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RESUMEN

TITULO: PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA A PARTIR DE PROCESOS
FERMENTATIVOS UTILIZANDO MUCILAGO DE CAFE COMO FUENTE DE CARBONO.

Autor: INGRITH CAROLINA FLOREZ GARCIA**,

Palabras claves: Celulosa Bacteriana-CB; Mucilago de café-MC; Hestrin and Schramm-
HS; Gluconacetobacter xylinus.

La Celulosa Bacteriana (CB) es un biopolimero que a diferencia de la celulosa proveniente de las
plantas es altamente puro y cristalino, no posee lignina y hemicelulosa, y puede ser empleado como
fuente alternativa de celulosa en la industria. La produccidon industrial de CB, est4 limitada por su
viabilidad econdmica, siendo la fuente de carbono, uno de los factores. Los residuos
agroindustriales, como el mucilago de café (MC), aparecen como una alternativa atractiva para el
desarrollo de los biopolimeros, ya que de esta forma se ayuda a la viabilidad a escala industrial. El
objetivo de este trabajo fue desarrollar un proceso de fermentacion estatica a escala de laboratorio
para la produccion de CB, utilizando una cepa de referencia Gluconacetobacter xylinus ATCC 23768
y MC como fuente de carbono. Para las fermentaciones se utilizé6 un medio de referencia Hestrin y
Schramm (HS) y en medio Hestrin y Schramm con fuente de carbono MC (HS-MC), el pH del medio
se ajusto a 6 con una solucién de NaOH 1N. La produccién de celulosa utilizando MC como fuente
de carbono (4,8 g/L) fue 2.28 veces mayor que la celulosa obtenida con el medio de referencia HS
utilizando sacarosa como fuente de carbono (2,1 g/L). En la pelicula formada se observaron
microfibrillas de celulosa en forma de cinta con anchos de 23-63 nm y longitudes variables (um).
Resultados sugieren que MC tiene un alto potencial como fuente de carbono en la produccion de CB
por G. xylinus ATCC 23768. El MC, un residuo organico de la industria cafetera que genera impactos
negativos sobre las fuentes hidricas, puede usarse como fuente de carbono econémica y abundante
en procesos fermentativos para produccion de celulosa. Adicionalmente el estudio de usos
alternativos de esta biomasa residual es importante porque permite proponer soluciones viables a
problematicas complejas que afectan el desarrollo del sector agroindustrial cafetero no solo del
departamento de Santander sino del pais.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica, Director Marianny Yajaira Combariza Montafiez, codirector Cristian Blanco
Tirado.
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ABSTRACT

TITLE: PRODUCTION OF BACTERIAL CELLULOSE FROM FERMENTATIVE
PROCESSES USING COFFEE MUCILAGE AS CARBON SOURCE.

Author: INGRITH CAROLINA FLOREZ GARCIA **,

Keywords: Bacterial cellulose-CB; Mucilage of coffee-MC; Hestrin and Schramm- HS;
Gluconacetobacter xylinus.

Bacterial cellulose (CB) is a highly pure and crystalline biopolymer, which is different from the kind
found in plants, as it is not composed by lignin and hemicellulose. It can be used as an alternative
source in the industrial sector. In response to the limited financial feasibility of the bacterial cellulose
mass production, in terms of carbon source, agro-industrial waste, such as coffee mucilage (CM),
appears as an attractive alternative for the production of the biopolymer. The aim of the present work
was to develop a laboratory scale fermentative process for the production of BC, using a reference
strain ATCC 23768 Gluconacetobacter xylinus and CM as carbon source. A reference Hestrin and
Schramm (HS) culture medium and a test Hestrin and Schramm (HS-MC) culture medium modified
by using CM as carbon source were tested for fermentative process. The media pH was adjusted to
6 with a 1 N NaOH aqueous solution. The production of cellulose using MC as a carbon source (4.8
g/L), was 2.28 times greater than the cellulose obtained from the reference HS culture medium
operating sucrose as carbon source (2.1 g/L). The obtained films were found to be structured by 23-
63 nm wide and variable length ribbon shaped micro-fibrils. Results suggest that MC has a promising
potential as a carbon source in the production of CB by G. xylinus ATCC 23768.The MC, an organic
waste found in the coffee industry that generates a negative impact on water sources, can be used
as a source of profitable and abundant carbon source in fermentative processes for the production of
cellulose. Additionally, the study of alternative uses to this residual biomass is essential due to the
fact that it allows the generation of viable solutions to complex issues that affect the development of
the agro-industrial coffee sector not only in Santander but also in the country.

*Bachelor thesis
**Science faculty, Chemistry school, Director Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Co-direcctor Cristian Blanco Tirado.
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INTRODUCCION

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza y uno de los
materiales més utilizados por el hombre a lo largo de la historia. En la actualidad la
celulosa es indispensable como materia prima en la industria textil, maderera, de
pulpa y papel. Desde el punto de visto fisioldgico la celulosa es un componente
estructural intrinseco de la pared celular de las plantas donde forma una red con
otros polimeros como la hemicelulosa y la lignina [2]. Aunque la celulosa
comunmente se asocia a las plantas, donde cumple funciones estructurales y
fisiologicas, existen otros organismos que la producen. Por ejemplo, es bien
conocido que la celulosa puede ser elaborada por diferentes organismos del reino
Fungi (Dictyostelium), Procariota/Monera  (Agrobacterium, Rhizobium,

Gluconacetobacter) y Animal (Tunicidae). [3]

La celulosa bacteriana (CB) se produce por algunas especies del reino Procariota,
y se diferencia de la celulosa vegetal por su alta pureza y cristalinidad. En la
actualidad esta sustancia ha revolucionado el éarea de los materiales,
particularmente en aplicaciones biomédicas, por sus excepcionales propiedades
fisicoquimicas y mecanicas ,y constituye uno de los biopolimeros mas estudiados
en los dltimos tiempos.[4] La CB se produce mediante procesos biotecnologicos
(fermentaciones aerobias y/o oxidativas) a partir de microorganismos (bacterias)

que utilizan azucares simples y alcoholes como fuentes de carbono.

El café es un arbusto que pertenece a la familia de las rubiaceas, nativo de Asia
y Africa que produce un fruto de tipo drupa, el cual se utiliza desde el siglo XII para
la preparacion de una bebida estimulante. En Colombia, cuarto productor mundial
de café, se cultiva y exporta la especie Coffea arabiga; nuestro café es reconocido

por su suavidad y aroma. El proceso normal de produccién de café comprende las
16



etapas de despulpado del fruto, clasificado, remocion del mucilago, lavado y
secado. Uno de los subproductos de este proceso industrial - tradicional, y de
interés para la presente investigacion, es el mucilago. En Colombia el mucilago de
café (MC) se ha convertido en un problema ambiental debido a que algunos
pequefios productores lo eliminan directamente a cuerpos de agua, que
eventualmente se contaminan por exceso de materia organica Sin embargo, el MC
es rico en azucares, pectinas, proteinas, grasa y cenizas y consecuentemente su
uso como fuente de carbono en procesos microbioldgicos de transformacion resulta

muy atractivo.

En la actualidad, se han reportado aplicaciones del MC en la produccién de abonos
y en otros casos para obtener bioetanol. Se estima que por cada millon de sacos
de 60 Kg de café que se exporta de Colombia, se generan un total aproximado de
55.500 toneladas de MC fresco. Para noviembre de 2014, la produccion de café
alcanzo los 12 millones de sacos, es decir un total aproximado de 600.000 toneladas
de MC se estan generando sin que se haga un aprovechamiento eficiente a gran

escala.

