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Resumen 

 

 

Titulo. Evaluación del mucílago de cacao como fuente de carbono para producción de celulosa bacteriana* 

 

 

Autores: Daniel Ricardo Durán Riveros  

Jessica Tatiana Cabezas Calderón** 

 

 

Palabras claves: Fuente de carbono, mucilago de cacao y celulosa bacteriana. 

 

 

La producción de celulosa bacteriana (CB) ha implementado el uso de diversas fuentes de carbono para 

microorganismos de género Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina. Uno de los intereses en su producción, 

es la búsqueda de nuevas fuentes de carbono que mejoren el rendimiento y sea un recurso renovable a bajo costo. 

Teniendo en cuenta que Colombia es el undécimo productor de cacao a nivel mundial, presenta un recurso renovable 

y subutilizado como el mucílago de cacao (MC), proveniente del aprovechamiento de la mazorca del árbol Theobroma 

cacao, y está principalmente compuesto por carbohidratos, nitrógeno total y oligoelementos como K, Na, Mg, Ca, Al, 

capaces de suplir los macro y micronutrientes que requieren los microorganismos en un medio de cultivo para producir 

este polímero. Los resultados muestran la viabilidad de usar MC (crudo y suplementado con una fuente de nitrógeno) 

como medio de cultivo para la producción de CB por Gluconacetobacter xylinus (ATCC®23768TM) usando 

fermentaciones estáticas. La producción de CB utilizando MC varía de 0,43 ± 0,16 g / L hasta 14,06 ± 0,69 g / L, 

dependiendo de la composición de los medios de cultivo (crudos o suplementados). La productividad de CB obtenida 

con MC es similar, o superior, a los informes encontrados en la literatura que usan fuentes alternativas (residuos 

agroindustriales) o de carbono puro. La producción de CB, utilizando MC como medio de cultivo, es una aplicación 

interesante para este material que actualmente no utilizan los productores de cacao. 
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Abstract 

 

 

Title. Evaluation of cocoa mucilage as a carbon source for bacterial cellulose production * 

 

 

Authors: Daniel Ricardo Durán Riveros  

Jessica Tatiana Cabezas Calderón** 

 

 

Keywords: Cacao muxilage exudate, carbon source and bacterial cellulose. 

 

 

Bacterial cellulose (BC) is an exopolysaccharide synthetized by microorganisms of the genera Acetobacter, 

Rhizobium, Agrobacterium and Sarcina, using a wide variety of carbon sources. Nowadays industrial BC 

production is limited due to high costs, that’s why one of the interests in its production, is looking for new 

carbon sources that improve the yield and production of CB being a renewable resource at low cost.. Taking 

into account that Colombia is the eleventh producer of cacao worldwide, it presents a renewable and 

underutilized resource such as cacao mucilage exudate (CME), a liquid material that seeps from the white 

pulp surrounding the cacao bean, and is mainly composed of carbohydrates, total nitrogen and trace 

elements such as K, Na, Mg, Ca, Al, capable of supplying the macro and micronutrients required by 

microorganisms in a culture medium to produce this polymer. Also, we show the feasibility of using CME 

(raw and supplemented with a nitrogen source) as culture media for BC production by Gluconacetobacter 

xylinus (ATCC®23768TM) using static fermentations. BC production using CME ranges from 0.43 ± 0.16 

g/L up to 14.06 ± 0.69 g/L depending upon the composition of the culture media (raw or supplemented). 

The BC productivity observed with CME is similar, or superior, to reports found in literature using both: 

alternative (agroindustrial residues) or pure carbon sources. BC production, using CME as culture media, 

is an interesting application for this material that currently is not used by cacao farmers. 
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Introducción 

 

 

La celulosa, el biopolímero natural renovable más abundante en la tierra, es el componente 

estructural fundamental en la pared celular de las plantas. En la actualidad la celulosa es 

considerada como un recurso químico renovable clave para reemplazar los materiales poliméricos 

derivados del petróleo. Independientemente de su origen, la celulosa es un homopolisacárido lineal 

compuesto por unidades de β-d-glucopiranosa unidas por enlaces β-1-4. La unidad repetitiva es un 

dímero de glucosa, conocido como celobiosa (Khalil et al., 2019). 

La producción de celulosa se ha considerado propia de organismos del reino vegetal, sin 

embargo, el análisis de los mecanismos y rutas biosintéticas para su producción se basa 

principalmente en estudios realizados con bacterias del tipo Gluconacetobacter Xylinum 

(anteriormente Acetobacter xylinum). Estas bacterias Gram negativas, que pertenecen a la familia 

Acetobactereaceae, son microorganismos aerobios estrictos que realizan oxidación incompleta de 

azúcares y alcoholes (proceso conocido como fermentación oxidativa) para producir “películas” o 

“natas” de celulosa bacteriana sobre la superficie de medios líquidos (Chavez-Pacheco et al., 

2004).  Su hábitat natural son frutas y vegetales en proceso de descomposición. En la actualidad 

su explotación industrial se ha visto frenada por los altos costos que implica su producción a gran 

escala, basada en el uso de azúcares derivados de la caña o la remolacha; sin embargo, es posible 

obtenerla a partir de residuos agroindustriales, lo que reduce sus costos de producción (Giraldo et 

al., 2012). 
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El cultivo del árbol de cacao, Theobroma cacao, requiere unas condiciones climáticas 

apropiadas que mayoritariamente se encuentran en el área comprendida entre los trópicos de 

Cáncer y Capricornio (20° al Norte y Sur del Ecuador) (Cala et al., 2001). Actualmente el cacao 

es producido por numerosos países en el mundo y Colombia es el cuarto país con mayor 

producción de cacao en América Latina y el undécimo a nivel mundial.  

El proceso de beneficio del cacao genera una gran cantidad de residuos lignocelulósicos que 

son de gran interés por sus potenciales usos, sin embargo, en la actualidad estos materiales causan 

serios problemas ambientales pues son desechados en los cultivos o en los sitios de beneficio del 

fruto. Para la presente investigación el mucílago de cacao es de particular importancia por su alto 

contenido de azúcares. En la biosíntesis de celulosa bacteriana se han usado diversas fuentes de 

carbono, configuraciones de biorreactores y estrategias de cultivo. En esta propuesta, financiada 

por el Sistema General de Regalías de Colombia (SGR), se propone evaluar el uso del mucílago 

de cacao como fuente de carbono para la producción de celulosa bacteriana, con el ánimo de 

valorizar los residuos del procesamiento del fruto de cacao 

 

 

1. Planteamiento del Problema 

 

 

El árbol de cacao, Theobroma cacao L es originario de América del sur (Cala et al., 2001), desde 

dónde su cultivo se expandió a países Europeos, Oeste Africano, Asia y Centro América. Existen 

alrededor de veintidós especies, de las cuales T. cacao L. es comercialmente la de mayor interés 

debido a la composición de sus semillas. 
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Entre el 2016 y el 2017 se registró una producción mundial de 4.59 millones de toneladas de 

grano de cacao (Kongor et al., 2016), los cuales se utilizaron como materia prima de productos 

alimenticios como licor de cacao, manteca de cacao y barras de chocolate.  Estas últimas, son uno 

de los productos alimenticios más consumidos en el mundo y se producen principalmente por 

países europeos como Bélgica, Holanda y Suiza. 

