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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo del presente trabajo de graduacion fue encontrar la mejor fuente de
carbono entre sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y manitol, con la que se obtuviera
una mayor produccion de celulosa bacteriana al utilizar bacterias provenientes de la
Kombucha. Asi como encontrar la concentracién ideal de la mejor fuente de carbono y
caracterizar la pureza de la celulosa bacteriana obtenida.

El medio utilizado para el cultivo fue el Hestrin Schramm (HS), donde a excepcién
de la fuente de carbono utilizada, el resto de sus componentes se agregaron en la misma
concentracion. Las condiciones de cultivo también se mantuvieron iguales para todas las
muestras.

Para la fermentacion se utiliz6 un medio liquido, se mantuvo en condicion estética
en una incubadora a 30°C. Se manejo un tiempo de fermentacion de 4 dias para todos
los experimentos. También se manejaron condiciones estériles para que los resultados
obtenidos no fueran afectados por bacterias ajenas a la Kombucha. Todos los
experimentos se realizaron en triplicado.

Los resultados obtenidos a partir de la variacion de la fuente de carbono indican
gue se obtuvo un mayor rendimiento de celulosa bacteriana al usar Glucosa como fuente
de carbono obteniendo 0.1079 + 8.66x10° g de peso seco. Mientras que la peor fuente
de carbono fue la Fructosa. Posteriormente se vario la concentracion de Glucosa en un
rango de 60 a 100 g/L. De donde se obtuvo una mayor produccion de celulosa bacteriana
al utilizar 60 g/L de glucosa obteniendo 0.0921 + 8.66x10° g de peso seco.

DESCRIPTORES: celulosa bacteriana, kombucha, espectroscopia infrarroja, glucosa.
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1 INTRODUCCION

La celulosa bacteriana es un polimero que tiene multiples aplicaciones debido a su
pureza, alto grado de cristalinidad, y que es no toxica, no alergénica, y biocompatible.
Pero no se ha expandido su uso debido a que actualmente el proceso de produccion de
celulosa bacteriana es altamente ineficiente. Por lo que en los estudios recientes sobre
la celulosa se han concentrado en encontrar las condiciones de fermentacion éptimas
para su produccién (Carrefio, Caicedo, & Martinez, 2012).

Las investigaciones realizadas se han enfocado en encontrar una especie capaz de
producir una alta cantidad de celulosa, estudiar los efectos de los posibles nutrientes en
el medio y las condiciones de cultivo, asi como estudiar el mecanismo de sintesis de
celulosa para lograr modificarlo y conseguir una sintesis mas rapida (Ross, Mayer, &
Benziman, 1991).

De los multiples estudios realizados sobre la celulosa bacteriana, solo una minuscula
parte se ha dedicado a estudiar la produccion de celulosa por microorganismos
presentes en la Kombucha. La Kombucha es una bebida producida por la fermentacion
de té con azucar por una asociacion simbiotica de bacterias y levaduras, donde de la
gran cantidad de bacterias presentes se ha encontrado que algunas de ellas son
productoras de celulosa. Especialmente se ha encontrado, que estas bacterias
productoras de celulosa provenientes de la Kombucha presentan caracteristicas distintas
a las mismas bacterias cuando provienen de otras fuentes como frutas (Nguyen,
Flanagan, Gidley, & Dykes, 2008).

Por lo que en este estudio se buscd conseguir la mayor produccién de celulosa
bacteriana en el medio Hestrin Schramm al variar cinco fuentes de carbono que fueron
sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y manitol. El medio fue inoculado con un 10% de
Kombucha que contiene las bacterias productoras de celulosa.

Para el estudio se aprovecharon resultados encontrados por otras investigaciones
con bacterias provenientes de la Kombucha, como el efecto de los tamafios de recipiente
para el cultivo, ya que esto afecta la cantidad de celulosa producida en la superficie del
medio, qué un cultivo estatico es preferible a uno agitado, y que las bacterias
provenientes de la Kombucha prefieren un pH menor al usualmente usado para la
produccion de celulosa (Goh, y otros, 2012).

Se utilizé el medio Hestrin Schramm en lugar de té verde o negro debido a que
investigaciones previas muestran que con él se produce una mayor cantidad de celulosa
bacteriana al usar bacterias provenientes de la Kombucha (Nguyen, Flanagan, Gidley, &
Dykes, 2008).

De todas las posibles fuentes de carbono que se puede utilizar para la produccion
de celulosa bacteriana algunas de las mas comunes son sacarosa, glucosa, fructosa,
maltosa, y manitol. Por lo que estas se escogieron debido a su facil disponibilidad y que
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en otros estudios de bacterias productoras de celulosa bacteriana han demostrado
buenos resultados (Carrefio, Caicedo, & Martinez, 2012).

Para obtener una mayor diversidad de microorganismos, el indculo fue una mezcla
de cinco variedades de Kombucha. Esto se debe a qué distintos nutrientes y condiciones
de cultivo resultan en una variedad distinta de bacterias y levaduras (Dufresne &
Farnworth, 2000).

Este estudio aporta informacion de como obtener una mayor produccion de celulosa
bacteriana. Que se puede aprovechar en una gran cantidad de industrias y que puede
presentar una alternativa a toda la celulosa bacteriana desperdiciada en la produccién
de Kombucha alrededor del mundo (Vandamme, De Baets, Vanbalaen, Joris, & De WuIf,
1998).

1.1 LOESCRITO SOBRE EL TEMA

Actualmente no se han realizado estudios en Guatemala sobre la Kombucha ni
sobre la produccion de celulosa bacteriana. La mayoria de los estudios microbiologicos
realizados internacionalmente de la Kombucha hasta el momento han sido enfocados a
la produccion de celulosa en conjunto por todas las bacterias presentes en la solucion.
Esto se debe a que ciertas especies pueden ser dificiles de aislar y la dependencia
exclusiva en rasgos fenotipicos puede conllevar su mala identificacion (Raspor &
Goranovic, 2008).

Adicionalmente, estudios sobre el cultivo tienden a ser de pequefia escala y por
consiguiente solo se investiga una pequefia cantidad de las posibles bacterias que se
pueden presentar. La mayoria de los estudios sobre produccién de celulosa
mencionados a continuacion se limitan al uso de cepas productoras de celulosa
procedentes de ciertos frutos.

Hestrin y Schramm (1954), realizaron uno de los primeros trabajos sobre
produccién de celulosa bacteriana, empleando Acetobacter xylinum en cultivo estatico.
En ese estudio se encontré que la producciéon de celulosa se realiza en funcién del
suministro de oxigeno, tanto para cultivo estatico como agitado, pues bajo una atmosfera
de nitrégeno no hubo produccién significativa, mientras que la produccion éptima se
encontrd utilizando aire enriquecido.

Posteriormente Hestrin y Schramm (1954), desarrollaron un medio compuesto por:
glucosa 2 % (p/v), peptona 0.5 %, extracto de levadura 0.5 %, fosfato disédico 0.27 % y
acido citrico 0.115 % a pH 6.0; este medio se conoce como HS y es uno de los mas
utilizados en estudios de produccion de celulosa bacteriana. Esto se debe a que es facil
intercambiar la fuente de carbono y la de nitrégeno por la deseada, asi como evaluar la
produccion de celulosa al cambiar la concentracion de solo uno de los compuestos.

El-Salam (2004) logré aislar bacterias de la familia Acetobacteraceae, de la
Kombucha, que son las Unicas bacterias que se han podido aislar, pero especies de
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Gluconacetobacter y Lactobacillus también han sido identificadas (Trovatti, Serafim,
Freire, Silvestre, & Neto, 2011). Las cepas mas importantes de estos géneros son
aquellas que producen celulosa bacterial, como Komagataeibacter xylinus, que fue
recientemente clasificada como Gluconacetobacter xylinus (Yamada, Hoshino, &
Ishikawa, 1997) (también previamente conocida como Acetobacter xylinum) y es
considerada como una de las bacterias con mayor produccion de celulosa y es la mas
estudiada (Mikkelsen, Flanagan, Dykes, & Gidley, 2009).

Mayser et al. (1995) encontraron que la poblacion de levaduras es mas variada en
su composicion. Levaduras identificadas incluyen especies del género
Zygosaccharomyces, Candida, Kloeckera/Hansesiaspora, Torulaspora, Pichia,
Brettanomyces/Dekkera, Saccharomyces y Saccharomycoides (Chen & Liu, 2000). El rol
de las levaduras en la fermentacién de la Kombucha es convertir la sacarosa en acidos
organicos, didxido de carbono y etanol, siendo el ultimo utilizado después por bacterias
del acido acético para formar acetaldehido y acido acético. Bacterias del 4cido acético
también usan glucosa derivada de la levadura para sintetizar celulosa bacterial y acido
glucénico (Dufresne & Farnworth, 2000).

Goh et al. (2012), estudio factores que afectan el rendimiento de celulosa
bacteriana producida en la Kombucha. Donde encontré que el mayor rendimiento de
celulosa se encontro al usar una concentracion de sacarosa de 90 g/L. Demostro que, a
diferencia de otras bacterias, las provenientes de la Kombucha son capaces de crecery
producir celulosa a un pH menor a 3. La cantidad de bacterias y levaduras generalmente
es 10%-10°% ufc por ml de kombucha después de 10 dias de fermentacién, con las
levaduras ligeramente superando el nimero de bacterias. Los conteos microbianos son
mayores en el liquido que en la pelicula de celulosa.

También demostré que el grosor y cantidad de celulosa bacterial obtenida aumenta
con el tiempo de fermentacién, donde la produccion de celulosa termina cuando han
transcurrido dos semanas o hasta haber consumidos todos los nutrientes. La produccion
de celulosa bacterial incrementa correspondientemente con mayor area superficial y
profundidad.

Mientras que Nguyen et al. (2008), investigaron los efectos del uso de varias
fuentes de carbono y nitrégeno en el crecimiento de celulosa producida por la bacteria
Gluconacetobacter xylinus procedente de la Kombucha, que debido a su origen muestra
mayor rendimiento en un cultivo estatico que en uno agitado. La combinacion con la que
se obtuvo un mayor rendimiento de celulosa fue con 20 g/L de manitol y 40 g/L de licor
de maiz fermentado.

Dudman (1959), presentd un estudio acerca del efecto de las condiciones de cultivo
sobre la produccion de celulosa empleando como microorganismo Acetobacter
acetigenum y encontr6 que el uso de glicerol como fuente de carbono aumenta la
produccion de celulosa en un 40 %, comparado con glucosa y fructosa.
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Para las fuentes de carbono complejas, este mismo autor muestra como al utilizar
melaza hidrolizada se obtienen producciones hasta 88 % superiores a las alcanzadas en
medios con glucosa como fuente de carbono. El aumento en la produccién se atribuye a
que el uso de glucosa como unica fuente de carbono promueve la produccion por parte
del microorganismo de &cido (ceto) gluconico, lo que no beneficia la produccion de
celulosa puesto que este acido no solo disminuye la cantidad de glucosa disponible para
su polimerizacion, sino que conduce a niveles de pH que afectan la viabilidad celular.

Hong y Qiu (2008) emplearon harina de konjac hidrolizada con hidréxido de calcio
y como microorganismo Acetobacter aceti subsp. xylinus ATCC 23770 y encontraron que
la produccion de celulosa fue tres veces mayor que al emplear glucosa como fuente de
carbono. Donde el uso de la una fuente de carbono compleja reduce los costos de
produccién asociados a la procuracion de la fuente de carbono.

Kurosumi et al. (2009) compararon el uso de diversos jugos de fruta (naranja, pifia,
manzana, pera japonesa y uva) como fuente de carbono en un medio H-S modificado
con éstos (medio I), con el medio H-S suplementado con glucosa, sacarosa y fructosa
ajustados en la proporcién en que se encuentran en los respectivos jugos de fruta (medio
II), y con un medio compuesto por el jugo de fruta al que solamente se le ajusté el pH
inicial (medio I11). EI microorganismo fue Acetobacter xylinum. La mayor produccién de
celulosa se obtuvo con el medio | para todos los jugos de fruta empleados, lo que, segun
los autores, se debe a la presencia de las fuentes de nitrogeno propias del medio HS y
a algunos compuestos adicionales presentes en las frutas que favorecen el crecimiento
del microorganismo y la produccién de celulosa.

Naritomi et al. (1998), buscaron incrementar la produccion de celulosa al estudiar
el efecto de la adicion de algunos cosustratos como COz, etanol y 4cidos organicos en
un medio con Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans BPR3001A. Los resultados
muestran que la adicién de etanol y lactato al medio de cultivo incrementa la produccién
de celulosa en 16 % y 22 % respectivamente. Por el contrario, se observo que la adicion
de CO2 inhibe el crecimiento del microorganismo y por ello disminuye la produccién de
celulosa. (Hestrin & Schramm, 1954)

1.2 RESUMEN CRITICO DEL MARCO TEORICO

1.2.1 Celulosa bacteriana

Mientras “celulosa” es una palabra que fue dada en los inicios del Gltimo siglo por
Anselme Payen, a la sustancia que constituye la pared celular de las plantas, la celulosa
bacteriana (CB) es un producto extracelular de las bacterias del &cido acético que fue
descrita por Louis Pasteur como “una forma de piel himeda, voluminosa, gelatinosa, y
resbalosa...” (Ring, 1982). Aunque la porcion sélida en la masa gelatinosa es menos que
uno por ciento, es casi celulosa pura que no contiene lignina.

La celulosa es la molécula natural de mayor abundancia y constituye el mayor
porcentaje de los biopolimeros de la tierra (Jonas & Farah, 1998). Anualmente se
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producen 1011 a 1012 toneladas a partir de fuentes de origen vegetal. Actualmente, la
celulosa puede obtenerse de diversas fuentes:

e De origen vegetal, procedente de plantas lefiosas. Donde el contenido de celulosa
en la madera es de 40 a 50% (Pettersen, 1984).

e De organismos de diferentes reinos: Fungi (Dictyostelium), Monera
(Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter), Animal (Tunicidae).

e Por sintesis enzimaticas in vitro

e Sintesis quimica in vitro a partir de derivados de glucosa bencilados.

La sintesis in vitro mediante reaccion quimica permite la obtencion de cantidades
minimas de polimero, su perfeccionamiento puede llevarla a ser una alternativa a la
celulosa vegetal. La celulosa bacteriana (CB) por su pureza y estructura cristalina
destaca como fuente alterna a la de origen vegetal.

La celulosa es un polimero que representa el principal componente de la pared celular
de las plantas, y varios organismos pertenecientes a diferentes reinos son capaces de
sintetizarla. La produccién de CB en el reino Monera esta diversificada, la sintesis se
observa en especies dentro de los géneros Achromobacter, Agrobacterium, Rhizobium,
Sarcina, Zoogloea y Gluconacetobacter, a este Ultimo pertenece G. xylinum, la especie
con mayor capacidad productora. Esta bacteria es el arquetipo para el estudio de
biogénesis de CB, ya que el producto es de alta pureza y de estructura similar a la de
origen vegetal (Chavez-Pacheco, Martinez-Yee, Contreras-Zentella, & Escamilla-
Marvan, 2004).

De acuerdo con Brown (1986), la pelicula de celulosa bacteriana es “muy fuerte,
especialmente si se realizaba un intento para rasgarla a través de su plano de
crecimiento”. A mediados de 1980 se realizaron las primeras mediciones de tension-
deformacion. Los modelos de Young resultaron en 16-18 GPa isotrOpicamente a través
de la superficie del plano, que es extraordinariamente ato para un material bidimensional
de una sustancia orgéanica, y su medicion mejor6 a 30 GPa. Actualmente para sus formas
cristalinas puras, la Celulosa | tiene 138 GPa, la Celulosa Il tiene 88 GPa, la Celulosa Ill
tiene 87 GPa, y la Celulosa Illi tiene 58 GPa.

La celulosa es una materia prima de multiples propdsitos: es material de construccion,
generacion de fibras textiles y fabricacién de papel, ademas, sus derivados (ésteres,
acetatos, nitratos) estan implicados en diversos procesos industriales.

Debido a su alto grado de cristalinidad, pureza, conformacion reticulada y estructura
tridimensional, la celulosa bacteriana es atractiva en diversas aplicaciones mas
especializadas, especialmente en el area de salud esto debido a que una vez purificada,
la celulosa bacteriana es no toxica, no alergénica, y biocompatible (Vandamme, De
Baets, Vanbalaen, Joris, & De Wulf, 1998).
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1.2.2 Especies bacterianas

La celulosa bacteriana es producida por bacterias de diversos géneros, de donde
las cepas Acetobacter son las mejor conocidas. Las bacterias del género Acetobacter
producen celulosa a partir de fuentes de carbono como glucosa, sacarosa, glicerol,
manitol o arabitol (Keshk & Sameshima, 2005).

Las bacterias del &cido acético se pueden obtener de bebidas fermentadas, o en
la naturaleza se encuentran en frutas o vegetales en descomposicion (Jesus, Andres, &
Magno, 1971).

La razon por la que los microrganismos generan celulosa ha sido cuestionada
repetidamente por biélogos. Algunos consideran que las bacterias aerobicas producen
una pelicula para mantener una posicion cercana a la superficie de la solucién (Hestrin
& Schramm, 1954) (Valla & Kjosbakken, 1982). Otros asumen que las bacterias generan
celulosa para protegerse de la luz ultravioleta (Williams & Cannon, 1989). Y otra teoria
propone que las bacterias producen una capa para protegerse a si mismas de enemigos
o iones de metales pesados, mientras que los nutrientes pueden ser proveidos facilmente
por medio de difusion.

TABLA 1. Productores de celulosa bacteriana.

Género Estructura de Celulosa

Acetobacter Pelicula extracelular compuesta de cintas
Achromobacter Fibrillas

Aerobacter Fibrillas

Agrobacterium Fibrillas cortas

Alcaligenes Fibrillas

Pseudomonas Fibrillas no distinguibles

Rhizobium Fibrillas cortas

Sarcina Celulosa amorfa

Zoogloea No bien definida

Fuente: Jonas & Farah (1998).