La Celulosa bacteriana- CB, es un nuevo material que se destaca por su alto grado
de cristalinidad, alta resistencia a la presion, elasticidad y durabilidad.
Adicionalmente debido a sus caracteristicas de baja reactividad y toxicidad,
hidrofilicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad es atractiva para la industria
cosmética, biomédica y tecnoldgica. Existen diversos microorganismos que tienen
la capacidad de producir este biopolimero, géneros como de Achromobacter,
Agrobacterium, Rhizobium, Sarcina y Zoogloea se han reportado como productores
de CB [5], [6] ; sin embargo se destacan especialmente las cepas del
género Glucoacetobacter que en la actualidad son las mas utilizadas a nivel
industrial. Esta familia de microorganismos, dentro de la que se destaca la especie
Gluconacetobacter xylinus, tiene la capacidad de producir peliculas o pelicula s de

celulosa sobre la superficie de medios de cultivo liquidos [7]-[9].
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En este documento se describen los resultados obtenidos durante el proceso de
produccion de CB utilizando un proceso microbiolégico de fermentacion en el cual

se utiliza un residuo agroindustrial (MC) como Unica fuente de carbono.

El proceso de investigacion inicié con una revision bibliografica, utilizando bases de
datos electrénicas, para establecer el estado del arte sobre la produccion de CB
utilizando fuentes alternativas de carbono. Posteriormente, se desarroll6 una fase
de campo que comprendid visitas al sitio seleccionado para la toma de muestra de
MC, que se caracterizd fisicoquimicamente. Finalmente, se establecieron las
condiciones de fermentacion adecuadas para la produccion de CB en el laboratorio,
utiizando la cepa de referencia (Gluconacetobacter xylinus). El biopolimero

obtenido se caracterizé por métodos fisicoquimicos y espectroscopicos.

Adicionalmente, con la realizacion de este proyecto se fortalece la linea de
investigacibn en materiales biopoliméricos a partir de fuentes de carbono no

convencionales, del Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales — CEIAM.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 CELULOSA
La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza y uno de los

materiales mas utilizados por el hombre a lo largo de la historia. En la actualidad
es indispensable como materia prima en la industria textil, maderera, y de pulpa y
papel. El polimero de celulosa se compone de unidades (-(1,4)D-glucopiranosa,
unidas por enlaces B-1,4-O-glucosidico (figura 1). Desde el punto de vista
fisioldgico es el componente estructural intrinseco de la pared celular de las plantas,
en forma de microfibrillas de 2 a 20 nm de diametro y de 100 a 40,000 nm de largo,

aproximadamente donde forma una red con otros polimeros como la hemicelulosa

OH OH
O OH o
OH n

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa.

y la lignina[2].

Aunque la celulosa cominmente se asocia a las plantas, donde cumple funciones
estructurales y fisiologicas, existen otros organismos que la producen. Por ejemplo
es bien conocido que la celulosa puede ser elaborada por diferentes organismos del
reino Fungi (Dictyostelium), Procariota/Monera (Agrobacterium, Rhizobium,
Gluconacetobacter) y Animal (Tunicidae)[3]. En cuanto a su morfologia y tamarfio,
las fibras pueden variar de acuerdo con la fuente y especie de individuo que la
produce (figura 2).
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15-25 nm 10-15nm g—gtnrpl
Iga (Valonia) tunicate acteria
el (Halocynthia (Aqetobacter
papillosa) xylinum)
.5-10nm 60-5nm 1.5—3 nm
secondary wall alga primary wall
(coton) (Micrasterias) (parenchyma)

Figura 2. Morfologia de microfibrillas proveniente de diferentes fuentes
(ancho)[10].

Aunque la mayor parte de la celulosa empleada en el mundo proviene de fuentes
vegetales, en la actualidad también existen procesos biotecnolégicos que permiten

obtener este polimero a escala industrial.

1.2CELULOSA BACTERIANA
La celulosa bacteriana (CB) se produce por algunas especies del reino Procariota,

y se diferencia de la celulosa vegetal por su alta pureza y cristalinidad. En la
actualidad esta sustancia ha revolucionado el éarea de los materiales,
particularmente en aplicaciones biomédicas, por sus excepcionales propiedades
fisicogquimicas y mecanicas. Ademas la CB constituye uno de los biopolimeros mas
estudiados en los ultimos tiempos[4]. La CB se produce mediante procesos
biotecnolégicos (fermentaciones aerobias) a partir de microorganismos (bacterias)

que utilizan azucares simples y alcoholes como fuentes de carbono.

1.2.1 Proceso de produccién de CB por Gluconacetobacter xylinus.
La ruta metabdlica para la biosintesis se puede resumir de la siguiente manera: La

fuente de carbono se transporta a través de la pelicula citoplasmatica de la bacteria
por la enzima glucosapermeasa y es fosforilada por la glucosacinasa para formar la

glucosa-6-fosfato. La glucosa-6-fosfato es isomerizada por la fosfoglucomutasa a
20



glucosa-1-fosfato que se transforma en glucosa- uridina-5-difosfato “UDP-Glucosa”
por la UDPG pirofosforilasa. Este proceso metabdlico finaliza cuando
celulosasintasa polimeriza a la glucosa-6-fosfato “UDP-Glucosa” formandose asi

celulosa o comunmente llamada CB 0 celulosa bacteriana[2].

Nanofibrilla

Citoplasma

Figura 3. Esquema general del metobolismo de G. xylinus

Fuente: autor

1.3 MEDIO DE CULTIVO - RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.
El medio mas tradicional, y utilizado como referencia en fermentaciones, para la

produccion de CB es conocido como Hestrin and Schramm (HS) [11] donde de usan
azucares convencionales como fuentes de carbono (figura 4). Sin embargo, este
medio solo se ha utilizado a escala laboratorio debido a su alto costo y bajo
rendimiento de CB que se obtiene [12]. Es por esta razon, en los ultimos afios se
han utilizado medios de cultivos para la produccion de CB donde algunos productos
y subproductos de la agroindustria se emplean como fuentes de carbono
alternativas. Adicionalmente el uso de estas fuentes de carbono impacta
favorablemente el medio ambiente ya que en otras circunstancias podrian

convertirse en residuos contaminantes para las fuentes de agua natural [8].

OH OH
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H OH
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H OH
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Glicerol Manitol

o
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Figura 4. Fuentes de carbono utilizadas en procesos fermentativos con
G. xylinus.
Entre los subproductos y productos de la agroindustria, que se estan utilizando
como fuente de carbono se destacan: Pulpa de arandano[13]; licor de maiz[14],
[15]; zumos de naranja, pifia, manzana, pera y uva[l2]; cascara de pifia[16]—[18];
cafa de azucar[16], [17], [19]; cascara de uva[20]; jarabe de arce[21]; tomate[22];
glicerol[23], [24]; vinaza de arroz[25], [26]; residuos de aceite de oliva[27]; agua de
coco[18], [28] y residuos de levadura cerveza[29]. La busqueda bibliografica no
arrojé ninguna informacion sobre el uso de mucilago de café para la produccion de
CB. Consecuentemente, hasta donde llega nuestro conocimiento, esta es la

primera investigacion que se realiza sobre el tema.

1.4 MUCILAGO DE CAFE (MC)
La produccion de café es fundamental en la economia de nuestro pais. Se

caracteriza en la transformacion del fruto maduro (cereza) en semilla seca
(pergamino), proceso que va acompafado de lavados continuos con agua. En la
industria cafetera es conocido como beneficio himedo del café (figura 5) [30].
Como en todo proceso agroindustrial en esa actividad se producen algunos residuos
que generan graves problemas de contaminacion ambiental, especialmente en los
cuerpos de agua superficial.
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Figura 5. Beneficio himedo del café a) Recoleccion, b) Despulpado, ¢) Remocion
del MC, d) Lavado y e) Secado.

Fuente: autor.

