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RESUMEN

En e presente estudio se evalud la produccion de celulosa bacteriana a partir de
Gluconacetobacter sp., aislada del vinagre de manzana; la investigacion se realizé durante
un periodo de 90 dias, en los meses de setiembre a diciembre del 2017, en el laboratorio de

Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae.

Se elaboraron medios de cultivo aternativos a partir de los extractos de aréandano y
manzana utilizando tres concentraciones diferentes (10, 20 y 30 %); se consideré seis
tratamientos, con tres réplicas cada uno (T1= extracto de ardndano al 10 %, T2= extracto
de arandano a 20 %, T3= extracto de arandano al 30 %, T4= extracto de manzana a 10 %,
T5= extracto de manzana a 20 % y T6= extracto de manzana a 30 %) y € tratamiento
control con seis réplicas, los cuaes se incubaron durante 15 dias, a 32 °C. Se registré la
produccion de celulosa bacteriana y se evauaron los pardmetros de cultivo: peso de la
celulosa bacteriana, estimacion del consumo de la fuente de carbono, pH, consumo del
volumen del medio remanente y medicién del diametro de la celulosa en los diferentes
tratamientos. Asimismo, se realizé el andlisis de la espectroscopia infrarroja FTIR para €
tratamiento més eficiente en la produccion de celulosa bacteriana. Los resultados del
andisis de varianza de la produccion de celulosa mostraron que hubo efecto significativo
del tipo de extracto de fruta (p < 0.05), las concentraciones de la fruta (p < 0.05) y €
tiempo de produccién de celulosa (p < 0.05), significando que cada uno de estos factores
influyd positivamente en la produccion de celulosa, resultando el tratamiento T3 € mas
eficiente (produccion de la celulosa bacteriana = 128,28 g/L y consumo de fuente de

carbono = 166,8 g/L) sobre |os otros tratamientos.

La espectroscopia infrarroja FTIR a la celulosa obtenida en e tratamiento T3, mostro
longitudes de onda caracteristicos de la celulosa, confirmandose la presencia de grupos
funcionales para este polisacarido. Se concluye que €l extracto a base de la fruta de
arandano es un excelente sustrato alternativo para la obtencion de celulosa bacteriana,
debido a una mayor disponibilidad de fuentes de carbono en forma de monosacaridos, que
resultaron esencial es para Gluconacetobacter sp.

Palabras clave: Gluconacetobacter sp., fermentacion, Vaccinium corymbosum,

biopolimero, celulosa bacteriana.
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ABSTRACT

The present study evaluated the production of bacterial cellulose by Gluconacetobacter
sp., isolated from vinegar of apple. The investigation was carried out over 90 days,
between September to December 2017, in the laboratory of Microbiology and
Biotechnology of the Universidad Catdlica Sedes Sapientiae.

Alternative culture media were developed from cranberry and apple extracts using three
different concentrations (10, 20 and 30 %); Six treatments were considered, with three
replications each (T1 = 10 % cranberry extract, T2 = 20 % cranberry extract, T3 = 30 %
cranberry extract, T4 = 10 % apple extract, T5 = extract of apple at 20 % and T6 = apple
extract at 30 %) and the control treatment with six replicates, which were incubated during
15 days, at 32 °C. The production of bacterial cellulose was registered and the following
parameters of culture were evaluated: weight of the bacterial celullose, estimation of the
consumption of the source of carbon, pH, consumption of the remaining volume and
measurement of the diameter of the cellulose in the different treatments. Likewise, the
analysis of the Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was realized for the most
efficient treatment in the production of bacterial cellulose. The results of the anaysis of
variance of the cellulose production showed that there was a significant effect of the type
of fruit extract (p < 0.05), the concentrations of the fruit (p < 0.05) and the time of
production of cellulose (p < 0.05), meaning that each of these factors positively influenced
the production of cellulose, resulting the T3 treatment being the most efficient (bacterial
cellulose production = 128, 28 g/L and carbon source consumption = 166, 8 g/L) over the

other treatments.

The infrared spectroscopy FTIR to the cellulose obtained in the trestment T3 showed wave
lengths typical of the cellulose, being confirmed the presence of functional groups for this
polysaccharide. This research concludes that the extract based on the fruit of blueberry is
an excellent aternative substrate for obtaining bacterial cellulose, due to greater
availability of carbon sources in the shape form of monosaccharides, which were essential

for Gluconacetobacter sp.

Key words: Gluconacetobacter sp., fermentation, Vaccinium corymbosum, biopolymer,
bacterial cellulose.
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INTRODUCCION

Uno de los sectores mas relevantes en todo e mundo es la industria de la produccién de
papel (Altesor, Eguren, Mazzeo, Panario y Rodriguez, 2008). A escala mundia, la
industria del papel es la quinta industria més grande en cuanto a consumo de energia,
contabilizando € 4 % del consumo de energia global. Para la elaboracion de papel, la
fuente primordia de fibra es la madera procedente de especies arbéreas, como pino y
eucalipto, de donde se obtiene la celulosa vegetal (Teschke & Demers, 1998). Para
elaborar aproximadamente una tonelada de hojas de papel se necesita hasta 3,5 toneladas
de especies arboreas (Green Peace, 2006); por consiguiente el crecimiento de la industria
papel era viene originando problemas ambientales y sociales. Es asi que |os cultivos de pino
y abeto requieren en el proceso de blanqueo productos clorinados, que contaminan el

ambiente (Fernandez, 2008).

La celulosa vegetal es un polisacarido que se extrae (con fines industriales) de especies
arbdreas, se emplea como materia prima para la elaboracion de diferentes productos,
principalmente del papel y sus derivados. En los Ultimos afios se ha logrado obtener
celulosa de diversas fuentes, logrando mayor relevancia la celulosa producida por
bacterias, debido a que presentan una composicién quimica idéntica y caracteristicas
fisicas superiores en comparacién a la celulosa de origen vegeta (Quintana, 2015).
Asimismo, la celulosa bacteriana ofrece un alto grado de pureza, a diferencia de la celulosa
vegetal gue se encuentra asociada ala hemicelulosay lignina (Khajavi et al., 2011, citado
por Quintana, 2015, p. 4), la cual mediante procesos quimicos se logra su separacion; sin
embargo, estos procedimientos resultan contaminantes con potenciales impactos negativos
para el ambiente debido a que generan sustancias quimicas que son vertidas en los cursos
de agua y liberados a aire. De igual manera los residuos sblidos generados en dichos
procesos quimicos, no presentan un tratamiento apropiado para reducir su peligrosidad ni

una disposicion final adecuada segin su nivel de toxicidad (Green Peace, 2006).

La ceulosa bacteriana es producida principalmente por bacterias de género
Gluconacetobacter, este tipo de microorganismo utiliza como sustrato un medio de cultivo
liquido, que incluye diversas fuentes de carbono como glucosa, sacarosa, fructosa, melaza,
glicerol y manitol (Jaramillo, Perna, Benito-Revollo, Arrieta y Escamilla, 2013); por
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consiguiente, se pueden cultivar en sustratos econémicos como jugos de frutas, remolacha
o licor de maiz, considerandose como una gran alternativa para la elaboracion de la
celulosa (Perna, 2013).

En la presente investigacion se pretende obtener celulosa bacteriana a partir de residuos de
frutas, que generalmente son eliminados y desperdiciados, por estar muy maduros y/o no
ser aptos para consumo humano. Sin embargo, estos residuos podrian ser fuente de
carbono paralasintesis de la celulosa bacteriana, y alavez generar un valor agregado alos
residuos organicos, teniendo una mejor opcion de aprovechamiento y transformacion,

evitando asi |os impactos negativos ala salud de las personas y a ambiente.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener celulosa bacteriana a partir de Gluconacetobacter sp. mediante la

fermentacion de extractos de frutas de descarte de manzanay arandano.

Objetivos Especificos

- Aidar y caracterizar bacterias del género Gluconacetobacter a partir del
vinagre de manzana, mediante técnicas microbiol égicas.

- Obtener biomasa de Gluconacetobacter sp. en medio de cultivo Hestrin y
Schramm.

- Elaborar un medio de cultivo dternativo a partir de extractos de manzana y
ardndano de descarte.

- Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de la celulosa bacteriana
obtenida bajo condiciones de cultivo en sustrato estandar y en sustrato
aternativo.

- Comparar la calidad y cantidad de celulosa bacteriana obtenida bao

condiciones de cultivo en sustrato esténdar y en sustrato alternativo.
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CAPITULO I: REVISION DE LITERATURA

1.1. ANTECEDENTES

Parant (2005) evalud la produccion de gel celulésico por Acetobacter xylinum
DSM-2004 sobre jugo de arandano. El objetivo del estudio fue obtener 1a mejor
formula de cultivo para la elaboracion del gel celulésico de arandano a nivel
industrial. Se comenz6 con la activacion de la cepa madre a nivel de laboratorio
en el medio Caldo Acetobacter que se incubo por 5 dias a 32 °C y transcurrido €
tiempo de incubacion, realizd la multiplicacion masiva a través de los repiques.
Seguidamente fueron sembrados en un medio de cultivo conformado por materias
primas como pulpa de arédndano (2 604 g) y azlcar (300 g), asi también insumos
guimicos como sorbato de potasio (0,3 g), cloruro de calcio (17,7 g), fosfato de
potasio (9 g) y extracto de levadura (30 g); conformando €l licor madre primario.
Posteriormente prepard el licor madre industrial para siete ensayos diferentes, con
una concentracion de pulpa de ardndano al 20 % a cua agregd los insumos
utilizados en €l licor madre, en cantidades diferentes segun e requerimiento de
cada ensayo e incluyendo €l inéculo de Acetobacter xylinum (2643 g) procedente
del licor madre; incubados por 15 dias. Asi mismo, realiz6 un andlisis quimico al
gedl celulésico obtenido en el mejor ensayo y se determind e contenido total de
antocianinos a licor madre industrial, por e método diferencial de pH. Los
resultados mostraron que e ensayo nimero 4 con la formulacion de pulpa de
arandano (10 g), agua (79 g), sorbato de potasio (0,01 g), azlicar (10 g), extracto
de levadura (1 g), cloruro de calcio (0,6 @), fosfato de potasio (0,3 g) y
Acetobacter xylinum (1 g) alcanzd una produccion maxima de gel celuldsico de
159,5 g/L con un espesor del gel celulésico de 1,3 cm. Respecto a andlisis
guimico de la nata de arandano, obtuvo 97,62 % de humedad, 2,47 % de ceniza
total, 13,51 % fibra cruday 9,12 % de proteina. La determinacion del contenido

total de antocianinos mostré que por cada 100 g licor madre hubo 200 mg de



antocianinos. El autor concluyé gue con una adecuada formulaciéon de insumos

obtuvo gel celul6sico de buena calidad y espesor.

Norouzian et a. (2011), estudiaron la produccion de nano fibras de celulosa por
Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245. El objetivo del estudio fue producir
celulosa bacteriana en diferentes medios de cultivo, tales como Agar Cerebro
Corazon, Agar/Caldo Luria Bertani, Infusién Cerebro Corazon, Hestrin-Schramm
y medio N° 125. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 28-30 °C durante
siete dias en condiciones estéticas. Para eliminar las impurezas bacterianas, las
membranas de celulosa producidas se trataron y purificaron con una solucién de
NaOH 0,1 M a 90 °C durante 30 minutos, seguidamente se secaron por
congelacion a -40 °C, con ayuda de un liofilizador. La celulosa bacteriana
preparada se caracterizG por microscopia electrénica de barrido (SEM [de sus
siglas en inglés]), espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y
difraccion de rayos X (XRD). La cantidad de celulosa bacteriana producida se
relaciond directamente con € &rea de superficie de los recipientes de cultivo,
donde se observé que la estructura de red de torsién poseia muchas cintas de
nano-fibra con un didmetro de 30 nm a 1 um. Con respecto a la caracterizacion
fisica, la més resaltante fue la observacion redizada a través del SEM, donde la
celulosa bacteriana secada por liofilizacion contiene poros mas homogéneos que
los secados por aire caiente. Se concluy6 que la celulosa bacteriana demostro ser
eficiente debido a su sencillo proceso de fermentacion, por lo que la produccion a

escalaindustria parece ser factible.

Jaramillo, Tobio y Escamilla (2012) determinaron e efecto de diferentes
concentraciones de sacarosa en la produccion de celulosa por la bacteria
Gluconacetobacter xylinus IFO 13693. En € estudio, para e mantenimiento de la
bacteria utilizaron e medio Hestrin—-Schramm modificado y lo cultivaron a 30°C
en condiciones estaticas. EI medio de cultivo liquido para la produccion de
celulosa estuvo compuesto por sacarosa, pulpa de tomate, amonio, citrato y sales
de magnesio, fosfato, calcio y potasio. Las concentraciones de sacarosa utilizados
fueron 0,8; 1,7; 2,8; 4,9; 59y 7,6 % (p/v), y & pH se gustd a5,5. Las colonias de
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G. xylinus fueron inoculadas en 72 biorreactores de vidrio (de 9,5 cm de didmetro
y 11 cm de ato), que contenian 200 ml de medio y se incubaron a 30°C, durante
7, 14, 21 y 28 dias, en condiciones estaticas. Para evauar la cinética de la
hidrélisis de la sacarosa y formacién de celulosa, Jaramillo et al. utilizaron €l
modelo de Michaelis-Mente y el software Microcal Origin 6,0. Al fina del
estudio encontraron que a la cuarta semana, la cantidad de celul osa bacteriana que
se obtuvo fue de 32,5 a 39,5 ¢g/L, considerando las diferentes concentraciones de
sacarosa. Se concluyd que la hidrdlisis de sacarosa, € consumo de glucosa y
fructosa se evidenciaba en la produccion de celulosa bacteriana, donde €
rendimiento de Gluconacetobacter xylinus dependia de la concentracion del
sustrato.

Jaramillo et al. (2013) evaluaron €l efecto de diferentes concentraciones de
fructosa (1,0; 5,0; 10 y 15 % p/v) en la produccion de celulosa bacteriana en
cultivo estético de Gluconacetobacter xylinus IFO 13693. Para la investigacion,
emplearon e medio agar-fructosa y un medio de cultivo liquido que contenia
fructosa como fuente de carbono y suplementos con sales de magnesio, fosfato,
potasio y calcio. Para la obtencion de indculos realizaron cultivos en medios
liguidos y aguellos cultivos puros que presentaron caracteristicas con formacion
de fibrillas de celulosa y con mayor turbidez fueron seleccionados. En
biorreactores cilindricos de 750 ml con 200 ml de medio de cultivo agregaron el
10 % (v/v) del inéculo obtenido y se incubaron a 30 °C durante distintos tiempos
desde 1,5 dias hasta 28 dias; durante ese tiempo se determinaron las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas de la celulosa bacteriana. Evaluaron €l consumo de
fructosa en funcion del tiempo para las diferentes concentraciones de 1,0; 5,0; 10
y 15 % (p/v) del sustrato. El resultado del estudio demostré que la concentracion
Optima para la sintesis de la celulosa bacteriana fue a 10 % (p/v) de fructosa,
donde acanzdé € maximo grosor; asimismo observaron que € consumo de la
fuente azucarada fue de un 90 % de la concentracion inicial. En su investigacion
Ilegaron ala conclusion de que se puede utilizar un medio de cultivo de bajo costo
para el proceso de la sintesis de celulosa; los investigadores también mencionan

gue a través de un sistema de biorreactor se puede contribuir a una alta



productividad de celulosa bacteriana en un periodo limitado, con miras de
producir celulosaanivel industrial.