1.2.3 Funcidn fisiolégica de celulosa bacteriana

Las bacterias productoras de celulosa se distinguen porque el polimero producido
se encuentra en forma de agregado extracelular. En hébitat natural, muchos
microorganismos sintetizan polisacaridos extracelulares que envuelven las células, y la
celulosa bacteriana es un ejemplo de este polisacarido. Dependiendo de la especie
Rhizobium, Agrobacterium, A. xylinum o Sarcina ventriculi, la celulosa facilita la adhesion
celular en interacciones simbidticas o confiere proteccibn mecanica, quimica y biolégica
dentro del habitat natural. En el caso de la Kombucha, las células productoras son
atrapadas en la red del polimero, que mantiene la poblacién en la interfase aire-liquido
(Ross, Mayer, & Benziman, 1991).

La matriz polimérica facilita el suministro de nutrientes a la célula, ya que estos se
concentran mejor debido a las propiedades de adsorcion con las que cuenta la estructura
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de celulosa, asi la matriz polimérica genera condiciones mas favorables para el
microorganismo que el medio acuoso. Asi la celulosa se produce en forma de pelicula
en la interfase aire/liquido, y la celulosa provee una matriz superficial firme donde los
microorganismos aerobios estrictos puedan estar cerca de la fase gaseosa o pueden
almacenar su alimento (Bielecki, Krystynowicz, Turkiewicz, & Kalinowska, 2005).

1.2.4 Formacién de capa gelatinosa

El mecanismo de formaciéon de gel fue determinado como se describe a
continuacion. En la fase inicial, las bacterias incrementan su poblacion al tomar el
oxigeno disuelto y producen una cierta cantidad de celulosa en toda la fase liquida como
se puede observar con la apariencia de una turbidez en el medio. Cuando se utiliza todo
el oxigeno disuelto, solo las bacterias cercanas a la superficie pueden mantener su
actividad para producir celulosa.

Aunque estas bacterias pueden llevar a cabo division celular, la poblacién en la
region superficial no incrementa exponencialmente, pero deberia alcanzar un nimero de
equilibrio, mientras que el resto de las bacterias en el liquido se adhieren al gel y se
mueven al fondo del recipiente. Estas bacterias bajo las superficies no estan “muertas”
sino estan en un estado de “hibernacion”, por lo que se pueden reactivar y usarse como
como inoculacion para una nueva operacion de cultivo (Yamanaka, y otros, 1989) (Iguchi
& Yamanaka, 1997).

FIGURA 1. Micrografia electronica de barrido de celulosa bacteriana y célula de
Acetobacter xylinum KJ-1

Fuente: Changjin, Chung, Lee, & Kim (2002).

Respecto a la formacién de gel en condiciones estaticas, es una tendencia
generalmente observada que el grosor, asi como el rendimiento de celulosa incremente
subitamente, después de unos dias del periodo de induccidn, hasta que el ritmo tiende
a disminuir después de una semana o diez dias.
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1.2.5 Estructura de celulosa bacteriana

El polimero esta conformado de residuos de glucosa unidos por un enlace
covalente entre el carbono 1y el 4 (B1-4) formando una cadena lineal. Su estructura esta
formada por 2000 a 14000 unidades de 3-(1,4) glucosa en cadenas no ramificadas. Las
cadenas lineales del polimero se asocian (cristalizan) por puentes de hidrogeno y fuerzas
de Van der Waals. La celulosa es un biopolimero insoluble en agua que posee regiones
con un alto ordenamiento (cristalinas), y otras donde el grado de ordenamiento es bajo.

FIGURA 2. Una micrografia de barrido de superficie liofilizada de gel de celulosa
bacteriana.

Fuente: Frants & Schiebold (1943).

Después del advenimiento del microscopio electronico, se revel6 que el gel
celulésico humedo formado por las bacterias estaba compuesto de una asamblea al azar
de cadenas que forman una estructura denominada “microfibrilla” con un diametro menor
de 100 A (Frants & Schiebold, 1943).

Las microfibrillas tienen polaridad unidireccional y son de grosor variable. El
mecanismo de cristalizacion da origen a dos aloformas de celulosa, si las microfibrillas
se orientan en forma paralela se sintetiza celulosa |, mientras que si el arreglo es
antiparalelo se obtiene celulosa Il. La aloforma predominante en la naturaleza es la
celulosa |, y bajo tratamiento quimico a partir de la celulosa | o Il (por mercerizacién
industrial) se forma la celulosa Il y IV que se diferencian por su estructura cristalina.
Estas formas dan lugar al polimorfismo de la celulosa (O'Sullivan, 1997) (Akerholm,
Hinterstoisser, & Salmén, 2004).

La celulosa Il se forma al disolver la celulosa o por regeneracion, o al sumergirla
en una solucion alcalina concentrada (> 10% NaOH). Su textura parecida a la seda
significa que es utilizada en la industria textil. Cuando la celulosa cambia de celulosa | a
celulosa Il, su estructura pasa de ser paralela a antiparalela. Esto sucede cuando el
NaOH humedece los cristales y las cadenas de celulosa se reacomodan ya que un
arreglo antiparalelo es mas favorable termodinamicamente a un arreglo paralelo
(Kontturi, 2015).
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FIGURA 3. Formas aloformas de la celulosa.

NATIVE
FORM Regeneration or

alkali treatment
Cellulose |,
] Cellulose I
Cellulose |, | | REVERSIBLE
Liquid NH, or I REVERSIBLE
diamine treatment

Cellulose I, Cellulose Il

l Heat treatment

New evidence suggests that cellulose IV
is a slightly disordered form of cellulose |,

Fuente: Kontturi (2015).

Con la emergencia de la difraccion de rayos X al inicio del siglo, se observé que
la celulosa bacteriana corresponde cristalograficamente a la celulosa |, que es comudn
con la celulosa de origen vegetal, en donde dos unidades celobiosas estan ordenadas
paralelamente en la unidad celular, y que las moléculas de celulosa tienden a cambiar
su orientacion plana durante el proceso de secado (Mark & Susich, 1929).

FIGURA 4. Diferencia entre celulosa | y celulosa Il.
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Fuente: Kontturri (2015).
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FIGURA 5. Distincion entre la celulosa lq y Ig.
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Fuente: Baker, Helbert, Sugiyama, & Miles (1997).

La celulosa bacteriana se distingue por su alto grado de cristalinidad (mayor a
60%) y sus cristales estan compuestos de celulosa tipo la y I, Yy la relacion de estas dos
formas depende del microorganismo y de las condiciones de cultivo (fuente de carbono,
suplementos, temperatura). Aunque la produccion de celulosa bacteriana tipo la €s
predominante.

La celulosa de las paredes celulares tiene una estructura mas complicada. La
estructura de la microfibrilla es tan simple como la mostrada en el lado derecho de la
Figura 5, comparada a la “micela con flecos” concebida anteriormente para la textura de
fibras vegetales. La celulosa es uno de los mejores ejemplos en la naturaleza en donde
moléculas de cadena larga estan alineadas paralelamente en su forma extendida. Esta
es una estructura idealizada en la produccién de seda artificial y que se ha tratado de
simular en las Ultimas décadas con el objetivo de desarrollar fibras super-fuertes y
cristales de cadena extendida (Iguchi, Yamanaka, & Budhiono, 2000).

FIGURA 6. Modelo esquematica de microfibrillas de celulosa bactriana en comparacion
con una “micela con flecos”.

Fuente: Iguchi, Yamanaka, & Budhiono (2000).
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FIGURA 7. Imagenes de microscopia electronica de barrido de membrana de celulosa
bacteriana en cultivo estatico (a) y célula bacterial con cintas de celulosa adheridas.

Fuente: Bielecki, Krystynowicz, Turkiewicz, & Kalinowska (2005).

Las microfibrillas se cristalizan en paquetes y cintas, que alcanzan un grosor de 1
a 9 um y forman una estructura reticulada estabilizada por puentes de hidrogeno. La
condensacion de las cintas da lugar a la estructura tridimensional 0 macroestructura de
la CB. La macroestructura es dependiente de las condiciones de cultivo, como si el cultivo
es agitado o estatico. En cultivo estatico se genera una “pelicula o nata” en la interfase
aire/liquido. En cultivo agitado se logra un menor grado de agrupamiento, la cantidad de
planos paralelos es menor y se forman granulos irregulares, cadenas fibrosas o
ramificadas (Yamanaka, Tabuchi, Morinaga, & Yoshinaga, 2000).

1.2.6 Puentes de hidrégeno en la celulosa

Un puente de hidrogeno es interaccion de atraccion entre un atomo de hidrogeno
como un atomo electronegativo, como nitrdgeno, oxigeno o fllor, que provee de otra
molécula o grupo quimico.

La celulosa se presenta en la forma de cadenas largas y delgadas, polimero de
cadenas enlazadas de 1-4 B-D-glucosa.
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FIGURA 8. (a) Estructura molecular del polimero de celulosa, (b) Patrén de puentes de
hidrogeno para la celulosa I.
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Fuente: Tashiro & Kobayashi (1991).

Grupos hidroxilo en C2, C3, y C6 contribuyen a la formacién de varios tipos de
puentes de hidrégeno inter- e intra- molecular. La formacion de puentes de hidrégeno no
solo tiene una fuerte influencia en las propiedades fisicas de la celulosa, incluyendo
solubilidad, reactividad hidroxila, y cristalinidad.

FIGURA 9. Puentes de hidrégeno inter-cadena (a) e intra-cadena (b) en la celulosa.
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Fuente: Bielecki, Krystynowicz, Turkiewicz, & Kalinowska (2005).

Pero también desempefia un rol importante en las propiedades mecanicas de la
celulosa. Segun Tashiro y Kobayashi (1991), los puentes de hidrogeno contribuyen un
20% de la energia de deformacion a la celulosa.

1.2.7 Caracteristicas de la celulosa bacteriana

En general, la CB es estable en soluciones basicas, pero es susceptible a hidrélisis
alcalina bajo condiciones drasticas (NaOH 1 M, 170° C). Diversos agentes oxidantes
pueden afectar sus propiedades al romper las cadenas y alterar la estructura.
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El mecanismo de sintesis de CB le confiere una pureza superior a la presente en
cualquier fuente vegetal, lo cual le otorga caracteristicas so6lo presentes en la celulosa
de origen bacteriano: alto grado de cristalizacion, alta resistencia a la presion, elasticidad
y durabilidad. La celulosa tiene alta capacidad para absorber agua y debido a un menor
diametro de las microfibrillas, la CB posee una mayor area superficial que la presente en
la celulosa de madera. Ademas de estas propiedades fisicoquimicas de importancia
industrial, la CB es inerte metabdlicamente, no toxica, ni provoca reaccion alérgica al
contacto, propiedades de particular importancia para fines biomédicos y cosméticos
(Klemm, Schmauder, & Heinz, 2002).

1.2.8 Biosintesis de celulosa bacteriana

La sintesis de celulosa consta de dos etapas principales: la conversion de la fuente
de carbono en uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa), que es el sustrato usado para
producir celulosa; y la segunda etapa es la formacion de celulosa y su secrecién al medio
de cultivo (Chawla, Bajaj, Survase, & Singhal, 2009).

FIGURA 10. llustracion esquematica de la biogénesis de celulosa bacteriana y
formacién de microfibrilla.

Cellulose |

Cellulose Ii

{Cyloplasmic membrane}

{LPS envelope)

[ cetuiose synthase Celluiose microfibril

G Cellulose export component ?\ Protofibrif
Fuente: Brown (1989).

La primera etapa inicia con el ingreso del sustrato al microorganismo, luego se
convierte en glucosa-6-fosfato debido a la enzima glucoquinasa, después se transforma
en glucosa-1-fosfato por la enzima fosfoglucomutasa. En el siguiente paso, la glucosa-
1-fosfato se convierte en UDP-glucosa por la enzima UDPG pirofosforilasa; y finalmente
la enzima celulola-sintasa polimeriza la glucosa y se forma celulosa (Ross, Mayer, &
Benziman, 1991).

La segunda etapa es la polimerizacion de la glucosa seguida por la excrecion de
la celulosa al medio de cultivo. ElI microorganismo posee una serie de poros de 3.5 nm
alineados diametralmente en la membrana celular. En la cara interna de la membrana se
encuentra el complejo enzimatico celulosa-sintasa rodeando cada uno de los poros. La
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celulosa es secretada al medio de cultivo como una subfibrilla elemental de 1.5 nm de
diametro; al juntar estas subfibrillas se forma una microfibrilla y el empaquetamiento de
microfibrillas produce las fibras y las cintas de celulosa (Marx-Firgini & Pion, 1974).

1.2.9 Sintesis de precursor de celulosa

La celulosa sintetizada es un producto final del metabolismo del carbono, que
dependiendo del estado fisiologico de la célula involucra ya sea la ruta de la pentosa
fosfato o el ciclo de Krebs, junto con la glucdlisis (Ross, Mayer, & Benziman, 1991)
(Tonouchi, Tsuchida, Yoshinaga, Beppu, & Horinouchi, 1996).

La glucdlisis no opera en bacterias del acido acético ya que estas no sintetizan
una enzima crucial en este proceso, la fosfofructosa quinasa (Ross, Mayer, & Benziman,
1991). En Acetobacter xylinum, la sintesis de celulosa esta estrechamente asociada con
los procesos catabdlicos de oxidacion y consume hasta el 10% de la energia derivada
de reacciones catabdlicas (Ross, y otros, 1987). La produccion de celulosa bacteriana
no interfiere con otros procesos anabolicos (Ross, Mayer, & Benziman, 1991).

Acetobacter xylinum convierte varios compuestos de carbono, como hexosas,
glicerol, dihidroxiacetona, piruvato, y acidos dicarboxilicos en celulosa, usualmente con
el 50% de eficiencia. Los ultimos compuestos entran al ciclo de Krebs y debido a la
descarboxilacién de oxalacetato a piruvato, llevan a cabo una conversion a hexosas por
medio de gluconeogénesis, similar al glicerol, dihidroxiacetona, e intermediarios de la
ruta de la pentosa fosfato.

El precursor directo es UDPGIc, que es producto de la ruta convencional, comun
a muchos organismos, incluyendo plantas, e involucra la fosforilacion de glucosa en
glucosa-6-fosfato (Glc-6-P), catalizada por glucoquinasa. Seguida por la isomerizacion
de este intermediario a Glc-a-1-P, catalizada por fosfoglucomutasa, y la conversion del
ultimo metabolito a UDPGlIc por la UDPGIc pirofosforilasa.

Esta Gltima enzima parece ser crucial para la sintesis de celulosa, ya que algunos
mutantes negativos de la celulosa (Cel’) son especificamente deficientes en esta enzima
(Valla, y otros, 1989), aunque exhiben actividad sintetizadora de celulosa. Ademas, la
actividad pirofosforilasa varia entre las cepas de A. xylinum y la actividad mas alta
reportada fue en A. xylinum ssp. Sucrofermentans BPR2001. Esta ultima prefiere
fructosa como fuente de carbono, muestra una actividad alta de fosfoglucoisomerasa, y
posee un sistema de fosfotransferasas, dependiente del fosfoenolpiruvato. El sistema
cataliza la conversion de fructosa a fructosa-1-fosfato y a fructosa-1,6-bifosfato.

28



FIGURA 11. Vias del metabolismo del carbono en Acetobacter xylinum.
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e Ruta de la pentosa fosfato

La ruta de la pentosa fosfato se lleva a cabo en la sintesis de celulosa para la
oxidacion de carbohidratos (Ross, Mayer, & Benziman, Cellulose Biosynthesis and
Function in Bacteria, 1991).

La ruta de la pentosa fosfato es una fuente considerable de poder reductor e
intermediarios metabdlicos para procesos biosintéticos. Algunas, pero no todas, de las
enzimas en la ruta se encuentran en el citosol y los plastidos de la célula, aunque la
precisa distribucion de sus actividades varia.

En células no-fotosintéticas, la ruta de la pentosa fosfato es una fuente de
reductores para procesos como la sintesis de 4cidos grasos y la asimilacion de nitrégeno
inorganico, y mantiene el potencial redox necesario para protegerse de estrés oxidativo.
La seccion reversible no-oxidativa de la ruta es la fuente de esqueletos de carbono para
la sintesis de nucle6tidos, aminoacidos aromaticos, fenilpropanoides y sus derivados
(Kruger & Von Schaewen, 2003).

FIGURA 12. Ruta convencional de la pentosa fosfato.
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e Ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs se lleva a cabo en la sintesis de la celulosa para la oxidacién de
acidos organicos y compuestos relacionados (Ross, Mayer, & Benziman, Cellulose
Biosynthesis and Function in Bacteria, 1991).

30



El ciclo de Krebs, también conocido como el ciclo de acido tricarboxilico o el ciclo
Szent-Gyorgyi-Krebs, es una serie de reacciones quimicas catalizadas por enzimas, que
es de gran importancia en todas las células que utilizan oxigeno como parte de su
respiracion celular. Otras reacciones relevantes al ciclo son las de la glucolisis y
oxidacion de piruvato antes del ciclo de Krebs, y las de la fosforilazion oxidativa que
suceden después del ciclo. Adema4s, provee precursores para muchos compuestos, entre
ellos los aminoacidos, y es util para células que llevan a cabo fermentacion (Lowenstein,
1969).

El ciclo libera energia almacenada por la oxidacion de Acetil-CoA, que es una
molécula derivada de carbohidratos, grasas, y proteinas, que se convierte en didxido de
carbono y energia quimica en la forma de trifosfato de adenosina (ATP).

FIGURA 13. Ciclo de Krebs.
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e Glucolisis

Tonouchi et al (1996), ha reportado actividad de fosfofructoquinasa en
Acetobacter xylinum ssp. Sucrofermentans BPR2001. Lo que indica actividad glucolitica,
lo que significa que la glucosa puede ser metabolizada anaerébicamente.
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En el afio 1940, la glucdlisis fue la mayor ruta metabdlica que fue completamente
caracterizada. Siguientes estudios han mostrado que es proceso metabdlico “central” y
gue se encuentra presente, al menos en parte, en todos los organismos. La glucolisis
evolucion6 como un proceso anaerébico catabdlico que lleva a cabo dos funciones
fundamentales. Primero, oxide hexosas para generar ATP, reductores y piruvato, y
produce bloques de construccion para anabolismo.