El MC contiene gran cantidad de azucares, que lo hacen un excelente sustrato para
el crecimiento de microorganismos en procesos biotecnologicos de interés
econdémico. En los ultimos afos, se utilizado el MC para la obtencion de pectinas,
miel, obtencién de alcohol etilico y gas metano; también se usa como sustrato para

lombricompost e inclusive como suplemento en alimentacién porcina[31].

El fruto del café, en porcentaje en peso humedo, se distribuye de la siguiente
manera: Pulpa (residuos) 42%, mucilago y azucares solubles 16%, cascarilla
(residuos) 4%, semilla 18% y agua 20%. Adicionalmente, considerando que por
cada kilogramo de cereza se obtienen 91 mL de MC, se estima que por cada millén
de sacos de 60 kg en Colombia se producen 53.000 Toneladas de MC[32]. Si la
produccion de café en Colombia, segun datos de noviembre de 2014, fue de 12
millones de sacos de café de 60 Kg, significa entonces que se produjeron
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aproximadamente 640.000 toneladas de MC que en realidad no se aprovecha a

gran escala.

La composicion quimica del MC puede variar entre especies; de forma aproximada
se compone de 35% de pectinas, 17% de celulosa y cenizas, y 45,8% de azlcares

totales [2].

30%

B Fectinas Azcares reductores
B Az(cares no reductores ] Celulosa + Cenizas

Figura 6. Composicion quimica del mucilago de café- MC [100]

1.5 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULOSA BACTERIANA
Las especies de microorganismos mas utilizadas para la produccion de CB son el

Acetobacter, = Achromobacter, = Aerobacter, = Agrobacterium,  Alcaligenes,
Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Zoogloea (tabla 1) [33]. Entre estas especies
se destaca el Gluconacetobacter xylinus (anteriormente conocido como Acetobacter

xylinum), reportado por Brown en el afio 1886 por primera vez.

Tabla 1. Clasificacion segun (Deinema, 1971) de las bacterias productoras de CB.
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Genero Estructura de celulosa
Acetobacter Peliculas formada por cintas
Achromobacter Fibras

Aerobacter Fibras

Agrobacterium Fibras cortas

Alcaligenes Fibras

Pseudomonas No se distingues fibras
Rhizobium Fibras cortas.

Sarcina Celulosa amorfa

Zoogloea No esta bien definido

Fuente: [33].

1.5.1 Gluconacetobacter xylinus
Esta bacteria Gram negativa que pertenece a la familia Acetobactereaceae, es un

aerobio estricto que realiza la oxidacion incompleta de diversos azucares y
alcoholes en un proceso conocido como fermentacion oxidativa. El G. xylinus tiene
forma elipsoidal recta (0,6 a 0,8 por 1,0 a 4,0 um) y se encuentran de forma aislada,
en parejas o en grupo de cadenas. Las colonias de G. xylinus dan reaccion positiva

a la catalasa y negativa a la oxidasa[13].

Su habitat natural son frutas y vegetales en proceso de descomposicion; el
microorganismo se caracteriza por su capacidad de producir CB sobre medios
liquidos y solidos formando una “pelicula” o “nata” sobre la superficie[3], existe una
gran variedad de cepas de este género (tabla 2) que se estan utilizando en procesos
de produccion de celulosa. Este microorganismo tiene la capacidad de polimerizar
hasta 200.000 moléculas de glucosa por segundo en las cadenas de 3-1,4-glucano,
para luego ser excretadas en el medio de cultivo formando haces de forma de cinta
de microfibrillas [7], [11].

Tabla 2. Cepas de G. xylinus usadas para la produccion de Celulosa.

‘ MICROORGANISMO ‘ REFERENCIAS ‘
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Gluconacetobacter xylinum [6], [11], [23], [34],
[35]
Acetobacter xylinum ATCC 700178 [15]
Acetobacter xylinum ATCC 23768 [36]
Gluconacetobacter hanseii UAC09 [37]
Gluconacetobacter xylinum BCRC 12334 [26]
Gluconacetobacter xylinum CGMCC n°2955 [38]
Gluconacetobacter xylinum ATCC 700178 [9]
Gluconacetobacter xylinum 1-2281 [39]
Gluconacetobacter xylinum PTCC 1734 [40]
Gluconoacetobacter xylinum ATCC 53524 [41]
Gluconacetobacter sucrofermentans CECT7291 | [42]
Gluconacetobacter xylinum BPR 2004 [43]
Acetobacter xylinum NUST4.1 [14]
Gluconacetobacter xylinum BCRC 12335 [44]
Acetobacter xylinum ATCC 700178 [45]
Gluconacetobacter hansenii NCIM 2529 [46]
Acetobacter xylinum BCRC 17742 [47]
Gluconacetobacter hansenii UAC09 [37]
Gluconacetobacter xylinum ATCC 23769 [48]
Gluconacetobacter xylinum 1FO 13693 [27]

Fuente: [Autor]

1.6 FERMENTACION
Existen dos tipos de fermentaciones oxidativas (figura 7) para la obtencion de CB, la estatica

y la dinamica. La fermentacién en cultivo estatico es el método mas tradicional para la
produccién de CB utilizando G. xylinus. En la produccion estética el medio se inocula con
el microorganismo en recipientes de poca profundidad que se cubren y se dejan reposar de

5 a 20 dias, hasta que la pelicula se forma y flota en la superficie del medio de cultivo.

Unavez formada la pelicula se retira y se realiza un tratamiento de purificacion para eliminar
las células adheridas a la superficie. [49], [50]. Los tiempos de fermentacién para la
produccién de CB pueden ser variables, se han reportado fermentaciones de 5 [14], 6 [11],
7[9][40] [26] [43][51] [38], 8 [17],9[6], 13 [42], 14 [43], 16 [37], 21 [43], 28 [23] [37] y hasta
30 dias[23].

Fermentacion

O

Cultivo estéatico Cultivo agitado




Figura 7. Tipos de cultivos para realizar fermentaciones oxidativas.

1.7APLICACIONES DE LA CELULOSA BACTERIANA.

Debido a su hidrofilicidad, potencial de moldeo, formacién de estructuras, quiralidad,

resistencia y biocompatibilidad la CB tiene multiples usos en la actualidad (figura 8).

Entre estos se destaca su utilizacion como fuente de fibra dietaria, material para

fabricacion pelicula s y papel ultra resistente, en terapia de recuperacion de piel e

ingenieria de tejidos, en la fabricacion de vasos sanguineos sintéticos y en el

recubrimiento de heridas, entre otras. En la siguiente seccion se describen algunas

de las aplicaciones mas relevantes de la CB[49].

Indust. Aplicaciones Referencias
@ Postre, “Nata de coco”, “Nata de pifia”.
£ [49]
£
< Agente de suspension.
Vendajes de heridas. [52]-[55]
Andamios “scafolds” para dirigir el crecimiento de nuevo tejido o hueso o
incluso discos de las vértebras.
Sustitucion de tejidos blandos.
g Piel artificial temporal y Ulceras. [52]
= Tratamiento de las enfermedades periodontales.
§ Vasos sanguineos artificiales.
Filtracibn molecular, ultrafiltracion, didlisis, permeaciéon con | [56]
vapor y pervaporacion.
Inmovilizacibn de enzimas y otras biomoléculas. [25]
Sustrato para cultivo de tejidos.
Diafragmas de los altavoces de audio. [57]
ks Diodo organico de emision de luz- DOEL. [58]
3 Produccién de papel de calidad.
= Aditivos para pinturas. [59]
Aerogeles.
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Transductores acusticos, dada la gran resistencia
mecanica que adquiere la celulosa después de ser [57]
sometida a un tratamiento quimico

Figura 8. Aplicacién de la celulosa bacteriana- CB.