Perna (2013) evalud la produccion de celulosa por Gluconacetobacter xylinus
(Acetobacter xylinum) IFO 13693 en presencia de melaza de cafia, bgo
condiciones estéticas y/o de flujo de aire intermitente. El mantenimiento de la
bacteria se realiz6 con & medio Watanabe modificado y para la produccion de
celulosa se prepard un medio de cultivo liquido (MZA) compuesto de melaza
diluida en concentracion de 13,3 %, amonio, &cido citrico y sales de magnesio,
fosfato, calcio y potasio a un pH de 5,6. Inéculos activados (10 % v/v) se
adicionaron a 36 biorreactores cilindricos (cubiertos con tapones de algoddn) y se
incubaron a 30 °C durante 1,5; 3; 7; 14; 21 y 28 dias. Concluido € tiempo de
cultivo, midié la produccion de celulosa bacteriana, e volumen remanente y la
cantidad de fuente de carbono en e remanente. Asimismo, determino la
comprensibilidad de la celulosa sintetizada y € rendimiento del producto. Los
resultados sobre la produccion de celulosa indicaron que hubo un incremento
considerable entre los 14 y 21 dias, con un porcentgje de 51 % en €l cultivo
estatico, mientras que en € cultivo estético-aireacion e incremento fue entre los 7
y 14 dias con un porcentgje de 55 %. Se obtuvo valores de la velocidad de
formacién promedio entre 0,027 g/L/h 'y 0,63 g/L/h para e cultivo estético y 0,70
g/L/h para & cultivo con flujo de aire intermitente. Respecto a porcentaje de
compresibilidad de la celulosa, a cabo de los 28 dias, presentd una ligera
disminucion. En relacion a volumen del medio de cultivo remanente, disminuyé
en un 10 % en € cultivo estético y un 17 % en € cultivo con flujo de aire
intermitente. La fuente de carbono en e cultivo estético tuvo un consumo de
sacarosa en un 79 % y para € cultivo estético-aireacion fue en un 82 %. Respecto
a rendimiento del producto en cultivo estético con aireacion intermitente se
obtuvo e mayor rendimiento de celulosa con una produccion de 81 % més que en
el cultivo estético. El estudio concluyd que en condiciones estaticas con aireacion
superficial hubo mayor capacidad de sintesis de celulosa, produciendo 103 g/L,
aproximadamente 20 % més gque en € cultivo estético sin aireacion. El peso seco
de la celulosa aumenté gradualmente con un 48 % de diferencia, entre las dos

técnicas de cultivo.



Hungund et al. (2013) estudiaron la produccion de celulosa bacteriana por
Gluconacetobacter persimmonis GH-2 utilizando fuentes de carbono a bajo precio
a partir de zumos de fruta, melaza y amidén. Para el aislamiento y cultivo de la
cepa bacteriana emplearon un medio de cultivo a base de glucosa, extracto de
levadura, peptona, fosfato disodicoy &cido citrico (medio Hestrin-Schramm (HS)
modificado); y para evaluar la produccion de celulosa utilizaron zumos de pifia,
granada, meldn, sandia, tomate y naranja, solucion con melaza tratada con H>SO4
(libre de sdlidos) y solucion neutralizada de almidon de papa. La bacteria fue
cultivada en e medio HS modificado, donde se adiciond los diferentes zumos y
soluciones obtenidas, durante 14 dias. Se evaluo €l efecto de las fuentes duaes de
carbono y € efecto de las fuentes de carbono de bajo precio. En los resultados se
observé que Gluconacetobacter persimmonis GH-2 es capaz de usar varios
carbohidratos (2 % p/v) para e crecimiento y la produccion de celulosa. Se
encontré una produccion maxima de 5,56 g/L con la fructosa. En la combinacion
de las fuentes de carbono todas produjeron celulosa, siendo la combinacion
fructosa més sacarosa con las que se obtuvo la mayor produccion con 8,79 g/L. Se
determiné que todas las fuentes de carbono baratas lograron producir celulosa
bacteriana y la produccion méaxima fue dada por € melén con una produccion de
8,08 g/lL. La melaza como fuente de carbono barata presenta sustancias
desconocidas que pueden inhibir € crecimiento del microorganismo. Es asi que
los sustratos de fruta deben proporcionar los nutrientes esenciales para que
Gluconacetobacter persimmonis pueda producir celul osa bacteriana.

Grande (2014) investigé € desarrollo de nanocompuestos basados en celulosa
bacteriana para aplicaciones biomédicas; con ese fin, cultivd Gluconacetobacter
saccharivorans en un sistema estético, en un medio de cultivo a base de D-
Glucosa anhidra, peptona, extracto de levadura y acido acético glacial, a cual le
anadié por separado, almidén de maiz y de papa a una concentracion de 2,0 %
(w/v). Los geles de celulosa-almidon fueron retirados de la interface, lavados y
analizados por difraccion de Rayos X y espectroscopia mediante infrarrojos
basados en reflexion total atenuada (ATR-FTIR, Attenuated Total Reflection
Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Se realizo la caracterizacion mecanica

de las muestras de nanocompuestos a través de ensayos de traccion en una
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maquina de traccion MTS Synergie 200. Finamente se evalud la morfologia de
los nanocompuestos a través de la caracterizacion morfol 6gica mediante ensayos
de microscopia electrénica de barrido. Los andlisis de la Difraccion de Rayos X
indicaron que la celulosa bacteriana pura mostré los més atos niveles de
cristalinidad (74,8 %); asimismo, la presencia de almidéon gelatinizado en los nano
compuestos mostro la reduccion de los valores de cristalinidad a 69,5 % para el
caso de los nanocompuestos con amidon de papa y 71,0 % para los
nanocompuestos con almidon de maiz. Los resultados de la espectroscopia ATR-
FTIR para la celulosa bacteriana pura presento cinco picos caracteristicos entre
los rangos de longitud de onda de 984 y 1106 cm, mientras que para los
nanocompuestos de celul osa bacteriana-almidén no se pudo observar € enlace C-
O a la longitud de onda de 984 cm!. La fraccion volumétrica del almiddn
gelatinizado (ubicado en las zonas externas de la red de la celulosa) fue de
aproximadamente 90 %. Respecto a andlisis de las propiedades mecanicas
(esfuerzo maximo, elongacion méaximay maédulo de elasticidad) para muestras de
la celulosa bacteriana—almidén de maiz se obtuvo los menores valores. Respecto a
las muestras de celulosa bacteriana-almidén de papa, mostraron vaores similares
ala celulosa bacteriana pura. Por otro lado, la morfologia de nanocompuestos de
celulosa bacteriana-pura mostré una red de nanofibras definidas; a diferencia de
los nanocompuestos de celulosa bacteriana-almidon en los que no se logro

apreciar lared de nanofibras.

Castro (2015) evalu6 y determiné las condiciones en € cultivo de
Gluconacetobacter medellinensis respecto a la produccion de celulosa bacteriana
utilizando tres fuentes de carbono diferentes: glucosa, fructosa y sacarosa; para
ello adicion6 cada carbohidrato (al 2 %), por separado a medio convenciona
Hestrin-Schramm y estimé el consumo de cada tipo de carbohidratos durante la
produccion de celulosa bacteriana. Para la obtencion del preindculo se sembré
Gluconacetobacter medellinensis en placas petri con medio Hestrin-Schramm con
agar a 2,5 % y seincubaron durante 72 horas a 28 °C; las colonias aisladas fueron
suspendidas en agua estéril hasta obtener una concentracion de 1,5 x10° UFC/ml.
Posteriormente para evaluar la produccion de la celulosa bacteriana, se empled

medios de cultivo liquidos en los cuales se considerd nutrientes establecidos en €l
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medio Hestrin- Schramm (HS) donde la fuente de carbono (glucosa, fructosa o
sacarosa) vario en concentracionesde 1, 2y 3 %, se gusto €l pH a3,6 y seincubo
a 28 °C. Realiz0 la cuantificacion de biomasa de Gluconacetobacter medellinensis
durante la fermentacion del medio de cultivo y determind la cinética de
crecimiento del microorganismo. Posteriormente evalud € consumo de la fuente
de carbono durante la produccién de la celulosa bacteriana. Finalmente anaizo la
caracterizacion morfologica de Gluconacetobacter medellinensis. El estudio
determind que € medio de cultivo constituido por glucosa a 2 % fue e que
presentd mayor cantidad de biomasa con 6,47 x 10° UFC/ml y con producciones
méximas de 2,8 g/L de celulosa bacteriana; asimismo, en relacion a consumo de
la fuente de carbono, se mencioné que G. medellinensis tuvo mayor afinidad por
la glucosa, seguida por la sacarosa y finamente la fructosa. Sin embargo, €
microorganismo presentd mayor adaptacion a la sacarosa en la fase de inicio del
cultivo, lo cual resultd adverso debido a que en las siguientes fases de crecimiento
del microorganismo no se observé € mismo resultado inicial. Respecto a la
caracterizacion morfolégica de la celulosa bacteriana, observé que las redes
conformadas por las nanofibrillas sintetizadas por Gluconacetobacter
medellinensis cultivadas en glucosa a 2 % fueron menos densas que las que se

obtuvieron en los medios que contenian fructosa al 2% y sacarosa al 2%.

Enciso (2015) investigd e efecto de siete inductores sobre la produccion de
celulosa bacteriana en la cepa Gluconacetobacter medellinensis. La primera fase
consistié en la evaluacion de diversos inductores quimicos como acido acético,
acido citrico, &cido lactico, acido malico, &cido oxdlico, acido succinico y etanol,
y e medio Hestrin — Schramm como tratamiento control. Para redizar la
evaluacion, comenzd preparando e preindéculo con  Gluconacetobacter
medellinensis crio-preservada a una concentracion de 6 x 10° bacterias/ml, luego
adiciond los inductores quimicos a una concentraciéon de 1,0 p/v a medio Hestrin
— Schramm y gjusto el pH entre 3,60 y 3,70; cada frasco fue inoculado con 10 %
(v/v) del volumen del medio (10 ml) del preinéculo y se incubaron a 28 °C
durante 13 dias. Evalud las diferentes concentraciones de 0; 0,1; 1; 2; 4; 6; 8y
10% de los dos inductores que favorecieron una mayor produccion de celulosa en

la primera fase. Posteriormente evalud la cinética de crecimiento bacteriano y de
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produccion de celulosa con los dos inductores y como fase final se hizo la
caracterizacion de la celulosa producida con los dos inductores. En la evaluacion
de los inductores observd un mayor espesor en las membranas con etanol con una
produccion de celulosa de 2,7428 g/L y en el écido acético con una produccion de
2,0980 g/L, mientras que con € &cido l&ctico se tuvo una produccion de 1,6143
g/L, con el &cido citrico una produccion de 1,6580 g/L y con e &cido succinico
una produccién de 1,6187 g/L, en los cuales €l espesor de la membrana no cambio
al compararlo con € control. El &cido mélico presentd una disminucion en la
produccion de celulosa con 0,5047 g/L, y en e &cido oxalico hubo inhibicion en la
produccion de celulosa y por consiguiente no se obtuvo vaor alguno. La cinética
de crecimiento fue mayor para el medio modificado con etanol, siendo 1,45 veces
mas que & control y 1,13 veces més que e medio modificado con écido acético y
este Ultimo siendo 1,28 veces mayor que € control. En la produccion de celulosa
el medio modificado con etanol fue 1,99 veces mayor respecto al control y 1,42
veces mayor respecto a medio modificado con écido acético. Este estudio
también determinG que a concentraciones mayores a 8 % p/v de etanol y 4 % p/v
de &cido acético se inhibe la produccion de la celulosa. Finalmente, las pruebas
mecénicas realizadas entre las membranas inducidas con etanol y &cido acético en
comparacion con el control no mostraron variacion alguna; por lo tanto, es posible
utilizar éstos dos inductores quimicos para aumentar la produccién de celulosa
bacteriana sin afectar su calidad.

Quintana (2015) estudio la produccion y caracterizacion de la celulosa bacteriana
obtenida a partir de Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178, evaluando €
efecto de laaireacion y la relacion Carbono/Nitrogeno (C/N) sobre la produccion
de celulosa mediante un cultivo sumergido empleando & medio Hestrin-
Schramm. La cepa bacteriana fue cultivada en biorreactores con agitacion
mecanica a 100 rpm y sin agitacion (condiciones estéticas), a una temperatura de
30°Cy conun pH inicial de 6,0. Larelacion C/N fue de 3,5; 7,1; 14,2y 21,2 que
corresponde a las concentraciones de glucosa de 10, 20, 40 y 60 gL,
respectivamente; € tiempo de cultivo fue 144 h para todos los tratamientos. La
caracterizacion quimica de las peliculas de celulosas fue mediante espectroscopia

infrarroja. El estudio determind que la concentracion de glucosa que obtuvo
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mayor produccién de celulosa bacteriana fue la de 40 g/L (C/N 14,2), con 5¢/L de
extracto de levaduray 5 g/L de peptona de caseina, donde acanzé una maxima
produccion de 0,46 g/L de celulosa bacteriana y con una productividad de 0,055
g-BC/g-BM*h; en relacion a sistema de produccion, € sistema de agitacion
mecénica fue mejor debido a que €l tiempo requerido para producir celulosa fue
menor que en el sistema estético. El andlisis mediante la espectroscopia infrarroja
(FTIR) mostro la presencia de bandas caracteristicas de grupos funcionales de la
celulosa como O-H, C-O-C y C-O, los cuales correspondia a las longitudes de
onda 3272; 1160,8 y 1033,6 cm’, respectivamente. El autor concluy6 que G.
xylinus ATCC 700178 presentd gran eficiencia en la produccion de celulosa, y
gue e sistema agitado fue € mejor sistema debido a la ata produccion del

biopolimero.

1.2. BASESTEORICAS

1.2.1.Bacterias

Los procariotas (“pro” de primitivo y “cariota” de nlcleo) son un grupo
taxondémico gue comprenden a los organismos anucleados, microscopicos,
gue se caracterizan por no poseer tejidos diferenciados (Woese et al., 1990,
citado por Rosellé-Mora, 2005, p. 12). Las bacterias son microorganismos
unicelulares, procariotas, que tienen membrana celular, pared celular de
estructura rigida compuesta de peptidoglicano, ribosomas (que cumplen
funciones de sintesis proteica) y acido desoxirribonucleico (ADN) de forma
circular y cerrada. Su reproduccion es por fision binaria'y su crecimiento se
basa en mecanismos productores de energia (Pirez & Mota, 2000). Las
bacterias presentan tres clases principales de proteinas citoesqueléticas
similares a la de las cdlulas eucariotas. FtsZ es un homdlogo de tubulina,
MreB y ParM son homdlogos de actina y CreS (crescentina) parece ser una
proteina de filamento intermedio. Es asi que los homdologos bacterianos
resultan esenciales en e proceso de la citocinesis, en la regulacion de la
forma de la célula, ya que dirige la regulacién la actividad de las enzimas

gue sintetizan y reorganizan el peptidoglicano (Gitai, 2005).
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1.2.11.