La glucdlisis también es un proceso anfibdlico, ya que puede funcionar en reversa
para generar hexosas a partir de muchos compuestos de bajo peso molecular en una
gluconeogénesis que es dependiente de energia.

FIGURA 14. Proceso de glucdlisis. Las enzimas que catalizan las reacciones son las
siguientes: 1. Hexoquinasa; 2. Fosforilasa; 3. Fosfoglucomutasa; 4. Fosfoglucosa
isomerasa; 5. PFK; 6. ALD; 7. Triosa fosfato isomerasa; 8. NAD-dependiente GAPDH,;
9. 3-PGA quinasa; 10. Fosfogliceromutasa; 11. Enolasa; 12. Piroquinasa.
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e Sistema Fosfotransferasa (PTS)

Tonouchi et al (1996), investigaron varias actividades enzimaticas relacionadas
con la sintesis de celulosa, y demostraron la existencia de un sistema de fosfotransferasa
para el consumo de fructosa en células productoras de celulosa.

El Sistema Fosfotransferasa funciona para transportar mas de 20 carbohidratos
dentro de la célula bacteriana. EI PTS consiste en dos proteinas citoplasmicas que
enlazan energia (Enzima | y HPr) y un rango de Enzimas Il que son especificas para
carbohidratos. Las enzimas transportan y realizan una fosforilacion de ciertos
carbohidratos y modulan las respuestas celulares segun la disponibilidad de
carbohidratos. Sin importar la especie bacterial o el carbohidrato, todos los PTS que han
sido caracterizados catalizan el siguiente proceso general que conlleva al consumo de
azucares y hexitoles, que se refieren como carbohidratos PTS:

PEPiny + carbohidrato s — piruvatogyy + carbohidrato — fosfatoy)

La reaccion se lleva a cabo en cinco pasos consecutivos, completamente
reversibles, de la transferencia del grupo fosforilo (P), que es catalizada por la Enzima |
(El), la proteina HPr, y Enzimas Il (Ell).

FIGURA 15. Las cinco reacciones reversibles del sistema PTS.
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Para el transporte del carbohidrato, la Enzima | se autofosforila del
fosfoenolpiruvato (PEP) y transfiere el grupo fosforilo a la proteina HPr. Luego el grupo
fosforilo es entregado al carbohidrato por medio de la Enzima Il compuesta de tres
dominios fundamentales IlA, 1IB y IIC. El dominio IIA es fosforilado por HPr y pasa el
fosfato al dominio 1I1B. La fosforilacion del carbohidrato que es translocado por el dominio
transmembrana IIC, resulta en una en una estructura intracelular carbohidrato-fosfato
(Kotrba, Inui, & Yukawa, 2001).

e Gluconeogénesis

La gluconeogénesis puede ocurrir desde el oxalacetato por via de piruvato por
medio de las enzimas oxalacetato descarboxilasa y piruvato fosfato diquinasa.
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La gluconeogénesis es una ruta metabdlica que lleva a la sintesis de glucosa de
piruvato y otros precursores no-carbohidratos, incluso en organismos no-fotosintéticos.
Este proceso se lleva a cabo en todos los organismos y las reacciones son esencialmente
las mismas, que llevan a formar una molécula de glucosa a partir de dos de piruvato. Por
lo que, en esencia, es una glucolisis en reversa, y comparte siete enzimas con este
proceso (Nelson & Cox, 2000).

1.2.10 Formacién de microfibrillas

El mecanismo de formacion, asi como la estructura de microfibrillas ha sido
estudiado extensivamente en las Ultimas décadas combinando el conocimiento de
biogénesis (Brown, Willison, & Richardson, 1976). Actualmente se cree que las
moléculas de celulosa sintetizadas en el interior de la célula bacteriana son hiladas fuera
por “componentes exportadores de celulosa” o boquillas que forma una proto-fibrilla de
alrededor 2-4 nm de diametro, y las proto-fibrillas son agrupadas en una forma de una
microfibrilla en forma de listébn de 80 x 4 nm (Brown A. M., 1989).

La cinética de produccion de celulosa por bacterias ha sido estudiada desde 1050
y se ha establecido que el rendimiento de la celulosa incrementa exponencialmente con
tiempo, al menos en los rangos de menor conversion. Se asume comunmente que la
bacteria produce un cierto nimero de iniciadores de cadena a los cuales se les adiciona
mondmeros para formar celulosa y que la poblacién bacteriana obedece la ley de
crecimiento bacteriano.

Ny = Noeat (1)

Donde N; y N, son el numero de bacterias en el tiempo t y O respectivamente, y
una constante, a esta relacionada con el tiempo de generacion de bacteria promedio t:

1
a= (T) [n2 (2)

1.2.11 Aplicaciones de la celulosa bacteriana

Hoy en dia en la industria se le ha empezado a dar uso a la celulosa bacteriana,
esto debido a su alta pureza e inusuales propiedades fisicoquimicas. Una vez purificada,
la celulosa bacteriana es no toxica, no alergénica, y biocompatible (Duvey V. , Saxena,
Singh, Ramana, & Chauhan, 2002). Algunos productos comerciales son Biofill, que es
un producto para cubrir heridas y Gengiflex, material utilizado para elaborar implantes
dentales (Chawla, Bajaj, Survase, & Singhal, 2009) (Fontana, y otros, 1990) (Yoshinaga,
Tonouchi, & Watanabe, 1997).

También es posible obtener derivados de la celulosa bacteriana, como acetato de
celulosa (Kim, Nishiyama, & Kuga, 2002). Y se puede obtener una tasa controlable de
biodegradacion e hidrofobicidad, lo que expande sus posibles aplicaciones.

Bradley (2010), estudio el uso de materiales biodegradables, incluyendo la
celulosa, como empaques de alimentos. En este caso se confirmd la viabilidad de estos
tipos de empaques manteniendo la seguridad de los alimentos al detectar la salida o
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entrada de cualquier contaminante al alimento. Y se comprob6 que no hubo traspaso de
contaminantes a través del empaque.

Una membrana de Celulosa Bacteriana ofrece una alta capacidad sonica
(propiedades comparables a una pelicula de aluminio o titanio), actualmente en el area
de medicina, se ha utilizado la celulosa bacteriana debido a la alta fuerza mecanica en
estado hidratado, su permeabilidad a liquidos y gases y la poca irritacion dérmica que
provoca su contacto, la postulan como un sustituto de piel en la terapia de heridas,
guemaduras, Ulceras y abrasiones de la epidermis (Pacheco, Yee, Zentella, & Marvan,
2017).

La celulosa bacteriana se puede organizar en laminas de 100 micrometros de
grosor, alrededor del grosor del papel normal, por un proceso de sintesis humeda. La
celulosa bacteriana es candidata para la produccién de papel electrénico. La celulosa
produce un sustrato robusto con una estructura de microfibrillas que permite que se le
implante dopantes al papel, que son impurezas que se implantan en la red cristalina para
alterar las propiedades eléctricas u Opticas. Se le puede aplicar una solucién a la celulosa
con dopantes conductivos y tintes electrocromicos que se adhieren a la estructura
cristalina. Los tintes pueden cambiar de tono con la aplicacién del voltaje adecuado y al
colocarse en estructura de pixeles puede permitir la formacién de imagenes (Shah &
Brown, 2005).

Maneerung et al. (2008), desarrollaron un compuesto de celulosa bacteriana y
nanoparticulas de plata que tiene un mayor efecto microbiano para proteger las heridas
de organismos Gramnegativos como Grampositivos. Klemm et al. (2001), desarrollaron
implantes vasculares para microcirugia con un reactor que produce celulosa bacteriana
en forma tubular. Sus propiedades mecéanicas son similares a los obtenidas con tejidos
vasculares naturales (Backdahla, y otros, 2006). Su estructura tridimensional permite su
uso como soporte en ingenieria de tejidos ya que facilita el anclaje y proliferacion de las
células que conformaran el tejido nuevo. Los hidrogeles formados por celulosa
bacteriana y colageno presentan resistencia a la compresion de varios O6rdenes de
magnitud mayor que la de la estructura de celulosa, y cercana a la del tejido cartilaginoso,
lo que hace de este material compuesto un candidato para la sustitucion de tejidos
(Nakayama, y otros, 2004).

La celulosa bacteriana se puede utilizar para recubrir sensores de glucosa que
normalmente se recubren con celulosa de origen vegetal. Con celulosa bacteriana
aumenta su vida util y su estabilidad al contacto con la sangre.

Se puede tener impacto sobre diversos productos industriales como se muestra a
continuacion:
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TABLA 2. Aplicaciones industriales de la celulosa bacteriana.

Industria Aplicaciones

Cosmeética Estabilizacion de emulsiones, acondicionadores, cremas.
Generacion de ufas artificiales

Textil Material de alta absorcién acuosa

Refineria Material para absorcion de toxinas y aceites.

Papel Restauracion de documentos, papel de alta calidad

Alimentos Aditivo de alimentos, emulsificante, fibra dietética.

Maquiladora Componente de partes y refacciones

Turistica Ropa deportiva y equipo de acampar

Investigacion Inmovilizacion de proteinas y células, resinas para cromatografia

Tecnologia Diafragmas de alta sensibilidad en micr6fonos y audifonos

Medicina Fabricacion de “Piel artificial” en terapia de quemaduras
Componente en implantes dentales.

Fuente: Pacheco, Yee, Zentella, & Marvan (2017).

Respecto a la elaboracién de papel se han evaluado las propiedades mecéanicas
del papel que se obtiene al afiadir un pequefio porcentaje de celulosa bacteriana a las
fibras de celulosa vegetal, este tipo de papel posee mejores propiedades mecanicas que
los que se fabrican utilizando Unicamente celulosa vegetal.

Al efectuar la biosintesis de celulosa bacteriana en presencia de fibras vegetales,
aumenta la resistencia a la traccion y al desgarro, de igual manera sucede cuando se
afiaden peliculas de celulosa bacteriana desintegradas a pastas de papel, o cuando se
coloca una pelicula de celulosa bacteriana sobre una hoja de papel, al secar, se
duplicaron los indices de desgarro y de estallido en un papel afiadiendo hasta un 5% de
celulosa bacteriana a una formulacion de pasta. Por lo que al brindar capacidad de
refuerzo en el papel se ha logrado proponer el uso de la celulosa bacteriana para
restaurar documentos degradados y obtener un papel de alta calidad. (Santos, Carbajo,
& Villar)

Las propiedades emulsificantes, cohesivas y de absorcion, ademas de no
provocar reacciones alérgicas en la aplicacién dérmica, asi como en la elaboracion de
alimentos, se le asegura un futuro a la celulosa bacteriana en aplicaciones en la industria
alimentaria y cosméticas. El punto critico para la explotacion de este recurso esta en
incrementar los niveles de produccién y abatir los costos. La generacién de un sistema
productivo eficiente sera la base para iniciar a aprovechar las cualidades del recurso
natural y renovable como lo es la celulosa bacteriana (Pacheco, Yee, Zentella, & Marvan,
2017).

1.2.12 Kombucha

La Kombucha es una bebida producida por la fermentacion de té y azicar por una
asociacion simbiotica de bacterias y levaduras formando un “hongo” (Dufresne &
Farnworth, 2000). El té es fermentado por la presencia de una pelicula celulosa, “hongo”,
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que reposa en la superficie del liquido, formando una capa nueva después de cada
fermentacién completada.

La Kombucha se origin6 en China en el afio 220 AC durante la dinastia Tsin, y era
valorada por sus propiedades energizantes y purificantes (Roche, 1998). En el afio 414,
el doctor Kombu llevé la Kombucha de Corea a Japon para curar los problemas
digestivos del emperador. Luego se introdujo como “té Kvass” a Rusia por mercaderes
orientales y luego hacia Europa del este y el resto de Europa al fin del siglo veinte. Esta
bebida es producida frecuentemente en el hogar por fermentacion utilizando un “hongo”
compartido de hogar a hogar. La bebida es fermentada tradicionalmente durante 8-10
dias. A partir de esta fermentacién, la Kombucha tiene un sabor agrio burbujeante,
parecido al vinagre de manzana (sidra), obtenida por la fermentacién (Blanc, 1996)
(Reiss, 1994).

FIGURA 16. Agrupaciones de levaduras en una matriz de bacterias del &cido acético y
celulosa.

Fuente: Reiss (1994).

Los mayores metabolitos identificados en la Kombucha son: &cido lactico, &cido
aceético, acido gluconico, acidos glucuronicos, etanol y glicerol (Blanc, 1996). La
kombucha contiene una simbiosis de levaduras osmofilas (principalmente
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Pichia spp.) y bacterias del
acido aceético (Acetobacter xylinum, A. xylinoides, Bacterium gluconicum) utilizadas para
la fermentacion utilizando un azlcar como substrato. La composicibn microbiana
especifica depende de la preparacion individual de la bebida.

La Kombucha ha sido consumida en multiples paises por siglos y se han reportado
varios efectos medicinales. Se ha mostrado que tiene efectos positivos en las actividades
gastricas, intestinales y glandulares, asi para superar arteriosclerosis, excrecién de
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toxinas, diabetes, nerviosismo, y problemas de envejecimiento. También puede actuar
como un laxante y se conoce que alivia el reumatismo, artritis, y hemorroides. También
se ha reportado su efecto antioxidante (Dufresne & Farnworth, 2000).

1.2.13 Fermentacion

El término fermentacion proviene de la palabra latina fermentum. La definicion
histérica describe fermentacién como el proceso en donde ocurren cambios quimicos en
un sustrato organico por la accién de enzimas microbianas ya sea en presencia o
ausencia de oxigeno. La fermentacion se puede describir como “respiracion sin aire”. La
ciencia de fermentacion se llama enzimologia y el primer enzimdlogo fue Louis Pasteur.

Actualmente la fermentacion es un proceso metabdlico en donde carbohidratos o
compuestos relacionados son parcialmente oxidados con la liberacion de energia en la
ausencia de receptores de electrones externos, compuestos organicos producidos por la
descomposicion de carbohidratos. Durante la fermentacion, sucede la oxidacion
incompleta de compuestos organicos y por esta razén se obtiene menos energia que en
comparacién con la oxidacion aerébica del compuesto.

La fermentacién industrial se refiere ya sea a procesos aerobios o anaerobios,
mientras que la fermentacion en un contexto bioquimico describe solamente procesos
anaeroébicos. La fermentacion industrial, describe un proceso de operaciones que utilizan
un cambio quimico inducido por un organismo vivo o enzima, particularmente bacterias,
levaduras, u hongos, que producen un producto especifico.

El proceso de fermentacion se compone de tres etapas principales: preparacion
de in6culo, seleccion de medio de cultivo y produccion de biomasa (o metabolitos) de
interés. Como término general, los procesos de fermentacion se pueden dividir mediante
dos directrices: 1. el tipo de producto de la fermentacion a obtener y 2. la presencia o
ausencia de oxigeno (Chojnacka, 2010).

1.2.14 Fermentacion en Kombucha

La Kombucha se prepara tradicionalmente al fermentar té negro, endulzado con
sacarosa, con una capa de celulosa donde existe una simbiosis de levaduras y bacterias
del acido acético, y un 10% de in6culo de Kombucha ya preparada. Durante la
fermentacion se produce una nueva capa de celulosa sobre la anterior. Las levaduras
fermentan la sacarosa y la transforman en fructosa, glucosa y etanol (Reiss, 1994)
(Sievers, Lanini, Weber, Schuler-Schmid, & Teuber, 1995). Luego las bacterias del acido
acético convierten la glucosa a acido gluconico y la fructosa en acido acetico.

El té negro y la azucar blanca son los mejores sustratos para la preparacion de
Kombucha, aunque también se puede utilizar té verde (Reiss, 1994). La cafeina y las
xantinas relacionadas de la infusion de té estimulan la sintesis de celulosa por la bacteria
(Balentine, Wiseman, & Bouwens, 1997). El 4cido acético estimula a las levaduras a
producir etanol y el etanol por su parte puede ayudar a las bacterias del acido acético a
crecer y producir acido acético (Liu, Hsu, Lee, & Liao, 1996).
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Se ha reportado que el etanol y el acido acético tienen actividad antimicrobiana
contra bacterias patogénicas y consecuentemente proveen proteccion contra la
contaminacion de la Kombucha (Teoh, Heard, & Cox, 2004).

Las fermentaciones realizadas en el hogar usualmente son de 1 a 2 litros, mientras
gue la fermentacion comercial es conducida en volimenes de 100 L. Analisis del liquido
fermentado ha revelado la presencia de acidos acéticos, lacticos y glucénicos como
componentes mayoritarios (Frank, 1995). Los mayores metabolitos que se obtienen de
la fermentacion de la Kombucha incluyen: monosacaridos, varios tipos de &acidos
organicos y vitaminas (Malbasa, Loncér, Djurié, & Dosenovic, 2008).

Solo unas pocas bacterias claves estan involucradas en la fermentacion de
Kombucha, como Acetobacter spp., especialmente cepas productoras de celulosa de
Acetobacter xylinum, aunque cepas de Gluconobacter y Lactobacillus se pueden
encontrar. Un amplio espectro de levaduras se ha reportado incluyendo especies de
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces,
Saccharomycoides, Shizosacharomyces, Torulospora, y Zygosaccharomyces (Jankovic
& Stojanovic, 1994).

1.2.15 Condiciones de cultivo

En la preparacion tradicional de Kombucha los Unicos nutrientes provienen del té
utiizado y de la sacarosa. Donde el té esta compuesto de polifenoles, cafeina,
aminoacidos, carbohidratos, ceniza, vitaminas, minerales, y compuestos insolubles como
proteinas. El contenido de nitrogeno en el té representa un 4.5 o0 6%, donde la mitad son
aminoacidos libres, y un quinto proviene de la cafeina y compuestos relacionados. La
fuente de carbono de la celulosa bacteriana son los carbohidratos.