Actualmente, Colombia es el cuarto país con mayor producción de cacao en América Latina 

y el undécimo a nivel mundial (ICCO et al., 2015a). Para el año 2016, la producción de cacao en 

Colombia creció 3.6 % al pasar de 54.798 toneladas a 56.785, de las cuales el 40.9% de la 

producción corresponde al departamento de Santander, seguido por Arauca 10,3% y Huila con el 

7% (Fedecacao - Federación Nacional de Cacaoteros, 2018).  La producción de granos de cacao 

genera gran cantidad de biomasa residual, pues de la mazorca de cacao solo se aprovecha el 8% 

m/m mientras y el restante 92% m/m se convierte en desechos que no se aprovechan 

industrialmente. Esta biomasa residual, constituida principalmente por la cáscara y el mucílago, se 

utiliza artesanalmente para la producción de abonos o como complemento nutricional de cultivos 

por vertimiento directo (Crescente et al., 1975). Sin embargo, la disposición final de estos 

materiales en el terreno de cultivo, particularmente del mucílago, promueve eventualmente la 

propagación de microorganismos patógenos para el cultivo y la multiplicación de insectos 

(Thorold et al., 1975), ya que contiene azúcares libres como glucosa, fructosa y sacarosa (Lefeber 

et al., 2010), proteína entre el 0.4 y 0.6 % (Guehi et al., 2010), grasas y fenoles (Rodriguez et al., 

2011). 

Adicionalmente, también hay serios problemas ambientales relacionados con olores fétidos, 

deterioro del paisaje y cuerpos de agua cercanos a los cultivos de cacao (Rubini et al., 2005). Por 

lo tanto, el desarrollo de estrategias tecnológicas que involucren el uso de estos residuos para 
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producir materiales avanzados, particularmente el mucilago de cacao, permitirá dar valor agregado 

a esta biomasa agroindustrial. 

 

 

2. Justificación del Problema 

 

 

La celulosa bacteriana (CB) es un material inocuo, biodegradable, biocompatible y apto para 

consumo humano. El uso de la CB en la industria biomédica va en aumento (Petersen et al., 2011; 

Czaja et al., 2007; Wan et al., 2007), así como su aplicación en la producción de alimentos 

(Okiyama et al., 1993), aerogeles
 
y aditivos para pintura (Innerlohinger et al., 2006; Villanueva et 

al., 2006).  Por otra parte, la producción de CB a partir de residuos agroindustriales es una 

tendencia creciente a nivel mundial debido al aumento de este tipo de residuos, como consecuencia 

de la expansión de la frontera agrícola y el crecimiento poblacional. Por esta razón, consideramos 

que el uso del jugo proveniente del mucílago de cacao, cultivo extendido en Santander, como 

medio de crecimiento de películas de CB usando Gluconacetobacter xylinus, es una estrategia 

potencial de uso de residuos agroindustriales que tendría impactos muy positivos en la cadena de 

valor del cacao (Carreño et al., 2012). 
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3. Hipótesis 

 

 

¿Las características composicionales del jugo de mucílago de cacao lo hacen medio de cultivo 

adecuado para la producción de celulosa bacteriana? 

 

 

4. Objetivos 

 

 

4.1 Objetivo general 

 

Determinar la viabilidad del uso del mucílago de cacao como fuente de carbono para la producción 

de celulosa bacteriana.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Estudiar la composición del jugo de mucílago de cacao mediante técnicas cromatográficas, 

espectroscópicas y análisis bromatológico y establecer su potencial como fuente de 

carbono para producción de celulosa bacteriana (CB). 

 Estudiar el proceso de producción de celulosa bacteriana (CB) en términos del cambio 

composicional del mucílago de cacao. 
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 Caracterizar la celulosa bacteriana (CB) por métodos fisicoquímicos, microscópicos, 

termogravimétricos y espectroscópicos. 

 

 

5. Antecedentes 

 

 

La producción de celulosa bacteriana utilizando fuentes de carbono, alternativas a los azúcares 

puros, ha sido un tema de investigación muy amplio durante las últimas décadas. Desde 1963 se 

han realizado estudios morfológicos y rendimiento de la producción de CB; sin embargo, solo 

hasta mediados de los 80s se reconoce la gran aplicabilidad del material  como resultado del estudio 

de sus propiedades fisicoquímicas (Nishi et al., 1990). Algunos estudios reportan que la CB puede 

ser usada para fortalecer las pulpas de celulosa en la producción de papel y en la fabricación de 

materiales acústicos como audífonos y altoparlantes (Iguchi et al., 2000).  Típicamente, la CB se 

ha utilizado en la industria alimenticia, y más recientemente en la ingeniería y en la biomedicina. 

Por ejemplo, la ingeniería tisular que es la regeneración y remodelación de tejido in vivo con el 

propósito de reparar, reemplazar, mantener o mejorar la función de órganos, está utilizando la CB 

en la regeneración de tejidos blandos debido a su biocompatibilidad, su alta resistencia, su 

moldeabilidad, su interacción con células musculares además de su bajo costo de producción, en 

comparación con otros biopolímeros (Freed et al., 1995). La CB también se emplea como piel 

artificial en quemaduras, implantación de vasos sanguíneos y enfermedades periodontales  

(Svensson et al., 2005; Klemm et al., 2001; Fontana et al., 1990; Backdahl et al., 2006).  
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En la industria alimenticia, la CB ha sido empleada para la producción de películas aditivadas 

con nisina, con el objetivo de inhibir el crecimiento de microorganismos en alimentos como la 

carne (Nguyen et al., 2008); también se ha usado como empaque, en películas modificadas con 

polilisina, para la protección antimicrobiana de salchichas; agente emulsificante (Zhu et al., 2010); 

y mejorador de textura en cremas batidas (Zhao et al., 2009).  

También se ha reportado la síntesis de compositos de CB mediante métodos in situ o ex situ 

(Shah et al., 2013). En el primero se agregan materiales al medio de cultivo con el objetivo de 

fortalecer el polímero durante el proceso de síntesis; en el segundo las películas de CB se 

impregnan con materiales de refuerzo como óxidos metálicos, materiales sólidos y nanomateriales 

(Maneerung et al., 2008; Meng et al., 2009; Saibuatong et al., 2010). 