1212

1213

Tamano

L as bacterias segun su tamario fluctdan entre 0,5 pm a 3 um, es por
ello que solo son observables a través del microscopio éptico y
electronico, a diferencia de las células eucariotas que miden méas de
5 um (Pirez & Mota, 2000).

Morfologia

La variacion de rigidez de la pared celular de la bacteria define su
forma, se pueden encontrar en cocos (ovaados), bacilos (bastones
rectilineos o curvos) y espirilos (espiral); estos microorganismos
pueden encontrarse aislados, unidos en cadenas, en racimos o en
filamentos. Su morfologia suele ser observada a través de la
coloracion Gram, que es la tincion mas utilizado en bacteriologia,
las bacterias a ser visudizadas pueden clasificarse en
grampositivas o gramnegativas debido a color que se tifien (Pirez
& Mota, 2000).

Estructura

Las bacterias grampositivas y gramnegativas presentan pared
celular, membrana celular, ribosomas, cromosomas y flagelos.
Diferencidndose por la composicion y estructura de la pared
celular, como se muestra en la Figura 1 (Rosenthal & Tan, 2010).
Las estructuras variables, como los flagelos, fimbrias, la cipsula,
esporas, no suelen ser fundamentales en el crecimiento y desarrollo
de la bacteria, por ello que solo se encuentran en algunas bacterias
(Pirez & Mota, 2000).
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Figura 1. Estructura bacteriana en grampostivas y gramnegativas.

Fuente: tomado de Rosenthal & Tan, 2010.

Clasificacion

Segun € arbol filogenético propuesto por Woese, Kandler y
Whedlis (1990), a partir de la comparacion de secuencias de ARN
ribosdmico se han identificado tres grupos filogenéticos distintos.
Siendo estos los dominios Bacteria, Archaea (ambas procariotas) y
Eukarya (que comprende a los eucariotas, es decir, células con
nucleo) que surgieron por divergencia y tienen como origen
organismos ancestrales (Madigan, Martinko, Dunlap & Clark,
2009).
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Figura 2. Arbol filogenético de los seres vivos deducido de la

secuenciacion comparativa del gen del ARN ribosomico.
Fuente: tomada de Madigan, Martinko, Dunlap & Clark, 2009.

1.2.2.Bacterias Acido Acéticas

Las bacterias é&cido acéticas (BAA) forman parte de la familia
Acetobacteraceae, son bacilos gramnegativos o gram variables, de forma
cilindrica o elipsoidal, con medidas que flucttian entre 0,4 a 1 um de ancho
y de 0,8 a 4,5 um de largo. Las bacterias de este tipo se consideran aerobios
estrictos ya que e aceptor final de electrones es el oxigeno (Madigan et al.,
2009; Sievers & Swings, 2015; Komagata et al., 2014, citado por Gerard,
2015, p. 2). Se caracterizan por oxidar sustratos derivados de azlcares y
alcoholes; por gemplo, especies del género Gluconacetobacter pueden
desarrollarse en medios con presencia de fuentes de carbono como glucosa,
fructosa y sacarosa; logrando predominar en las etapas finaes de la
fermentacion (Hurtado, Ramos, Parrado y Guzman, 2011). Las bacterias del
género Gluconacetobacter son considerados como € género mas diverso en
la familia Acetobacteraceae y se caracterizan por presentar una diversidad
de capacidades fisioldgicas, entre ellas, la fijacién de nitr6égeno, la
produccion de acidos organicos y la sintesis de biopolimeros (Ve asco,
2007).
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1.2.2.1. Gluconacetobacter

Christiaan Persoon, en € afio de 1822, fue el primer taxbnomo que
estudio a este grupo de bacterias y los denomin6 Mycoderma.
Después Pasteur en el afio 1868 realizd un estudio sistémico de la
fermentacion acética, donde demostré que €l &cido acético se
formaba a partir de la oxidacion del etanol y que posteriormente si
el proceso de oxidacion continuaba producia CO. y H20. (Polo &
Sanchez, 1991, citado por Gerard, 2015, pp. 2-3). En € afio 1879,
Hansen observé que los microorganismos capaces de convertir el
etanol en &cido acético estaban formados por diferentes especies de
bacterias; es por ello que en 1894 las clasifico en funcion a la
formacion de una pelicula en los medios liquidos, asi como a la
reaccion con yodo. Beijerinck en € afio 1898, sugirié el nombre de
“Acetobacter” (Gonzalez, 2005, citado por Gerard, 2015, p. 3).

Las bacterias del género Gluconacetobacter son considerados
organismos model os para la produccién de celulosa bacteriana, son
bacterias gram negativas, se caracterizan por ser aerobios estrictos
gue realiza fermentacion oxidativa teniendo como hébitat las frutas
y vegetales en estado de putrefaccion (Chavez, Martinez, Contreras
y [Escamilla, 2004); asimismo las especies de género
Gluconacetobacter difieren en relacion al comportamiento de
crecimiento en medios con concentraciones altas de acetato o
glucosa (Sievers & Swings, 2015). Morfol6gicamente presentan
forma elipsoidal recta aunque se puede encontrar bacterias con
pegueiias curvaturas de 0,6 a 4,0 micrometros, se pueden encontrar
asociadas en pargas, en colonias 0 simplemente solas (Parant,
2005). Poseen ubiquinona del tipo Q-10 como quinona mayor,
asimismo el acido graso predominante en estas bacterias es €l &cido
insaturado en cadena lineal C18: 1 ®7 (Sievers & Swings, 2015).
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El género Gluconacetobacter presenta mayor relevancia en la
obtencién de celulosa, ya que produce cantidades mayores en

comparacion a otros géneros y resulta interesante a nivel industrial

apartir del consumo de una gran variedad de sustratos (LIaguno &
Polo, 1991, citado por Parant, 2005, p. 5).

Figura 3. Gluconacetobacter sp. en e proceso de creacion de

nanofibras de celulosa.
Fuente: tomada de Stanislawska ,2016.

Principal es rutas catabdlicas de Gluconacetobacter

Una de las especies de Gluconacetobacter més conocidas y en la
gue se ha estudiado su metabolismo es Gluconacetobacter xylinus;
a continuacion, se describe las rutas catabdlicas en éste

microorganismo (Figura 4).

Perna (2013) menciona que €l etanol se tradada a la parte interna
de la célua redizando la oxidacion por medio de la
alcoholdeshidrogenasa de la membrana celular. Para ello la
pirroloquinolina quinona (PPQ) es reducida a quinol (PQQH2) vy €
etanol es oxidado a acetaldehido y éste a su vez a &cido acético,
parte del acido acético se libera a medio intracelular y la otra se
traslada internamente para ser excretado al medio que le rodea o ser
esterificado con e ATP conduciéndolo a la sintesis de acetil—

Coenzima A (Figura5). Pernaindica que la sacarosa se hidroliza en

14



glucosa y fructosa; una fosfohexoquinasa transporta la glucosa, con
consumo de una molécula de ATP y la fructosa ingresa a la célula
mediante la sintesis del complgo enzimético-sistema de la
fosfotransferasa (PTS), que enlaza a la fructosa que cruza la
membrana celular con el fosfoenolpiruvato (PEP), fosforilando la
hexosa a fructosa 6-fosfato (F6P) con formacion de piruvato
(Figura 6). La glucosa 6-fosfato (G6P) puede alimentar la ruta de
las fosfo-aldosas o de las fosfo-cetolasas (PK), que resulta en la
hidrdlisis de estos precursores a acetato y eritrosa 4-fosfato (E4P).
La E4P puede unirse a la G6P logrando producir seduheptulosa 7-
fosfato (S7P) y gliceraldehido 3-fosfato (G3P), la unién de S7P y
G3P conduce a la sintesis de dos moléculas de ribosa 5-fosfato
(R5P) La R5P puede descomponerse en acetil-fosfato y G3P.

Figura 4. Modelo hipotético de la ruta para la biosintesis de
celulosa por G. xylinus a partir de fuentes exégenas- glucoquinasa
ATP. (1); fosfoglucomutasa (2), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(3); fosfoglucoisomerasa (4); fructoquinasa ATP (5), adolasa (6);
triosaf osfato isomerasa  (7); gliceradehido  3-fosfato
deshidrogenasa (8); fosfoglicerato mutasa (9); enolasa (10);
piruvato quinasa (11); piruvato bifosfato cinasa (12), piruvato
dehidrogenasa (13); 6-fosfogluconato  deshidrogenasa (14);
fosforribulosa epimerasa (15); fosforribulosa isomerasa (16);
transacetolasa (17); transaldolasa (18); fructoquinasa (19); aldehido

deshidrogenasa (20); alcohol deshidrogenasa (21).
Fuente: tomada de Lustri et d., 2015.
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gluconeogénesis en Gluconacetobacter spp.
Fuente: tomada de Velasco, 2007.
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Figura 6. Esquema de las reacciones del catabolismo de la sacarosa

en Gluconacetobacter xylinus.

Fuente: tomada de V elasco, 2007.

1.2.3.Cdulosa

La celulosa es considerada un polimero solido, insoluble en agua y en
algunos solventes organicos, es biodegradable y no toxico (Haynes, 1953).
Puede ser sintetizado por plantas terrestres, agas y agunos
microorganismos (Dumitriu, 2004, citado por Enciso, 2015, p. 5).

La celulosa vegetal, hasta la actualidad, es el polimero més conocido ya que
principalmente se extrae de arboles, este tipo de celulosa genera flexibilidad
y soporte a la pared celular vegetal. A nivel industrial, para obtener celulosa

pura, esta pasa por procesos de remocion debido a que se encuentra asociada
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alaligninay la hemicelulosa, sin embargo este proceso de remocion genera
diferentes problemas medioambientales (Wertz, Bédué y Mercier, 2010).

La celulosa se encuentra formada por moléculas de glucosa unidas por
enlaces glucosidicos, las cuales se constituyen mediante el radical —OH del
carbono hemiacetdlico de una glucosa con e grupo alcohol de otro
monosacarido (Perna, 2013). La celulosa vegetal contiene 44 — 45 % de
carbono; 6,0 — 6,5 % de hidrégeno y e sobrante de oxigeno respecto a su
composicion, tal como se puede ver en la Figura 7; es asi que presenta la
siguiente formula empirica: C6 H10 O5)n (Wertz et al., 2010).

OH CH

HO SN HO
4

OH B OH
OH OH

n-2

Figura 7. Estructura molecular de la celulosa.
Fuente: tomada de Wertz et al., 2010.

Este tipo de biopolimero posee formas cristalinas con ato y bagjo grado de
ordenamiento, el cua da origen a su polimorfismo, ademés sus formas se
convierten unas en otras, como se observa en la Figura 8 (Akerholm, 2003,
citado por Carrefio, 2011, p. 5).

Reganaracicn
Celulosa | i Celulosa il
l I FHHa m l I FMHa m
=FH= =H=x
Celulosa ik Celubosa e
l Codlor 1 Cabor
Celulaosa IV Celulasa Wa

Figura 8. Interconversion de los polimorfos de la celul osa.

Fuente: tomada de O’ Sullivan, 1997, citado por Carrefio, 2011.
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Como alternativa a la celulosa vegetal surge la celulosa bacteriana debido a
gue presenta igual estructura molecular y polimérica, asimismo presenta
diversas caracteristicas que resultan superiores a la celulosa convencional
(Chawla, Bajgj, Survasey Singhal, 2009).

1.2.4.Celulosa Bacteriana

Brown en € afio de 1886 observo la formacion de una membrana blanca y
translUcida producida en presencia de una bacteria, cuya formula molecular
eralamisma gue la celulosa vegetal, asi fue que este hallazgo dio inicio ala
investigacion de la produccién de celulosa bacteriana (Brown, 1886, citado
por Enciso, 2015, p. 6).

Chévez et al. (2004) mencionan que la celulosa bacteriana es un
biopolimero proveniente de la glucosa y se encuentra unido por enlaces
covalentes para luego conformar una cadena lineal, asimismo se asocia
(cristaliza) por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, formando
estructuras denominadas “microfibrillas” de celulosa. Los estudios sobre la
estructura y las propiedades de este biopolimero muestran que su
composicion quimica es idéntica a la de la celulosa de origen vegetal. Sin
embargo, existen diferencias significativas respecto a su conformacion
estructural y propiedades fisicas, como se puede observar en la Figura 9,
siendo la caracteristica més relevante su pureza (Tabla 1), que la distingue
de la celulosa vegetal usualmente asociada a hemicelulosa y ligning;
asimismo su alto grado de cristalinidad que se encuentra compuestos de
celulosa tipo Io y IB. Larelacion entre las dos formas cristalinas depende del
microorganismo Yy de las condiciones de cultivo como fuente de carbono,

suplementos y temperatura (Carrefio, Caicedo y Martinez, 2012).
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Figura 9. Estructura quimica de la celulosa bacteriana.
Fuente: tomada de Lustri et ., 2015.

Tablal
Composicion de celulosas de diferentes fuentes vegetales en comparacion

con la celulosa bacteriana

Fuente Composicion (%)
Celulosa Hemicelulosa Lignina Extracto
Bacteriana 98 0 0 0
Algoddn 95 2 1 04
Henequén 78 4-8 13
Ixtle 73 4-8 17
Madera 43-47 23-35 16-24 2-8
Bagazo 40 30 20 10

Fuente: Chéavez et al., 2004.

1.2.4.1. Morfologiade las membranas de celulosa bacteriana

Segln su morfologia, las membranas de celulosa bacteriana se
pueden dividir en densas y porosas. Las membranas del tipo densas

son empleadas para el desarrollo de procesos de 6smosis inversa
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1.24.2.

debido a que no presenta unaviafija para el trasporte de moléculas
sino a través del movimiento de las cadenas de la membrana por
medio de sus segmentos. Respecto a las membranas porosas, estas
Se caracterizan por presentar vias que permiten e paso de las
moléculas, son utilizadas en procedimientos de micro, ultra y
nanofiltracion. Ambos tipos de membranas pueden variar sus
caracteristicas dependiendo del espesor (Figura 10), de este modo

resultan ser isotropicos o anisotropicos (Carrefio, 2011).

_— ISOTROPICA

DEMSA
/ T ANISOTROPICA

MEMEBRAMNA

ISOTROPICA
\_ FGRDSA"-H , ___—v INTEGRAL

COMPUESTA

Figura 10. Clasificacién de las membranas de celul osa bacteriana.
Fuente: tomada de Habert et al., 2006, citado por Carrefio, 2011.

Sintesis de celul osa bacteriana

Carrefio et a. (2012) indican que la sintesis de celulosa consta de
dos etapas principales: la primera comienza con la conversion de la
glucosa en uridin difosfato glucosa (UDP-glucosa), sustrato usado
para producir la celulosa; y la segunda etapa es la formacién de la
celulosay su secrecion a medio del cultivo (Figura 11).

Chavez et a. (2004) mencionan que para la biosintesis de celulosa
bacteriana operan dos vias anfibdlicas: € ciclo de las pentosas
fosfato que participa en la oxidacion de carbohidratos, y € ciclo de
Krebs que oxida &cidos orgéanicos. La glucdlisis no se rediza
debido a la carencia en la enzima fosfofructocinasa 1, que es
responsable de la conversion de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-

bifosfato. La bacteria puede producir glucosa nuevamente a partir
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1.24.3.

de sustratos como gliceral, citrato y otros intermediarios del ciclo

de Krebs mediante gluconeogénesis.