Los medios utilizados a escala laboratorio substituyen los nutrientes provenientes
del té por otros compuestos. Un medio de cultivo comun contiene un sacarido, una fuente
de nitrégeno (extracto de levadura o licor de maiz fermentado), sulfato de nitrdgeno,
fosfato de potasio y sulfato de magnesio. Ademas, lo ideal es agregar una solucién de
vitaminas.

El cultivo se lleva a cabo en condiciones estaticas, la condicion ideal para
bacterias que proveen de la Kombucha, a una temperatura de 28-30°C. Algunos autores
han observado que la maxima produccion de celulosa tanto para glucosa como para
sacarosa se logra a 30°C. A 25°C y 35°C las producciones son similares en si, pero
menores que a 30°C, mientras a 40°C no existe crecimiento del microorganismo y
consecuente no se observa produccién de celulosa (Oikawa, Ohtori, & Ameyama, 1995)
(Carrefio & Caicedo, 2005).

La fermentacion inicia al agregar una alicuota de una solucion de inoculacion al
medio de cultivo. Durante el cultivo el medio se vuelve turbio y se forma una pelicula
blanca en la superficie y su grosor incrementa progresivamente con el tiempo (lguchi,
Yamanaka, & Budhiono, 2000). Las bacterias aérobicas solo producen celulosa en la
proximidad a la superficie, asi que la productividad depende principalmente en el area
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superficial, no en el volumen del recipiente. Media vez no se agite el sistema, el gel
circular esta adherido a la pared interior del recipiente y se desliza lentamente al fondo
cuando su grosor aumenta (Masaoka, Ohe, & Sakota, 1993).

1.2.16 Cultivo agitado y estatico

En cultivo estatico, la celulosa se forma como una pelicula estatica en el cultivo.
La produccion de celulosa en un cultivo agitado es mas baja que en un cultivo estatico.
Sin embargo, un sistema de cultivo estatico es ineficiente en el aspecto industrial, debido
a que requiere un largo tiempo de cultivo y mucha mas mano de obra. Recientemente se
ha estudiado la produccion masiva de celulosa bacteriana en un cultivo agitado
(Changjin, Chung, Lee, & Kim, 2002).

Aunque el rendimiento de las cepas provenientes de la Kombucha siempre son
mas altas en un cultivo estatico debido a que han sido acondicionadas de esa forma
(Krystynowicz, Czaja, & Wiktorowska-Jezierska, 2002).

FIGURA 17. Imagen de (a) superficie y (b) transversal de una membrana de celulosa
bacteriana obtenida por cultivo estatico.

Fuente: Carrefio (2011).

1.2.17 Té

Las plantas de té pertenecen a la familia Theaceae y provienen de dos variedades
principales: Camellia sinensis var. sinensis y Camellia sinensis var. Assamica (Hara, Luo,
Wickremaishinghe, & Yamanishi, 1995). Las primeras hojas apicales son recogidas del
arbusto de hoja perenne y pueden ser procesadas por distintos métodos.

El té verde es secado inmediatamente con o sin un paso para desactivar las
enzimas. El té negro, la forma mas popular alrededor del mundo, es el resultado de la
oxidacion de los polifenoles de la hoja durante un proceso enzimatico de mdultiples
etapas. Nuevos complejos polifenoles son formados durante el procesamiento del té
negro.
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1.2.18 Composicion quimica del té

Los mayores componentes de las hojas de té verde pertenecen al grupo polifenol,
gue constituye un 25-35% del peso (Balentine, Wiseman, & Bouwens, 1997). Los
polifenoles predominantes del te son los flavonoles de donde las catequinas (flavan-3-ol)
son las principales. Estos compuestos contribuyen a la amargura, astringencia, y un
sabor residual dulce.

En el té negro la oxidacion de los polifenoles durante el procesamiento causa la
formacion de catequinas y complejos de acido galico como teaflavinas, acidos
teaflavinicos, teauribiginos o teasiensis. Las metalxantinas estan presentes un 2-4%
como cafeinas y una pequefia cantidad de teofilina y teobromina (Hara, Luo,
Wickremaishinghe, & Yamanishi, 1995).

El té contiene muchos amino&cidos, pero la teanina, especifica a la planta del té,
es el mas abundante, representando el 50% del total de los aminoé&cidos. La degradacion
del aminoacido esta involucrada en la biogénesis del aroma del té. Otros actores en el
desarrollo del aroma son la clorofila, carotenoides, lipidos, y compuestos volatiles que no
son constituyentes principales del té. Los compuestos volatiles de las hojas del té han
sido estudiados extensivamente y se han aislado 600 diferentes moléculas.

El té también contiene carbohidratos, vitaminas E, K, A, bajos niveles de vitaminas
By C (Unicamente en el té verde). El té también provee cantidades necesarias de potasio,
manganeso, e iones de flior a la dieta (Hara, Luo, Wickremaishinghe, & Yamanishi,
1995).

1.2.19 Medio HS

El medio HS fue desarrollado por M. Schramm y S. Hestrin para el crecimiento de
Acetobacter xylinum. El medio HS se utiliza para el crecimiento de bacterias aerdbicas y
anaerdbicas, y para pruebas de esterilidad. También es el medio mas utilizado en
estudios de produccién de celulosa bacteriana (Hestrin & Schramm, 1954). Esta
compuesto de 20 g/L de glucosa, 5 g/L peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 2.7 g/L
de Na2HPO4, 1.15 g/L de &cido citrico, agua, y pH final de 5. La glucosa utilizada en el
medio se puede reemplazar con otras fuentes de carbono, siendo la mas eficiente Manitol
y licor de maiz fermentado como fuente de nitrégeno.

1.2.20 Fuentes de carbono

La fuente de carbono es el carbohidrato o sacéarido utilizado como nutriente
principal en un medio. Los carbohidratos son bloques de construccion para
macromoléculas. Estos se pueden dividir en monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos,
y polisacaridos. Los monosacaridos y disacaridos que tiene menor peso molecular son
conocidos como azucares.

Segun lo reportado por Hermann (1928) y Reiss (1994), se tiene una idea de la
actividad metabodlica causada por la presencia de cada fuente de carbono en la
fermentacion de la Kombucha. Por accién de las levaduras presentes en la Kombucha,
la sacarosa, glucosa, fructosa, y maltosa son fermentadas a etanol.
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1.2.21 Sacarosa

La sacarosa es un disacarido compuesto de dos monosacaridos, glucosa y
fructosa. La glucosa y la fructosa estdn enlazadas por medio de un enlace entre C1 de
la glucosa y C2 de la fructosa. Este es un enlace glicosidico. Una hidrolisis puede romper
el enlace glicosidico, separando la glucosa y fructosa (Lunn, 2008).

Por accion de las levaduras presentes en la Kombucha, la sacarosa es hidrolizada
en glucosa y fructosa.

1.2.22 Glucosa

La glucosa es un monosacérido. Tiene seis atomos de carbono por lo que es
clasificada como una hexosa. Es el monosacarido mas abundante. El isémero D-glucosa
ocurre ampliamente en la naturaleza, mientras que L-glucosa no. La glucosa se puede
obtener como hidrolisis de varios carbohidratos, como la lactosa, sacarosa, maltosa,
celulosa, glucogeno, etc.

La glucosa es utilizada como fuente de energia en la mayoria de los organismos.
Donde por glucaolisis, el ciclo de Krebs, y fosforilacion oxidativa, la glucosa es oxidada en
diéxido de carbono y agua, liberando energia en la forma de ATP.

La glucosa también es la aldohexosa mas ampliamente utilizada por organismos
Vivos, ya que, a comparacion de otras aldohexosas, reacciona especificamente con los
grupos amino de varias proteinas. Esto se debe a que tiene una forma ciclica mas
estable, y pasa menos tiempo en su forma de cadena abierta ya que sus grupos
hidroxilicos estan ubicados en la posicion ecuatorial (Bunn & Higgins, 1981).

Por accion de las bacterias del acido acético en la Kombucha, la glucosa es
convertida en acido glucénico.

1.2.23 Fructosa

La fructosa es un monosacéarido presente en la naturaleza en compafiia de la
glucosa, con quién forma un disacérido. Posee seis atomos de carbono y adopta una
estructura ciclica gracias a la estabilidad de su hemicetal y puentes de hidrogeno
internos. La fructosa puede ser fermentada anaerdbicamente por levaduras o bacterias
(Hyvonen & Koivistoinen, 1982).

Por accion de las bacterias del acido acético en la Kombucha, la fructosa es
metabolizada exclusivamente en acido acético, nunca en acido gluconico.

1.2.24 Maltosa

La maltosa es un disacarido formado por dos unidades de glucosa con un enlace
a(1—4). Posee seis atomos de carbono, por lo que es una hexosa. Las dos unidades de
glucosa estan en su forma piranosa y tienen un enlace glicosidico (O'Sullivan C. , 1872).

Por accion de las bacterias del acido acético en la Kombucha, solo se produce
una pequefa cantidad de acido acético en presencia de maltosa.
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1.2.25 Manitol

El manitol fue descubierto por Joseph Louis Proust en 1806. Es un tipo de alcohol
de azucar, especificamente es un isémero del sorbitol, otro alcohol de azlcar, y los dos
solo difieren por la orientacién de su grupo hidroxilo en el carbono 2. El manitol se
produce por la hidrogenacion de la fructosa. El manitol es una de las fuentes de energia
y almacenaje de carbono mas abundante en la naturaleza ya que es producida por una
variedad de organismos (Ellis & Krantz, 1941).

1.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia vibracional incluye varias técnicas, de las cuales las mas
importantes son la infrarroja media (IR), infrarroja cercana, y espectroscopia de Raman.
La infrarroja media y la espectroscopia de Raman proveen Vvibraciones
fundamentalmente caracteristicas que sirven para elucidar la estructura molecular de las
sustancias. La espectroscopia infrarroja mediana mide el amplio arménico y bandas de
combinacién de algunas de las vibraciones fundamentales (solo los modos de mayor
frecuencia) y es una técnica excelente para una cuantificacion rapida y exacta (Larkin,
2011).

La espectroscopia vibracional se utiliza para estudiar un amplio rango de tipo de
muestras y se puede llevar a cabo una simple prueba de identificacion hasta un analisis
profundo cuantitativo o cualitativo. Las muestras se pueden analizar ya sea en bulto o en
cantidades microscopicas en un amplio rango de temperaturas y estados fisicos (gases,
liquidos, latex, polvo, peliculas, fibras, etc.). La espectroscopia infrarroja se prefiere para
vibraciones asimétricas de grupos polares (Larkin, 2011).

FIGURA 18. Regiones del espectro vibracional fundamental con ciertas frecuencias de
grupos caracteristicos.

oHstr [B] | & i C-0-C |-=
o C=0 ) |:"|_. =CH
T T | #=v=z .
E':':':‘hcils Gl & || 5 acid | 2 = | CH, athers aromatic
> phenals | o o | 5 ester | £ 4 esters c-Cl
5 NHstr |E| 2 z =N=C=0 ketone| 5 & C-OH C—Br
5 amines |E[ = | 7| amide | 4 7 alcohols
f= amides | =] © = & phenols
- 5 33 8=0
= nr P=D
o F C-F
T | T — B  E— —
3000 2000 1200 1000 200

Wavenumbers{cm-1)

Fuente: Larkin (2011).

La espectroscopia infrarroja mide las transiciones entre los niveles de energia
molecular vibracional como resultado de la absorcién de radiacién infrarroja media. Esta
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interaccion entre luz y materia es una condicion de resonancia que involucra la transicion
dipolar eléctrica entre los niveles de energia vibracional.

Las bandas infrarrojas son caracterizadas por la frecuencia (energia), intensidad
(caréacter polar o polarizacion), y forma de la banda (ambiente de los enlaces). Ya que
los niveles de energia vibracional son unicos para cada molécula, el espectro infrarrojo
provee una “huella” de una molécula particular. La frecuencia de estas vibraciones
moleculares depende de las masas de los atomos, su configuracion geométrica, y la
fuerza de sus enlaces quimicos. El espectro provee informacion de la estructura
molecular, dindmica, y ambiente (Larkin, 2011).

1.3.1 Interpretacion de espectroscopia vibracional
Se utiliza dos tipos de enfoques para la interpretacion de espectroscopia vibracional
y para la elucidacion de la estructura molecular.

1. El uso de teoria de grupos con calculos matematicos de las formas y frecuencias
de las vibraciones moleculares.
2. Uso de las frecuencias empiricas caracteristicas de los grupos funcionales.

Muchas frecuencias empiricas de grupos funcionales han sido explicadas y refinadas
utilizando el enfoque tedrico matemético. Y en general, muchos problemas de
identificacion son resueltos utilizando el enfoque empirico. Ciertos grupos funcionales
muestras vibraciones caracteristicas en la que solos los atomos en ese grupo particular
son desplazados. Ya que estas vibraciones son mecanicamente independientes del resto
de la molécula, estos grupos vibracionales tendran una frecuencia caracteristica, que
permanecen relativamente constantes sin importar en que parte de la molécula se
encuentra el grupo (Larkin, 2011).

Tipicamente se utiliza un andlisis de frecuencia de grupos para revelar la presencia 'y
ausencia de varios grupos funcionales en la molécula, y asi elucidando la estructura
molecular de la sustancia. El espectro vibracional puede ser dividido en las regiones
mostradas en la Grafica 1. Estas regiones se pueden dividir como se muestra a
continuacion:

e Tramo X-H de las frecuencias mas altas (3700-2500 cm)

e Tramo X=Y, y tramo asimétrico de enlaces dobles cumulativos X=Y=Z (2500-2000
cm?)

e Tramo X=Y (2000-1500 cm™?)

e Deformaciéon X-H (1500-1000 cm™)

e Tramo X-Y (1300-600 cm™)

1.3.2 indice de cristalizacién

El indice de cristalizacion (IC) se ha utilizado para describir la cantidad relativa de
material cristalino en la celulosa. El IC en celulosa se puede medir utilizando varias
técnicas incluyendo la difraccion de rayos X (XRD), resonancia nuclear magnética (RMN)
de estado solido, espectroscopia infrarroja (IR), y la espectroscopia de Raman. El indice
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de cristalizacion se puede determinar por dos formas usando espectroscopia infrarroja
por transformadas de Fourier.

El radio de absorbancia de 1372 cm™ (A1372) y 2900 cm™! (A2900). Que fue sugerido
por Nelson y O’Connor como el indice de Cristalinidad Total.

_ Agzz

IC

A2900 (3)

Y el radio de absorbancia de 1430 cm™ (A1430) y 893 cm! (Ases) que fue propuesto

por O’Connor en 1958 como el indice de Orden Lateral, que es un indice empirico. La

absorbancia en 1420 y 894 cm es sensible a la cantidad de estructura cristalina y

estructura amorfa en la celulosa, por lo que bandas mas anchas en estos puntos reflejan
una estructura méas desordenada (O'Connor, Du Pré, & Mitcham, 1958).

_ Aqa30

IC =
Agog3

(4)

Se debe considerar que este método solo provee valores relativos, debido a que
el espectro siempre contiene contribuciones de ambas regiones cristalinas y amorfas.

1.3.3 indice de asimetria

El indice de asimetria (a/b) es el radio entre ancho de segmentos a media altura
de la banda de absorcién OH. Este tiende a indicar la uniformidad de las muestras de
celulosa.

1.3.4 Energia de puentes de hidrégeno
La energia de los puentes de hidrogeno (En, kJ) se calcula con la siguiente
formula:

Donde:
v, = Frecuencia estandar correspondientes a los grupos OH libres (cm™)
v = Frecuencia de los grupos OH enlazados (cm™?)

K = 1.6x102 Kcal?
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La celulosa vegetal esta siendo utilizada extensivamente en las industrias textiles y
papeleras, en 2015 se produjo 7 millones de toneladas de pulpa de celulosa y el 60% fue
utilizado para la industria textil (Global Market Insights, 2017). La celulosa de origen
vegetal es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, representando
1.5x10*? toneladas de la produccién anual de biomasa (Klemm, Heublein, Fink, & Bohn,
2005). Se encuentra como un componente estructural, pero frecuentemente se
encuentra enlazado a otros polimeros como pectina, lignina, arabinosa, entre otros.

Debido a esto la producciéon de celulosa bacteriana puede presentarse como una
alternativa al material de origen vegetal en una variedad de campos, especialmente
debido a que la celulosa bacteriana se produce en estado puro (libre de otros polimeros
como lignina) y en forma cristalina.

La celulosa bacteriana también se ha utilizado como substituto del plastico
utilizandola como envoltura de alimentos. Esto ofrece una alternativa al sobreuso de
materiales plasticos que ha llevado a una gran acumulacion de desechos. Actualmente
se producen alrededor de 380 millones de toneladas de plastico cada afio. Y desde 1950
a 2015, se ha producido un estimado de 6.3 billones de toneladas de plastico, donde 9%
ha sido reciclado, 12% ha sido incinerado y 79% se ha acumulado en rellenos o esta
contaminando la naturaleza (Geyer, Jambeck, & Law, 2017).

La celulosa bacteriana se puede aprovechar como un producto secundario de la
produccién de Kombucha cuya demanda ha aumentado en los ultimos afios en Estados
Unidos. Para 2023 se estima un crecimiento de 23% del mercado de la Kombucha,
cuando en 2016 la industria tenia un valor de $760.0 millones (Grand View Research,
2018). Mientras que para 2023 el mercado de celulosa bacteriana registrara un
crecimiento de 14% y alcanzara un valor de $570 millones partiendo de un valor de $250
millones en 2017 (Market Research Reports, 2018).