Tradicionalmente, en el proceso de producción de CB se han utilizado fuentes de carbono 

puras como azúcares simples (glucosa, fructosa, galactosa o derivados del glicerol) y fuentes no 

convencionales (particularmente residuos agroindusriales) que aportan micro y macronutrientes 

necesarios para el desarrollo del microorganismo (Masaoka et al., 1993; Pecoraro et al., 2008). El 

uso de fuentes no convencionales, además de permitir la producción de CB con bajo costo, 

contribuye también con la reducción de los impactos de la agroindustria sobre el medio ambiente.  

Entre los residuos agrícolas más utilizados para la producción de CB están: jarabes glucosados 

obtenidos del  té de Kombucha (Nguyen et al., 2008), árbol de maple (Zeng et al., 2011), café 

(Flórez et al., 2015), aloe vera (Goelzer et al., 2009), cáscara de arroz (Castro et al., 2011), cáscara 

de piña, caña de azúcar (Thompson et al., 2001), agua de coco, manzana (Gayathry et al., 2013), 

remolacha, suero de queso y efluentes de papa (Thompson et al., 2001), entre otros. 

La revisión de la información científica, publicada hasta la fecha, demuestra que no existen 

estudios relacionados con el uso del jugo de mucílago de cacao como medio de cultivo -fuente de 
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carbono- para la producción de CB.  Por otra parte, la información científica sobre la composición 

y el uso del jugo – o exudado- del mucílago de cacao es muy limitada.  Los primeros reportes sobre 

la composición del jugo de mucílago de cacao datan de 1982, cuando se publica una 

caracterización muy somera de este residuo y se propone su uso en procesos fermentativos (Adams 

et al., 1982). En términos composicionales, existen algunos reportes sobre el contenido de 

azúcares, humedad, cenizas, metales, ácidos carboxílicos y sólidos disueltos, entre otros. Además, 

también se reporta el uso del jugo de mucílago de cacao para obtener etanol, y producir bebidas 

fermentadas y vinos; la Tabla 1 resume la información disponible en la literatura sobre el tema.  

 

Tabla 1. 

Cronología en la caracterización del mucílago de cacao (MC). 

Objetivo Año 
Número de 

citaciones 
Referencias 

Caracterización básica del MC. 

Potencial uso en procesos de 

fermentación. 

1982 7 (Adams et al., 1982) 

Fermentación de MC con 

levadura pura. 
1997 41 (Buamah et al., 1997) 

Uso de MC como posible 

materia prima para preparación 

de be8 bidas suaves debido a su 

potencial de fermentación. 

2001 2 (Gyedu et al., 2001) 

Producción de vino frutal a 

partir de la fermentación de la 

pulpa de Cacao. 

2007 72 (Dias et al., 2007) 

Caracterización MC de especies 

africanas. 
2009 27 (Anvoh et al., 2009) 
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Objetivo Año 
Número de 

citaciones 
Referencias 

Producción de etanol usando 

MC. 
2010 4 (Anvoh et al., 2010) 

Caracterización MC para la 

producción de bebida Kefir con 

pulpa de cacao a través de la 

fermentación. 

2012 35 (Puerari et al., 2012) 

Caracterización de MC para la 

producción de vino. 
2016 _ (Balladares et al., 2016) 

Caracterización de MC. 2016 40 (Nguyen et al., 2016) 
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6. Marco Teórico 

 

 

6.1 Cultivo de cacao 

 

 

Figura 1. Planta de Theobroma cacao, clon CCN-51 (vereda Pajonal Piedecuesta Santander). 

 

El árbol de cacao, Theobroma cacao L, pertenece a la familia Esterculiacea, y es originario de 

América del sur (Cala et al., 2001). La propagación de la especia se hace a partir de semillas que 

desarrollan una raíz pivotante que puede tener una profundidad de hasta 1.50 m dependiendo de 

las condiciones de siembra y del suelo. El tamaño de las hojas varía según la cantidad de luz solar 

que reciba el árbol, ya que a menor absorción de luz el tamaño de la hoja aumenta.  Por esta razón 

los cacaos criollos tienen hojas más grandes y presentan coloraciones verdosas más intensas que 

las de los cultivos amazónicos.  El árbol de cacao florece todo el año, pero las primeras flores 
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aparecen pasados tres años de su siembra; el tamaño de la flor es pequeño, alrededor de 1 a 2 cm 

de diámetro. El cacao no se autopoliniza fácilmente debido a la posición opuesta del pistilo y a 

que los estambres están aislados. La polinización del cacao la realizan en su mayoría insectos, 

muchos del género forcipomyia. 

En Colombia se producen principalmente dos tipos de cacao, Criollos y Forasteros o Pajarito. 

Los Criollos son cultivados en áreas pequeñas y en valles cuya altitud se sitúa en los 600 a 1200 

m.s.n.m.; por ejemplo, en las zonas del Valle del Cauca, Huila, Caldas y Antioquia. Los Forasteros 

se cultivan mayoritariamente en Santander, Antioquia, Caldas y el Huila; esta especie de cacao fue 

introducida en el siglo XX proveniente de algunas islas de las Antillas. El cruce entre Forasteros 

y Criollos originó la especie de los Trinitarios que también se cultiva en Santander. Aparte de 

estas especies en Colombia se produce una variedad conocida como Amanavén, en menor 

proporción con respecto a las otras, que se cultiva en el Vichada y en la llanura oriental amazónica 

(Enríquez et al., 1985).  

El fruto del cacao se caracteriza por ser una baya elipsoidal, ovoide o esférica (según el tipo 

de cacao) que puede contener de 20 a 40 semillas. Porcentualmente el cotiledón se compone de un 

55,2 ± 0,10 % de grasa,  21,6 ± 0,10 % de proteína, 4,2 ± 0,02 % de humedad, 3,5 ± 0,11% de 

ceniza y 15,5  ± 0,63 % de fenoles; también contiene otros componentes de interés nutricional 

como fibra y algunos minerales esenciales en la dieta como el potasio, el magnesio, hierro y el 

fósforo (Afoakwa et al., 2013; Torres et al., 2015). El grano de cacao está rodeado de una capa de 

materia orgánica denominada mucílago. El mucílago de cacao se compone de carbohidratos 

(glucosa, fructosa, sacarosa), fenoles, nitrógeno, fibras, grasas y proteínas. En el proceso de 

beneficio del cacao el mucilago juega un papel fundamental durante la etapa de fermentación, pues 

sirve como sustrato para el crecimiento y proliferación de microorganismos responsables de la 
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generación de sabor y aroma en los granos. Sin embargo, también durante este proceso, el exceso 

de mucílago se lixivia y se convierte en un efluente contaminante con impactos negativos al medio 

ambiente. 