CELULOSA GLUCOSA Exterior celular
S GP Membrana plasmatica
LDP-glucosa alls (] Citoplasma
uTe] ADF'>
SEF-DH

F =M -
glucosa-1-P +— glucoss-6-P——— fosfogluconalo

Fi IFGI J'

fructosa ——k fructoss=6-P

FTSl TFE“:'
F1FC
fructosa 1.6

T hifosfato
ATR AP

Fentosas .
Erefatr Ciclo de

4, Hrebs

Sluconeo-
i I=Tal=1=1k=

fructosa-1-F

Figura 11. Rutas de sintesis de celulosa en Gluconacetobacter
xylinus. CS, celulosa sintasa; FBP, fructosa bifosfatasa; FC,
fructocinasa; F1FC, fructosa-1-P cinasa, FGlI, fosfoglucoisomerasa;
FGM, fosfoglucomutasa;, FTS, fosfofructotransferasa; GC,
glucocinasa; GP, glucosa permeasa; G6P-DH, glucosa-6-P
deshidrogenasa; UGP, uridin difosfato glucopirofosforilasa.

Fuente: tomada de Chévez et al., 2004.

Modelos de sintesis y extrusion de celulosa bacteriana

El polimero de celulosa sintetizado en € citoplasma atraviesa la
membrana plasmética para luego aparecer en la zona extracelular,
en donde se asocia a otras cadenas de celulosa a través de puentes
de hidrégeno dando origen a formaciones cristainas. A
continuacion, se expone diferentes modelos hipotéticos
describiendo el proceso de la biogénesis de la celulosa bacteriana,

como se observaen laFigura 12 (Chavez et a., 2004).

a) Moddo I: Propone que la polimerizacion se lleva a cabo en €
citoplasma y por consiguiente la catalisis del UDP-glucosa ocurre
en ese lugar, alavez que la celulosa sintasa facilita una estructura

porosa para que se pueda realizar el proceso de la extrusion.
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b) Moddo Il: Plantea que la catdlisis se encuentra en la parte
extracelular, lugar donde se lleva a cabo la polimerizacion,
asimismo este modelo no considera € proceso de extrusion dentro

de labiogénesis de la cel ulosa bacteriana.

c) Modelo 1ll: Considera e proceso de extrusion como parte
fundamental en las etapas de la biogénesis y menciona que la
polimerizacion se da en € citoplasma, este modelo menciona que
se requiere de la asociacion de un intermediario lipidico ala UDP-
glucosa paralograr su catélisis.

d) Modelo 1V: Este modelo sefiala que existe una asociacion entre
un compuesto lipidico y la glucosa (lipidil-UDP-Glucosa) en e
citoplasma que esta en contacto con la membrana celular, de modo
gue este intermediario lipidico se mueve a lado exterior de la
membrana celular, donde una transferasa aditiva cataliza la
polimerizacion. Por lo tanto, este modelo requiere de dos sitios
cataliticos en la membrana celular, uno ubicado en e lado
citoplasmico y e otro a lado extracelular. La polimerizaciéon se
realiza en e espacio extracelular. Este modelo no requiere de un

proceso de extrusion.
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1.24.4.
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Figura 12. Model os de |os mecanismos de sintesis y extrusion de la

celulosa bacteriana. CS: celulosa sintetasa, CB: celul osa bacteriana.
Fuente: tomada de Chévez et a., 2004.

Efecto de las condiciones de cultivo sobre la celulosa bacteriana

En la obtencion de la celulosa bacteriana se debe considerar |as

siguientes condiciones para su produccion:

a) Temperatura: La produccion de celulosa requiere de un rango
especifico de temperatura para evitar que € microorganismo se
sienta limitado respecto a su crecimiento, es por ello que € rango
Optimo es de 28 a 32 °C (Chavez et al., 2004).

b) Oxigeno: Las bacterias productoras de la celulosa bacteriana,
como Gluconacetobacter xylinus, se caracterizan por ser
microorganismos aerobios estrictos,; por tanto, € desarrollo de la
fermentacion se debe redlizar en dtas cantidades de oxigeno
(Parant, 2005).
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1.2.45.

c) Potencial de Hidrogeno: En la obtencion de la celulosa
bacteriana influye el nivel de acidez del medio de cultivo debido a
gue un pH menor a 4 puede interferir en € desarrollo de la bacteria
y por consiguiente obstaculizar 1a produccion de celulosa (Danesi
& Wosiacki, 1998), por lo tanto, e pH optimo para el desarrollo de
labacteria estd entre 4,5y 5.5 (Perna, 2013).

d) Presiéon: Este parametro promueve la sintesis de la celulosa
bacteriana, sin embargo, el aumento en la presion de cultivo de 1 a
30 atm disminuye el espesor de la pelicula y puede manifestar
algunos cambios en la estructura de la celulosa. Por €llo, la presion
maxima para e crecimiento celular y para la produccion de
celulosaes de 30 aim (Hult et al., 2003, citado por Carrefio, 2011,
p. 20).

Medios de produccion de celulosa bacteriana

El medio de cultivo més usado para la elaboracion de celulosa
bacteriana es el Hestrim — Schramm (H-S) debido a que facilita la
produccion de las laminas de celulosa bacteriana. Este medio de
cultivo tiene glucosa como fuente de carbono, sin embargo,
algunos investigadores han realizado pruebas experimentales con la
finalidad de encontrar mayor variedad de fuentes de carbono, por
gemplo fructosa, galactosa, sacarosa, glicerol, manitol y algunos
acidos organicos para la obtencion de celulosa bacteriana (Ruka,
Simon y Dean, 2012). Sin embargo, debido alos elevados costos de
este tipo de sustratos, se ha optado por reemplazarlos con residuos
de tipo agroindustriales y algunos subproductos (Tabla 2), que
poseen caracteristicas sSimilares, aungque requieran ciertos
suplementos para potenciar sus efectos en la produccion de
celulosa bacteriana (Enciso, 2015).
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Tabla2
Sustratos utilizados como fuente de carbono para la produccion de

celulosa bacteriana

Sustrato Referencia
Helianthus tuberosus (alcachofa ~ (Hong, 2011)
de Jerusalén)
Extracto de harinade soya (Qiu & Netravai, 2013)
Pajadetrigo (Hong, 2012)
Suero de queso (Carreiraet a., 2011)
Residuos de laindustria textil a (Hong et al., 2012)
base de algodon
Melazas como de remolacha o (Keshk &  Sameshima,
cafade azlcar 2006)
Cascarillade la cereza del café (Rani & Appaiah, 2011b)
Polvo hidrolizado de Konjac (Hong & Qiu, 2008a)

Fuente: Enciso (2015).

1.2.4.6. Perspectivas biotecnol dgicas de la celulosa bacteriana

A la celulosa bacteriana se le atribuye diferentes aplicaciones
industriales debido a las caracteristicas fisicas y quimicas que
presenta en su composicion. Por |o tanto, compafias como Johnson
& Johnson emplean la celulosa bacteriana para fines médicos, por
giemplo, en la curacion de heridas como material de cubiertaen la
proteccion de infecciones (Chavez et a., 2004). Asimismo en la
industria papelera se viene utilizando la celulosa bacteriana para la
recuperacion de importantes documentos, logrando reemplazar ala
celulosa vegetal como materia prima para la elaboracion de papel
(Basta & El-Saied, 2009, citado por Carrefio, 2011, p. 16).

Las caracteristicas y propiedades que posee la celulosa bacteriana

la llevan a posicionarse en e campo de la industria médica,
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papeleray otros, como se observa en la Tabla 3, logrando un futuro
prometedor para este biomaterial (Chéavez et al., 2004).

Tabla3
Aplicaciones industriales de la celulosa de origen bacteriano
Industria Aplicaciones
Cosmética Estabilizacion de emulsiones,
acondicionadores, cremas.
Refineria Material para absorcién de toxinas y
aceites,
Papel Restauracion de documentos, papel de
atacalidad.
Investigacion Inmovilizacién de proteinas y células,
resinas para cromatografia.
Medicina Fabricacion de “piel artificial” en

terapia de quemaduras.
Componente en implantes dental es.

Fuente: Chavez et al., 2004.

1.2.5. Técnicas de fer mentacion

Carrefio et al. (2012) hacen referencia a las técnicas utilizadas para producir

celulosa bacteriana através del cultivo estatico y el agitado. De esta manera,

se ha observado que la morfologia de la celulosa difiere segun la técnica

empleada parala obtencion de la biopelicula.

1.2.5.1. Cultivo estético

Con este tipo de cultivo se observa que el biopolimero forma una

pelicula (sobrenadante) debido a que € microorganismo

incrementa su poblacién gracias a consumo de oxigeno disuelto

gue se encuentra en la parte superficial del medio liquido. Es asi

gque las bacterias que se encuentran en las inmediaciones de la
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interface aire/medio de cultivo tienen mayor disponibilidad de
oxigeno y por ende logran producir mayor cantidad de celulosa, la
cua se forma a través de capas superpuestas segun transcurre €l

tiempo de fermentacion (Perna, 2013).

1.2.5.2. Cultivo agitado

En latécnica de cultivo agitado se obtiene pellets o aglomeraciones
amorfas de las fibras de celulosa, los cuales van a depender del tipo
de reactor empleado; por gemplo, puede utilizarse reactores de
tanque agitado o reactores airlift. Este tipo de cultivo se investiga
con e proposito de llevar € proceso a nivel industrial (Perna,
2013). Sin embargo, €l cultivo agitado presenta dificultades debido
a gue la bacteria genera mayor acido gluconico en la sintesis de
glucosa disminuyendo la produccion de celulosa bacteriana
(Carrefio et al., 2012).

1.2.6.Laplanta de arandano

El ardndano o blueberry (Vaccinium corymbosum L.) es nativa de
Norteamérica. En cuanto a su cultivo, en Estados Unidos se encuentra el 57
% del total de las plantaciones mundiales, en Sudamérica € 23 %, en
Europael 11 %, Asiael 8 %y en Africae 1 % (Mesa, 2015). En el Perd, en
el departamento de La Libertad se presenta la mayor produccion de
arandano, concentra aproximadamente e 90% de la produccion nacional
(Ministerio de Agriculturay Riego [MINAGRI], 2016).

1.2.6.1. Taxonomia

El ardndano ato, blueberry o ‘“highbush” posee e nombre
cientifico Vaccinium corymbosum L. (Buzeta, 1997, citado por
Mesa, 2015, p. 18). Segun €l sistema de clasificacién propuesto por
Ruggiero et a. (2015), presenta la siguiente distribucion:
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1.2.6.2.

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Ericales

Familia : Ericaceae

Género : Vaccinium

Especie : Vaccinium corymbosum L.

Descripcion botanica

El arandano Vaccinium corymbosum, es un arbusto perenne,
lefioso, con una altura maxima de tres metros. Las hojas son ovadas
a angostamente elipticas, con un margen entero aserrado, de uno a
ocho centimetros de largo y coloracion verdosa. Las flores son
blancas, a veces con tonos rosados en los pétalos (Figura 13); son
pedunculadas, axilares o terminales, dispuestas en racimos, corola
cilindrica, urceolada o campanulada; €l cdliz est4 unido a ovario,
presenta de ocho a diez estambres insertados en |a base de la corola
(Buzeta, 1997, citado por Mesa, 2015, p. 18). El fruto es una baya
de forma esférica de 0,7 a 1,5 cm de diametro (Mesa, 2015), es de
color negro opaco, 0 azul gris, en ocasiones negro brillante, el fruto
puede poseer un aproximado de 100 semillas dentro del
endocarpio. Las semillas son dimorficas de color marron, € tamafio
varia segun e peso de la baya, debido a esto existe semillas
pequenias pdlidas e imperfectas (Mufioz, 1988, citado por Mesa,
2015, p. 18; Vander, 1980).

Lasraices de la plantade V. corymbosum, como todas |as ericaceas,
presentan simbiosis con hongos micorrizales que mejoran €
desarrollo de la planta incrementando la captacion de nutrientes y
brindando proteccion a la planta de arandano, evitando € ingreso

de sustancias toxicas.
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La especie de hongos que realizan simbiosis con € ardndano es
Hymenoscyphus ericae (D.J. Read) Korf & Kernan (Mesa, 2015).

Estambre

Gineceo

Pedicelo /,1

X
&7 Lobuks
Caliz &Y delcaiiz

"-“. \
€ Lobulcs de la corola 'IET/
'_I
A

Carola
4 “ﬁ
-

Flor vista desde abajo

-slambres

Figura 13. Partes de laflor del género Vaccinium (arandano).
Fuente: tomada y modificada de Chamorro & Nates-Parra (2015).

1.2.6.3. Descripcion fisico-quimica del fruto de Vaccinium corymbosum

(ardndano)

El andlisis fisicoquimico de Vaccinium corymbosum evaluado en

100 g de lafruta se muestraen la Tabla 4.

Tabla4
Caracteristicas fisico-quimicas del fruto de la especie Vaccinium
corymbosum
Determinacion Composicion (%)
Humedad 84,6*
Proteinas 1,12
Ceniza 0,19
Azlcar Total 10,65
Fibradietética 2,86
Carbohidratos 13,51

Fuente: Sapers (1984), * Senser & Scherz (1999).
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Respecto a la cantidad de azUcares totales del ardndano, se empled
el vaor de 4,0 % (United States Department of Agriculture
[USDA], 2018), e cud sirvié para la estimacion de la fuente de

carbono en los tratamientos de la presente investigacion.

1.2.7. LaplantadeManzano

1.2.7.1. Taxonomia

La manzana con nombre cientifico Malus domestica (Suckow)
Borkh, de acuerdo con el sistema de clasificacion propuesto por

Ruggiero et a. (2015), presentala siguiente clasificacion:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Rosales

Familia  : Rosaceae

Género  : Malus

Especie  : Malus domestica (Suckow) Borkh

1.2.7.2. Descripcion boténica

El manzano es un arbol que puede acanzar los 10 metros de
alturay tiene una copa en forma de globo. El tronco es recto, de 2
a 2,5 metros de altura, la corteza es lisa 'y de color ceniciento
verdoso sobre los ramos. Las ramas se insertan en angulo abierto
sobre € tallo, presentan un color verde oscuro y los brotes
jovenes terminan en una espina. Las hojas son ovaladas, de
bordes aserrados, con €l haz de color verde claro, con 4-8 nervios
alternados y de 4,13 cm de largo. Las flores son hermafroditas de
color rosa palido y a veces blanco (Figura 14); caiz y corola

pentdmeros, ovario infero y 20 estambres. El fruto es un pomo, de
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forma achatada y/o redondeada con restos de caliz en e 4pice,
con semillas de 4 mm (Figura 14) (FAUTAPO, 2014).

Estigma
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Figura 14. Partes de la flor de la planta Malus domestica
(manzano).

Fuente: tomada de Francis (1984).