Desafortunadamente, el costo actual de la celulosa bacteriana permanece muy
elevado para hacerlo atractivo comercialmente, donde el medio de cultivo representa un
30% del costo total (Miller & Churchill, 1986). Debido a esto se debe determinar la
produccion de celulosa con bacterias provenientes de Kombucha en diversos medios y
fuentes de carbono. Pero también se necesita una mejora en los procesos de
fermentacién basada en una mayor intuicion en los antecedentes genéticos de la
biosintesis de la celulosa, que puede llevar al desarrollo de un proceso mas econémico
para la produccion de celulosa bacteriana.

Es por ello que se plantea la siguiente pregunta de investigacion, ¢es posible
determinar el rendimiento de la produccién de celulosa bacteriana por microorganismos
provenientes de la Kombucha en medio Hestrin Schramm y caracterizar su pureza?

Con el fin de responder la pregunta de investigacion, se plantean ademas las
siguientes interrogantes:
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¢ Es posible comparar el porcentaje de rendimiento de la celulosa bacteriana obtenida al
utilizar sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa, y manitol?

¢Es posible determinar la concentracion Optima al utilizar la mejor fuente de carbono
utilizando un rango de concentracion de 60 a 100 g/L?

¢Es posible comprobar la pureza de la celulosa bacteriana obtenida al utilizar
espectrometria infrarroja?
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1

Objetivo general

Evaluar el rendimiento y caracterizacidon de la celulosa bacteriana producida por
microorganismos provenientes de la Kombucha en medio Hestrin Schramm a escala
laboratorio.

2.1.2

Objetivos especificos

Comparar el rendimiento porcentual de celulosa obtenida al utilizar Glucosa,
Sacarosa, Fructosa, Maltosa, y Manitol.

Determinar la concentracion éptima entre un rango de 60 a 100 g/L de la mejor
fuente de carbono para obtener el mayor rendimiento de celulosa.

Comprobar la pureza de la celulosa bacteriana obtenida por medio de
espectroscopia infrarroja.

2.2 HIPOTESIS

221

2.2.2

Hipdtesis nula

Ho1l: No existe diferencia significativa en el rendimiento porcentual de celulosa
obtenida al utilizar Glucosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, y Manitol.

Ho2: No existe diferencia significativa al variar la concentracion de la fuente de
carbono con mayor rendimiento.

Ho3: No existe diferencia significativa de la pureza obtenida de la celulosa
proveniente en comparacion con celulosa vegetal.

Hipdtesis alternativa

Hol: Si existe diferencia significativa en el rendimiento porcentual de celulosa
obtenida al utilizar Glucosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, y Manitol.

Ho2: Si existe diferencia significativa al variar la concentracion de la fuente de
carbono con mayor rendimiento.

Ho3: Si existe diferencia significativa de la pureza obtenida de la celulosa
proveniente en comparacion con celulosa vegetal.

2.3 LISTA DE VARIABLES

2.3.1
.
°
.

Variables independientes

Fuentes de carbono

Concentracion de fuente de carbono.
pH

Tiempo de fermentacion
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2.3.2 Variables dependientes

Porcentaje de rendimiento obtenido de produccion de celulosa bacteriana.
Pureza de celulosa bacteriana obtenida

2.4 DEFINICION DE VARIABLES

2.4.1 Variables independientes

Fuentes de carbono

Definicién Conceptual: una fuente de carbono se refiere a cualquier molécula que

contiene carbono (carbohidrato, aminoéacido, acido graso, diéxido de carbono) que
es utilizada por un organismo para la sintesis de sus moléculas organicas. El
Carbono es un elemento basico para el desarrollo de la vida como se conoce y es
el mayor elemento en todas las clases de macromoléculas. Todas las células
requieren carbono como su mayor nutriente, ya que, en una base de peso seco,
una tipica célula esta compuesta de 50% de carbono (Gomez, 2011).

Definicién Operacional: para encontrar cual era el nutriente ideal para el conjunto

de bacterias presentes en la Kombucha se utilizaron cinco fuentes de carbono:
Glucosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, y Manitol. La fuente de carbono del medio
Hestrin Schramm solo fue reemplazada por cada una de las cinco fuentes de
carbono analizadas.

Concentracién de fuente de carbono

Definicidon_Conceptual: la concentracion es la abundancia de un constituyente

dividido por el volumen total de una mezcla, comunmente es una mezcla que
contiene un soluto y un disolvente. La concentracién de masa se define como la
masa de un constituyente dividido por el volumen de la mezcla usando como
unidades kg/m? que es igual a g/L (IUPAC, 1996).

Definicién Operacional: para las cinco fuentes de carbono utilizadas se utilizo la

misma concentracién en el medio de cultivo utilizado, 20 g/L. Al encontrar la mejor
fuente de carbono, se varié la concentracién entre 60 g/L, 70 g/L, 80 g/L, 90 g/L,
y 100 g/L para encontrar la concentracion ideal para el crecimiento de la celulosa.

pH

Definicibn _Conceptual: el pH se define como la concentracion de iones de
hidrogeno presentes en una solucion. Se utiliza una escala logaritmica para
especificar el nivel de acidez o basicidad de una solucién (Buck, Rondini, &
Covington, 2002).
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24.2

Definicion Operacional: el pH que se mantenga en la solucién durante el tiempo
de cultivo indica el avance de la fermentacion. Es necesario un pH inicial bajo para
que se pueda dar inicio a la fermentacion. El pH inicial de 3.5 fue el mismo en
todas las muestras para que se diera el mismo ritmo de fermentacion.

Tiempo de fermentacion

Definicidon _Conceptual: el tiempo en el cual se cultiva microorganismos en un
medio liquido o soélido para convertir sustancias organicas en biomasa o en
productos (IUPAC, 1996).

Definicién Operacional: el tiempo de fermentacion para cada experimento fue de
4 dias. Contando exactamente 96 horas desde que empezaba la fermentacién en
el medio hasta que se retiraba la celulosa bacteriana.

Variables dependientes

Porcentaje de rendimiento obtenido de produccion de celulosa bacteriana

Definicién Conceptual: el rendimiento porcentual obtenido de celulosa bacteriana
es una razoén peso de la celulosa bacteriana obtenida entre la cantidad de fuente
de carbono agregada al medio. Este rendimiento esta basado en el peso seco de
la celulosa (Goh, y otros, 2012).

Definicion Operacional: la celulosa bacteriana obtenida de cada muestra fue
purificada al calentar por una hora en una solucién de NaOH 0.5% para eliminar
cualguier componente organico. Luego se lavo tres veces con agua destilada para
remover componentes del medio u otros residuos. Luego se sec6 por 6 horas a
110°C. Segun el peso seco obtenido de celulosa se encontré el mejor rendimiento
segun la mejor fuente de carbono y la concentracién 6ptima (Nguyen, Flanagan,
Gidley, & Dykes, 2008).

Pureza de celulosa bacteriana obtenida

Definicion Conceptual: los espectros infrarrojos de compuestos organicos ofrecen

una abundancia de bandas que son caracteristica para ciertas unidades
estructurales. Debido a esto la espectroscopia infrarroja es utilizada ampliamente
como un meétodo de identificacion de compuestos desconocidos. Un espectro
infrarrojo comdn contiene alrededor de 4000 puntos de cata y un software
especializado es utilizado para este proposito (Kondagula & Molt, Infrared
Spectrometric Purity Control of Chemical Substances using R, 2010).
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Definicién Operacional: para realizar la determinacién de pureza de una muestra,
se pueden realizar comparacién de espectros infrarrojos al realizar una regresion
de una muestra potencialmente contaminada y compararla con un espectro
tedrico. El coeficiente de correlacion resultante, R, es una medida de la similitud
de los dos espectros (Kondagula & Molt, 2009).

2.5 ALCANCESY LIMITES

2.5.1 Alcances

En este trabajo de graduacién se tratdé de encontrar las condiciones en donde se
obtuviera un mayor rendimiento de celulosa bacteriana. Esto se realizé al encontrar la
mejor fuente de carbono entre cinco alternativas. Y luego se varié la concentracion de la
mejor fuente de carbono para encontrar aquella concentracion donde el rendimiento
fuera mayor.

La investigacién involucr6 pruebas a nivel laboratorio, manteniendo condiciones
estériles para que se mantuviera las mismas condiciones en todas las muestras. En el
primer experimento solo se vario la fuente de carbono y el resto de las condiciones
permanecieron iguales. Y al analizar los resultados, se observo la fuente de carbono con
mayor rendimiento. Por lo que en el segundo experimento se vari6 la concentracion de
la mejor fuente de carbono. Por ultimo, se purifico la celulosa bacteriana obtenida y el
material seco se utilizé para obtener un espectro infrarrojo que identificaba la pureza del
material obtenido.

2.5.2 Limites

Debido a la dificultad de aislar cepas individuales de bacterias provenientes de la
Kombucha por medio de caracteristicas fenotipicas, se tuvo que trabajar con la
combinacion de bacterias presentes en la Kombucha. Por lo que los resultados obtenidos
no son reproducibles con variedades distintas de Kombucha debido a que cada climay
temperatura genera una simbiosis distinta de bacterias y levaduras.

Originalmente se iba a trabajar con una cepa de Gluconacetobacter Kombuchae,
gue es una bacteria fijadora de nitrégeno y productora de celulosa al mismo tiempo. Pero
debido a la presencia de una gran variedad de bacterias del género Gluconacetobacter
en la Kombucha, su aislamiento involucra un alto grado de dificultad. Y al tratar de aislarla
por su caracteristica fijadora de nitrogeno no fue posible determinar su aislamiento
exitoso debido a la posible presencia de una bacteria competidoray la falta de produccion
de celulosa visible. Para asegurar su presencia hubiera sido necesario realizar una
prueba de genes para verificar que se habia aislado una cepa de Gluconacetobacter
Kombuchae.
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Todas las muestras solo se trabajaron en triplicado por falta de reactivos para
preparar el medio de cultivo. Y el tiempo de fermentacion fue 4 dias debido a la
disponibilidad del laboratorio donde se trabajo.

Se realizoé una prueba de espectroscopia infrarroja debido a la disponibilidad del
equipo y que no era necesario realizar ningan tratamiento a la muestra. También no se
pudo comparar por medio de regresion los espectros infrarrojos de la celulosa bacteriana
obtenida y del patrén tedrico. Esto se debio a que la biblioteca del equipo utilizado no
contaba con un espectro infrarrojo para la celulosa, el material mas cercano con el que
contaba fue el Rayon, que es una fibra artificial celulésica. El indice de asimetria no se
puedo calcular ya que no se tenia las alturas medias de los picos del espectro.

2.6 APORTE

A las industria cosmética, textil, papelera, de alimentos, como una forma de obtener una
mayor cantidad de materia prima con alta pureza y con inusuales propiedades
fisicoquimicas.

Al campo de la Medicina, como un proceso para obtener un material puro y biocompatible
gue puede proteger heridas y reemplazar tejidos vasculares naturales.

A las empresas productoras de Kombucha, como una forma de aprovechar un material
gue normalmente se desecha después de la fermentacion de la bebida.

A la Universidad Rafael Landivar, como un aporte de informacion de la producciéon de
celulosa bacteriana en el medio Hestrin Schramm.

A los estudiantes o personas interesadas en ampliar la investigacion, se presenta un
aporte de conocimientos e informacion de la producciéon de celulosa bacteriana y la
posible modificacion del medio de cultivo con distintas fuentes de carbono o nitrégeno.

52



3 METODO

3.1 SUJETOS Y UNIDADES DE ANALISIS

3.1.1

3.1.2

3.2

3.21

Sujetos
Licda. Ana Luisa Mendizabal, Investigadora Laboratorio de Instrumentacion
Quimica Analitica, Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de
Guatemala, que ofrecié conocimiento sobre espectrometria infrarroja.
Unidades de analisis
La solucion de inoculacion utilizada fue una mezcla de cinco variedades de
Kombucha, tres producidas personalmente y dos compradas. Las tres producidas
eran variedades de té negro, té de jazmin, y té negro con naranja. Las dos
compradas de Mother Nature Foods eran una variedad de té verde con
cardamomo y otra de té verde con fresa y limon.
La celulosa bacteriana producida en medio HS usando distintas fuentes de
carbono.
El medio de cultivo Hestrin Schramm al cual se le cambi6 la concentracion de sus
componentes.
Fuentes de carbono utilizadas: sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa, y manitol.
Concentracion ideal de fuente de carbono para obtener el mayor rendimiento de
celulosa bacteriana.
Diagrama de espectroscopia infrarroja de celulosa para comparacién de pureza
de celulosa bacteriana obtenida.

INSTRUMENTOS
Equipo e instrumentos

TABLA 3. Instrumentos y equipo utilizado.

Cantidad Instrumento Descripcion

/Equipo
Estufa Estufa Velp Scientifica
con agitador magnético y
placa ceramica que es
resistente a corrosion.
Rango: 0 a 400°C
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Cantidad Instrumento

/[Equipo
1 Balanza
Analitica
1 Incubadora
1 Horno
1 Autoclave

Descripcion

Balanza Mettler Toledo
modelo AB204.
Rango: 10mga210g
Incerteza: +0.00005 g

Incubadora Lab-Line
modelo 100. Con
conveccion por gravedad
Rango: 20 a 60°C

Horno VWR de
Conveccion por
gravedad.
Mecaninsmo de
calentamiento por 3
lados.
Rango: 70 a 230°C

Autoclave Gemmy Co
mabdelo TC-406 de acero
inoxidable.
Tiempo de calentamiento:
30 min para 121°C
Rango: 121-132°C
1.2 a 2.0 kg/cm?

Imagen
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Cantidad Instrumento Descripcion Imagen

/[Equipo
1 Campana Campana para seguridad
biologica Thermo. Serie
1300, clase II, tipo A2. De
acero inoxidable.
1 Espectrometro Espectrometro FT-IR
Infrarrojo PerkinElmer médelo 100.
1 Potenciometro Rango medicion: -2.00 —
16.00
Temperatura medicion:
-5-110°C
Incerteza: + 0.05 pH
1 Espatula Utilizada para remover la
celulosa del medio.
15 Beakers 500 Recipientes con las
ml mismas dimensiones

para contener el medio.
Incerteza: + 25 ml
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Cantidad Instrumento Descripcion

/[Equipo
15 Beakers 100  Recipientes para purificar
ml la celulosa
Incerteza: + 5 ml
5 Frascos 1000 Frascos para preparacion
mi del medio y esterilizacion
1 Pipeta 10 ml Para medir solucion de
inoculacion.
Incerteza: + 0.05 ml
1 Pipeteador Para utilizar con las
pipetas.
1 TermOmetro  Medicidén de temperatura
de medio.

Rango: -20 a 110°C
Incerteza: £0.5°C

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.2.2 Reactivos utilizados en la metodologia

e Experimento No. 1

TABLA 4. Composicion del medio HS.

Compuesto g/L
Fuente de carbono 20
Peptona 5
Extracto de Levadura 5
Na:HPO4 2.7

Acido Citrico 1.15

Fuente: Hestrin & Schramm (1954).

TABLA 5. Composicion de fuentes de carbono utilizadas en medio HS.

Compuesto| g/L
Manitol 20
Fructosa 20
Glucosa 20
Sacarosa 20
Maltosa 20

Fuente: elaboracion propia (2018).

Los reactivos utilizados en el Experimento No. 1 fueron los siguientes. Tomando en
cuenta que la cantidad de medio utilizada por muestra fue de 225 ml y que se trabajo en
triplicado.

TABLA 6. Cantidad de reactivos utilizados en el experimento No. 1.

Materiales Cantidad |Unidad
Manitol 13.50 g
Fructosa 13.50 g
Glucosa 13.50 g
Sacarosa 13.50 g
Maltosa 13.50 g
Peptona 33.75 g
Extracto de Levadura | 33.75 g
Na2HPO4 18.23 g
Acido Citrico 7.76 g
NaOH 0.5 M 1.00 L

Fuente: elaboracion propia (2018).
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e Experimento No. 2

A continuacién, se muestra la cantidad de glucosa utilizada por muestra segun la

concentracion utilizada.

TABLA 7. Variacion de concentracion de glucosa en medio HS.

Cantidad Glucosa (g/L) | g por 90 ml
60 5.4
70 6.3
80 7.2
90 8.1
100 9

Fuente: elaboracion propia (2018).

Ademas, se muestra la cantidad total de reactivos considerando que se trabajo con un
volumen menor de 90 ml de medio por muestro debido a la menor disponibilidad de

glucosa.

TABLA 8. Cantidad de reactivos utilizados en el experimento No. 2.

Materiales Cantidad |Unidad
Glucosa 108 g
Extracto de Levadura 13.5 g
Na2HPO4 7.29 g
Acido Citrico 3.105 g
NaOH 0.5 M 1 L

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.3 PROCEDIMIENTO

En el procedimiento descrito a continuacion busca determinar las condiciones donde se
obtiene un mayor rendimiento de celulosa bacteriana al utilizar como in6culo Kombucha
gue contiene varias bacterias productoras de celulosa. A continuacion, se muestra el
procedimiento general describiendo todos los pasos que se realizaron.

DIAGRAMA 1. Procedimiento general.

Acondicionamiento de muestra de
Kombucha

Preparacion de muestras del
Experimento No. 1, variando entre 5
fuentes de carbono

Preparacion de muestras del
Experimento No. 2, variando la
concentracién de la mejor fuente de
carbono

\ J

Extraccién de celulosa

Evaluacion de la pureza de la
celulosa obtenida por
espectroscopia infrarroja

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.3.1 Acondicionamiento de muestra de Kombucha

Para la solucion de inoculacion se utilizé una mezcla de 5 variaciones de Kombucha,
donde tres de las variaciones fueron producidas personalmente y las otras dos
variaciones son de origen comercial, producidas por Mother Nature Foods. Las
variaciones fueron té verde con fresa y limon, té verde con cardamomo, té negro con
naranja, té verde con jazmin, y te negro. Las 5 variaciones se mezclaron en condiciones
equitativas. Cada muestra de kombucha se mantiene cada semana con el procedimiento
descrito a continuacion:

DIAGRAMA 2. Procedimiento de acondicionamiento de Kombucha.