1.7.1 La CB en el campo de medicina.
En el area de la medicina se han evaluado las potenciales aplicaciones de la CB

pura como sustituto temporal de piel para el tratamiento de heridas, quemaduras,
ulceras y abrasiones [47],[48]. Adicionalmente, la CB modificada con nanoparticulas
de plata ha demostrado efectividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas [62]. Sin embargo los productos de CB disponibles a nivel comercial son
escasos. Por ejemplo, en Latinoamérica, la compafia brasilera de productos
biotecnoldgicos (Biofill), ha creado nuevos sistemas de curacion de heridas basados
en la CB que se comercializan con los nombres: Bioprocess®, Biofill® y Gengiflex®,
XCell®, Bionext® y Suprasorb® (figura 9) [63].

At — ol 0t

\ | [ omomaninoen 4
- -

| Bionext®,  aposito  para | Suprasorb X ®, aposito
XCell® celulosa, apésito )
heridas y ulceras. para heridas.

para heridas.

Figura 9. Algunos productos comerciales de CB.

Por otra parte, también se han desarrollado implantes vasculares para microcirugia
a base de CB utilizando reactores que permiten obtenerla en forma tubular[64].
Estos materiales presentan propiedades mecanicas similares a las de los tejidos

vasculares (figura 10).
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Figura 10. Implantes microvasculares [52].

En el area de la ingenieria de tejidos, se ha utilizado la CB como soporte para
reparar tejido cartilaginoso[52],[53]. Como soporte la CB presenta buena resistencia
mecanica, ademas de permitir la proliferaciéon de keratocitos humanos. . También
se han planteado otras aplicaciones potenciales en el area de la medicina: como
soporte para cultivo de células de mamiferos, inmovilizacion de enzimas y otras
biomoléculas[67], sustrato para cultivo de tejidos[68] y en sistemas de liberacion

controlada de medicamentos[55], [69].
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para la realizacion de los objetivos de esta investigacion se planted la siguiente

metodologia (figura 11):

| Caracterizacion

| Produccién de CB |

| Caracterizaciéon de CB |

Figura 11. Disefio metodologico desarrollado en la investigacion.

2.1 MATERIALES Y METODOS
El MC utilizado como fuente de carbono alternativo, fue proporcionado por la finca

“Villa Carolina” productora de café arabico, variedad Colombia, ubicada en la vereda
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Calderas, municipio Confines, Departamento de Santander. Los reactivos y equipos

utilizados en el desarrollo del proyecto estan listados en el (Anexo A).

2.2 FUENTE DE CARBONO
Muestras de mucilago de café se colectaron en recipientes de vidrio, se filtraron,

luego se centrifugaron y el sobrenadante se almacend a 4 °C para su uso posterior.
Antes de la caracterizacion, muestras de MC se esterilizaron en autoclave durante
20 min a 121 °C y 103 kPa.

2.2.1 Caracterizacion del mucilago de café
El muestreo del MC se realiz6 teniendo en cuenta el protocolo de muestra de

laboratorio y campo (Anexo B). La muestra se caracterizé en términos de contenido
de sacarosa por HPLC, el contenido de humedad por Karl Fischer siguiendo el
método de la norma ISO 662:1998, porcentaje de cenizas por analisis gravimétrico
(tabla 3). Adicionalmente, se realizaron mediciones de pH. Las mediciones se
realizaron por triplicado.

Tabla 3. Métodos de caracterizacion del mucilago de café.

pH. pH-metro
Densidad. Picnémetro
Sacarosa. HPLC-RI
Nitrégeno total. Standard Methods 4500 B
Fenoles Standard Methods 5530 B,D/ Destilacion —
totales. Fotométrico Directo
Acidez total. Standards methods 2310 B/ Volumétrico
Ceniza. AOAC 972.15/ Gravimétrico
Grasa. AOAC 963.15/Soxhlet
Proteina. AOCA 970.22 Kjendahl
Fibras. AOCA 962.09 18th edition Hidrolisis acida y
basica
Carbohidratos | Resolucion 333 del ministerio Proteccion social-
Totales. Calculo
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Valor calérico. | Resolucién 333 del ministerio Proteccion social-
Caélculo
° Brix. AOCA 962.09 18th edition/ Refractometro

2.2.1.1 Cuantificacion de sacarosa en el mucilago de café. La cuantificacion de
sacarosa se llevo a cabo empleando un cromatégrafo liquido Agilent Tecnhologies
serie 1100 CON inyector automatico y detector de indice de refraccidn - RID Agilent
Tecnhologies 1200. Para el analisis cromatégrafico se utilizd6 una columna
Supelcogel C610H (30 cm x 7.8 mm x 9 ym), (polystyrene divinylbenzene- PS/DVB).
Las condiciones del andlisis fueron: como fase movil una solucién de agua-acido
sulfarico (0.005 M), a un flujo de 0.6 mL / min. El volumen de muestra fue 20 uL
con un tiempo de corrida por muestra de 30 minutos. LA temperatura del detector Y
la columna FUE 50 y 65 °C, respectivamente. Las muestras de MC se pasaron por
filtros FilterBIO de polifloruro de vinilideno- PDVF, de un poro de 45 pum grado
analitico para asegurar la eliminacién de soélidos en suspension y finalmente se
almacenaron en viales de vidrio ambar. Se elaboraron curvas de calibracion de

sacarosa (Sigma) para la cuantificacion del analito de interés.
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Figura 12. Cromatografo liquido Agilent 1100 Series- LC Systems and Modules -
detector de indice de refraccion -RID (California,USA)

2.3 MICROORGANISMO
Para el presente trabajo de investigacion se utilizd la cepa Gluconacetobacter

xylinus ATCC 23768, del American Type Culture Collection- ATCC (Manassas,
USA). La reactivacion de la cepa se realizé afiadiendo, de manera aséptica, el total
del liofilizado a un tubo de ensayo que contenia 6 ml del medio de caldo nutritivo y

manitol. La solucion se incubd a 26 °C por 24 horas.

2.3.1 Criopreservacion
Los aislamientos del cultivo se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 minutos, se

descart6 el sobrenadante. El precipitado se adicion6é en 100 mL de caldo Manitol y
se homogenizé. Se marcaron unos 100 tubos eppendorf con el nombre de la cepa
(G. xylinus ATCC 23678), a cada uno se agreg6 900 uL del cultivo y 100 uL DMSO,
se mezcld con vortex y se almacend en una caja plastica durante 15 minutos a 4

°C, transcurrido este tiempo se guardd de inmediato a -70 °C. Luego de 8 dias,
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se mir6 viabilidad y pureza de las cepas. Este proceso se criopreservacion

garantiza la viabilidad de la cepa bacteriana por un periodo de 5-10 afios.

2.4 PRODUCCION DE CB
Para determinar el peso de cada pelicula de CB, fue retirada de los vasos de

fermentacion a diferentes tiempos (dias) de cultivos.

2.4.1 Medio de cultivo
Los medios de cultivo utilizados para inocular G. xylinus ATCC 23768, fueron

Hestrim and Schramm (HS) / Mucilago de café (MC)- (HS-MC) y Hestrim and
Schramm (HS). El primer medio constituido por 2 L de mucilago de café, 5 g/L

peptona, 5 g/L extracto de levadura, 2.7 g/L Na2PO4 y 1.15 g/L de &cido citrico.

2.4.2 Fermentacion
Los medios de (HS-MC) y (HS) fueron inoculados con 1% (v/v), en 50 mL de medio

(HS-MC y HS) llevados a incubar a 30 °C por 7 dias, cada dia (24 horas) se tomaron

muestras para sus respectivos analisis.

2.5 PURIFICACION DE MEMBRANAS DE CB
La pelicula de CB se trat6 con una solucién de NaCIO al 0,5 % por 30 min. Después

de varios lavados con agua desionizada, hasta conseguir pH 7, se liofilizé el
material por 24 horas. De esta forma se eliminaron residuos del medio de cultivo

Y células que aun se encontraban sobre las peliculas de CB.