 

6.2 Celulosa 

 

La celulosa es el biopolímero estructural más abundante en las plantas. Históricamente ha sido 

utilizado como materia prima por el hombre en la producción de telas, madera, papel, aditivos, 

entre otros (Bellote et al., 1995). Químicamente la celulosa es una macromolécula polímerica cuyo 

monómero, la (β-1,4) D-glucopiranosa, se une con otras unidades mediante enlaces β-1,4-O-

glucosídico. En las plantas, este polímero se rodea de capas de hemicelulosa y lignina para formar 

compositos funcionales encargados de proveer estructura y sostén a estos organismos (Cheng et 

al., 2002). 

La celulosa se produce naturalmente por plantas, mircoorganismos (Agrobacterium, 

Rhizobium, Gluconacetobacter), hongos (Dictyostelium) y animales (Tunicidae) (Brown et al., 

2012). En cuanto a microorganismos que producen celulosa, las del género Acetobacter son los 

mayores productores (Richmond et al., 1991). Las bacterias de este género fabrican CB a partir de 

fuentes de carbono simples como glucosa, fucosa, xilosa (Ishihara et al., 2002), disacáridos como 

la sacarosa, agentes edulcorantes como el manitol, arabitol o compuestos como el glicerol 

(Mikkelsen et al., 2009). Se han reportado estudios en los cuales se usan otras fuentes de carbono 

que remplacen el uso exclusivo de ciertos azúcares (glucosa, fructosa) con el fin de disminuir el 

costo de producción de CB. Dentro de las fuentes de carbono alternativas se encuentran residuos 

agroindustriales como la pulpa de arándano, licor fermentado a base de té llamado kombucha 
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(Nguyen et al 2008), el licor de maíz (Noro et al., 2004), zumos de naranja, piña, manzana, pera y 

uva (Kurosumi et al., 2009), vinaza de arroz (Goelzer et al., 2009), agua de coco (Kongruang et 

al., 2007), cáscara de frutas como uva, piña, desechos textiles de algodón (Hong et al., 2012), 

jarabe de maple y otros (Zeng et al., 2011). 

Gluconacetobacter xylinus es un microorganismo aerobio Gram negativo que pertenece al 

género Acetobacter y a la familia de las Acetobacteraceae, anteriormente conocido como 

Acetobacter Xylinus y Acetobacter Xylynum. Se caracteriza por producir CB con un alto grado de 

cristalinidad mediante la fermentación oxidativa de diversos azúcares. Naturalmente este 

microorganismo habita en las frutas y vegetales en proceso de descomposición, formando películas 

en la superficie en los medios de cultivo de los que se alimenta (Hong et al., 2012). Las fuentes de 

carbono más usadas en la producción de CB con este tipo de microorganismo son mezclas de 

azúcares (glucosa, fructosa, sacarosa o galactosa), además del glicerol y el manitol.  Algunos 

autores reportan encontrando que con sacarosa y glicerol se producen capas más gruesas de CB, 

en comparación con otras fuentes de carbono (Mikkelsen et al 2009). 

En la producción de CB hay dos tipos de fermentación, la estática y la dinámica. El proceso 

estático es un método tradicional en el que se inocula el medio con el microorganismo en 

recipientes de baja profundidad, los cuales son recubiertos y se dejan reposar por periodos de 5 a 

20 días hasta que la película se produzca y flote sobre la superficie del cultivo. El rango de 

temperatura óptima para estos cultivos es de 28-30° C, aunque la producción se lleva a cabo de 20 

a 35° C, el pH del medio de cultivo puede variar de 4,0 a 6,0; sin embargo, el pH óptimo de 

producción depende del microorganismo (Chavez et al., 2004). 

En comparación con la celulosa de origen vegetal, la bacteriana se destaca por presentar un 

alto grado de cristalinidad, alta resistencia a la presión, elasticidad y durabilidad. Adicionalmente 
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no se encuentra rodeada de redes poliméricas como hemicelulosa y lignina. La CB posee 

propiedades interesantes para la industria textil, cosmética y biomédica debido a su baja toxicidad, 

reactividad, alta hidrofilicidad y biodegrabilidad. La CB ha sido usada en la fabricación de apósitos 

para heridas y ulceras, tratamientos para quemaduras y producción de vasos sanguíneos sintéticos 

(Andrade et al., 2010). Dentro de las propiedades más interesantes de la CB está su alta rigidez (la 

relación entre el esfuerzo para deformar el material por unidad de área) (Hsieh et al., 2008), en 

comparación con otros polímeros orgánicos.
 
También presenta otras propiedades como potencial 

de moldeo y formación de estructuras, resistencia, lo que la convierte en un material funcional 

multifacético (Yoshinaga et al., 1997; Kaushik et al., 2011). 

 

6.3 Análisis fisicoquímicos para caracterización de MC y CB.  

 

Con el fin de caracterizar fisicoquímicamente el jugo de mucílago de cacao y la celulosa 

bacteriana, a continuación se describen las técnicas analíticas que permiten acceder a esta 

información. 

 

6.3.1 Caracterización de jugos azucarados de frutas. Los jugos azucarados como el jugo 

de mucílago de cacao se componen de carbohidratos simples (sacarosa, glucosa y fructosa). Por 

esta razón, es necesario identificarlos y cuantificarlos utilizando cromatografía líquida de alta 

resolución, con detector de índice de refracción debido a las propiedades espectroscópicas de  

absorción de radiación de estos compuestos (HPLC-RID). Este análisis, permite la separación y 

cuantificación de los carbohidratos presentes en jugos azucarados de frutas como la naranja 

(Chinnici et al., 2005; Kelebek et al., 2009). Además de carbohidratos, los jugos de frutas también 

contienen metales esenciales (Ca, K, Na, Al, Mg), que se cuantifican mediante espectroscopia 



EVALUACIÓN DEL MUCÍLAGO DE CACAO  | 32 

 

 

atómica, como la de absorción. En cuanto a la preparación de muestras similares al jugo de MC 

para este análisis, diferentes autores extraen los metales de interés, realizando digestiones ácidas 

con ácidos (clorhídrico, nítrico, perclórico) o mezclas de estos (Musa et al., 2018; Sastre et al., 

2002).  

Por otra parte, los análisis bromatológicos de alimentos permiten conocer la información 

nutricional en términos de proteína, fibras, grasas, humedad, cenizas y otros parámetros. Por 

ejemplo, para el uso de jarabes o jugos azucarados en medios de cultivo, es importante conocer el 

contenido de proteínas y otros sustratos fundamentales para el crecimiento del microorganismo. 