Ebullir 1 litro de agua destilada

e A

Agregar 90 g de sacarosay 6 g
de té

[ Agregar fragmentos de pelicula ]
de celulosa (2.5%w/v) y liquido
de kombucha (10% v/v)

Cubrir con una servilleta y
sujetar con un hule

Incubar por 1 semanas a 30°C

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.3.2 Preparacion de muestras del experimento No. 1

En el experimento No. 1, se determind la mejor de 5 fuentes de carbono que fueron
sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y manitol. En beakers de 500 ml con las mismas
dimensiones se agrega el medio Hestrin Schramm (HS) y parte de la solucion de inoculo
(10% v/v). Todas las muestras se deben preparar en condiciones estériles para evitar la
presencia de microorganismos no deseados. Por lo que se esterilizd el medio y los
recipientes en un autoclave por 15 minutos a 121 °C. Las muestras se deben mantener
en un lugar sin iluminacion directa, preferiblemente en oscuridad, y con un buen flujo de
aire.

DIAGRAMA 3. Procedimiento de preparacion de muestras para el experimento No. 1.

Pesar cada componente del medio HS y cada fuente
de carbono

Mezclar agua desmineralizada con los componentes
del medio

Preparar las 5 variaciones del medio segun fuente de
carbono

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos

Agregar solucién de inoculacién (10% v/v) y medir pH
inicial

Cubrir cada muestra con papel y sujetar con hule

Dejar reposar por 4 dias a 30°C en una incubadora

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.3.3 Preparacion de muestras del experimento No. 2

En el experimento No. 2, se determiné la mejor concentracion de glucosa en un rango
de 60 a 100 g/L. En beakers de 500 ml con las mismas dimensiones se agrega el medio
Hestrin Schramm (HS) y parte de la solucion de inoculo (10% v/v). Todas las muestras
se deben preparar en condiciones estériles para evitar la presencia de microorganismos
no deseados. Por lo que se esterilizd el medio y los recipientes en un autoclave por 15
minutos a 121 °C. Las muestras se deben mantener en un lugar sin iluminacion directa,
preferiblemente en oscuridad, y con un buen flujo de aire.

DIAGRAMA 4. Procedimiento de preparacion de muestras para el experimento No. 2.

Pesar cada componente del medio HS y cada
variacién de concentracion de glucosa

7

Mezclar agua desmineralizada con los componentes
del medio

Preparar las 5 variaciones del medio segun la
concentracién de glucosa

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos

Agregar solucién de inoculacién (10% v/v) y medir
pH inicial

Cubrir cada muestra con papel y sujetar con hule

Dejar reposar por 4 dias a 30°C en una incubadora

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.3.4 Extraccion de celulosa

Al finalizar la fermentacion después de 4 dias, se retirg la capa de celulosa formada en
la superficie del medio. Luego se purifico con hidroxido de sodio para separar células de
otros componentes organicos que se encuentran adheridas a la celulosa. Para esto la
celulosa en NaOH 0.5 M se calent6 por 1 hora a 90°C. Y luego se realiz6 tres lavadas
con agua destilada. La celulosa purificada se sec6 en un horno a 105°C y pesé la celulosa
obtenida.

DIAGRAMA 5. Procedimiento de la extraccion y purificacion de celulosa.

Retirar capa de celulosa en la superficie del medio

e \

Purificar la celulosa con 0.5M de NaOH a 90°C por
1 hora

Realizar 3 lavadas con agua destilada

Secar la celulosa purificada a 105°C por 6 horas

Pesar la celulosa obtenida

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.4 DISENO Y METODOLOGIA ESTADISTICA

3.4.1 Localizacion
Laboratorio de Concalidad en el Campus Central de la Universidad Rafael Landivar,
ubicado en Vista Hermosa lll, zona 16 de la Ciudad de Guatemala.

3.4.2 Disefo experimental
Se efectuaron dos experimentos. Todas las pruebas se realizaron en triplicado. En los
dos experimentos la Unica condicion que se vario fue la fuente de carbono utilizada y su

concentracion.

Las variables que se mantuvieron constantes en los dos experimentos tenian los

siguientes valores:

e Tiempo de incubacion: 4 dias

e Temperatura de incubacion: 30°C
e pHinicial: 3.5
e Tamafios de recipientes: 500 ml
e Concentracion de peptona: 5 g/L

e Concentracidon de extracto de levadura: 5 g/L

e Concentracion de NazHPO4: 1.9035 g/L

a) Experimento No. 1

Todos los componentes del medio HS permanecieron constantes, la Unica variacion fue
la fuente de carbono utilizada. Pero las cinco fuentes de carbono se agregaron en la

misma concentracion, de 20 g/L.

DIAGRAMA 6. Esquematizacion de las muestras y sus repeticiones en el experimento

No. 1.
Variacidn de Fuentes de
Carbono en Medio HS
Sac:rnsa E:;asa GIUZJE EEIE:JSD I".-ia::ilol
I IR IR 2R Yy v ¥ Y v ¥ Y v ¥
[ S1 ][ S2 ][ 53 ] [ F1 [ F2 ][ F3 ] [ G1 ][ G2 ][ G3 ] [ML1][ML2][ML3] [MN1][MN2][MN3]

Fuente: elaboracion propia (2018).

64



b) Experimento No. 2

En el medio HS solo se vari6 la concentracion de glucosa. Para la cantidad de los demas
componentes del medio HS se mantuvieron constantes.

DIAGRAMA 7. Esquematizacion de las muestras y sus repeticiones en el experimento
No. 2.

Concentracion de
Glucosa en Medio HS

y k4 Y Y Y

60g Glucosa 70g Glucosa 80g Glucosa 90g Glucosa 100g Glucosa

r ¥ Y v ¥ Y v ¥ Y v ¥ Y v ¥
[50-1][502][503] [ 01][?02 [?03] [301][302 [303] [901][902 [903] [1110-1 [150-2][11}0-3]

Jﬂ

Fuente: elaboracion propia (2018).

3.4.3 Descripcion de las unidades experimentales

e Experimento No. 1: la celulosa bacteriana obtenida al variar entre 5 fuentes de
carbono en medio Hestrin Schramm.

e Experimento No. 2: la celulosa bacteriana obtenida al variar la concentracion de
la mejor fuente de carbono de las cinco utilizadas.

e Evaluacién de la pureza de la celulosa obtenida: la celulosa bacteriana
purificada y seca, comparada con el espectro teorico de la celulosa.

3.4.4 Variable respuesta

TABLA 9. Experimentos realizados y su variable respuesta.

Experimento Variable respuesta
Experimento No. 1 Porcentaje de rendimiento de la celulosa
Variacion entre cinco fuentes de carbono bacteriana seca obtenida
Experimento No.2 Porcentaje de rendimiento de la celulosa
Variacién de concentracién de mejor bacteriana seca obtenida
fuente de carbono
Evaluacion de pureza de la celulosa Espectro infrarrojo de la celulosa
obtenida bacteriana obtenida

Fuente: elaboracion propia (2018).
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3.4.5 Metodologia de analisis

En ambos experimentos se midié el rendimiento de celulosa bacteriana producida en
base de la cantidad de fuente de carbono presente en el medio. El peso de celulosa
bacteriana es aquel obtenido después del proceso de secado.

Peso de celulosa bacteriana (%)

* 100

Rendimiento (%) =
Concentracion de fuente de carbono (%)

Para determinar si habia una diferencia significativa entre los resultados de rendimiento
de todas las muestras del Experimento No. 1y del Experimento No. 2 se utiliz6 un andlisis
ANOVA de un factor, que se utiliza para chequear si las medias de dos 0 mas grupos
son significativamente diferentes. Las formulas utilizadas en el andlisis son.

Para calcular la media del rendimiento de celulosa entre las muestras y la poblacion
total:

XX

n

X =
x = media aritmética
x; = valores

n = numero de datos

Para la suma de cuadrados entre los grupos, comparando la media de cada muestra
con la media total:

SChntre = Ny (X — Xr)? + Ny (X — Xp)? + o+ (X — Xp)?
n; = numero de datos en cada muestra
X; = media de cada muestra
X7 = media total de la poblacion

Para la media cuadrada entre los grupos, la suma de cuadrados se divide entre los
grados de libertad:

ny (%, — ¥r)? +npy (X — X7)° + -+ + ny (K — %r)?

MCinere = k—1

n; = numero de datos en cada muestra
X; = media de cada muestra
X7 = media total de la poblacion

k = nimero de muestras
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Para la suma de cuadrados dentro de los grupos, se suma las sumatorias de la
desviacion de cada dato de la muestra con su media:

n n n
SCpentro = Z(xil - fl)z + Z(xiz - fz)z + ot Z(xik — fk)z
i i i

n = numero de datos en cada muestra
x;j = datos en cada muestra
X; = media de cada muestra

Para la media cuadrada dentro de los grupos, la suma de cuadrados dentro de los
grupos se divide por la poblacion menos el nUmero de muestras:

Y0 — %)% + X (g — %) + -+ X7 (e — %p)?
MCpenero = N —k

n = numero de datos en cada muestra
x;j = datos en cada muestra

X; = media de cada muestra

N = cantidad en poblacién

k = namero de muestras

Para calcular el estadistico F se utiliza las medias cuadradas entre y dentro de los
grupos:

F = M CEntre
M CDentro

MCgnre = Media cuadrada entre los grupos
MCpentro = Media cuadrada dentro de los grupos

Si el estadistico F es mayor que la F critica, entonces se puede rechazar la hipétesis

nula. También se puede rechazar si el valor p es mayor que el nivel de significancia (a).

Segun los datos obtenidos del espectro infrarrojo de la celulosa bacteriana se logré
calcular el indice de Cristalinidad Total:

Az

IC =
Az900

A3, = Absorbancia a 1472 cm™?

Asq00 = Absorbancia a 2900 cm™
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El indice de Orden Lateral:

_ Aqa30
Agos

A1430 = Absorbancia a 1430 cm™?
Agos = Absorbancia a 893 cm*
Y la energia de puentes de hidrégeno:
1\ /vy — v
Ey ==
= (&) 50)

v, = Frecuencia estandar correspondientes a los grupos OH libres (cm™)

v = Frecuencia de los grupos OH enlazados (cm)
K =1.6x1072 Kcal*

Para la comparacion de valores del espectro infrarrojos de la celulosa bacteriana
obtenida y espectro tedrico de la celulosa se calculé un porcentaje de error.
cm™1 Tebrico — cm™! Experimental

%Error = T x 100
cm~1 Teodrico

cm™! Teérico = frecuencia del espectro tedrico

cm™! Experimental = frecuencia del espectro experimental
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4 PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 VARIACION DE FUENTES DE CARBONO

TABLA 10. Cantidad de CB producida segun fuente de carbono y su rendimiento.

Peso CB Peso CB
Fuente Himeda Seca Produccion
de Promedio Promedio CB (g/L) Rendimiento Varianza
Carbono | +8.66x10° | + 8.66x10° 9
(9) (9)
. 0.0433 + 0.2167 + 5
Manitol 1.3766 0.0108 564x105 | 5.87x107% 3.53x10
0.0219 + 0.1093 + 7
Fructosa 0.6607 0.0055 337%10° | 2.49%107% 9.11 x10
0.4316 + 2.1580 + 4
Glucosa 2.5068 0.1079 446510 1.47%10°% 8.20 x10
0.0857 + 0.4287 + 5
Sacarosa 1.8151 0.0214 9.96x105 | 1.46x10°% 1.03 x10
0.1140 + 0.5700 * 5
Maltosa 2.1846 0.0285 1 285104 2 16x10% 2.36 x10

Fuente: elaboracion propia (2018).

GRAFICA 1. Comparacion de CB himeda producida por fuente de carbono.

Comparacion peso celulosa humeda
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Fuente: elaboracion propia (2018).

Maltosa
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GRAFICA 2. Cantidad de CB seca producida segin fuente de carbono.

Celulosa Seca Producida
0.12

0.10
0.08
0.06

0.04

Cantidad Producida (g)

0.02

0.00
Manitol Fructosa Glucosa Sacarosa Maltosa

Fuente: elaboracion propia (2018).

TABLA 11. Analisis de ANOVA para el experimento No. 1.

Fuente de Sumade | Grados Media F Valor P F
Variacion Cuadrados de Cuadrada critica
Libertad
Entre Grupos 8.40x10* 4| 2.10x10%| 1.2227 | 0.3609 | 3.4781
Dentro de 1.72x103 10| 1.72x10*
Grupos
Total 2.56x103 14

Fuente: elaboracion propia, 2018.

Para el analisis ANOVA de un factor se utilizé un nivel de significancia, a, de 0.05. Se
puede observar que el estadistico F es menor que el valor de la F critica, 1.2227 < 3.4781.
Por lo cual no existe diferencia significativa en el rendimiento de celulosa bacteriana entre
las cinco fuentes de carbono por lo que se acepta la hipétesis nula.
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4.2 VARIACION DE GLUCOSA

TABLA 12. Cantidad de CB producida segun cantidad de glucosa utilizada y su

rendimiento.
. Peso CB Peso CB
Contenido Himeda Seca .,
de . . Produccién L .
Glucosa Promedio | Promedio + CB (g/L) Rendimiento Varianza
@) +8.66x10° | 8.66x10° 9
(9) (9)
0.9213 + 1.5356 + 5
60 3.8344 0.0921 1.48x102 2 37%10°%% 2.94x10
0.2907 + 0.4152 + 5
70 3.2370 0.0291 4.83x104 3 79%1.05% 450 x10
0.3377 + 0.4221 + 5
80 3.4042 0.0338 5 57x104 4.05x10% 9.27 x10
0.2857 + 0.3174 + 7
90 2.7759 0.0286 4755104 2 89%106% 9.16 x10
0.1527 + 0.1527 + 7
100 2.1492 0.0153 2 64x10° 1.03%10°% 1.18 x10

Fuente: elaboracion propia (2018).

GRAFICA 3. Comparacion de CB himeda producida y cantidad de carbon consumida.
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GRAFICA 4. Cantidad de CB seca producida por concentracion de glucosa.
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TABLA 13. Analisis de ANOVA para el experimento No. 2.
Fuente de Suma de Grados Media F Valor P F
Variacion Cuadrados de Cuadrada critica
Libertad
Entre Grupos 3.65x104 4| 9.12x10°|10.3116 | 0.0014 | 3.4781
Dentro de
Grupos 8.85x10° 10| 8.85x10°
Total 4.53x104 14

Fuente: elaboracion propia (2018).

Para el analisis ANOVA de un factor se utilizé un nivel de significancia, a, de 0.05. Se
puede observar que el estadistico F es mayor que el valor de la F critica, 10.3116 >
3.4781. Por lo cual si existe diferencia significativa en el rendimiento de celulosa
bacteriana entre las cinco concentraciones de la mejor fuente de carbono por lo que se
acepta la hipotesis alternativa.
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GRAFICA 5. Espectro infrarrojo de la Celulosa Bacteriana obtenida mostrando

4.3 ESPECTRO INFRARROJO DE LA CELULOSA BACTERIANA
Transmitancia vs. Frecuencia.
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GRAFICA 6. Espectro teorico Infrarrojo y de Raman para la celulosa.
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TABLA 14. Comparacion de picos del espectro experimental con el teorico.

%T cm cm %Error
Experimental Teodrico

79.92 395.30 379 4.3008%
80.54 433.12 437 0.8879%
82.21 518.44 519 0.1079%
81.57 555.44 568 2.2113%
87.01 663.04 663 0.0060%
86.12 1030.86 1030 0.0835%
86.42 1054.83 1054 0.0787%
90.45 1108.54 1105 0.3204%
93.76 1161.38 1160 0.1190%
95.37 1315.11 1315 0.0084%

97.6 2895.48 2894 0.0511%
95.23 3342.66 3334 0.2597%

Promedio | 0.7029%

Fuente: elaboracion propia (2018)

TABLA 15. indices de cristalinidad y energia de puentes de hidrogeno de la celulosa

bacteriana obtenida.

A1372/A2900

A1430/Asas

Ex

Valor

0.9877

1.0147

0.39 kJ

Fuente: elaboracion propia (2018).
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5 DiscuUsION DE RESULTADOS

5.1 RENDIMIENTO SEGUN FUENTE DE CARBONO UTILIZADA

En el presente trabajo se buscé determinar la mejor de cinco fuentes de carbono,
con la cual se puede llegar a obtener un mayor rendimiento de produccion de celulosa
bacteriana. La fuente de carbono es el carbohidrato o sacéarido utilizado en el medio el
medio de cultivo como nutriente. En este caso el medio utilizado es el Hestrin Schramm
(HS) que ha sido utilizado extensivamente para la produccion de celulosa bacteriana. La
Unica variable en el Experimento No. 1 fue la fuente de carbono utilizada mientras que el
resto de las condiciones se mantuvieron constantes.

Se fuentes de carbono utilizadas fueron: sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, y
manitol. Cada variacion del medio HS mantuvo las mismas concentraciones de todos sus
componentes y la fuente de carbono siempre se utilizé a una concentracion de 20 g/L,
gue es la concentracion de fuente de carbono determinada inicialmente por el medio
Hestrin Schramm. Ademas, todas las muestras se prepararon en triplicado.

El medio HS contenia 10% de una soluciéon de inoculo. Y para asegurar la
diversidad de bacterias y levaduras en la solucién de inoculo, esta fue preparada de 5
variaciones de Kombucha en volumen equitativo. Donde 3 de las variaciones son
producidas personalmente (las variaciones fueron de té negro, té negro con naranja, y té
verde con jazmin) y las otras 2 variaciones son distribuidas comercialmente por Mother
Nature Foods (de té verde con cardamomo y té verde con fresa y limon).

Al preparar cada variacion del medio se asegurd la precision de la cantidad de cada
componente utilizado. Asi como se asegurd la esterilidad durante el proceso para
asegurar que no hubiera presencia de bacterias ajenas a la Kombucha durante la
fermentacién. Esto para evitar que cualquier bacteria ajena compitiera por el uso de
nutrientes.