1.2.7.3. Descripcion fisicoquimicadel fruto de Malus domestica

(manzano)

El fruto del manzano presenta un elevado contenido en potasio y
un bajo contenido en sodio. Es importante destacar el ato
contenido de acido mélico aunque depende de la variedad y del
tiempo de almacenamiento (Alonso, 2011). El fruto del manzano
presenta una diversidad de azlicares como fructosa, glucosa y
sacarosa, asi como componentes y propiedades nutritivas que la
califican como una de las frutas mas completa (FAUTAPO,
2014).

El andlisis fisicoquimico de Malus domestica evaluado en 100 g

delafrutase muestraen laTablab.
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Tabla5
Caracteristicas fisico-quimicas del fruto de la especie Malus

domestica

Deter minacion Composicion (%)
Agua 82,1
Solidos 17,9
Cenizas 0,24
Densidad 1,06
pH 4,0
Azlcar Total 14,1

Fuente: Erazo, Leoncio, Roblesy Huaman (2001).

Respecto a la cantidad de azlcares totales de la manzana, se
empled € vaor de 104 % (United States Department of
Agriculture [USDA], 2012), € cual sirvio paralaestimacion de la

fuente de carbono en los tratamientos de la presente investigacion.
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CAPITULO II: MATERIALESY METODOS

2.1. LUGARY FECHA

Lainvestigacion se realizd en € laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de
la Universidad Catolica Sedes Sapientiae, en € distrito de Los Olivos, Lima. El
experimento seinicio en setiembre del 2017 y finalizé en diciembre del 2017.

2.2. DISENO DE INVESTIGACION

2.2.1.Descripcion del Experimento

La investigacion se redizd en dos etapas experimentales; (i) aislamiento,
caracterizacion y obtencién de Gluconacetobacter sp. a partir del vinagre de
manzana (Figura 15) y (ii) produccién y andisis de celulosa bacteriana
mediante la fermentacion de Gluconacetobacter sp., que se obtuvo en la
primera etapa, sobre diferentes formulaciones de sustratos liquidos
elaborados a partir de extractos de manzana y arandano de descarte (Figura
16).
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Muestra del Vinagre de Manzana

y

A
Sembrado en Medio de Cuitivo H-Sy
aldamento de bacterias productoras de

ZolLEs Coloracion Gram
Y Y
Seleccidn de tubos con cultivo Prueba catalasa
Sembrado en medio
Obtencion del sobrenadante como indculo Agar Nutricion
de Gluconacetobacter
\ 4
Prueba oxidasa

Figura 15. Diagrama de flujo parala obtencion del indculo de Gluconacetobacter.

Fuente: Elaboracién propia.
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Fruta (arandano - manzana)

|

A
Desinfeccion y retiro de
céscara

Pesado 129,249y 369
6 tratamientos

T1,T2T3 T4T5y T6

v

Pulpade la Fruta

Zumo de lafruta

Centrifugada 3500

rpm/5 min
C6H7KO2
Azucar

Sobrenadante del zumo Ext.Levadura

delafruta CaClI2
K2HPO4
Agua destilada

Medio de cultivo dternativo para
T1,T2T3 T4 T5yT6

Inéculo de Gluconacetobacter
1ml

Inicio deincubacion (15
dias)

Obtencion de celulosa
bacteriana

Medicion, produccion de
celulosa bacteriana

Estimacion del consumo de
la fuente de carbono

Seleccion del tratamiento
eficiente

Medicion de pH

—| Medicion del volumen Ii

Medicién del diametro de laj
celulosa bacteriana

Figura 16. Diagrama de flujo para la obtencion de celulosa bacteriana a partir de

pulpa de arandano y manzana.

Fuente: Elaboracién propia
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2.2.2.Aidamiento de bacterias del géner o Gluconacetobacter

Se aigl6 bacterias del género Gluconacetobacter de una muestra de vinagre
de manzana procedente de la provincia de Huarochiri, Lima. El medio
Hestrin y Schramm (H-S) fue empleado como medio de cultivo selectivo
para Gluconacetobacter (Hurtado et al., 2011), cuya composicion se
muestra en la Tabla 6. El medio se prepar6 en agua destilada y se gjusto
pH a 5,5 usando hidréxido de sodio 0,1 N, luego fue autoclavado a 15 p.s.i.
y 121 °C durante 15 minutos; una vez esterilizado, 9,0 ml del medio H-S se
sirvio en tubos de ensayo de 13 ml de capacidad. Con la ayuda de una
micropipeta, 1,0 ml de la muestra de Vinagre de Manzana se sembro en los
tubos de ensayo y se homogenizd con un Agitador Vortex Kyntel modelo
XH-D. Finamente, se incubd la bateria de tubos durante 6 dias a una
temperatura de 32 °C (Figura 17).

Tabla6
Composicion medio de cultivo Hestrin — Schramm

Ingrediente g/L
Glucosa 20
Peptona

Extracto delevadura
Fosfato disédico 2,7
Acido citrico 1,15
pH 55

Fuente: Hestrin y Schramm (1954).
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Figura 17. Materiales para el aisamiento de Gluconacetobacter. A: Medio
de cultivo Hestrin — Schramm. B: Muestra de Vinagre de manzana. C:
Tubos de ensayo con siembra de la muestra.

Fuente: Elaboracién propia.

2.2.3. Caracterizacion morfolégicay bioquimica de la cepa aislada

Segun las recomendaciones de Hurtado et al. (2011), se procedio a redlizar
la coloracion Gram de la bacteria aislada y a través de un microscopio
optico se observaron sus caracteristicas morfologicas: color, forma y
tamafio de las células.

La caracterizacion bioquimica se realizd mediante las pruebas de catalasa y
oxidasa (Hurtado et al., 2011). Para la prueba de catalasa, se extrgjo una
muestra de la colonia aislada del medio H-S'y se coloco sobre unalamina de
portaobjeto, seguidamente se agregd dos gotas de perdxido de hidrégeno
(H202) a 3 % para observar la reaccion positiva (produccion de burbujas) o
negativa.

Para la prueba de oxidasa, se extrgjo con un asa de siembra una peguefia
muestra de colonia cultivada en placas petri con agar nutritivo y se deposité

en una lamina porta objeto que contenia 0,2 ml de agua destilada
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Posteriormente se puso en contacto esta suspension con un disco de papel
impregnado del reactivo de Kovacs (p-dimetil animo benzadehido) y
finamente se hizo la interpretacion de la prueba (Gamazo et al., 2005,
citado por Gerard, 2015, p. 65); positiva cuando e color azul oscuro del

reactivo pasa a azul-violeta (presencia de citocromo oxidasa).

2.2.4.Seleccion deinoculante Optimo para los tratamientos

Se selecciond | os tubos de ensayo con cultivo de Gluconacetobacter sp., que
presentaron mayor turbidez y formacién de una nata blanquecina en la
superficie del medio de cultivo, caracteristicas que evidencian €
crecimiento de Gluconacetobacter sp. El sobrenadante de los cultivos
seleccionados sirvié como inoculante para |os tratamientos que se describen

acontinuacion (Jaramillo et al., 2012).

2.2.5.Preparacion del medio de cultivo alternativo para lostratamientos

Se preparé un medio de cultivo aternativo a cual se le adiciond extractos
de arandano o de manzana a diferentes concentraciones (los tratamientos);
el extracto de ardndano de descarte se adicion6 en concentraciones de 10 %
(Tratamiento 1, T1), 20 % (Tratamiento 2, T2) y 30 % (Tratamiento 3, T3);
asi mismo, e extracto de manzana de descarte se adiciond en
concentraciones de 10 % (Tratamiento 4, T4), 20 % (Tratamiento 5, T5) y
30 % (Tratamiento 6, T6) (Tabla 8).

Para la extraccion de la pulpa del arandano y la manzana se reaizo la
desinfeccion con hipoclorito de sodio a 4 % p/p, se retir6 la cascara y
obtuvo la pulpa. Posteriormente se pesoO en una balanza analitica Digital
Precision modelo ESJ 2004, 12 g, 24 g y 36 g de pulpa de ambas frutas
segun lo recomendado por Parant (2005) (Figura 18).
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Figura 18. A: Peso de la pulpa de arandano paralos diferentes tratamientos.

B: Zumos de arandano para los diferentes tratamientos. C: Zumos de
arandano centrifugados. D: Medicion de pH del medio de cultivo

aternativo.

Fuente: Elaboracion propia.

Se extrgo € zumo del ardndano y de la manzana con la ayuda de un
mortero y se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos. Se retiré e
sobrenadante de los zumos de ambas frutas y se le adicion6 sorbato de
potasio, sacarosa, extracto de levadura, cloruro de calcio, fosfato de potasio
y agua destilada hasta alcanzar 1000 ml de volumen fina; las cantidades
necesarias para €l preparado se muestran en laTabla 7. Se gjust6 el pH a5,6
con hidréxido de sodio 0,1 N. Finalmente se esteriliz6 los seis recipientes
conteniendo € medio de cultivo aternativo, en la autoclave a 15 p.si. 121
°C por 15 minutos (Parant, 2015). (Figura 19)

40



Tabla7

Composicion del medio de cultivo alternativo para 1 L

Ingrediente Can;idad
Sorbato de potasio 0,13
Sacarosa 126,6
Extracto de levadura 12,65
Cloruro de calcio 7,59
Fosfato de potasio 3,79
Aguadestilada 849

Fuente: Parant (2005).

Figura 19. A: Peso de la pulpa de manzana para | os diferentes tratamientos.

B: Zumos de manzana para los diferentes tratamientos. C: Zumos de
manzana centrifugados. D: Medicidn de pH del medio de cultivo aternativo.

Fuente: Elaboracién propia.
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2.2.6.1n6culo de Gluconacetobacter sp. a los medios preparados con zumo de
arandano y manzana

En cada recipiente de vidrio estéril (de 100 ml de capacidad) se deposito 33
ml de los medios preparados con los zumos de fruta para los seis
tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5 y T6) con 3 réplicas para cada uno,
respectivamente. Para el Control (TC) de ambas frutas se adicion6 33 ml del
medio de cultivo aternativo sin presencia de zumos de fruta. Posteriormente
se aplicd 1 ml del inéculo (sobrenadante) de Gluconacetobacter sp. a cada
tratamiento, con la ayuda de una micropipeta (Figura 20). Se cubri6é cada
recipiente con un pafo poroso parafacilitar €l ingreso de oxigeno y lograr €
crecimiento de estas bacterias aerobias. Finalmente todos los frascos fueron
depositados en la incubadora con circulacion de aire Kert-Lab modelo 9070
aunatemperatura de 32 °C durante 15 dias (Jaramillo et a., 2012).

Figura 20. A: Inoculacion de Gluconacetobacter sp. en los tratamientos con

zumo de ardndano. B: Inoculacion de Gluconacetobacter sp. en los
tratamientos con zumo de manzana

Fuente: Elaboracién propia.
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2.2.7.Seleccion del tratamiento mas eficiente en la produccion de celulosa

bacteriana

La seleccion del tratamiento mas eficiente para la produccion de la celulosa

se realizé mediante la medicion de |os siguientes parametros.

a) Medicion de la produccién de la celulosa bacteriana

La evaluacion de la produccion de celulosa fue dado en g/L, se rediz6 a
través del peso humedo de cada pelicula obtenida en cada 33 ml de
volumen, en los diferentes tiempos de cultivo (7 y 15 dias) para los seis
tratamientos, incluyendo las réplicas y los controles (Figura 21). Paraello se
extrgjo de cada recipiente el biopolimero producido, luego fue depositado en
una placa Petri y enseguida se peso en la balanza andlitica Digital Precision
modelo ESJ200-4 (Jaramillo et a., 2012).

Figura 21. Peso de la celulosa bacteriana obtenida por el tratamiento

control.

Fuente: Elaboracion propia

b) Estimacion del consumo de la fuente de carbono

Tal cémo se indico en la descripcién fisicoquimica del arandano y de la
manzana, se consideré que el valor de los azlicares totales fue de 4,0 % y
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10,4 %, debido a que se asumio dichos valores desde la fase preliminar del
presente trabajo de investigacion; es asi que junto a la sacarosa del medio de
cultivo, conformaron la fuente de carbono inicial que utilizaron los sustratos

de arandano y manzana, para cada tratamiento.

La estimacion del consumo de la fuente de carbono en los tratamientos, se
realizo después de concluida la etapa de produccion de celulosa. Se empled
la metodologia Fenol Acido Sulfirico recomendado por Dubois, Gilles,
Hamilton, Rebers y Smith (1956), para ello se pesd 0.1 g de la muestra
liguida en un tubo de ensayo y se llevo a hidrolizar junto a5 ml de HCI a
2,5 N a una temperatura de 100 °C durante 3 horas. Luego se neutralizd con
NaCOs para detener la efervescencia y seguidamente se agregd agua
destilada hasta 100 ml y se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos; luego
se pasd a pipetear 0,2 ml a un tubo de ensayo y se llevé a 1 ml con agua
destilada. A continuacion se agregd 1 ml de la solucion Fenol al 5 %, luego
se agregd 5 ml de H2SOs a 96 % y se dgjd reposar durante 10 minutos,
posterior aello se colocd en bafio mariaa 30 °C durante 20 minutos.

Para realizar la curva de calibracion se trabgjé con una muestra estandar,
gue estuvo conformada por 100 mg de glucosa, la cua se diluyé en 10 ml de
agua destilada y se obtuvo una solucion de 10 mg/ml de glucosa. A partir de
ésta solucion se prepararon otras soluciones de glucosa que tenian las

siguientes concentraciones 2,0 mg/ml; 4,0 mg/ml; 6,0 mg ml y 8,0 mg/ml.

Finalmente se procedio aleer €l color de cada tubo en e Espectrofotémetro
UV Kert-Lab modelo VIS S54 a una absorbancia de 490 nm. Con los datos
obtenidos de absorbancia de la muestra estandar (glucosa), se procedio a
graficar laecuacion de larecta de regresion lineal (Figura 29).



Las concentraciones finales de la fuente de carbono de cada uno de los
tratamientos fue estimado a partir de los valores de absorbancias de la
muestra estandar (glucosa) ingresados en la ecuacion de la recta de

regresion lineal.

c) Medicion del potencial de hidrégeno

Lamedicion seredizd alos 15 dias, d finalizar 1a produccion de la celulosa
bacteriana, a través del uso de un pH-metro de mesa Kintel modelo PH —
016. El procedimiento consistio en extraer una pequefia muestra de cada
recipiente correspondiente a los seis tratamientos con sus respectivas
réplicas, se introdujo e pH-metro y se hizo la medicion de forma directa,
(Figura 22) (Perna, 2013).

Figura 22. A: Medicién del pH en tratamiento con zumo de arandano. B:
Medicion del pH en tratamiento con zumo de manzana.

Fuente: Elaboracion propia.

d) Medicion del volumen remanente del medio de cultivo

Al findizar la produccién de la celulosa bacteriana se procedi6 aredizar la
medicion del volumen (ml) del medio sobrante (no consumido por la
bacteria), como se observa en la Figura 23. Para €llo se utiliz6 una probeta
de 50 ml donde se deposité d liquido remanente de cada recipiente
(Jaramillo et al., 2013).
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Se obtuvo € porcentgje de volumen remanente consumido a través de la

siguiente formula:

Vi— Vf

%V rem = x 100

Donde:
% V rem: Porcentaje del volumen remanente consumido.
Vi : Volumen remanente inicial.

Vf: Volumen remanente final.