Esta caracterización, aporta información que permite determinar si es necesario suplementar estos 

jarabes con otros sustratos, durante la optimización del proceso de producción de biopolímeros 

como la CB. 

 

6.3.2 Caracterización de películas de CB.  La caracterización de biopolímeros sintetizados 

por microorganismos, requiere de análisis fisicoquímicos, microscópicos, termogravimétricos y 

espectroscópicos. Para el análisis morfológico, la microscopía electrónica de barrido es una de las 

técnicas más versátiles (Zhou et al., 2007), permite observar la estructura tridimensional del 

material y obtener imágenes de alta resolución a escalas micro y nanométricas. Adicionalmente, 

en la caracterización de biopolímeros es indispensable acceder a información de estabilidad 

térmica; el análisis termogravimétrico TGA proporciona información sobre procesos de transición, 

degradación, descomposición, oxidación y pérdida de componentes volátiles en función de la 

temperaturas  (Corazzari et al., 2015; Thermal Characterization of Polymers., 2018). 

Las películas de CB, pueden ser analizadas en cuanto a su naturaleza y cristalinidad mediante 

difracción de rayos X (DRX) y/o resonancia magnética nuclear RMN de estado sólido. DRX se 
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aplica principalmente a materiales cristalinos y se ha usado extensamente tanto para la 

identificación como para el análisis cuantitativo de muestras policristalinas (Lee et al., 2016), la 

información estructural se obtiene a partir de patrones de difracción. La RMN se aplica al estudio 

de la morfología, composición y cristalinidad de polímeros,  pues provee información sobre la 

organización de cadenas poliméricas en los estados vítreos y semicristalinos. Además, permite el 

estudio de las propiedades físicas y mecánicas de estos biomateriales (Axelson et al., 1985). 
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7. Metodología 

 

 

Para cumplir con los objetivos propuestos se siguió la siguiente metodología. 

 

 

Figura 2. Diagrama de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Diagrama de flujo. 

 

Producción de CB 

Etapa 1. Determinación de la 

composición del MC. 

  

Etapa 2. Estudio del proceso de 

producción de CB. 

 

  

Etapa 3. Caracterización de la CB.  

 

  

Recolección de las mazorcas de 

cacao y separación del grano de 

la cáscara. 
 

Esterilización y caracterización 

por HPLC, AA, Análisis 

Bromatológico, densidad y pH. 
 

 

Filtración por gravedad del 

grano de cacao y obtención del 

jugo de MC. 
 

 

Activación del microorganismo 

Gluconacetobacter xylinus (ATCC 

23768). 
 

Evaluación y comparación de 3 

medios de cultivo con el medio 

estándar HS: 

• 1. Mucílago de cacao crudo 

(MC-C). 

• 2. Mucílago de cacao 

suplementado (MC-HS). 

• 3. Mucilago de cacao 

suplementado y diluido (MC-

SD). 
 

Fermentación estática por 15 días. 
 

Caracterización de la CB mediante 

las técnicas analíticas: 

• IR, SEM, TGA y DRX. 
 

Purificación y liofilización de las 

películas de CB. 
 



EVALUACIÓN DEL MUCÍLAGO DE CACAO  | 35 

 

 

7.1 Materiales y métodos 

 

7.1.1 Mazorca de cacao Las mazorcas de cacao (clon CCN-51) fueron colectadas en la finca 

San Ignacio, lote Rancho Quemado ubicado en San Vicente de Chucurí, municipio del 

Departamento de Santander, Colombia. El material vegetal fue llevado al laboratorio para su 

procesamiento. 

 

7.1.2 Fuente de carbono  Muestras de jugo de MC se colectaron mediante filtración por 

gravedad de los granos de cacao y se esterilizaron en autoclave por 20 min a una temperatura de 

121 ºC y 200 libras de presión, para su posterior almacenamiento a una temperatura de 3ºC. 

 

7.1.3 Caracterización del jugo de MC. La caracterización del jugo del mucílago para 

determinar su potencial como medio de cultivo - fuente de carbono - para la producción de CB, 

incluyó la medición de los siguientes parámetros: pH, densidad, º Brix, contenido de azúcares 

simples y complejos, nitrógeno total, fenoles, cenizas, grasas, proteína y humedad.  Estas 

mediciones se realizaron mediante los métodos descritos en la tabla 2. 

 

Tabla 2.  

Parámetros utilizados para la caracterización del jugo del MC. 

Parámetros Método/Equipo 

Humedad NTC 529 

Nitrógeno Total Standard Methods 4500-Norg-4500 NH3 B,C 

º Brix Refractómetro 

pH pH-metro 

Densidad Picnómetro 
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Parámetros Método/Equipo 

Azúcares, Sacarosa, Fructosa 

y Glucosa 
HPLC-RID 

Cenizas base húmeda AOAC 7,009/84-94205/90 

Potasio, Calcio, Sodio, 

Aluminio, Plomo y Cadmio. 
Espectroscopia de Absorción Atómica (AA) 

 

7.1.4 Cuantificación de azúcares en el MC por cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC). Para la cuantificación de Azúcares totales (sacarosa, fructosa y glucosa), se utilizó un 

cromatógrafo líquido HPLC (Agilent, serie 1100) con inyección automática acoplado al detector 

de índice de refracción RID Agilent Tecnologies serie 1200.  Para el análisis se empleó una 

columna analítica (SUPELCOGEL C-610H, 30 cm L x 7.8 mm ID) con fase estacionaria de 

poliestireno- divenilbenceno (PS/DVB). Las condiciones del análisis fueron: fase móvil ácido 

fosfórico 0.1 % a un flujo de 0,6 mL/min, volumen de inyección de 20 µL con un tiempo de corrida 

de 18 min por muestra, la temperatura del horno fue de 30ºC y la del detector RID de 35ºC. La 

cuantificación se hizo con una curva de calibración externa, con patrones de (glucosa, fructosa y 

sacarosa) en concentraciones 1, 5, 10, 15, 20 g/L. Para identificar cualitativamente los 

componentes de la muestra, mediante sus tiempos de retención, se preparó una solución stock de 

15 g/L de cada azúcar. Las muestras de jugo de mucílago se diluyeron en un factor 1/5 y se filtraron 

mediante microfiltros (FilterBIO, PDVF) con tamaño de poro de 0,45 µm, la fase móvil se preparó 

con agua desionizada y se filtró al vacío utilizando un filtro de membrana porosa de 0,45 µm. En 

el Anexo 1 se reportan los resultados del proceso de validación del método de cuantificación de 

azúcares mediante la técnica HPLC-RID. 
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7.1.5 Determinación de metales en el MC por Absorción atómica  Para la determinación 

de metales esenciales como Na, K y Ca se utilizó un espectrómetro de Absorción Atómica (Thermo 

Electron, modelo S4). Para la determinación de Al se realizó una medición en el mismo equipo en 

modo emisión atómica y para el Cd, metal pesado, el análisis se hizo por lámpara de cátodo hueco. 