La fuente de carbono fue esterilizada separadamente, ya que altas temperaturas
causan su degeneracién, donde por ejemplo la glucosa es una azlcar reductora y
reacciona con aminoacidos a altas temperaturas por medio de la reaccion de Maillard.
Por lo que se esteriliza fisicamente con filtros de 0.2 micras donde se asegura que no
pasan microorganismos por los poros.

El medio de cada muestra y sus triplicados se colocaron en beakers de 500 ml del
mismo tamafio. Ya que la produccion de celulosa bacteriana esta afectada por el tamafio
superficial del recipiente donde se llevd a cabo el cultivo, obteniendo un mayor
rendimiento al utilizar un recipiente mas grande (Goh, y otros, 2012). Esto se debe a que
la pelicula de celulosa se forma en la interfase aire-liquido por bacterias aerébicas, por
lo que a mayor area superficial hay mayor produccion de celulosa bacteriana.
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Pero en casos de que se use recipientes de gran profundidad, pero con poca area
superficial, las células en la gran cantidad de medio producen diéxido de carbono que
eventualmente se va acumulando debajo de la pelicula. Y debido a que la parte de la
inferior de la pelicula tiene un ambiente menos aerdbico, el crecimiento celular y la
formacion de la pelicula son inhibidos ya que las bacterias acéticas son aerobias
estrictas.

Para todas las muestras se mantuvo el mismo tiempo de cultivo, de 4 dias, a una
temperatura de incubacion de 30°C que es la ideal para obtener un mayor rendimiento
de produccion de celulosa bacteriana para bacterias presentes en la Kombucha (Nguyen,
Flanagan, Gidley, & Dykes, 2008). También todas las muestras tuvieron un pH inicial de
3.5 después de la adicién de la solucion de inoculo.

Después de 4 dias de cultivo en todas las muestras se formo una capa de celulosa
en la superficie del medio, pero segun la fuente de carbono utilizada la capa de celulosa
variaba de color, textura y grosor. La capa de celulosa bacteriana fue removida
cuidadosamente del medio y trasladada a otro recipiente. Esta celulosa bacteriana
obtenida podia contener residuos del medio y material organico de las bacterias o
levaduras. Por lo que, para purificar la celulosa, esta fue sumergida en una solucién de
hidroxido de sodio 0.5 My calentada a 90°C por 1 hora. Donde el calentamiento remueve
toda la materia organica presente en la pelicula de celulosa.

Posteriormente la celulosa fue lavada tres veces con agua desmineralizada para
remover posibles restos de materia organica. Por Ultimo, para remover el agua presente
se seco la celulosa por 6 horas a 105°C. Donde esta temperatura asegura la evaporacion
del agua presente y evita la degeneracion de la celulosa. La celulosa bacteriana obtenida
al final de este procedimiento fue pesada y a partir de este dato se calcul6 el rendimiento
de produccién de celulosa a partir de la cantidad de fuente de carbono agregada.

A partir de estos resultados, la fuente de carbono con la que se obtiene un mayor
rendimiento de produccién de celulosa bacteriana fue la glucosa. De la cual se obtuvo
0.1079 +8.66x10° g de celulosa bacteriana seca que corresponde a una produccién de
0.4316 +4.46x10* gramos por litros de medio HS, y un rendimiento de 2.3978+1.47x10°%.
Segun los 4 dias de fermentacidn se obtuvo una produccion de 0.0011 g/h. El analisis de
varianza muestra que no hay una diferencia significativa del rendimiento obtenidos entre
las fuentes de carbono por lo que se comprueba la hipétesis nula.

Segun lo observado en este estudio, donde la glucosa obtuvo una mayor
produccion de celulosa, se ha sugerido generalmente que la glucosa se convierte mas
facilmente en &cido gluconico y acido ceto-gluconico que acelera su produccion de
celulosa ya que el proceso de sintesis es mas directo (Masaoka, Ohe, & Sakota, 1993)
(Yamanaka, y otros, 1989). Por lo que al consumirse estos acidos en la sintesis de
celulosa se obtiene un incremento de pH al final de la fermentacion en comparacion a
otros medios con otras fuentes de carbono.
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Para otras bacterias, la presencia de estos 4cidos durante la fermentacion inhibe el
crecimiento de celulosa. Pero como se puede observar, el mayor rendimiento obtenido
al utilizar glucosa se puede deber a que las bacterias provenientes de la Kombucha no
son afectadas por un pH menor.

Esto se puede deber a que la Kombucha necesita un medio acido para poder llevar
a cabo la fermentacién por lo que siempre necesita un 10% de solucion de inoculo que
disminuye el pH del medio. Esta solucién de inoculacion permite un inicio rapido de la
fermentacion (Sievers, Lanini, Weber, Schuler-Schmid, & Teuber, 1995) y protege al
medio de la formacion de mohos y crecimiento de microorganismos no deseados (Frank,
1995).

Investigaciones anteriores que han utilizado medio Hestrin Schramm han registrado
un mayor rendimiento de celulosa al utilizar glucosa debido a la presencia de citratos
provenientes del 4cido citrico utilizado. Los citratos son productos intermedios del ciclo
de Krebs que se oxidan facilmente y se ha comprobado que son estimulantes de
crecimiento de celulosa bacteriana. Esto se debe a que los citratos se oxidan primero
gue la glucosa, dejando a la glucosa disponible para la sintesis de celulosa (Dudman,
1959) (Schramm, Gromet, & Hestrin, 1957). Ademas, también funciona como buffer,
manteniendo el pH en el rango Optimo para la sintesis de celulosa.

Otra sustancia presente en el medio que colabora a la fermentacién, pero no a la
sintesis de celulosa es el etanol. Segun lo reportado por Hermann (1928), las levaduras
presentes transforman la sacarosa, glucosa, fructosa y maltosa en etanol, que sirve como
fuente de energia para las bacterias del &cido acético que oxidan el etanol en &cido
aceético. Estas mismas bacterias también producen &cido lactico. Estos acidos protegen
a las levaduras de otras especies que no estan adaptadas a un medio &cido.

Dependiendo de la fuente de carbono utilizado se produce una cantidad distinta de
metabolitos. En el caso de la sacarosa y fructosa, estos producen la mayor cantidad de
etanol, siendo mayor la produccion con fructosa. Al utilizar glucosa, la cantidad de etanol
producida es minima, por lo que se obtiene una menor cantidad de acido acético, y es
otra razon por la que con esta fuente de carbono el pH final es mayor.

Al utilizar fructosa o glucosa, se obtiene la mayor cantidad de acido lactico
producido al décimo dia de fermentacién. Mientras que, con sacarosa, su nivel es mayor
al sexto dia de fermentacion (Reiss, 1994).

Considerando porque las otras fuentes de carbono no tuvieron un rendimiento
elevado, en el caso de la sacarosa, esta es hidrolizada en glucosa y fructosa, por lo que
la sintesis de celulosa lleva un proceso mas largo. Ya que después de hidrolizarse, por
acciéon de las bacterias del acido acético, la glucosa es convertida en acido glucénico
gue se convierte eventualmente en celulosa. Mientras que la fructosa es metabolizada
casi exclusivamente a acido aceético, nunca a acido gluconico. Por lo que se puede
decirse que, del contenido de sacarosa en el medio, solo un 50% procede a convertirse
a celulosa mientras que la fructosa solo produce una cantidad minima.
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Esto se logr6 comprobar en las muestras que utilizaron fructosa como fuente de
carbono. Donde la celulosa obtenida fue minima comparada a otras fuentes de carbono.
Y en un caso, la cantidad de celulosa obtenida era tan minlscula que después del
proceso de calentado y lavado esta no fue cuantificable.

En el caso de la maltosa, se genera una pequefia cantidad de acido acético. Pero
igual esta fuente de carbono no es utilizada tan efectivamente como la glucosa,
resultando en ser la segunda mejor.

Y el Manitol, aunque se ha reportado como la mejor fuente de carbono para la
produccioén de celulosa con Gluconacetobacter xylinus, la interaccion con otras bacterias
presentes en la Kombucha o tal vez un medio méas &cido no contribuyd a una produccion
elevada de celulosa.

Otra observacion que se tuvo al observar las capas de celulosa formadas por cada
fuente de carbono fue la gran variacion del color, grosor y textura de la celulosa. Pero en
el caso de la sacarosa, se obtuvo una capa gruesa sobre el medio, pero después de la
purificacion y secado la celulosa obtenida fue minuscula.

A partir de esto se concluyé que el grosor de la capa de la pelicula formada en la
superficie del medio no fue una buena indicacion de una mayor produccion de celulosa.
Estos resultados sugieren que hay diferencias considerables en la densidad entre
peliculas segun el medio y el carbohidrato utilizado. Como fue comprobado por Dudman
(1959) al utilizar seis medios para producir celulosa de Acetobacter acetigenum.

5.2 EFECTO DE CONCENTRACION EN RENDIMIENTO

Después de concluir de que la glucosa era la mejor fuente de carbono. Se preparé
cinco variaciones del medio HS usando distintas concentraciones de 60 g/L, 70 g/L, 80
g/L, 90 g/L, y 100 g/L. Este rango fue escogido ya que usando Sacarosa con bacterias
provenientes de la Kombucha se habia encontrado que su concentraciéon 6ptima era a
90 g/L (Goh, y otros, 2012).

Pero segun lo observado por los resultados, la mayor produccién de celulosa
bacteriana se obtuvo al usar 60 g/L de glucosa obteniendo 0.0921+8.66x10° g de
celulosa seca, que indica una produccion de 0.9213+1.48x10° g/L y un rendimiento de
1.5356 + 2.37x107°%. Y al usar concentraciones mayores se obtuvo un rendimiento
decreciente. Segun el andlisis de varianza si hay una diferencia significativa entre el
rendimiento obtenido a diferentes concentraciones por lo que se comprueba la hipétesis
alternativa.

Aunque segun los resultados encontrados en el Experimento No. 1 con glucosa a
20 g/L, se obtuvo un rendimiento de 2.1580 + 1.47x10°%, lo que indica que, aunque la
produccion sea menor se obtiene un mayor rendimiento a una concentracion menor.

Esto indica que el uso de una mayor cantidad de fuente de carbono en un medio
resulta en un pH mayor, lo que inhibe la fermentacion y la produccion de celulosa
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bacteriana (Ishihara, Matsunaga, Hayashi, & Tisler, 2002). En este caso se observo una
mayor produccion de celulosa al tener una menor concentracion de glucosa de 60 g/L, lo
gue confirma esta teoria. Segun los resultados obtenidos por Goh et al. (2012), las
bacterias del acido acético provenientes de la Kombucha son capaces de crecer y
producir celulosa a un pH < 3.0, por lo que las beneficia una menor concentracion con
un pH bajo. Mientras que segun Bergey y Holt (1994), el 6ptimo pH para el crecimiento
de Acetobacter spp. es entre 5.4 y 6.3, pero que también puede ocurrir crecimiento a un
pH de 4.0-4.5 y se puede dar un crecimiento minimo a 7.0-8.0. Esta discrepancia en los
resultados se puede deber a la variabilidad de la microflora presenta en la Kombucha
(Chen & Liu, 2000).

Una concentracion de 60 g/L de glucosa equivale a 6% de presencia de una fuente
de carbono en el medio. Donde al observar los resultados de Dudman (1959), obtuvo
una mayor produccion de celulosa en una concentraciéon de 2% y en 5% al utilizar
succinato (que se comporta similar al citrato) con Acetobacter acetigenum, con lo que
obtuvo 0.08 g y 0.58 g de celulosa seca respectivamente después de 40 dias de
fermentacion. Por lo que se comprueba que la glucosa produce mayor celulosa al utilizar
una menor concentracion de fuente de carbono.

5.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

En el espectro infrarrojo se puede observar que todas las bandas de absorcion
identificadoras de la celulosa observadas en el espectro tedrico corresponden con las
obtenidas en el espectro experimental. El porcentaje de error entre las frecuencias del
espectro tedrico y el experimental promedian a 0.7029%, lo que es un valor bajo que
comprueba que no hay diferencia significativa y comprueba la hipétesis nula.

La banda en 1430 cm, asignada a la vibracién simétrica de flexién del grupo CHz,
se conoce como la “banda de cristalizacién”, lo que indica que la celulosa obtenida tiene
estructura cristalina en lugar de amorfa. La banda de absorcién en 898 cm, asignada
para el alargamiento de C-O-C en enlaces (B-(1—4)-glicosidicos, esta designada como
una banda de absorcion “amorfa”, por lo que una baja intensidad indica que la celulosa
no ha tomado una forma amorfa.

La energia de puentes de hidrogeno obtenida de la muestra de celulosa bacteriana
indica un alto nimero de puentes de hidrégeno y consecuentemente un mayor grado de
cristalinidad.

La banda ancha entre 3700 y 3000 cm, que es debido a la vibracién de
alargamiento del enlace -OH, provee informacion relevante sobre los puentes de
hidrogeno. La asignacion de los puentes de hidrégeno intramoleculares en O(2)H—O(6)
y O(3)H—O(5), y el enlace intermolecular en O(6)H—O(3) en la estructura celular
cristalina se muestran en 3410-3460 cm, 3340-3375 cm, y 3230-3310 cm
respectivamente (Ciolacu, Kovac, & Kokol, 2010).
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Segun el mayor pico obtenido en esta area en 3342.66 cm™, se observar que hay
una mayor cantidad de enlaces intramoleculares entre O(3)H—O(5), con una ligeramente
menor cantidad de intensidad en el area 3230-3310 cm* indicando una menor presencia
de enlaces intermoleculares entre O(6)H—O(3).

Generalmente se aceptaba que, en la estructura de la celulosa vegetal, los enlaces
intramoleculares de tipo O(3)H—O(5) y O(2)H—O(6) estan presentes en ambos lados
de la cadena. Es conocido y aceptado que estos puentes de hidrégeno interpretan un rol
importando en determinar las propiedades conformacionales y mecanicas de la celulosa.

El alto grado de cristalinidad también se puede observar en la banda en 3342.66
cm?, donde muestras de celulosa con menor cristalinidad tienen bandas con mayor
intensidad. Por lo que una banda con menor intensidad indica un mayor grado de
cristalizacion.

También muestras de celulosa con bajo grado de cristalizacion, no muestran picos
definidos entre 1315 cm™* y 1161 cm™. Ya que la celulosa cristalina emite vibraciones
mas definidas en esta area resultando en picos agudos. Especificamente una celulosa
amorfa no mostraria un pico en 1427 cm* que indica un enlace CHz, asi como no se
mostraria un pico en 898 cm™. Debido a esto el radio A1430/Ases €s una medida sensible
del grado de cristalinidad (O'Connor, Du Pré, & Mitcham, 1958). Por lo que el valor de
1.0147 en este indice es un valor adecuado de cristalinidad ya que indica que no hay
una gran diferencia de intensidad entre los dos picos ya que los dos se encuentran
formados distintivamente, ya que si uno de los picos no se formara habria una menor
diferencia de intensidad y el valor del indice seria menor lo que indicaria un valor bajo de
cristalizacion.
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6 CONCLUSIONES

1. La fuente de carbono en donde se obtuvo un mayor rendimiento de celulosa
bacteriana fue la glucosa. Con la cual se obtuvo 0.1079 + 8.66x10° g después de
cuatro dias de fermentacion, que corresponde a una produccién de 0.4316 +
4.46x10* g/L, y un rendimiento de 2.1580 + 1.47x10°%. Esto se debe a que la
Glucosa se beneficia por la presencia de citratos del acido citrico utilizado y se
convierte mas facil en acido gluconico y acido ceto-gluconico que resulta en un
proceso de sintesis de celulosa mas directo. Ademas, las bacterias provenientes
de la Kombucha tienen resistencia a un pH menor generado por la presencia de
estos acidos.

2. Al variar la concentracién de glucosa en el medio HS, se obtuvo un mayor
rendimiento al utilizar la menor concentracion de 60 g/L. Con lo cual se obtuvo
0.0921 + 8.66x10° g después de cuatro dias de fermentacién, que corresponde a
una producciéon de 0.9213 + 1.48x102 g/L y un rendimiento de 1.5356 + 2.37x10°%.
Esto se debe a que concentraciones mayores generan un pH mayor que no
favorece a la sintesis de celulosa bacteriana y las bacterias provenientes de la
Kombucha crecen mejor a un pH menor de 3.

3. El espectro infrarrojo comprueba que se obtuvo celulosa de alta pureza. Esto se
logré debido a que el espectro infrarrojo de celulosa bacteriana producida
corresponde al espectro tedrico de la celulosa. Donde todas las bandas se
encuentran en la misma ubicacién, con un promedio de porcentaje de error de
0.7029%. También se encontrd que la celulosa bacteriana producida es cristalina
y no amorfa. Lo que fue comprobado al obtener un indice de cristalinidad A1430/Asgs
con valor de 1.0147, al tener un pico de baja intensidad en 898 cm™, la baja
intensidad de la banda ancha en 3342.66 cm™, la presencia de picos definidos en
1315 cm?, 1161 cm?, y 1427 cm. El pico en 3342.66 cm™' muestra la
predominancia de enlaces intramoleculares O(3)H—O(5) con una menor
presencia de enlaces intermoleculares entre O(6)H—O(3).
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7/ RECOMENDACIONES

Encontrar la mejor combinacion de fuente de carbono y fuente de nitrégeno con
bacterias provenientes de la Kombucha.

. Variar la concentracion de glucosa en el medio HS usando un rango menor de 10
g/L a 60 g/L para analizar su rendimiento en concentraciones bajas.

Utilizar melaza hidrolizada, harina de konjac, y glicerol como fuentes de carbono
con bacterias provenientes de la Kombucha.

. Aislar la bacteria Gluconacetobacter Kombuchae de la Kombucha ya que es una
bacteria productora de celulosa bacteriana y fijadora de nitrégeno. Y encontrar sus
concentraciones 6ptimas de fuente de carbono y nitrégeno.