2.6 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE CB.
2.6.1 Microscopio electronico de barrido (SEM-EDS). La determinaciéon de la

morfologia de la estructura cristalina de la celulosa bacteriana obtenida, se realizo

por medio de la técnica de microscopia electronica de barrido de emisién de campo

FESEM (Field Emission Scanning Electron Microscopy). Para los analisis se utilizd

un microscopio electrénico de barrido QUANTA FEG 650, marca FEI, las
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micrografias se tomaron usando un detector LFD (Large Field Detector), a 10 kV en
modo vacio. La superficie de las peliculas de CB se recubrié con una capa delgada
de oro. El andlisis elemental se realizO mediante espectroscopia de rayos X de

energia dispersa (EDS) a 20 kV, herramienta acoplada al microscopio.

2.6.2 Difracciéon de Rayos X (DRX). La toma de datos del patrén de difraccion de
rayos X de la celulosa bacteriana se realiz6 en un difractbmetro de polvo marca

Bruker modelo D8 ADVANCE con geometria DaVinci y radiacion CuK a1.

Para calcular el % de Cristanilidad- Cr de celulosa a partir de los espectros de

difraccion de rayos X, se aplica la Ecuacién 1.

1002 — lma Ecuacién 1.
—_—

%Cr = 100
osT 1002

En donde (1002) es la intensidad del pico cristalino en el maximo de 26 entre (22°-
23°)y (lam) es la intensidad en el minimo de 26 entre (18-19°). El tamafio del cristal
aparente (ACS) se puedo determinar utilizando la férmula de Scherrer, descrita en
la Ecuacion 2.

09 A Ecuacién 2.

ACS = —M8M8M8M8—
FWHM cos8

En donde FWHM es la anchura del pico a la mitad de la anchura maxima, 6 es el

angulo de Bragg y A es la longitud de onda de los rayos X.

2.6.3 Espectroscopia Infrarrojo (FT IR). Antes de realizar la toma del espectro
infrarrojo de la celulosa bacteriana, la muestra se sometié6 a un tratamiento de
purificacion. Posteriormente, la toma del espectro se realiz6 con un

espectrofotometro infrarrojo de transformada de Fourier marca Bruker, modelo
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Tensor 27 en modo de reflectancia total atenuada ATR (Atenuated Total

Reflectance), usando una celda de diamante.

2.6.4 Termogravimetria (TGA). Las propiedades térmicas de la celulosa bacteriana
fueron evaluadas por medio del analisis termogravimétrico (TGA) de la celulosa
bacteriana. En una balanza termogravimétrica, marca TA INSTRUMENT, modelo
Discovery. Rampa de temperatura de 10,00 °C/min a 600,00 °C, en atmosfera de

nitrégeno con un flujo de 20 mL/min.

2.6.5 Calorimetria Calorimétrico Diferencial (DSC).
Esta prueba se realiz6 con el fin de evaluar la temperatura de transicion vitrea (Tg)

y la Temperatura de fusion u ordenamiento de la fase cristalina (Tm). Se empleo el
método reportado por George y colaboradores (2005b). Se utilizé un equipo
Discovery DSC. La muestra fue pesada y colocada en una céapsula de aluminio que
fue sellada. Posteriormente se calento bajo atmosfera de nitrégeno con un flujo de
100 ml/min. El calentamiento se efectud de -50 °C a 270 °C con una velocidad de

calentamiento de 10.00 °C/min.

2.6.5 Grosor de las peliculas. El grosor de las peliculas de celulosa bacteriana
se determiné con un calibrador de rosca (Omega, India), registrandose un valor de

las tres medidas.

36



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DEL MUCILAGO DE CAFE.
En la tabla 4 se observan los resultados de los analisis fisicoquimicos del mucilago

de café fresco, obtenido mecanicamente por el desmucilaginador (anexo C).

Tabla 4. Composicion quimica del mucilago de café en base seca y humeda.

Humedad g/100 g muestra 88,99

Ceniza g/100 g muestra 0,57 5,19
Grasa g/100 g muestra 0,06 0,58
Proteina g/100 g muestra 1,15 10,46
Fibra g/100 g muestra 0,61 5,59
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Carbohidratos Totales | g/100 g muestra 9,23 83,77
Valor cal6rico Kcal/100 g muestra 42,06 382,14
° Brix % 10,0
pH | - 4,36
Sacarosa g/L 27,7

Se puede observar que este residuo agroindustrial se caracteriza principalmente
por la presencia de agua y carbohidratos. Valores altos de agua presente en la
muestra se debe a que en el proceso tradicional de beneficio del café en Colombia
se utiliza este recurso hidrico para el desmucilaginado de los granos de café.
Adicionalmente, el alto contenido de carbohidratos demuestra que el MC contiene
suficiente materia orgénica, en forma de azlcares simples, como para ser utilizado

en el proceso de fermentacidn oxidativa.

Los bajos valores de cenizas muestran la presencia de sales, fundamentales en el
metabolismo de los microorganismos. Asi mismo, valores significativos de proteinas
favorecen el crecimiento celular. Por tanto, el MC no se someti6 a ningun
pretratamiento quimico, solamente se centrifugé para sedimentar los soélidos

suspendidos.

3.2 PRODUCCION DE CB
A continuacién discuten los resultados relacionados con produccion de celulosa

utilizando dos medios HS (Glucosa) y Sacarosa del MC (HS-MC) como fuentes de
carbono (figura 13). El analisis del proceso de fermentacién se hace en términos
de influencia del pH, concentracién de glucosa y sacarosa y grosor de las peliculas
obtenidas durante el proceso. Adicionalmente la CB obtenida se caracterizd
utilizando microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia infrarroja con transformada de fourier (FT-IR), andlisis

termogravimétrico (TGA) y analisis calorimétrico diferencial- DSC.
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Figura 13. Celulosa producida por fermentacién estética por G. xylinus ATCC 23768
a) pelicula de celulosa humeda extraida del medio HS y b) pelicula de celulosa
himeda extraida del medio de cultivo HS-MC del dia 7 de fermentacion.

La figura 14 muestra el grafico de comportamiento del pH en la produccion de CB
através del tiempo, se observa en el eje y, valores de pH y en el gje X, los dias de

fermentacion.
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Figura 14. pH durante el proceso fermentativo en medios HS y HSMC en los
diferentes tiempos de incubacion (7 dias).

Se observa que para el medio HS-MC el pH oscila entre 5,1 y 4,6 unidades, mientras
para el medio HS esta entre 5,8 y 3,7. Estos valores son muy similares a los
reportados por otros autores para la produccion de celulosa usando G. xylinus
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donde en produccién en condicion estatica y a 30°C por 7 dias de fermentacion
observaron rangos de pH de (5,6 y 4,6) [70], (5,7 y 3,7) para medio HS y rangos de
pH de (5,7 — 3,7) para el medio suplementado con residuos de licor de maiz[71].
Adicionalmente, se conoce que la sintesis de celulosa y el crecimiento de la bacteria
se inhiben en medios con pH por encima de 6,0 y por debajo de 4,0 [3].

Se puede observar que durante los dos primeros dias de fermentacion ocurre un
descenso significativo de pH, el cual se le atribuye a la produccién de &cido
gluconico y acido acético, como subproducto formado en la etapa inicial del
catabolismo de glucosa [72]. Este acido hace disminuir el pH del cultivo y afecta
regularmente la cantidad de biomasa en produccién. Sin embargo, se ha reportado
que la presencia de compuestos polifendlicos inhibe la formacién del &cido
glucénico[19], [70], [72].