Figura 23. Medicion del volumen remanente del medio de cultivo

aternativo en € tratamiento de la manzana.

Fuente: Elaboracién propia.

€) Medicién del diametro de la peliculade celulosa

Se consideré la medicion del didmetro (cm) de la pelicula de celulosa
producida en cada uno de los tratamientos, debido a que los valores
obtenidos del didmetro resultan convenientes en el andlisis de la presente
investigacion. Se midié de forma directa con un vernier (Figura 24).
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Figura 24. Medicion del diametro de pelicula de celulosa producida en

medio de cultivo alternativo.

Fuente: Elaboracién propia.

2.2.8.Caracterizacion quimica de la celulosa bacteriana producida por €

tratamiento mas eficiente

a) Caracterizacion quimica por espectroscopiainfrarrojo (FT-IR)
La caracterizacion quimica por Espectroscopia infrarroja presenta los

siguientes procesos.

- Proceso de purificacién y secado de las pelicul as de celulosa:

Para redlizar el andlisis de la composicion quimica de la produccién de
celulosa, se procedié a retirar las impurezas de las peliculas de celulosa,
introduciéndolas en solucién de Na OH a 0,1 N dentro de un vaso de
precipitado de 500 ml y a una temperatura constante de 30 °C durante 20
minutos, con la ayuda de un equipo de Bafio Maria Kert-Lab modelo S22.
Posteriormente se enjuagod dos veces con agua destilada de manera continua
y se secO con papel toalla. Finalmente, las peliculas de celulosa se secaron
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en una estufa a una temperatura de 60 °C por 12 horas (Jaramillo et a.,
2012).

- Andlisis de las caracteristicas quimicas.

La muestra de la pelicula de celulosa bacteriana, obtenida del mejor
tratamiento 3 (T3) y antes de ser analizada por la Espectroscopia Infrarroja,

fue sometida a 100 °C de temperatura por 2 horas.

Posteriormente se realiz6 € andlisis mediante Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT- IR), donde se evalud las variaciones en la
estructura quimica de las membranas de celulosa bacteriana. Este andlisis se
desarroll6 en e laboratorio de la Facultad de Quimica de la Pontificia
Universidad Catdlica del Perd, a través del uso del equipo Perkin Elmer
Spectrum 100, haciendo uso del espectro luminosos que se hallaen laregién
infrarrojo medio (MIR), los espectros fueron registrados en € intervalo de
400 — 4000 cm? con resolucion de 4 cm’, utilizando 16 barridos por
espectro y por ATR (Reflgo Total Atenuado) (Miranda et al., 2009, citado
por Carrefio, 2011, p. 49).

2.3. TRATAMIENTOSEXPERIMENTALES
Se realizd un experimento factorial 2 x 2 x 3, siendo e primer factor €l sustrato de
fruta (ardndano y manzana), € segundo factor la concentracion de la fruta (10%,

20% y 30%) y € tercer factor e tiempo de produccién. Estos tratamientos

experimental es se especifican en la Tabla 8.
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Tabla8
Descripcion de los tratamientos y del control en base a los diferentes extractos de

fruta (arandano y manzana) de descarte

Factores
Tratamiento In6eulo de : Concentracion  Tiempo de
Tipo de .
Gluconacetobacter SUSITAO desustrato  produccion
(ml) (%) (d)

TC i 0. e — 7 15
T1 1,00 Arandano 10 7 15
T2 1,00 Arandano 20 7 15
T3 1,00 Arandano 30 7 15
T4 1,00 Manzana 10 7 15
T5 1,00 Manzana 20 7 15
T6 1,00 Manzana 30 7 15

Fuente: Elaboracion propia.

2.4. UNIDADESEXPERIMENTALES
Las unidades experimentales fueron los recipientes de vidrio conteniendo 33 ml
de medio de cultivo aternativo, segin la composicion descrita en la Tabla 7,
siendo un total de 24 unidades experimentales en la investigacién, 6 para €
control y 3 paralos demés tratamientos.

2.5. IDENTIFICACION DE VARIABLESY SU MENSURACION

Para la medicién de las variables se siguieron las metodologias que se indican

detalladas a continuacién en la Tabla 9.
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Tabla9
Variables de estudio, unidades de medida y métodos de analisis de |os parametros

evaluados
Variable en estudio Unidades M etodologia a

emplear

pH Unidad depH  Potenciometria

Produccion de celulosa g/L Gravimetria

Volumen ml Volumetria

Carbohidratostotales mg Fenol acido sulfarico

Caracterizacion quimica cmt Espectroscopia

de celulosa bacteriana infrarroja FT-IR

Diametro de celulosa cm Medicion con Vernier

Fuente: Elaboracion propia.

2.6. DISENO ESTADISTICO DEL EXPERIMENTO

Se usb un disefio completo a azar (DCA) con seis tratamientos que corresponden
auna poblacion de Gluconacetobacter sp., que fue sometida a las concentraciones
del 10, 20 y 30 % de extracto de ardndano de descarte y 10, 20 y 30 % de extracto
de manzana de descarte; con 3 réplicas por tratamiento y el control que tuvo 6

réplicas.

2.7. ANALISISESTADISTICO DE DATOS
Con los datos obtenidos se realizd un andlisis de varianza para cada variable
determinada, con la findidad de evaluar |os efectos estudiados; sustrato de fruta,

concentraciones de fruta, tiempo de produccion y posibles interacciones (p< 0,05).

Se complementaron los andlisis con tablas y graficos de interaccién.
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CAPITULO IIl: RESULTADOSY DISCUSION

3.1. RESULTADOS

3.1.1.Caracterizacion morfoldgica de la bacteria aislada del vinagre de

manzana

La bacteria aislada del vinagre de manzana en la presente investigacion
corresponde a las caracteristicas morfologicas descritas para € género
Gluconacetobacter. Se observé células de morfologia bacilar, ligeramente
curvo, individuales, formando pequefios grupos y en cadena. La tincion
Gram indico que la pared celular corresponde a un G-negativo, tal como se

observaen laFigura 25.

Figura 25. Gluconacetobacter sp. con tincion Gram a 1000X

Fuente: Elaboracion propia
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3.1.2.Resultados de la car acterizacion bioquimica de la bacteria aislada

Las pruebas bioguimicas para la cepa aislada del vinagre de manzana, dio
como resultado catalasa positiva debido a que se produjo € burbujeo
caracteristico cuando el peréxido de hidrégeno se descompone por accion
de la enzima catalasa (Hurtado et a., 2011), como se muestra en la Figura
26. La prueba bioquimica de la oxidasa resultd negativa (Figura 27),
indicando que no hay presencia de la enzima citocromo-c-oxidasa. Se
observd que no hubo ningin cambio de color a azul-violeta en los 10
primeros segundos (Gerard, 2015) (Tabla 10).

Figura 26. Prueba de catal asa para Gluconacetobacter sp.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 27. Prueba de oxidasa para Gluconacetobacter sp.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 10
Resultados de la tincibn Gram y caracterizacion bioguimica de

Gluconacetobacter sp.

Gerard Hurtadoeta. Presenteinvestigacion

Prueba (2015) (2011) (2018)
Tincion i i i
Gram

Catalasa + + +
Oxidasa ) - i

Fuente: Elaboracion propia

3.1.3. Andlisisde la produccién de celulosa por Gluconacetobacter sp.

Los resultados del andlisis de varianza de la produccion de celulosa
muestran que hubo efecto significativo del sustrato de fruta (p<0.05), las

concentraciones de la fruta (p<0.05) y el tiempo de produccion de celulosa
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(p<0.05), significando que cada uno de estos factores influyd positivamente
en la produccion de celulosa. No se observaron efectos de interaccion (p>5),
lo que evidencia que los factores experimentales actuaron de forma
independiente (Tabla 11).

Tablall
Andlisis de varianza de la produccién de celulosa (g/L) considerando los

factores sustrato de fruta, concentracionesy el tiempo de produccion

Fuentede Variacion SC GL. CM F p

Fruta 274254 1 274254 136,1510 0,000000
Concentracion 137703 2 6885,1 34,1807 0,000000
Tiempo 3852,8 1 3852,8 19,1268 0,000204
Fruta* Concentracion 740,9 2 370,5 1,8391 0,180663
Fruta* Tiempo 339,8 1 339,8 1,6870 0,206334
Concentraciéon *Tiempo 30,3 2 15,1 0,0751 0,927852
Fruta* Concentracion

*Tiempo 399,4 2 199,7 0,9914 0,385743

Error 48344 24 201,4

Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 12, se muestran las medias y desviaciones estéandar de la
produccion de celulosa en g/L, segin € sustrato de fruta, las
concentraciones de fruta utilizadas y € tiempo de produccion. Se observa,
gue en los 3 niveles de concentracion y ambos periodos de tiempo, 7 diasy
15 dias, las mayores producciones de celulosa se dieron a utilizar como
sustrato a arédndano, registrandose a los 7 dias de produccion y 10 % de
concentracion, un promedio de 42,63 g/L de celulosa, mientras que con 20
% de concentracion, se obtuvo en promedio 78,48 g/L de celulosa 'y con 30
%, una produccion promedio de 111,31 g/L, evidenciandose claramente el
efecto significativo de la concentracién de esta fruta: a mayor concentracion
de arandano, mayor produccion de celulosa. Al utilizar la manzana como
sustrato, los promedios de produccién de celulosa fueron significativamente
menores a las obtenidas con e arandano, sin embargo, esta produccion
también dependio del nivel de concentracion de manzana, registrandose a
los 7 dias de produccién, un promedio de 13,74 g/L de celulosa con 10 % de



concentracion, de 26,77 g/L de celulosa con 20 % de concentracién y 44,75
g/L de celulosa con 30 % de produccion. Las mismas tendencias se
registraron a los 15 dias de produccion, obteniéndose en € caso de
arandano, un promedio de 79,80 g/L de celulosa para 10% de concentracion,
104,85 g/L para 20 % de concentracién y 128,18 g/L para 30 % de
concentracion, mientras que a utilizar la manzana como sustrato, a los 15
dias se obtuvo un promedio de celulosa de 23,13 ¢g/L para 10 % de
concentracion, 39,29 g/L para 20 % de concentracion y 66,46 g/L, para 30
% de concentracion, evidenciandose también que la produccion de celulosa
dependié del nivel de concentracion de manzana. Asimismo, se puede
observar que € tiempo de produccion fue un factor importante en la
produccion de celulosa, ya que al comparar la produccion promedio de
celulosa en 15 dias con la produccion promedio en 7 dias, se visualiza en
todos los tratamientos, un incremento significativo (Tabla 12 y Figura 28),
principalmente en el tratamiento con ardndano a 10 % de concentracion,

donde se produjo de 7 a 15 dias, un incremento de 37,17 ¢g/L de celulosa.

En e caso del tratamiento control utilizando un sustrato estandar, se obtuvo
en promedio de 41,82 g/L de celulosa a los 7 dias de produccion, valor
significativamente superior a producido por € sustrato de manzana con
10% y 20% de concentracién y significativamente inferior a producido por
el sustrato de arandano con 20% y 30% de concentracion (Tabla 12 y Figura
28). Entretanto, a los 15 dias de produccion, € tratamiento control registré
un promedio de 70,66 g/L de celulosa, valor significativamente inferior a
producido por €l sustrato de ardndano con 20% y 30% de concentracion y
significativamente superior a producido por € sustrato de manzana a 10%

y 20% de concentracion (Tabla 12 y Figura 28).
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Tablal12
Valores promedio y desviaciones estdndar de la produccién de celulosa (g/L) de

Gluconacetobacter seguin € sustrato de fruta, la concentracion y tiempo de produccion de

celulosa
7 dias 15 dias
Produccio -
. Produccion S
. Concentracién n- D&s\{lam on promedio D%\{'aC' on

Tratamiento Fruta (%) n promedio estandar de celulosa estandar

de celulosa (g/L) n (g/L)
C - - 6 41,82 3,297 70,66 4,525
T1 Arandano 10 3 42,63 4,756 79,80 4,136
T2 Arandano 20 3 78,48 10,155 104,85 8,069
T3 Arandano 30 3 11131 4,899 128,28 6,480
T4 Manzana 10 3 13,74 3,338 23,13 5321
T5 Manzana 20 3 26,77 2,150 39,29 1,262
T6 Manzana 30 3 4475 17,880 66,46 42,165

n= numero de réplicas por tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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10% 30% 10% 30% == Arandano
-0- Manzana

7 dias 15 dias

Figura 28. Produccion promedio de celulosa bacteriana (g/L) segun €
sustrato de fruta, las concentraciones y los dias de produccion.
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3.1.4.Estimacion del consumo de la fuente de carbono por Gluconacetobacter

n.

3.1.4.1. Determinacion de la curvade calibracion de glucosa

Las concentraciones finales de |a fuente de carbono de cada uno de
los tratamientos, fue estimado a partir de los valores de
absorbancias ingresados en la ecuacion de la recta de regresion
lineal (y = 0,0987x — 0,0784), ver la Figura 29. Cabe resaltar que la
curva de calibracion se construyd a partir de diferentes
concentraciones de glucosa estandar diluida en 100 ml de agua
destilada (Tabla 13).

Tabla13
Valores de concentracion de glucosa (mg/ml) para la obtencion de

la recta de regresion

CONCENTRACION DE ABSORBANCIA

GLUCOSA (mg/ml)
2,0 0,103
4,0 0,322
6,0 0,544
8,0 0,698
10,0 0,902

Fuente. Elaboracion propia
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3.1.4.2.

0.9 e
0s  Y=0,0987x-0,0784
07 R? = 0,9964

0.6
0.5

0.4
0.3 '
0.2

0.1 o

ABSORBANCIA

0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACION DE GLUCOSA (mg/mL)

Figura 29. Recta de regresion de la glucosa (mg/ ml) vs. la

absorbancia.

Estimacion del consumo de la fuente de carbono

Los resultados del consumo de la fuente de carbono muestra que
después de los 15 dias de cultivo, Gluconacetobacter sp., consumio
cercadel 100 % de lafuente de carbono en todos los tratamientos y
el control (Tabla 14).

En la Tabla 14 se muestran los valores del consumo de la fuente de
carbono a término de la produccion de celulosa, donde se observa
gue en los 3 niveles de concentracién, € mayor consumo de
azucares de la fuente de carbono se dio con el sustrato de manzana,
obteniéndose 155,3 g/L de azUcar total para 10 % de concentracion
(T4), 193,5 g/L de azUcar tota para e 20 % de concentracion (T5)
y 231,6 ¢g/L para € 30 % de concentracion (T6). Al utilizar €
arandano como sustrato, € consumo de azlcares de la fuente de
carbono fue menor a las obtenidas por la manzana, registrandose
para 10 % de concentracion (T1) 136,4 ¢g/L de azlcar total
consumido, para 20 % de concentracion (T2) 153,0 g/L y para 30
% de concentracion el valor de 166,8 g/L.
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En el caso del tratamiento control utilizando un sustrato estandar,
se obtuvo un consumo de 121,62 g/L de azlcar total de lafuente de
carbono, valor inferior a los tratamientos con sustrato de manzana
con concentraciones de 10, 20 y 30%. También se observé que €
consumo de azlcar total de la fuente de carbono del control fue
inferior a consumo de la fuente de carbono con sustrato de

arandano en las 3 concentraciones (Tabla 14).