Determinar el pH inicial mas conveniente para obtener un mayor rendimiento de
celulosa bacteriana con bacterias provenientes de la Kombucha.

Determinar el dia de fermentacién con mayor produccién de celulosa bacteriana
y el dia donde la produccién finaliza.

Utilizar jugos de frutas que son desechados de otros procesos como fuente de
carbono y de nutrientes para la produccion de celulosa bacteriana.

Encontrar una relacion entre la cantidad de fuente de carbono consumida y la
celulosa bacteriana producida tomando en cuenta la evaporacién al ambiente.

Determinar los efectos en la produccion de celulosa bacteriana al adicionar
citratos, acetatos, succinatos, y etanol.
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9.1 ABREVIATURAS

Medio HS
ufc
CB

GPa

um
UDP
UDPG

nm

SC
UGP
Glc-1-P
PGM
ATP
ADP
GQ
Glc-6-P
G6PDH

NAD

9 ANEXOS

Medio Hestrin Schramm

Unidad Formadora de Colonias

Celulosa Bacteriana
Gigapascal

Angstréom

Micrometro

Uridina Difosfato
Uridina Difosfato Glucosa
Nanometro

Infrarrojo

Sintesis de Celulosa
Pirofosforilasa UDPGlIc
Glucosa-1-Fosfato
Fosfoglucomutasa
Adenosina trifosfato
Adenosina difosfato
Glucoquinasa

Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Nicotinamida adenina dinucleétido



NADP
PGA
PGI
Fru-6-P
FQ
PTS
Fru-1-P
IPFK
Fru-bi P
FBP
Acetil CoA

PEP

XRD
RMN
a/b

Kcal

Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato
Acido 6-fosfoglucénico
Fosfoglucoisomerasa
Fructosa-6-fosfato
Fructoquinasa

Sistema fosfotransferasa
Fructosa-1-fosfato
Fructosa-1-fosfato quinasa
Fructosa-1,6-bi-fosfato
Fructosa-1,6-bi-fosfato fosfatasa
Acetil coenzima A
Fosfoenolpiruvato

Infrarrojo

indice de cristalizacién
Difraccién de rayos X
Resonancia nuclear magnética
indice de asimetria

Kilocalorias

92



9.2 GLOSARIO

Aminoécido

Amorfo

Bacterias del acido acético

Biopolimero

Celulosa Bacteriana

Celulosa Vegetal

Cepa

Citosol

Citrato

Cultivo estatico

Disacarido

Un aminoacido es un compuesto organico que
contiene un grupo amina (NHz) y un grupo carboxilo
(COOH). Los aminoacidos son la base de las
proteinas.

Amorfo es un adjetivo que hace referencia a aquello
gue carece de una forma fija o estable.

Las bacterias del &cido acético son un grupo de
bacterias Gramnegativas que oxidan azucares o
etanol y producen 4&cido acético durante la
fermentacion.

Los biopolimeros son macromoléculas sintetizadas
por seres vivos. Que también incluyen materiales
biocompatibles con el ser vivo.

La celulosa bacteriana es un compuesto organico con
formula (CeH100s)n producida por ciertos tipos de
bacterias.

La celulosa vegetal es un polisacarido que es un
importante componente estructural de la pared celular
de las plantas y varias formas de algas.

Una cepa es una poblacion de células de una sola
especie descendientes de una Unica célula. Es un
rango taxonomico de bajo nivel usado dentro de una
especie.

El citosol es el liquido que se encuentra dentro de las
células y que constituye la mayoria del fluido
intracelular.

Un citrato es la sal del acido citrico. Es el primer
compuesto intermedio del ciclo de Krebs, formado por
la condensacion entre el acetil-CoA y el oxalacetato.

Un cultivo estatico donde no hay movimiento del
liguido del medio durante la fermentacién, por lo que
el medio permanece en la misma posicion.

Un disacarido es un tipo de glucido formado por la
condensacion (union) de dos monosacaridos
mediante un enlace O-glucosidico.

93



Enzima

Espectroscopia

Fibrillas

Fosforilaciéon

Fuente de Carbono

Hexosa

In vitro

Isbmero

Konjac

Kombucha

Las enzimas son catalizadores  biologicos
macromoleculares. Las enzimas aceleran las
reacciones quimicas.

La espectroscopia es el estudio de la interaccion entre
la radiacién electromagnética y la materia, con
absorcion o emision de energia radiante.

Las fibrillas son materiales bioldgicos estructurales
gue se encuentran en casi todos los organismos vivos.
Las fibrillas tienden a tener diametros alrededor de 10-
100 nanémetros.

La fosforilacién es la adicion de un grupo fosfato a
cualquier otra molécula. En el metabolismo, es el
mecanismo basico de transporte de energia.

Fuente de carbono se refiere a cualquier molécula que
contenga carbono (carbohidratos, aminoacidos,
acidos grasos, dioxido de carbono) que es utilizada por
el organismo para la sintesis de sus moléculas
organicas.

Las hexosas son monosacéaridos formados por una
cadena de seis atomos de carbono. Su formula
general es CsH1206. Su principal funcion es producir
energia.

Los estudios in vitro son los realizados con
microorganismos, células, o moléculas biolégicas
fuera de su contexto biolégico. Los estudios se
realizan tradicionalmente en equipo de laboratorio
como tubos de ensayo, frascos, y placas Petri.

Isbmeros son moléculas que tienen la misma férmula
guimica pero sus atomos se encuentran ordenados de
forma distinta, produciendo propiedades fisicas y
guimicas diferentes.

Konjac es el nombre comun de una planta asiatica con
el nombre Amorphophallus konjac que tiene un bulbo
comestible.

La Kombucha es una bebida fermentada de té negro
o verde, ligeramente alcohdlica, levemente
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Macromoléculas

Melaza hidrolizada

Metabolito

Monosacarido

Oxidacion

pH

Plastidos

Polifenol

Polimero

efervescente, y dulce. Es tomada por sus supuestos
beneficios a la salud.

Las macromoléculas son moléculas muy grandes,
como una proteina, comunmente creadas por la
polimerizacibn de unidades mas pequeias
(mondémeros).

La melaza, o miles finales, son los residuos de la
cristalizacion final de la azlcar, de los cuales no se
puede obtener mas azucar por medios fisicos. La
melaza hidrolizada es aquella tratada con acido
sulfarico.

Un metabolito es el intermediario del producto final de
un metabolismo. El término metabolito esta restringido
a moléculas pequefias.

Los monosacaridos son azucares simples, o los
glucidos mas sencillos. No se hidrolizan, es decir, no
se descomponen en otros componentes mas simples.
Poseen de tres a siete atomos de carbono.

La oxidacioén es el proceso y el resultado de oxidar. La
oxidacién suceden cuando un atomo pierde una cierta
cantidad de electrones.

El pH es una escala logaritmica utilizada para
especificar la acidez o basicidad de una solucién
acuosa.

Los plastidos son organulos celulares eucariéticos,
propios de las plantas y algas. Su funcién principal es
la produccion y almacenamiento de importantes
compuestos quimicos usados por la célula.

Los polifenoles son wuna clase estructural de
compuestos quimicos principalmente naturales, pero
también sintéticos 0 semisintéticos, que se
caracterizan por la presencia de multiples unidades
grandes de fenoles.

Un polimero es una molécula grande, o

macromolécula, compuesta de muchas subunidades
repetidas.
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Polimorfismo

Rasgos fenotipicos

Sacarido

Simbiosis

Solucion de In6culo

Substrato

El polimorfismo es el efecto donde al cristalizarse una
misma molécula se apila en el espacio de varias
formas creando estructuras cristalinas diferentes.
Cada polimorfo tiene su propio patron de difraccion, y
sus propiedades quimicas y fisicas son distintas.

El fenotipo es la expresion del genotipo en funcién de
un determinado ambiente. Los rasgos fenotipicos
cuentan con rasgos fisicos como conductuales. Son
caracteristica so rasgos observables de un organismo.

El sacarido, glucido, o carbohidrato, es una
biomolécula compuesta de carbono, hidrégeno, y
oxigeno, cuya principal funcién en los seres vivos es
brindar energia inmediata y estructural.

Simbiosis es cualquier tipo de interaccion biologica
cercana y por un largo plazo entre dos tipos de
organismos biologicos. La interaccion suele ser
mutualista donde todos los simbiontes salen
beneficiados.

Es una solucion que contiene microorganismos 0 sus
partes (esporas, fragmentos miceliales, etc.) capaces
de provocar infeccidén o simbiosis cuando se transfiere
a un huésped. O la solucion que transfiere organismos
simbidticos o patdgenos a un cultivo.

El substrato es una especie quimica que se considera
el objeto de la accién de otros reactivos.
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9.3 PROCEDIMIENTO

TABLA 16. Imagenes por paso del procedimiento y de resultados obtenidos.

Descripcion procedimiento Imagen
Preparacion de Kombucha

Precalentamiento de medio

Filtracion de solucién con
fuente de carbono
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Descripcion procedimiento

Preparacion de cada medio por
fuente de carbono

Purificacion de celulosa
obtenida

Celulosa obtenida utilizando
fructosa
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Descripcion procedimiento

Celulosa obtenida utilizando
sacarosa

Celulosa obtenida utilizando
glucosa

Celulosa obtenida utilizando
maltosa
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Descripcion procedimiento

Celulosa obtenida utilizando
manitol

Crecimiento de celulosa en las
15 muestras con distintas
concentraciones de glucosa

Beakers con muestras de
celulosa humeda
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Descripcion procedimiento
Beakers con celulosa en
solucion de NaOH 0.5 M

Fuente: elaboracion propia (2018).
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9.4 DATOS OBTENIDOS

9.4.1 Experimento No. 1

TABLA 17. Datos obtenidos durante el experimento No. 1.

Peso Bolsa Peso Bolsa | Peso Bolsa Ppso CB Peso CB
No'. Fuente de vacia + con CB con CB Humeda + Seca *
Corrida Carbono 5x10° (g) Mojada Seca + 5x10° | 7.07x10° 7.07x10°
5x10° (g) °(9) 9) 9)
1 0.8256 1.4647 0.8257 0.6391 0.0001
2 Manitol 0.7554 2.8632 0.7730 2.1078 0.0176
3 0.8587 2.2415 0.8735 1.3828 0.0148
1 0.8490 2.2015 0.8578 1.3525 0.0088
2 Fructosa 0.7700 1.3995 0.7776 0.6295 0.0076
3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0
1 0.8613 4.4194 1.1338 3.5581 0.2725
2 Glucosa 1.0610 2.1839 1.0731 1.1229 0.0121
3 1.0473 3.8868 1.0864 2.8395 0.0391
1 0.9617 2.9122 0.9820 1.9505 0.0203
2 Sacarosa 0.7519 3.2929 0.7899 2.5410 0.038
3 0.8124 1.7661 0.8184 0.9537 0.006
1 0.9775 4.5208 1.0322 3.5433 0.0547
2 Maltosa 0.8995 2.5510 0.9235 1.6515 0.0240
3 0.8706 2.2297 0.8774 1.3591 0.0068
9.4.2 Experimento No. 2
TABLA 18. Datos obtenidos durante el experimento No. 2.
Contenido Peso Bolsa Peso Bolsa Peso Bolsa P,eso CB Peso CB
No. . Glucosa vacia + con CB con CB Hlmeda * Seca *
Corrida (g/L) 5x10° (g) Mojada + Seca = 5x10° | 7.07x10° 7.07x10°
5x10° (9) °(9) ) )
1 1.0073 4.6396 1.0816 3.6323 0.0743
2 60 0.9772 5.0239 1.0496 4.0467 0.0724
3 0.9380 47621 1.0677 3.8241 0.1297
1 0.9860 3.5916 1.0069 2.6056 0.0209
2 70 0.9885 3.7646 1.0086 2.7761 0.0201
3 1.0002 5.3295 1.0464 4.3293 0.0462
1 0.9899 41170 1.0116 3.1271 0.0217
2 80 1.0494 3.7454 1.0672 2.6960 0.0178
3 1.0022 5.3916 1.0640 4.3894 0.0618
1 1.0464 4.2038 1.0810 3.1574 0.0346
2 90 1.0200 4.2558 1.0524 3.2358 0.0324
3 1.0835 3.0179 1.1022 1.9344 0.0187
1 1.0268 3.4824 1.0452 2.4556 0.0184
2 100 1.0424 3.3853 1.0582 2.3429 0.0158
3 1.0220 2.6711 1.0336 1.6491 0.0116
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9.5 CALCULOS

9.5.1 Calculos resultados

e Peso de celulosa bacteriana hUmeda

El peso de la Celulosa Bacteriana hiumeda se encontré al restar el peso de la bolsa de
papel con la celulosa humeda y el peso de la bolsa vacia.

Wep Homeda = Whoisa con cB — Whoisa
WCB HUmeda — 1.4‘64‘7 g - 0.8256 g
Wep Himeda = 06391 g
e Peso promedio de celulosa bacteriana hiumeda

Para obtener el peso promedio de la celulosa bacteriana humeda se utilizé el peso
obtenido por cada triplicado de las muestras.

— _ Wepn1+Wepn 2 + Wepn 3
WCB Humeda — 3

_ 0.6391 g +2.1078 g + 1.3828 g
Wep nimeda = 3

WCB Himeda — 1.3766 g
e Peso de celulosa bacteriana seca

El peso de la Celulosa Bacteriana seco se encontr6 al restar el peso de la bolsa de
papel con la celulosa seca y el peso de la bolsa vacia.

Weg seca = Whaoisa conce — Whaoisa
Weg secq = 0.8257 g — 0.8256 g
Wep Homeaa = 0.0001 g
e Peso promedio de celulosa bacteriana seca

Para obtener el peso promedio de la celulosa bacteriana seca se utilizo el peso obtenido
por cada triplicado de las muestras.

— _ Weps1+ Wepsz + Wepss
WCB Seca — 3

_ 0.0001 g + 0.0176 g + 0.0148 g

WCB Seca — 3

Wep seca = 0.0108 9
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e Produccion de celulosa bacteriana en gramos por litro

El promedio de la celulosa seca obtenida se dividio por la cantidad de medio utilizada.

W,
Produccién CB = —55¢2
Medio HS
Prod 6n CB = 0.0108 g
roduccion = 0251

Produccion CB = 0.0433 g/L
e Rendimiento de celulosa bacteriana

El rendimiento de la celulosa bacteriana se calculé por la produccion de celulosa
bacteriana seca obtenida por litro de medio dividida entre la concentracion de fuente de
carbono utilizada por litro de medio HS.

Produccion CB (%)

Rendimiento (%) = 3
Concentracion Fuente de Carbono (Z)

* 100

Rendimiento (%) = o33 /L 150
= *
enaimiento 0 ZOg/L

Rendimiento = 0.2167%
e Indice de cristalinidad A1372/A2900

Para obtener los datos se ubicaron los picos en 1372 cm™ y 2900 cm! respectivamente
en el espectro infrarrojo obtenido. Y para cada pico se ubico en el eje y su porcentaje de
transmitancia.

_ Az 965 0.9877

IC =

e Indice de cristalinidad A1430/As93

Para obtener los datos se ubicaron los picos en 1430 cm y 893 cm™ respectivamente
en el espectro infrarrojo obtenido. Y para cada pico se ubico en el eje y su porcentaje de
transmitancia.

= — = 1.014
A893 955 0 7

IC

e Energia de puentes de hidrégeno

i =) (5)

104



£ = ( 1 )(95.37—95.23)( 1 Kcal )
H7\0.016 Kcal 95.37 4.184 kJ

Ey =039k]
e Porcentaje de error

Se calculo el porcentaje de error entre la ubicacion de cada pico en el espectro
infrarrojo experimental y el tedrico.

X o —X
%WError = | Te;;lco expl x100
Teorico
|379 — 395.3]
%Error = TxlOO

%Error = 4.3008%

9.5.2 Calculo propagacion de error

e Peso de celulosa bacteriana himeda

AWcg gimeda = i\/(AVVBolsa con CB)2 + (AVVBolsa)2

AWeg pimeaa = ++/(0.00005 g)2 + (0.00005 g)2

AWep Himeda = +7.07x107° g

e Peso promedio de celulosa bacteriana humeda

AWep vimeda = i\/(AWCBH 1)% + (AWepy 2)? + (AWepy 3)?

AWep mimeda = £4/(0.00005 g)2 + (0.00005 g)? + (0.00005 g)2

AVT/CB Humeda = 8.66x107° g

e Peso de celulosa bacteriana seca

AVVCB Seca = i\/(AVVBOlsa con CB)2 + (AVVBolsa)2

AWep seca = £4/(0.00005 g)2 + (0.00005 g)?2

AMWeg seca = £7.07x107° g

e Peso promedio de celulosa bacteriana humeda
AWep seca = /(AW 1)2 + (AWips 2)? + (AWeps 3)?

AW¢g seca = +4/(0.00005 g)2 + (0.00005 g)2 + (0.00005 g)2
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AWCB Seca — 866x10_5 g

e Produccion de celulosa bacteriana en gramos por litro

2

W, AW, AViedio Hs”
AProducciéon CB = i CB Seca CB Seca + Medio HS
VMedio HS

WCB Seca VMedio HS

A Produceisn Cp — 4 @01089 [(B66x10-5 )2 (0.0005 L)
roquectontE = 270251 0.0108 g 0251

A Produceisn Cp — 4 “01089 [(B66x10-5 )2 (0.0005 L)
roquectontE = 270251 0.0108 g 0251

AProducciéon CB = +5.64x107° g/L
e Rendimiento de celulosa bacteriana

ARendimiento %

—+

Producciéon CB + [Fuente de Carbono]

Produccién CB AProduccion CB* A[Fuente de Carbono]?
[Fuente de Carbono]

2 2
0.0433% (5.64x10‘5%) (0.00005%)
ARendimiento % = + + * 100

g g g
20 T 0.0433 I 20 T

ARendimiento % = +5.87x107%%
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9.6 ESPECTRO DE CELULOSA 20 MICRONES

GRAFICA 7. Espectro tedrico de celulosa 20 micrones.
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