La figura 15 muestra la curva de produccién de Celulosa bacteriana (CB) por G.
xylinus ATCC 23768 y la concentracion del sustrato en funcion de los dias de
fermentacion. En el eje X se sefiala los dias de fermentacion y en los ejes Y se
representan la Celulosa obtenida y la concentracion del sustrato en los medios HS-
MC vy de referencia HS.
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Figura 15. Produccion de celulosa en los medios HS y HS-MC

Se observa una disminucién de la concentracion del sustrato (glucosa) del medio

HS de referencia y (sacarosa) del medio HSMC, durante los 7 dias de
fermentacion; esta disminucién esta acompafada de un aumento significativo de la
biomasa durante el mismo periodo de tiempo. Durante los 7 dias de fermentacion el
consumo de sustrato para cada medio fue de 9 g/L de (glucosa) (medio HS y 8 g/l
de (sacarosa) (medio HSMC). Lo anterior afirma que el consumo del sustrato esta
relacionado con el aprovechamiento de los azucares como fuente de carbono y

energia y la biosintesis celulosa microbiana.

Adicionalmente, se observa que la produccion de CB, después de siete dias de
fermentacion, corresponde a 4,8 g/L; este valor supera en 2.28 veces a la cantidad
de CB obtenida con el medio de referencia (2,1 g/L). La productividad del proceso
fermentativo fue calculada a los 7 dias. Para el medio HS la productividad es 0,3

g/L*dia y 0,6 g/L*dia para el medio donde se utiliza MC como unica fuente de
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carbono. Los valores de productividad son superiores a los reportados en la
literatura donde utilizan fuentes de carbono analitico de glucosa (0,071 g/L*dia),
Glicerol (0,057 g/L*dia) y Sacarosa (0,085 g/I*dia). Por tanto, valores superiores de
productividad del medio HSMC resulta un sustrato apropiado para la produccién de
Celulosa por G. xylinus ATCC 23768.

Esta observacion permite afirmar que el MC es un sustrato ideal para la produccion
de celulosa, por tanto una buena fuente de carbono para G. xylinus ATCC 23768.
La diferencia de produccibn de CB puede ser atribuida a la presencia de
micronutrientes adicionales presentes en MC, especialmente nitrdgeno organico
que favorece el crecimiento del microorganismo [73] y compuestos fendlicos. Varios
reportes en la literatura mencionan que la adicién de compuestos polifendlicos a los

medio de cultivos mejoran dramaticamente la productividad de CB [19], [70], [72].

Los valores de produccion CB obtenidos a partir de MC como Unica fuente de
carbono, resultan interesantes ya que son superiores a los reportados en la
literatura, cuando se usan subproductos de la industria agricola en condiciones de
fermentacion similares (7 dias a 30°C en condicién estética). Por ejemplo, en
cascara de pifia se reporta una produccion de 2,8 g/L[17], residuos de papaya 1,15
g/L [74]. Asi mismo, se han reportado valores de produccién muy similares con
residuos de levadura de cerveza 4,7 g/L [75] y glicerol 4,59 g/L de CB[76].

La figura 16 muestra los resultados relacionados con el grosor de las peliculas
liofilizadas de CB del medio HSMC en funcién del tiempo. El grosor de las peliculas
de CB para las los dias 0 a 3 se encuentra por debajo de los 10 mm de grosor,
mientras para los dias 4 a 7 se incrementa de 11 a 25 mm de grosor. Es importante
mencionar que las peliculas del medio HS, no presentaron una superficie uniforme

razon por la cual no se realizd6 medida de grosor.
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Figura 16. Espesor de las peliculas de CB del medio HSMC, durante los 7 dias
de fermentacion.

3.3 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE CB

3.3.1 Caracterizacion mediante FESEM-EDS.

A continuacion se presenta el analisis microscopico de las peliculas de CB
liofilizadas sin tratamiento de purificacion. La Figura 17 presenta dos imagenes del
microorganismo gram negativo (Gluconactebocater xylinus ATCC 23768) durante el
proceso de biosintesis extracelular de nanofibras de celulosa bacteriana. En la
figura 17a se observa la imagen del lado superficial luminal (interna al medio) de CB
con células individuales de G. xylinus, exhibiendo nanofibrillas, adheridas a la
membrana. En forma similar la figura 17b muestra una imagen reportada por Chen
et al [45], [77], [78]. Desde el punto de vista morfolégico las células de G. xylinus
presentan forma elipsoidal y ligeramente curvada con tamafio aproximado de 1 ym
de ancho por 2.5 ym de largo, tal y como se reporta por otros autores [17], [71],
[79]-[81] .

43



PSU Nanofals ZelssSMT1530  1jum EHT = 2,00kV Skgnal A = Inlens Date: 3 Jul 2008
Mag=733KX N

Ifiga 17. a Iagede G. xylinus junto a nanofibrillas CB G. Iinus en
pelicula de celulosa bacteriana con nanocompositos de plasticos como
soporte[45].

La figura 18 muestra la morfologia superficial de las caras externa e interna de la
pelicula de CB obtenida a partir de MC como Unica fuente de carbono [82], [83]. Las
micrografias permiten visualizar la tipica red tridimensional, densa y homogénea de
nano y microfibrillas de CB en forma de pelicula; estas imagenes son similares a las
reportadas en la literatura donde utilizan fuentes de carbonos convencionales y no
convencionales[28], [51], [60], [61], [71], [81], [84]-[86]. En la superficie de la CB las
nanofibrillas presentan una forma estructural en forma de cinta, con anchos que
oscilan entre 23 y 63 nm de ancho; la literatura reporta grosores entre 8 y 100 nm
[87], [17], [82], [45], [40]. Adicionalmente, se distinguen poros (espacios) de diversos

tamafios, producto de la agregacién al azar de las fibrillas de celulosa[28], [40], [88].

La naturaleza hidrofilica del polimero de celulosa hace que la pelicula de CB tenga
una alta capacidad de retencion de agua, combinada con una estructura porosa y
de gran area superficial, lo que la hace atractiva para aplicaciones médicas,
particularmente en la fabricacion de apoésitos absorbentes y protectores [89].
Adicionalmente, el tamafo de los poros, la textura superficial y la biocompatibilidad
de estas peliculas contribuyen a la proliferacion celular, cuando el apdsito se usa

con el fin de regenerar tejidos, como en el caso de quemaduras y Ulceras.
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Morfologia de las peliculas de CB

(b..)_;_ 5

e

Figura 18. Imagenes SEM de peliculas de CB producidas por G. xylinus
ATCC 22768, dia 4 de fermentacién, (a)-(c) superficie externa de CB y (d)-(f)

superficie laminal.
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La figura 19 muestra el espectro EDS de la pelicula de CB obtenida en el medio
HS-MC. La distribucion elemental de la pelicula se caracteriza por la presencia de
altas proporciones de carbonoy de oxigeno, correspondientes a 28,28 y 44,32 wt%
respectivamente, tal y como se esperaba considerando que son elementos
constitutivos de la celulosa. Adicionalmente, se detectaron fosforo, potasio y sodio,
este Ultimo se encuentra presente en el andlisis ya que las peliculas de CB se
sometieron a tratamiento de limpieza con NaClO al 0,5 %. El fésforo y el potasio
pueden ser remanentes del medio de cultivo. Por otra parte, los niveles altos de oro
son causados por el recubrimiento superficial que se realiza a las peliculas, con el
objetivo de mejorar la conductividad de la superficie de la muestra y de mantener la
integridad del polimero bajo las condiciones del andlisis [17], [20], [25]-[27], [35],
[37], [38], [40], [41], [46], [75], [90]-[92].
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Figura 19. Andlisis elemental EDS de las peliculas de CB.

3.3.3 Caracterizacion mediante DRX
La figura 20 muestra el difractograma de rayos X tipico de Celulosa Bacteriana-
CB reportado en la literatura [17], [25], [34], [41], [45], [46], [93].
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Figura 20. Planos difractogramas de rayos X, tipicos de Celulosa nativa.