Tabla14
Valores de concentracion inicial, concentracion final y consumo de la fuente de carbono
(g/L) por Gluconacetobacter sp. en e medio de cultivo, segin € sustrato de fruta 'y € nivel

de concentracién en la fase final de la produccion de celulosa bacteriana (15 dias)

Concentraci6 Absorbancia Concentracién
Consumo  consumo de

Tratamientos  Fruta Conr(]:(?;/f)r)acié n n ;ﬁ;?le(:jil a d?i :;T(:ji; a :‘i::rit(:zedlz le fuente de i fuentede
carbono (g/L) cultivo carbono (g/L) wbono (g/L.) zarbono (%)
Control - - 1 126,4 0,390 4.7 121,6 96,2
T1 Arandan 101 1415 0,423 5.1 1364 964
T2 ATy 1 1567 0286 37 1530 97,6
T3 Arandan g1 1e88 012 2,0 1668 988
T4 Manzana 10 1 1627 0,658 75 155,3 95,4
T5 Manzana 20 1 1991 0,470 5,6 193,5 97,2
T6 Manzana 30 1 2355 0,301 38 231,6 98,4

n=numero de réplicas por tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia

3.1.5.Resultados del potencial de hidr6geno, volumen remanente del medioy
medida del didmetro de la celulosa en los diferentes tratamientos

3.1.5.1. Andlisisdel potencia de hidrégeno

Los resultados del andlisis de Varianza del potencial de hidrogeno
muestran gque hubo un efecto significativo del sustrato de fruta
(p<0,05) y las concentraciones de la fruta (p<0,05), significando

gue cada uno de estos factores influyé en la disminucion del pH

59



durante la produccion de celulosa bacteriana. No se observaron
efectos de interaccion (p>5), lo que evidencia que los factores

experimental es actuaron de forma independiente (Tabla 15).

Tabla15
Andlisis de varianza del potencial de hidrogeno en 15 dias de
produccién de celulosa bacteriana, considerando los factores

sustrato de fruta y nivel de concentracion

FuentedeVariacion SC GL CM F p

Fruta 50774 1 50774 75,921 0,000002
Concentracion 06878 2  0,3439 5142 0,024381

Fruta* Concentracion 0,0904 2 0,0452 0,676 0,527026
Error 0,8025 12 0,0669

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 16 presenta las medias y desviaciones estandar del pH
segun € sustrato de frutay los niveles de concentracion. Se observa
que, la disminucion mas considerable en los valores del pH se dio
con € sustrato de ardndano, registrandose con 10 % de
concentracion, un promedio de 2,97, mientras que con 20 % de
concentracion, se obtuvo un promedio de 2,85 y con 30 % de
concentracion, un promedio de 2,66, evidenciandose e efecto
significativo de la concentracion de esta frutaa a mayor
concentracion de arandano, menor valor de pH. Respecto a
sustrato de manzana, se observo que los valores promedios de pH
fueron significativamente mayores a las obtenidas con € arandano,
sin embargo, estos vaores también dependieron del nivel de
concentracion de la manzana, registrandose con 10 % de
concentracion, un valor promedio de 4,11, con 20 % de
concentracion, un promedio 4,04 y con 30 % de concentracion, un
promedio de 3,52. Asimismo, se puede observar que € tiempo de
produccion fue un factor importante, ya que todos |os tratamientos

mostraron una disminucién en los valores de pH en lafase final (15
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dias de produccion), al comparar con € valor de guste en la fase
inicial delaproduccion de celulosa que fue el valor de pH de 5,6.
En € caso dd tratamiento control, se obtuvo un pH promedio 2,72
valor significativamente inferior a pH obtenido por € sustrato de
manzana con 10, 20 y 30% de concentracion (Tabla 16 y Figura
30).

Tabla 16
Valores promedios y desviaciones estandar del potencial de hidrégeno obtenidos en la fase
final de la produccion de celulosa bacteriana (15 dias), seguin € sustrato de fruta y niveles

de concentracion

Tratamiento Fruta Concentracion n Promedio  Desviacion estandar
(%) pH pH
Control - - 6 2,72 0,182
T1 Arandano 10 3 2,97 0,064
T2 Arandano 20 3 2,85 0,050
T3 Arandano 30 3 2,66 0,091
T4 Manzana 10 3 4,11 0,117
T5 Manzana 20 3 4,04 0,120
T6 Manzana 30 3 3,52 0,599

n= numero de réplicas por tratamiento.
Fuente: Elaboracion Propia.

Current effect: F(2, 12)=.67594, p=.52703
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
5.0

45

3.0

25

2.0

10 20 30 =~ Arandano
-I- Manzana
Concentracion (%)

Figura 30. Potencial de hidrogeno promedio obtenido en la
produccion de celulosa, segin los sustratos de fruta y los

niveles de concentracion.
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3.1.5.2.

Tabla 17

Andlisisdal volumen consumido del medio de cultivo alternativo

Los resultados del andlisis de Varianza del volumen consumido del
medio de cultivo alternativo en los tratamientos muestran que hubo
efecto significativo del tipo de fruta (p<0,05) y los niveles de las
concentraciones de la fruta (p<0,05), significando que cada uno de
estos factores influyeron en la disminucion del volumen del medio
de cultivo aternativo. No se observaron efectos de interaccion
(p>5), lo que evidencia que los factores experimental es actuaron de
forma independiente (Tabla 17).

Andlisis de varianza del volumen consumido del medio de cultivo alternativo,

considerando los factores sustrato de fruta y nivel de concentracion

Fuentede Variacion SC GL CM F p
Fruta 114,784 1 114,784 27,2727 0,000214
Concentracion 234,415 2 117,207 27,8485 0,000031
Fruta* Concentracion 5,357 2 2,678 0,6364 0,546168
Error 50,505 12 4,209

Fuente: Elaboracién propia.

La Tabla 18, muestra las medias y desviaciones estandar del
volumen consumido del medio de cultivo aternativo en todos los
tratamientos, segun el sustrato de fruta y las concentraciones de
fruta. En la tabla se observa que, en las tres concentraciones de
sustrato de ardndano, se produjeron los mayores consumos del
volumen del medio de cultivo, registrandose con 30 % de
concentracion, un promedio de 17,17 %, con 20 % de
concentracion, un promedio de 12,63 %, mientras con 10 % de
concentracion, un promedio de 7,07 % vaor semejante a lo
obtenido con €l sustrato de manzana en concentracion a 20 %. El
sustrato de manzana en concentracion de 30 %, produjo un
promedio de 11,11 % de consumo y en concentracion de 10 %, un
promedio de 3,54 %.
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Tabla 18

En € caso del tratamiento control, se obtuvo en promedio, 9,09 %
del  volumen consumido del medio alternativo, valor
significativamente superior a volumen consumido por € sustrato
de manzana con 10 % y 20 % de concentraciéon vy
significativamente inferior a volumen consumido por e sustrato de
arandano con 20 % y 30 % de concentracion (Tabla 18 y Figura
31).

Valores promedios y desviaciones estandar del volumen consumido del medio de cultivo

alternativo seguin €l sustrato de fruta y niveles de concentraciéon, obtenidos en la fase final

de la produccién de celulosa bacteriana (15 dias)

Tratamiento Fruta Concentracion n Promedio Desviacion
(%) Volumen estandar
consumido Volumen
(%) consumido
(%)
Control - - 6 9,09 0,958
T1 Arandano 10 3 7,07 1,750
T2 Arandano 20 3 12,63 2,314
T3 Arandano 30 3 17,17 1,750
T4 Manzana 10 3 3,54 0,875
T5 Manzana 20 3 7,07 0,875
T6 Manzana 30 3 11,11 3,499

n= nuimero de réplicas por tratamiento.

Fuente: Elaboracion propia.
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Current effect: F(2, 12)=.63636, p=.54617
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 31. Volumen consumido promedio del medio de cultivo
aternativo, segun los sustratos de fruta y los niveles de

concentracion.

3.1.5.3. Andlisisde diametro de la celulosa bacteriana

Los resultados del andlisis de varianza del didmetro de la celulosa
bacteriana muestran que hubo efecto significativo del sustrato de
fruta (p<0,05) y los niveles de las concentraciones de la fruta
(p<0,05). No se observaron efectos de interaccion (p>5), 1o que
evidencia que los factores experimentales actuaron de forma
independiente (Tabla 19).



Tabla 19

Andlisis de varianza del didmetro de celulosa bacteriana segun los sustratos de fruta y

niveles de concentracién obtenidos en la fase final de la produccion de celulosa

bacteriana (15 dias)

Fuente de Variacion SC GL CM F p

Fruta
Concentracion

6,1250 1 6,1250 32,618 0,000097
12,8533 2 6,4267 34,225 0,000011

Fruta* Concentracion 0,1733 2 0,0867 0,462 0,641050

Error

2,2533 12 0,1878

Fuente: Elaboracion Propia.

En la Tabla 20, se muestran las medias y desviaciones estandar del
didmetro de la celulosa bacteriana segun € sustrato de fruta 'y los
niveles de concentracién. Se observa en latabla que, en € caso del
sustrato de ardndano, los 3 niveles de concentracion presentaron
mayor longitud del diametro de la celulosa, registrandose con 10 %
de concentracion, un promedio de 4,40 cm, con 20 % de
concentracion, un promedio de 527 cm y con 30 % de
concentracion, un promedio de 6,23 cm, evidenciandose € efecto
significativo de la concentracion de esta frutaa a mayor
concentracion de ardndano, mayor didmetro de celulosa. Respecto
al sustrato de manzana, los promedios de diametro de celulosa
resultaron significativamente menores en comparacion con los del
arandano, registrandose un promedio de 3,03 cm con 10 % de
concentracion, de 4,03 cm con 20 % de concentracion y 5,33 cm
para 30 % de concentracion, evidencidndose también que la
longitud del diametro de celulosa dependié del nivel de
concentracion de manzana (Tabla 20 y Figura 32).

En @ tratamiento control, se obtuvo en promedio, 3,72 cm de
didgmetro de celulosa, valor significativamente superior al
producido por € sustrato de manzana con 10 % de concentracion
(Tabla20y Figura 32).
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Tabla20
Valores promedios y desviaciones estandar del didmetro de la celulosa bacteriana segun
el sustrato de fruta y niveles de concentracion, obtenidos en la fase final de la produccion

de celulosa bacteriana (15 dias)

Tratamiento Fruta Concentraci6 n  Promedio Desviacion
n (%) Diametro de estandar

celulosa Diametro de

(cm) celulosa (cm)
Control - - 6 3,72 0,147
T1 Arandano 10 3 4,40 0,265
T2 Arandano 20 3 5,27 0,252
T3 Arandano 30 3 6,23 0,289
T4 Manzana 10 3 3,03 0,153
T5 Manzana 20 3 4,03 0,153
T6 Manzana 30 3 5,33 0,929

n= nuimero de réplicas por tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

Current effect: F(2, 12)=.46154, p=.64105
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 32. Didmetro promedio de celulosa bacteriana, segun los

sustratos de frutay los niveles de concentracion.
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3.1.6.Resultados del andlisis quimico de la celulosa obtenida por

espectroscopiainfrarroja FTIR - MIR-ATR

La Figura 33, muestralos resultados del andlisis quimico por espectroscopia
infrarroja (TIR-MIR-ATR). La celulosa obtenida en e tratamiento 3 (T3)
fue analizada en € espectro de 400 — 4000 cm™.

En la Tabla 21, se registra las longitudes de onda obtenidas del andlisis de
espectroscopia infrarroja con los enlaces y estructuras reconocidas para cada
una de ellas. La longitud de onda menor registrada fue de 850 cmty no es
caracteristica de la celulosa, las longitudes de onda de 950 cmty 1010 cm'?t
corresponden ala vibracion de los grupos C-O, la longitud de onda de 1405
cm? y 1580 cm™ no corresponde a ninguna caracteristica de la celulosa, la
longitud de onda de 2910 cm? corresponde ala vibracion de los grupos CH/
Grado de cristalinidad y la mayor longitud de onda registrada fue de 3240

cmt que corresponde ala vibracién de los grupos —OH Celulosal.

Tabla 21

Enlacesy estructuras de celulosa asociados a longitudes de onda (cm™)

Longitud
deonda Enlacesy estructurasreconocidas
(cm™)
850 No caracteristicaa Celulosa

950 Vibracion de los grupos C-O!

1010 Vibracion de los grupos C-O?

1405 No caracteristicaa Celulosa

1580 No caracteristicaa Celulosa

2910 Vibracion de los grupo CH/Grado de cristalinidad®

3240 Vibracion de los grupos -OH
Celulosa I
1Quintana (2015), %° Carrefio (2011), “Chen, Chen, Huang y Lin (2011).
Fuente: Elaboracidn propia.
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3.2. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion es uno de los primeros en Peru sobre
obtencion de celulosa bacteriana a partir de Gluconacetobacter sp. mediante la
fermentacion de extractos de frutas de descarte. La morfologia de la bacteria
aisada y las pruebas bioguimicas realizadas han permitido evidenciar que
pertenece a género Gluconacetobacter (Gullo y Giudici, 2008; Kadere et al.,
2008). Algunos autores indican que para confirmar e género se puede realizar
pruebas adicionales, como la oxidacién de lactato y la oxidacion de acetato
(Gerard, 2015).

En e presente estudio, los sustratos de arandano, manzana y el control fueron
eficientes en la obtencién de celulosa bacteriana, siendo € tratamiento 3 (medio
de cultivo aternativo més el extracto de ardndano a 30 % (p/v)) € gue obtuvo
mayor produccion de celulosa bacteriana con un valor promedio de 128,28 g/L de
celulosa. Cruz (2015) realiz6 investigaciones a partir de un medio formulado con
residuos de pifia parala produccion de celulosa bacteriana, donde €l zumo de pifia
registré un valor de 8,74 g/L de produccién maxima de celulosa bacteriana en 94
% de zumo de pifia en 10 dias de cultivo, resultando menor al obtenido en la
presente investigacion. Esta diferencia en la produccion de celulosa bacteriana en
la pifia, radicaria en e aporte de glucosa, sacarosa y fructosa como azlcares
principales en la produccion de celulosa bacteriana en Gluconacetobacter
(Jaramillo et al., 2012). La produccién de celulosa obtenida en e presente estudio
(128,28 g/L), fue similar a lo reportado por Parant (2005), quien logré obtener
celulosa a nivel industrial, con valores maximos de produccion de 159,5 g/L a 15
dias de cultivo, usando € extracto de arandano (20 %) e incluyendo inductores
convencionales como extracto de levadura, sorbato de potasio, KH2PO4 y CaClo.
La fuente de fosfato, KH2PO4, es é inductor més usado para la obtencion de
celulosa (Jaramillo et a., 2012; Lestari, Elfrida, Suryani y Suryadi, 2014;
Quintana, 2015), debido al aporte del fosforo a las principales enzimas que
participan de la biosintesis de celulosa bacteriana, como es la glucoquinasa,
fosfoglucomutasa y UDPG-pirofosforilasa (Carrefio, 2011). En esta investigacion

también se logro obtener resultados favorables para la biosintesis de celulosa,
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usando extracto de levadura (12,65 g), CeH7KO- (0,13 g), KH2PO4 (3,79 g) ¥
CaCl> (7,59 g) lo cua explica que los buenos resultados para la produccion de
celulosa bacteriana, en los tratamientos y e control, puede atribuirse a una
correcta formulacion y seleccion de los ingredientes necesarios para e cultivo de
Gluconacetobacter sp. Cabe indicar que Parant (2005) empled dicha formulacién
a nivel industrial, mientras que en la presente investigacion fue a escala de
laboratorio.