Las muestras en estado líquido fueron introducidas mediante capilar, para cuantificación se 

realizaron curvas de calibración de acuerdo con la información de la Tabla 3. 

 

Tabla 3.  

Curvas de calibración y modos de medición empleados para cada metal. 

Elemento 
Número de 

estándar 

Concentraciones 

ppm 
Modo Lámpara 

Ca 6 
0-0,4-0,8- 1,2,-1,6 

y 2,0 
Absorción Ca 

K 5 
0-0,3- 09- 1,2 y 

1,5 
Absorción K 

Pb 5 
0- 5- 10-15- 20 y 

25 
Absorción Pb 

Na 6 
0-0,2- 0,4- 0,6- 

0,8- 1,0 
Absorción Na 

Al 6 
0- 10- 20-30- 40- 

50 
Emisión Al 

Cd 6 
0- 0,5- 1,0- 1,5- 

2,0 y 2,5 
Absorción Cátodo hueco 

 

Las muestras de mucílago de cacao esterilizado y sin esterilizar, fueron liofilizadas 

previamente para la posterior digestión utilizando las metodologías reportadas para los análisis 

multielemental (Ca, Na, K y Al) y de los metales pesados (Cd y Pb) descritos en la literatura.84 En 



EVALUACIÓN DEL MUCÍLAGO DE CACAO  | 38 

 

 

el proceso de preparación de las muestras se empleó agua doblemente desionizada, tratada con un 

purificador Milli-Q® Integra de MERCK y los filtros usados en la preparación de cada solución 

fueron de celulosa, con diámetro de poro de 125 mm, BOECO Germany. 

 

7.1.6 Microorganismo Para el presente trabajo se utilizó la cepa Gluconacetobacter xylinus 

(ATCC 23768), adquirida del American Type Culture Collection.  

 

7.1.7 Pre-inóculo La reactivación de la cepa se realizó adicionando el microorganismo en 150 

mL de medio de cultivo HS (Hestrin & Schramm: 20 g/L de glucosa, 5 g/L de peptona, 5 g/L de 

extracto de levadura, 1,159 g/L de ácido cítrico y 2,7 g/L Na2HPO4) en un Erlenmeyer de 250 mL 

usando un agitador orbital a 200 rpm por 4 días a 30 °C. 

 

7.2 Producción de CB  

 

7.2.1 Medios de cultivo Los medios de cultivo para inocular G. xylinus, fueron:  

1. Medio de cultivo: Jugo de mucilago de cacao crudo (MC-C) jugo de MC esterilizado sin 

adición de otras sustancias. 

2. Medio de cultivo: Jugo de mucilago de cacao suplementado (MC-S) 

Este medio contiene MC-C con los siguientes suplementos: 5.00 g/L de peptona, 5.00 g/L 

de extracto de levadura, 1.16 g/L de ácido cítrico y 2.70 g de fosfato de sodio (Na2HPO4). 

Adicionalmente, se ajustó el pH a 5.5 con solución de NaOH 3 N. 

3. Medio de cultivo: Jugo de mucilago de cacao diluido y suplementado (MC-DS) 
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Este medio contiene MC-C diluido 1:1 con agua más los siguientes suplementos 5.00 g/L 

de peptona, 5.00 g/L de extracto de levadura, y 5.00 g/L de citrato de sodio Na3(C6H5O7). 

De igual forma, el pH se ajustó a 5.5 con solución de NaOH 3 N. 

4. Medio de cultivo estándar HS. 

Este medio estándar se utilizó como referencia para comparar la producción y el 

rendimiento de la CB con MC como medio de cultivo. Está compuesto por 20 g/L de 

glucosa, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 1,159 g/L de ácido cítrico y 2,7 

g/L Na2HPO4. 

La optimización del proceso de producción de CB, a nivel microbiológico, es realizado por la 

microbióloga Olga Lucía Sanabria, quién es estudiante de maestría en microbiología. La estudiante 

Sanabria suministró las películas crudas de CB (extraídas del proceso de fermentación aerobia de 

los medios mencionados anteriormente por el Gluconacetobacter xylinus -ATCC 23768). 

 

7.2.2 Biosíntesis de la CB La biosíntesis de CB se llevó a cabo inoculando 30 mL de los 

diferentes medios de cultivo en biorreactores de 150 mL. Estos contenían una concentración del 

10% (v/v) de pre-inóculo. Posteriormente se incubó a 30 °C durante 15 días sin agitación, en una 

incubadora (Memmert, IN750). Las películas fueron extraídas cada 24 h para su posterior proceso 

de limpieza. El medio sobrenadante fue monitoreado HPLC y se tomaron los respectivos valores 

del pH, las mediciones se realizaron por triplicado. 

 

7.2.3 Limpieza de las películas de CB. Considerando que el microorganismo 

Gluconacetobacter xylinus produce y utiliza la película de celulosa como medio de soporte y 

protección, es necesario (una vez se termina la fermentación) realizar un proceso de limpieza de 
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la película con el fin de eliminar microorganismos adheridos y compuestos presentes en el medio 

de cultivo (azúcares remanentes, pigmentos, etc.). Con este fin se trataron las películas de CB con 

cuatro medios de limpieza tal y como se muestra en la Tabla 4.  

 

Tabla 4.  

Métodos de limpieza para las películas de CB según su aplicación final. 

Método 
Composición del agente de 

limpieza 
Aplicaciones 

Peróxido 
Solución de peróxido de 

hidrógeno al 2% por 6 días. 

Activación superficial de 

celulosa (oxidación) para 

producción de materiales 

funcionales. 

Hipoclorito de sodio 
Solución de hipoclorito de sodio 

al 0.5% por 4 días. 

Activación superficial de 

celulosa (oxidación) para 

producción de materiales 

funcionales. 

Ácido peracético 
Solución de ácido peracético al 

2% por 1 días 

Esterilización para uso en 

alimentos. 

Agua destilada Agua destilada por 5 días 

Esterilización para uso en 

alimentos y productos 

cosméticos. 

 

7.3 Caracterización de la celulosa bacteriana (CB). 

 

Antes de realizar los procesos de caracterización de la CB, las muestras se secaron en un 

liofilizador LABCONCO operado a 0,080 mbar y -87ºC por 72 h. 
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7.3.1 Espectroscopía Infrarroja (FT-IR) Con el fin de determinar las vibraciones 

características de los grupos funcionales de la celulosa presentes en CB cruda, y los posibles 

cambios estructurales producto de los diferentes tratamientos de limpieza, se realizó análisis FT-

IR con un espectrómetro infrarrojo (Bruker, tensor 27) en modo reflectancia total atenuada (ATR, 

Atenuated Total Reflectance).  