Se observa tres picos visibles asignados a planos cristalograficos de la siguiente
manera: pico 1 <110>, pico 2 <010> y pico 3 <002>, correspondientes a angulos
de difraccion de 14,56°, 16,87° y 22,74° respectivamente [46]. Estos picos intensos
aparecen en 20 y son caracteristicos de materiales microporosos, tipicos de las
fases cristalinas que estan presentes en la estructura de la celulosa tipo I: la
(sistema triclinico) y IB (sistema monoclinico).

Es importante mencionar, que este polimero estd compuesta por dos alomorfos,
una mezcla de la fase la y IB, cuya relaciéon proporcional se le atribuye a dos
factores, (especie y fuente) de origen. Adicionalmente, la estructura de celulosa la
es dominante en la celulosa producida por algunas especies de algas y bacterias.

Y la forma I es predominante en celulosa de origen vegetal[46].

La figura 21 muestra los resultados de difraccidén de rayos X de las peliculas de CB
obtenidas del medio de referencia a) HS y b) HSMC.

47



20000 20000
18000 4 cers 2280° 18000 cene
16000 16000
14000 14000 4
12000 - 12000 4
10000 10000 4

8000 22,75°

Intensidad
Intensidad

8000

6000 16,87° 6000
4000 1456° 40001
20004 2000

14,56° 16,82°

Figura 21. Difraccion de rayos X de peliculas de celulosa obtenidas a) CB-HS y
b) CB- MC , después de 7 dias de fermentacion, usando los respectivos medios de
cultivo.

Se observa la presencia de los 3 picos reportados en la literatura. Adicionalmente,
es de notar que persiste una mayor intensidad del pico 3 sobre los picos 1y 2. Asi
mismo, se observa que laintensidad del pico 3 del medio HS, es ligeramente mayor.
Razon por la cual autores sugieren gque esa diferencia de intensidad esta
relacionada con los componentes de los residuos agroindustriales tales como,

carbohidratos totales [23] presentes en el medio de cultivo.

La tabla 5 presenta los resultados de indice de cristalinidad y tamafo de cristalito
en <002>. Se observa que el indice de cristalinidad es relativamente superior a lo
reportado en la literatura y tamafo del cristalito es similares en las peliculas, tal y
COmo Se reporta por otros autores.

Tabla 5. Comparacion de porcentaje de cristalinidad (Cr) y tamafio del cristalito
(Crt) de CB obtenida de medio HSMC y medio de referencia HS.

Muestra Cr (%) Crt <200> (nm)
CB-MC 85 4,6
CB-HS 91 5,8

HSa 79 7

a Analisis de DRX determinado por Ruka et al (2012) b Wu et al (2013)
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3.3.4Caracterizacion mediante IR
La figura 22 muestra los espectro IR de CB producida por G. xylinus ATCC 237698.

Las peliculas de CB fueron analizadas por la técnica de reflectancia difusa haciendo

un barrido espectral desde 600 hasta 3600 cm-.
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Figura 22. Espectros FT-IR (ATR) de Celulosa producida por G. xylinus ATCC
23768 a) medio HS y b) medio HSMC.
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La tabla 6 presenta algunas bandas de absorcién y modos vibracionales reportadas
en la literatura para muestras de celulosa bacteriana-CB en procesos fermentativos
de 7 dias.

Tabla 6. Bandas de absorcion y modos vibracionales de CB, reportadas en la

literatura.
Numero de Modo vibracional Fuente
onda[cm™]
3350 OH (Tensién). Celulosa Tipo | [46], [93]-[95]
1500-1235 | Alargamiento de los O-H de los grupos
hidroxilos (Tension) [46]
2960 C- Hde -CH2 (Tension)
1653.8 OH (agua absorbida, Tension)
1068 C-0O-C (Vibraciones esquelética)
1427 -CH2 (Flexion simétrica) “CB tipo | en [96], [97]
condicion estética y agitada”.
1650 Alargamiento de los grupos C=0 [93]
1372 deformacion angular del enlace C-H en
el plano [5]
2900 deformacion de los enlaces C-Hy CH2
1426 -CH: (Flexion simétrica)
1317 CH2 en el C; (Balanceo) [98]
1115 Estiramiento simétrico y balanceo CH:
“orientacion perpendicular”.

Se puede observar que las bandas de absorcion reportadas en la literatura estan
presentes en los espectros analizados de CB. La estructura quimica de las
peliculas de CB obtenidas de las fuentes de carbono (HS y HSMC) no presenta
diferencias apreciables. Adicionalmente, diversos autores afirman que la banda
1429 cm -1 confirma la presencia de la estructura quimica de celulosa tipo | [5], las
bandas 1372 cm-y 2900 cm-1 son usadas para determinar el grado de cristalinidad
[5], siendo coherente con los andlisis de DRX, donde los % Cr son muy similares.
Por tanto, se puede afirmar que la celulosa obtenida en los medios, presentan el
mismo comportamiento en los analisis de FT-IR, asi mismo la presencia de bandas
que permiten identificar los grupos funcionales caracteristicos de la celulosa

obtenida en los sustratos estudiados.
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3.3.5 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)
La figura 23 se muestran los andlisis termogravimétricos, en términos de porcentaje

de masa en funcion de la temperatura de peliculas secas de CB obtenidas utilizando
medio de referencia (HS) y MC como fuentes de carbono. La rampa de temperatura
utilizada en los andlisis fue desde 10.00 °C/min hasta 600.00 °C.
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Figura 23. Andlisis Termogravimétrico para las pelicula s obtenidas a partir de
a) CB-HS y b) CB-MC.

Como se puede observar en las curvas es muy comun que durante el tratamiento
térmico inicial, una pequefia pérdida de peso, aproximadamente de 25- 100 °C,
debido a la evaporacion de agua absorbida Y material proteico, probablemente de
algunas células que quedan adheridas en las peliculas de CB, autores reportan
rangos de 50- 180 C°[82] . En esta region no se observaron diferencias significativas
entre las muestras, indicando que no existe diferencia significativa en el contenido
de humedad de las muestras CB-HS y CB-MC.

En la curva de TGA de la pelicula obtenida del medio HSMC se observa, alrededor
de 240-300-C, una descomposicion significativa de la muestra representada por
perdida de 75 al 98% del material polimérico. Por otra parte en la pelicula de CB-

HS se presenta una dramatica pérdida de peso alrededor de 250-330-°C. En el
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proceso de Degradacion térmica de celulosa ocurren reacciones de
depolimerizacién, deshidratacion y descomposicion de unidades de glucosidos,
seguido por la formacion de residuo carbonizado [82]. Por tanto, resultados
confirman que CB es un polimero estable desde el punto de vista térmico en

comparacion a otros polimeros.

3.3.6 Andlisis calorimétrico diferencial- DSC
La grafica 24 muestra los termogramas de las peliculas de CBHS y CBMC, donde

se relaciona el flujo del calor en las muestras en funcion de la temperatura.
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Figura 24. Termogramas DSC para pelicula s obtenidas a partir a) CB-HS y b) CB-
MC.

En los termogramas se observan maximos endotérmicos A 106.154 °C para CB-MC
y 83.141°C para CB-HS correspondientes a la perdida de agua absorbida en la
pelicula de CB, la literatura reporta pérdidas de agua en rangos de temperatura de
80-140°C [46], [95]

El andlisis calorimétrico diferencial- DSC, tuvo como finalidad conocer los valores
de (absorcion y liberacion) de calor en el biopolimero en funcién de la temperatura.

Asi mismo, el punto de cristalizacion de la muestra, conocido como la temperatura
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a la cual se alcanza la suficiente energia para adoptar una disposicion ordenada o
arreglo cristalino. Esta técnica busco determinar el cambio fisico que conlleva una

liberacion de calor (transicion exotérmica)[99].

