones y para el aceite el cual
nos indica que CIMSTAR y PDFC no son diferentes entre si, pero NF es diferente de todas.

Comparison

Groups Count Mean
FZ NF 681 187.3035
-FZ_PDFC 575 175442
-FZ_CIMSTAR 854 176.5034
FZ PDFC 575 175.442
-FZ_MNF 681 187.30356
-FZ_CIMSTAR 854 176.5034
FZ_CIMSTAR 854 176.5034
-FZ_MF 681 187.3035
-FZ_PDFC 575 175442

95% Simultaneous
Confidence Limits
of the Difference

Mean
Difference Lower Upper
11.86147 5274471 18.44847
10.80016 4 824366 16.77536
-11.86147 -18.44847 -5.274471
-1.061311 -7.335444 £.212822
-10.80016 -16.77536 -4 824966
1.061311 -5.212822 7.335444

P-Value

0.00007
0.00006

0.00007
0.89610

0.00008
0.69610
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NANOFIBRILLAS DE QUITINA DE
PROCESO BIOLOGICO-MECANICO
PARA SU USO EN EMULSIONES
TIPO PICKERING COMO FLUIDOS
DE CORTE.

7

En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
del dia 22 del mes de octubre del afio 2024 en la Unidad
Iztapalapa de 1la Universidad Autdénoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DRA. CARMEN GUADALUPE HERNANDEZ VALENCIA
DRA. EDITH PONCE ALQUICIRA

DRA. LEONOR ZAVALETA AVEJAR

DR. MANUEL EDUARDO MARTINEZ LOPEZ

Bajo la Presidencia de 1la primera y con carécter de
Secretario el ultimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacidén aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA

DE: ERWIN ANTONIO CORAZA LIMON

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
or Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad
% Autbénoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
- . .ERWIN ANTONIO CORAZA LIMON
E) ALUMNO
\ v, P~ {
ReOBAL
: AIRROERL
Acto continuo, la presidenta del jurado comunicd al
interesado el resultado de 1la evaluacidén vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
. J
) 4 ™
PRESIDENTA
S pr (:39’
Qﬁr hﬁ‘”
DRA. CARMEN GUADALUPE HERNANDEZ
VALENCIA
7 \ v
§ N\ N )

DR. MANUEL EDUARDO MARTINEZ LOPEZ
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