 

7.3.2 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) Para analizar la morfología de las 

películas de CB se realizaron análisis por microscopía electrónica de barrido. Para esto, se empleó 

un microscopio electrónico QUANTA FEG (Field Emission Gun) 650 (FEI) en modo de alto vacío 

con un voltaje de aceleración de 15 kV, acoplado con un detector de electrones secundarios, 

Everhart Thornley Detector (ETD) y retro dispersados, Back Scattered Electron Detector(BSED).  

Debido a que la celulosa bacteriana no es un material conductor,se realizó un recubrimiento con 

oro utilizando el equipo Quorum 150ES.  La composición elemental, semicuantitativa, de las 

películas de CB se realizó mediante EDS (spectroscopía de energía dispersa) utilizando un 

aditamento EDAX APOLO X con una resolución de 126.1 eV (en. Mn kα). 

 

7.3.3 Difracción de Rayos X (DRX). La cristalinidad de la CB, tamaño del cristalito y 

determinación del grupo cristalino se realizó por DRX con un difráctometro de polvo marca 

BRUKER modelo D8 DISCOVER con geometría DaVinci, fuente de radiación CuKα1 (40 kV 

and 40 mA) y un detector de área VANTEC-500. Las muestras se depositaron directamente sobre 

la plataforma de la cuna Euleriana para medición. Las condiciones de las mediciones fueron las 

siguientes: voltaje 40 kV, corriente 40 mA, micro rendija de divergencia 1 mm, colimador 1 mm, 
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rango de medición 15-35º 2 Theta en dos intervalos, incremento de intervalo 20º 2Theta, tipo de 

barrido a pasos y tiempo de medición 720 segundos.  

Usando la ecuación de Scherrer, se calculó el tamaño aparente del cristalito (ACS) con el valor 

obtenido del respectivo FWHM a 2θ.  Adicionalmente se realizaron cálculos para determinar el 

porcentaje de cristalinidad de la película utilizando la ecuación 1. 

% 𝐶𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙𝑖𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐼1 1 0 − 𝐼𝑎𝑚

𝐼1 1 0
       𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1 

Donde: 

I1 1 0: es la intensidad del pico cristalino en el máximo 2Theta entre 22º y 23º para celulosa I. 

Iam: Intensidad de la línea base a 2θ aproximadamente a 17.7 °. 

 

7.3.4 Análisis Termo gravimétrico (TGA) Las propiedades térmicas de la CB fueron 

estudiadas utilizando una balanza termogravimétrica marca STA 449 F5 JUPITER, modelo 

NETZCH. Las condiciones de análisis incluyen: rampa de temperatura de 10 ºC/min hasta 500ºC 

en atmósfera de Nitrógeno, con un flujo de gas de 20mL/min. Las muestras fueron pesadas en un 

crisol de Rh-Pt y fueron liofilizadas previamente al análisis. 
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8. Resultados 

 

 

8.1 Caracterización del mucílago de cacao. 

 

Todos los resultados reportados en esta sección son en base húmeda. En la Figura 2 se muestra la 

apariencia del jugo de mucílago de cacao crudo y esterilizado. El cambio de color se debe a la 

producción de especies como furfurales y caramelinas, resultados de descomposición de azúcares 

a alta temperatura. 

 

 

Figura 3. Jugo de mucílago de cacao esterilizado y crudo. 

 

En la Tabla 5 se describe en detalle la composición del jugo de mucílago de cacao. Los valores 

reportados corresponden al promedio de los resultados obtenidos para seis muestras de jugos de 
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mucílago de cacao provenientes de diferentes lotes de CCN51 colectados mensualmente durante 

el periodo de marzo a agosto de 2018. El jugo de mucílago de cacao es un jarabe glucosado, 

compuesto por agua (84%) y azúcares totales (glucosa, fructosa y sacarosa) en concentraciones 

cercanas a 18 y 15 ° Brix para el material esterilizado y sin esterilizar, respectivamente. El jugo de 

mucílago contiene 0.4 % de cenizas, asociadas a la materia inorgánica remanente (minerales); 

además, el nitrógeno total está presente en 500 mg/L, mientras el porcentaje de proteína es cercano 

al 0.3%.   

 

Tabla 5. 

Composición del jugo de mucílago de cacao (Clon CCN51). 

Parámetros 
Jugo de Mucílago 

Crudo Esterilizado 

Humedad (%) 84,71 ± 0,76 83,83 ± 0,78 

Sólidos totales (º Brix)   15,32 ± 1,33 17,55 ± 0,49 

Nitrógeno total (mg/L) 518,47 ± 56,18 513,8 ± 76,13 

Fenoles totales (mg/L) 0,20 ± 0,15 0,21 ± 0,13 

pH 24,2 (ºC) 3,78 ± 0,09 3,77 ± 0,01 

Densidad  (g/mL) 1,05 ± 0,02 1,07 ± 0,01 

Proteína (% p/p) 0,29 ± 0,06 0,3 ± 0,02 

Ceniza(% p/p) 0,37 ± 0,10 0,40 ± 0,16 

Azúcares totales (g/L) 151,99± 8,87 178,08± 5,86 

Glucosa (g/L) 60,60 ± 8,87 86,95 ± 5,86 

Fructosa (g/L) 80,68 ± 3,35 90,86 ± 5,46 

Sacarosa  (g/L) 10,71 ± 4,13 0,27 ± 0,12 

Calcio  (mg/ kg) 59,88 ± 10,31 57,41 ± 8,58 

Potasio (mg/ kg) 2679 ± 457,5 2698 ± 331,4 

Sodio  (mg/ kg) 1,25 ± 0,55 1,83 ± 1,08 

Aluminio (mg/ kg) 4,41 ± 2,72 6,65 ± 1,18 
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Parámetros 
Jugo de Mucílago 

Crudo Esterilizado 

Cadmio (mg/ kg) No detectado No detectado 

Plomo  (mg/ kg) No detectado No detectado 

 

Entre los micronutrientes metálicos (Ca, K, Na) se destaca el K (2,6 g/kg); en comparación 

con el zumo de otras frutas el jugo de mucílago de cacao presenta un alto contenido de potasio 

mucho más que en la manzana, la naranja y el mango (Musa et al., 2018). El jugo de mucílago de 

cacao es bajo en sodio, lo que indica que el consumo de este jugo no es nocivo para la salud, pues 

según la Organización Mundial de la Salud (WHO) es necesario que los alimentos tengan bajos 

contenidos de sodio para evitar impactos en el sistema cardiovascular (Steffensen et al., 2018).  