La cristalizacion se da en dos etapas nucleacion y crecimiento. En la (tabla 7) se
muestran los resultados de estas etapas para pelicula s de CB-MC y CB-HS. El
maximo pico de transformacion (exotérmica), se produce aproximadamente a
239.933° C para CB-MC y en el medio de referencia a 241.797 °C, valores que
muestran el punto que conduce al inicio de descomposicion de la fase cristalina de
la muestra. Estos valores confirman lo observado en los resultados de las curva

DTG para ambos casos.

Tabla 7. Etapas de cristalizacion de pelicula s de celulosa, obtenidas con el
medio de HSMC vy de referencia HS.

Muestra | Temperatura inicial Temperatura maxima Calor de
de cristalizacion de cristalizacion cristalizacién

CB-MC | 221.798 °C 239.933°C 424.17 Jlg

CB-HS | 198.099 °C 241.797 °C 276.11 J/g

Los altos niveles de estabilidad térmica de Celulosa bacteriana, se atribuye a dos
factores principales del biopolimero: la orientacién de la cadenas de fibrillas y la
forma pura de la celulosa [45], es decir, que no esta conformada por ningan otro

componente como el caso de la celulosa vegetal (lignina y hemicelulosa).
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4. CONCLUSIONES

-Es posible obtener Celulosa bacteriana-CB, utilizando Mucilago de Café-MC

como fuente de carbono no convencional.

-Esta investigacion muestra que es viable la produccién de celulosa a partir de
mucilago de café- MC, como Unica fuente de carbono, siendo una forma de

aprovechamiento agroindustrial.

-La mayor produccién de celulosa en 7 dias de fermentacion se logro con el medio

HSMC, donde se utiliza MC como Unica fuente de carbono, a 30°C.

-Las membranas de CB para ambos medios presentan alta cristalinidad, con valores

de 85% y 91%, similares a los reportados en la literatura.

-Andlisis de TGA y DSC pudieron demostrar que las propiedades térmicas de
descomposicion y transicion vitrea, pueden variar de acuerdo al porcentaje (%) de

cristalinidad del biopolimero.
Resultados preliminares de esta investigacion fueron presentados:

-ler Simposio Internacional en Biotecnologia & Agroindustria- 12 de Noviembre,

2014. Titulo: Produccion de celulosa bacteriana utilizando residuos agroindustriales.

5. RECOMENDACIONES
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- Realizar fermentaciones mas largas (21 hasta 35 dias), como reportan en la

literatura para esta cepa de referencia.

-Realizar un estudio comparativo entre otras fuentes de carbono convencional y no

y Su patrén respectivo.
- Aislar del mucilago de café, la especie de Gluconacetobacter xylinus.

-Realizar pruebas de produccion de CB con otras fuentes de carbono como por
ejemplo, mucilago de cacao e higo, glicerol (extraccion de aceite de palma africana)
e inclusive del bagazo del fique y la cafia, subproductos que se generan en la
agroindustria de la region.

-Realizar un disefio de experimentos donde se pueden evaluar variables

(temperatura, pH, concentracion de la fuente de carbono).
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ANEXOS

ANEXO A. Reactivos y equipos

OBJETO \ INFORMACION
Reactivos
DMSO Merck
Agar HS Carlos Erba
Agar nutritivo Carlos Erba
Agar Manitol Carlos Erba
Sacarosa Merck
Peptona Oxoid
Extracto de levadura | Oxoid
Na:HPO4 Carlos Erba
Acido citrico Carlos Erba
NaClO 15%, Carlos Erba
Acido Sulfurico 95-97%, Merck
Equipo
Horno marca Memmert
Incubador marca Binder
Centrifuga Universal 320R, marca Hettich
pHmetro Instruments Lab850, marca Schott

Balanza analitica

Marca Sartorius

HPLC

Cromatégrafo liquido Serie 110, marca Agilent.

FR-IR Espectrofotdmetro infrarrojo de transformada de Fourier
modelo Tensor 27, marca Bruker.

SEM Microscopio electronico de barrido QUANTA FEG 650,
marca FEI.

DRX Difractometro de polvo modelo D8 ADVANCE, marca
Bruker.

TGA Balanza termogravimétrica/ modelo Discovery, marca TA

INSTRUMENT.
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Anexo B. Protocolo de toma de muestra de mucilago de café fresco.

OBJETIVOS.
Realizar la toma de muestra del mucilago de café fresco.
Garantizar la poca variacion de los componentes presentes en el mucilago de café fresco.

MATERIALES.

10 Frascos Schott (1L).
Termémetro (Sonda).
Colador de nylon rastico.
Etiquetas.

Material de bioseguridad (Guantes, gorro tapabocas).

Cava de icopor.
2 mecheros de alcohol.
Hielo seco — bolsa de hielo.

Equipos.

Sonda para pH.
Centrifugadora.
Autoclave.

Procedimiento.

En el laboratorio

1. Lavary autoclavar el material a usar.

2. Etiquetar cada frasco a usar en la
recoleccion.

En la finca

3. Filtrar en la bocatoma del
desmucilaginador con el colador
rustico.

4. Medir el pH y la temperatura del
mucilago.

5. Cerrar fuerte el envase.

10. Homogenizar la muestra de mucilago,
en vaso de Biorreactor por 5 min con
agitacion.

11. Envasar el mucilago en los frascos
Schott.

12. Autoclavar la muestra a 121 °C, por

21 minutos.
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13.

14.

15.

16.

Disponer del mucilago debidamente
envasado en la cava con suficiente
hielo seco o hielo, para mantener una
temperatura cercana a los -20 °C.

Embalar la cava.

Transportar muestras al laboratorio.
En el laboratorio

Centrifugar la muestra a 4000 rpm
durante 30 minutos.

Disponer la muestra en cuarto frio de

la facultad de salud,

Tomar 1 L de muestra y llevar a
nevera.

Abrir frascos Schott en cabina de
seguridad.
Tomar  muestra analizar
azucares por HPLC.

para



Anexo C. Resultados fisicoquimicos del mucilago de café.

FOITIE.O1

LABORATORIO DE -
ALIMENTOS INFORME DE ENSAYO
-CICTA-

Pagina2de 3

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS FISICOQUIMICO M242-14

: RESULTADOS - iy
PARAMETROS UNIDAD 'METODO DE ANALISIS
; 3, BASE BASE o
HUMEDA SECA -
Humedad g/100 g mtra 88,99 -— AOAC 931.04 - Gravimétrico
Ceniza 9/100 g mtra 0,57 5,19 AOAC 972.15 — Gravimétrico
Grasa 9/100 g mtra 0,06 0,58 AOAC 963.15 — Soxhlet
Proteina g/100 g mtra 1,15 10,46 AOAC 970.22 - Kjeldahl
Fibra /100 g mtra 0,61 5,59 Aoﬁi% ot ;ig;“yEg;‘:i‘g‘; 3
Carbohidratos totales | /100 g mtra 9,23 B O
Valor calérico Kcall100 g mtra | 42,06 382,14 Rsrs;g’g?g‘niag‘f'_“g’;;ﬁ?
pH “ 4,36 — AOAC 970.21

REVISO Y AUTORIZO

CAutdad)
ArleyR: Villamizar J. |

Quimico PQ2839
Coordinador de Calidad.

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LA MUESTRA ANALIZADA, NO PUEDE SER NI
PARCIAL NI TOTALMENTE REPRODUCIDO SIN LA APROBACION DEL LABORATORIO

68



Anexo D. Membranas de CB obtenidas durante 7 dias de fermentacion: a) (Dia 2,
3,5y 7 CB), b) y c) con y sin tratamiento de purificacion y d) Izquierda: sin
tratamiento de purificacion. Derecha: con tratamiento de purificacion con NaClO al
0,5 %.