El resultado que se obtuvo en la presente investigacion para la produccion de
celulosa con € sustrato de manzana fue menor en comparacion a los tratamientos
con € sustrato de arandano y € control. Esta diferencia puede atribuirse a la
presencia de inductores como calcio y fésforo “propios de la fruta”, reportandose
en mayor cantidad el fésforo y e calcio en € fruto de arandano a diferenciade la
manzana (Parant, 2005; Mejia, 2015). Es preciso mencionar que la manzana
destaca por su ato contenido de acido mélico y por consiguiente a emplearse
dicho sustrato como fuente de carbono para Gluconacetobacter sp., puede
provocar una disminucion en la produccién de celulosa, considerandose un factor

limitante para el microorganismo (Enciso, 2015).

De igua manera e tratamiento control conformado por sustrato estandar
formulado con sacarosa como Unica fuente de carbono, mostré también una
produccion favorable de 70,66 g/L en la obtencion de celulosa bacteriana.
Jaramillo, Tobio y Escamilla (2012) utilizaron también sacarosa, como sustrato, y
a una concentracion de 7,6% obtuvieron un valor méximo de 39,5 ¢g/L de celulosa
bacteriana. Carrefio (2011) menciona que, al usar sacarosa como fuente de
carbono, la produccion de celulosa es mayor en comparacion de glucosa y
glicerol, debido a que Gluconacetobacter sintetiza celulosa a partir de sacarosa
por medio de la enzima levansacarasa, que hidroliza la sacarosa a glucosa y
levana, siendo este Ultimo, un polimero de lafructosa.
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Con respecto a contenido de azUcar en diferentes frutas y la produccién de
celulosa bacteriana, Lestari et a. (2014), realizaron investigaciones con agua de
coco Y jugo pifia, donde Gluconacetobacter xylinus uso 50,8 % y 81,1% de azlcar
para producir 19,34 g/L y 10,04 g/L de celulosa bacteriana respectivamente. En €
presente estudio, Gluconacetobacter sp. utilizé e 98,8 % de azlicares totales en
tratamiento 3 (medio de cultivo aternativo mas el extracto de arandano a 30 %
(p/v)) ¥y 98,4 % de azlcares totales en e tratamiento 6 (medio de cultivo
aternativo més el extracto de manzana a 30 % (p/v)), para producir 128,28 g/L
de celulosay 66,46 g/L, respectivamente. Lestari et al. (2014) sefidan que existe
una relacion directa entre e consumo de azlcar y la produccién de celulosa
bacteriana; por lo tanto, se podria indicar que Gluconacetobacter sp. es eficiente
para metabolizar 1os monosacéaridos como la glucosa y la fructosa y disacaridos
como la sacarosa. En la presente investigacion, el cultivo con sustrato de manzana
mostré un mayor consumo de azlcar y una menor produccion de celulosa
bacteriana (ver Tablas 12 y 14). Esto se podria explicar porque Gluconacetobacter
sp., aparentemente estaria usando la fuente de carbono del sustrato de manzana
para e metabolismo celular més que para la formacion de celulosa bacteriana
(Lestari et a., 2014). Asi mismo, la pulpa de ardndano posiblemente presente una
mayor concentracion de monosacaridos (glucosa y fructosa) a diferencia de la
pulpa de manzana, por lo gue la produccion de celulosa por Gluconacetobacter
podria estar fuertemente influenciada por € consumo y metabolismo de los
monosacéridos (Jaramillo et al., 2012; Quintana, 2015).

Lavariacion del valor de pH es un indicador de la produccion de &cidos organicos
tales como é&cido gluconico, &cido acético o acido léctico; esto como resultado del
metabolismo fermentativo de los azlcares en €l cultivo de Gluconacetobacter sp.
(Santos, 2015). Respecto a la evaluacion del pH; en esta investigacion, todos los
tratamientos iniciaron con un valor de 56 y a cabo de 15 dias de
experimentacion, se observé que todos los valores de pH decayeron, presentando
los valores promedios minimos € tratamiento 3 y € control, con pH de 2,66 y
2,72, respectivamente. Para el tratamiento 4 y tratamiento 5 se obtuvo los valores
promedios maximos, con pH de 4,11 y pH de 4,04 respectivamente. Quintana

(2015), menciona que la mayoria de especies del género de Gluconacetobacter,

71



presentan como valores Optimos para la produccién de celulosa bacteriana,
valores de pH entre 4 y 8. Otros estudios mencionan que existen especies del
género Gluconacetobacter, Gluconacetobacter medellinensis, que son resistentes
apH acidos y que su mayor produccién se da con pH por debgjo de 4, valor en €
gue otras especies del género inhiben su produccion de celulosa (Castro, 2015;
Enciso, 2015). Mediante los valores de pH obtenidos en la presente investigacion,
sumando a lo mencionado por Quintana (2015), Castro (2015) y Enciso (2015), se
podria decir que el género Gluconacetobacter puede sintetizar celulosa bacteriana

en un medio donde el pH presente valoresentre 2.5y 8.

Los resultados del consumo del medio de cultivo alternativo en los tratamientos,
mostraron que e menor consumo del volumen o obtuvo e tratamiento 4 (medio
de cultivo aternativo més el extracto de manzana a 10 %) con un valor promedio
de 3,54 %, tratamiento donde se produjo la menor cantidad de celulosa (23,13
g/L). El tratamiento que mostré el mayor consumo del medio de cultivo fue €
tratamiento 3 (medio de cultivo alternativo més el extracto de arandano a 30 %)
con un vaor promedio de 17,17 %, y es éste el tratamiento con € que se obtuvo
mayor cantidad de celulosa (128,28 g/L). Perna (2013) menciona que € volumen
del medio de cultivo va disminuyendo a lo largo del tiempo de cultivo, debido a
gue en la estructura de la celulosa bacteriana se quedan atrapadas las moléculas de
agua en cantidades considerables. Es asi que en la presente investigacion se
demostré que a mayor peso de las peliculas de celulosa bacteriana, se encontré

mayor consumo del medio de cultivo en los tratamientos.

El andlisis en la espectroscopia infrarroja FTIR es una herramienta Gtil para
establecer la variacion de la estructura quimica de la celulosa bacteriana
(Dumitriu, 2013). En ésta investigacion se observo espectros con bandas que van
desde 850 a 3240 cm* (longitud de onda), similar a lo reportado por (Carrefio,
2011). Se puede apreciar que la banda de 3240 cm™ presente en la celulosa
bacteriana, esta asignada a la presencia del grupo hidroxilo (O-H) lo que permite
confirmar la presencia de celulosa de tipo | (Castro et a., 2012; Chen, Chen,

Huang y Lin, 2011). De acuerdo con Romero, Marfisi, Oliveros, Rojas y Pefia
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(2014), quienes mencionan que, un pico de absorcién a una longitud de onda de
2910 cm! se encuentra asociado al estiramiento de los grupos C-H presentes en la
membrana de la celulosa bacteriana, tal como se pudo visualizar en las bandas de
la celulosa bacteriana de la presente investigacion. Este estiramiento del enlace es
muy usado para determinar e grado de cristalinidad de la celulosa bacteriana
(Carrefio, 2011). La muestra de celulosa obtenida en la presente investigacion
tratada con NaOH, presentd menor cristalinidad en los resultados obtenidos con el
andlisis de la espectroscopia infrarroja. Se observé ademés, que las membrana de
celulosa de esta investigacion present6 picos con valores de longitud de onda de
1580 cm? que corresponde a la vibracion de la estructura de los anillos arométicos
(C=C), caracteristicos de lignina, similar a lo reportado por otros autores (Mc
Murry, 2008). La presencia de la lignina como impureza, nos indica que su
remocién de las peliculas de celulosa fue parcial; en este estudio, laligninaen la
celulosa andizada podria proceder de las semillas del arédndano, Vaccinium
corymbosum (Parada, 2005); las cuaes a ser pequefias no pudieron ser
completamente removidas en la preparacion del extracto de fruta. El andlisisen la
espectroscopia infrarroja (Figura 33) también mostré una banda a una longitud de
onda de 1010 cm™, & cual corresponde a una estructura de celulosatipo | o nativa,
similar comportamiento en e andisis de infrarrojo, se reportd en otras
investigaciones (Carrefio, 2011). Ademés, se observo una banda con longitud de
onda asignada a 950 cm™, € cual corresponde a la vibracion del grupo funcional
C-O que es caracteristico de la celulosa bacteriana producida por
Gluconacetobacter sp. (Quintana, 2015). Sin embargo, también se observaron
bandas con picos de longitudes de onda de 1405 cm™ y 850 cm™ que no son
caracteristicas de la celul osa; esto se puede atribuir alas impurezas presentes en €l
medio de cultivo, dado que no se llegaron a eliminar con la metodologia de
purificacion con NaOH, empleada en la presente investigacion.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

La bacteria aislada del vinagre de manzana, luego de las pruebas bioguimicas para
catalasa positiva, oxidasa negativa y Gram negativo, corresponde a género

Gluconacetobacter.

El tratamiento tres (T3) constituido por el extracto de ardndano en concentracion de 30
%, resulto ser el mejor medio de cultivo aternativo para Gluconacetobacter sp., donde

se obtuvo la mayor produccion de celulosa bacteriana, con 128,28 g/L.

El medio aternativo con extracto de arandano (Vaccinium corymbosum) presentd una
mayor produccién de celulosa bacteriana, posiblemente debido a una mayor

disponibilidad de fuentes de carbono en forma de monosacéridos.

La disminucion del pH del medio de cultivo de Gluconacetobacter con sustratos
aternativos, empleados en esta investigacion, esta relacionada directamente con la

produccion de celul osa bacteriana.

El biopolimero analizado por la espectroscopia infrarroja FTIR present6 las bandas
con longitudes de onda caracteristicas de la celulosa, confirmandose la presencia de
grupos funcionales de este polisacérido; sin embargo, se presentd ciertas impurezas
procedentes del medio de cultivo, lo cua no se logré eiminar con € tratamiento
realizado con NaOH 0,1N.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

Evaluar e comportamiento (crecimiento y produccién de BC) de Gluconacetobacter
sp. (aislado en este estudio) a diferentes valores de pH para confirmar si la especie es

resistente a pH acidos.

Evaluar el efecto de diferentes sustratos (fuente de carbono) sobre el crecimiento y la

produccion de celulosa bacteriana por Gluconacetobacter sp.

Evauar los sustratos de ardndano y manzana a concentraciones mayores del 30 %,
para andizar s la tendencia en cuanto a la produccion de celulosa bacteriana se
mantiene constante, aumenta o disminuye.

Redlizar estudios sobre la utilizacion de otros sustratos de bagjo costo, facil acceso y

buena fuente de carbono parala produccién de celulosa por Gluconacetobacter sp.
Redlizar estudios comparativos sobre las propiedades fisicoquimicos y mecanicas
entre celulosa de origen vegetal y la celulosa bacteriana obtenida a partir de fuentes de

carbono de bajo costo.

El método de purificacion para la caracterizacion quimica de la celulosa bacteriana,

debe ser e mésidoneo paralograr un 6ptimo resultado.

Caracterizar la cepa aislada mediante técnicas moleculares para determinar la especie

alacual pertenece.
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TERMINOLOGIA

Las definiciones de los términos considerados a continuacion fueron seleccionados de los
libros “Biologia de los Microorganismos”, “Introduccion a la Microbiologia” y “Glosario
de Biotecnologia” 10s cuales pertenecen a autores como Madigan, Martinko, Dunlap y
Clark (2009); Ingraham & Ingraham (1998) y Jauregui & Chévez (2006) respectivamente.

Aerobio: Es aquel organismo que se caracteriza por requerir de oxigeno para poder vivir,
se clasifican segln la necesidad de este e emento vital.

Alimentos perecederos. Son aguellos alimentos que se caracterizan por presentar un
estado de descomposicién, en un intervalo de tiempo reducido, debido a la presencia de

mi croorganismos.

Autoclave: Dispositivo que utiliza altas temperaturas de calor y presion para esterilizar

materiales y medios de cultivo, utilizados en la experimentacion dentro de un laboratorio.

Bacteria: Son aquellos microorganismos que no pertenecen a la clasificacion arquea

debido a que son procariotas, y por consiguiente corresponden al dominio bacteria.
Bacteria gramnegativo: Se refiere a los microorganismos que al ser observados en la
coloracion Gram presentan un color rosa en la estructura de la pared celular, debido a que

tienen una membrana externa.

Biopeliculas. Son aquellas colonias de células que se encuentran incorporados en

polisacéridos, que se caracterizan por unirse a diferentes areas superficiales.

Biotecnologia: Es latécnica que se caracteriza por hacer uso de los microrganismos con la
finalidad de obtener beneficios apropiados del mismo.

Biotecnologia ambiental: Hace referencia a empleo de técnicas bioldgicas con €

propésito de contribuir a cuidado y preservacion del medio ambiente.
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Compuesto organico: Es la materia conformada por moléculas y estructura atdmica que

presentan alguna fuente de carbono.

Esterilizacion: Inhibir e crecimiento de microorganismos por medio de mecanismos

fisicosy quimicos.

Ecosistema vulnerable: Grupo especifico en e que se encuentran representados € medio
bidtico y el medio abidtico, en la cual se encuentran expuestos a peligros provocados por

fendmenos naturales o antropogéni cos.

Fase de crecimiento: Representa alos distintos periodos que expone € crecimiento de un
tipo de microrganismos, frecuentemente se relaciona la cantidad de células en funcién de

un tiempo determinado.

Fermentacion: Es conocido como un proceso en e cua no se requiere de oxigeno para
oxidar algun tipo de carbohidrato, este procedimiento es utilizado para la obtencién de

energia.

Inéculo: Es aquel conjunto de células que resultan imprescindibles para la formacion de

un cultivo de microorganismos.
Medio de cultivo: Es € conjunto de componentes presentes en una solucion que se

encuentra en estado solido o liquido, que actian como nutrientes en € crecimiento y

desarrollo de microorganismos.
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APENDICES

Apéndice 1: resultados del andlisis quimico de la celulosa bacteriana mediante

espectroscopiainfrarroja— FTIR

Andlisis de celulosa bacteriana en espectroscopia FTIR con correccion de ATR
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Andlisis de celulosa bacteriana en espectroscopia FTIR con correccién de ATR y del

cristal de ATR
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Apéndice 2: Registro fotogréfico de la investigacion

In6culo de bacterias de Gluconacetobacter sp.

Tratamientos T1, T2, T3y TC junto asus réplicas del ardndano




Celulosa bacteriana obtenida del medio de cultivo alternativo con extracto de arandano

(Vaccinium corymbosum)

Obtenci6n de celulosa bacteriana del medio de cultivo alternativo con extracto de manzana
(Malus domestica)
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Celulosa bacteriana producida en €l tratamiento mas eficiente T3.

Pelicula de celulosa bacteriana, posterior a proceso de secado.
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