El contenido de azúcares totales en el jugo de mucílago es de 152,0 y 178,1 g/L para el crudo 

y el esterilizado.  En este último la fructosa y glucosa son los componentes mayoritarios (90,9 y 

87,0 g/L, respectivamente) y la sacarosa es minoritaria (0,27 g/L). En el Anexo 1 se reportan los 

resultados del proceso de validación del método de cuantificación de azúcares mediante la técnica 

HPLC-RID. El pH ácido del jugo (3,77) promueve la hidrólisis de disacáridos (sacarosa) y 

oligosacáridos durante el proceso de esterilización (120º C). Esto explica el aumento en el 

porcentaje de glucosa y fructosa y la disminución de la sacarosa cuando se compara el contenido 

de estos azúcares en el jugo crudo y el esterilizado. Finalmente, el jugo de mucílago de cacao no 

contiene metales pesados (Cd y Pb).   

La composición fisicoquímica del jugo de mucílago proveniente del clon CCN-51, estudiado 

en este trabajo, es similar a los pocos reportes encontrados en la literatura, particularmente en 

términos de humedad y sólidos totales. Por ejemplo, Balladores et al, reportan en el jarabe 

glucosado del cacao valores de ° Brix superiores a 19, porcentaje de azúcares totales de 12,33%, 
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con fructosa en mayor proporción (4,42%), seguida por la glucosa (2,15%) y finalmente sacarosa 

(2,13%)87. Por otra parte, Anvoh et al, reportan 16 º Brix, humedad de 85, cenizas de 3,76%, y 

contenidos de glucosa del 21,4% y sacarosa del 2,13%; estos mismos autores reportan contenidos 

de 171,5 mg/L de calcio, 30,5 mg de sodio y 950 mg/L de potasio88. Finalmente, (Gyedu et al 

2001), reportan un porcentaje de azúcares totales del 7,5% mientras (Adams et. al 1982) 

encuentran 7,38% de azúcares totales. 

 

8.2 Variaciones en la composición del medio de cultivo durante la biosíntesis de CB. 

 

La biosíntesis de CB se realizó utilizando tres medios de cultivo. El jugo de mucílago de cacao 

crudo (MC), el jugo de mucílago de cacao suplementado (MC-S) y el jugo de mucilago de cacao 

diluido (1:1) y suplementado (MC-DS) como se describió en el apartado 8.3.1. Estos tres medios 

de cultivo fueron comparados con el medio estándar HS, descrito en el apartado 8.3.1. Las 

variables que se monitorearon durante el proceso de biosíntesis de CB fueron la concentración de 

azúcares, nitrógeno total y el pH. La temperatura y el tiempo de incubación fueron constantes, 30 

ºC y 15 días respectivamente. La Tabla 6 describe la composición de los medios de cultivos 

utilizados.  

 

Tabla 6.  

Composición de los cuatro medios de cultivo utilizados. 

Componentes 
Medios de cultivo (% p/p) 

MC-C MC-S MC-DS HS 

Mucílago de cacao 100 98,61 48,61 - 

Glucosa * * * 2 

Peptona - 0,5 0,5 0,5 
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Componentes 
Medios de cultivo (% p/p) 

MC-C MC-S MC-DS HS 

Extracto de levadura - 0,5 0,5 0,5 

NaH2PO4 - 0,27 0,27 0,27 

C6H8O7.H2O - 0,12 0,12 0,12 

*La glucosa para los medios MC-C, MC-S y MC-DS es la que se encuentra en la composición del 

jugo de mucílago de cacao (Tabla 5) y corresponde aproximadamente a 86,95 ± 5,86 g/L. 

 

8.3 Producción de CB vs consumo de azúcares. 

 

La producción de CB incluye las etapas de activación y siembra del inóculo en el medio de cultivo, 

incubación, limpieza y esterilización.  La Figura 3, resume el proceso que se aplicó a todos los 

medios descritos en la sección experimental. 

 

 

Figura 4. Proceso de producción de CB por Gluconacetobacer Xylinum. 

 

En la Figura 4, se observa la apariencia de las películas de CB obtenidas después de quince 

días de fermentación estática a 30 º C. 
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Figura 5. Películas de celulosa bacteriana con 15 días de incubación provenientes de diferentes 

medios de cultivo. a) MC-C, b) MC-S, c) MC-DS, (d) MC-DS limpia, (e) MC-S limpia y (f) MC-

C limpia. 

 

Debido a que las películas producidas con el medio estándar HS fueron muy delgadas, no fue 

posible extraerlas para su posterior comparación visual con las demás obtenidas del MC. 

 

 

Figura 6. Película obtenida del medio HS, luego de 15 días de incubación. 

 

Es evidente que el uso del jugo de MC como medio de cultivo permite obtener películas de 

CB de mayor grosor que las obtenidas con el medio estándar (HS). No obstante, el grosor de las 

películas no se relaciona con la producción de CB, como veremos más adelante. En la Tabla 7 se 

muestra información relacionada con el proceso de biosíntesis de CB después de 15 días de 

incubación de la cepa Gluconacetobacer Xylinum utilizando cuatro medios de cultivo. 
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Tabla 7.  

Resultados de los medios de cultivo utilizados en la producción de CB después de 15 días de 

incubación.   

Parámetros/Medio de 

cultivo 
HS MC-C MC-S MC-DS 

Humedad de películas 

de CB (%) 
95,66±0,95 97,21±0,49 90,95±0,96 99,03±0,31 

Concentración inicial 

de azúcares totales 

(g/L) 

19,90 ± 0, 10 
158,26 ± 7,20 

 
143,11 ±8,03 59,39 ± 8,72 

Concentración final de 

azúcares totales (g/L) 
0,45± 0, 02 78,46± 3,41 53,43 ± 1,92 18,66± 2,06 

Producción 

(g/L) 
4,20±1,34 0,43 ± 0, 16 14,06 ± 0, 69 13,13 ± 1, 09 

Rendimiento 

(%) 
27,50±0,25 0,58±0,35 16,24±3,27 33,28±9,86 

Grosor 

(mm) 
<1 2,37±0,58 10,00± 00 11,67 ± 0,58 

pH medio inicial 5,38±0,04 3,35 ±0,31 5,5±0,01 5,5±0,01 

pH medio final 5,36±0,06 2,59 ±0,01 3,89 ± 0,01 4,60 ± 0,01 

 

Para evaluar el desempeño de los medios de cultivo los parámetros de producción y 

rendimiento de la biosíntesis son fundamentales. La producción del biopolímero indica la cantidad 

de CB obtenida en el bio-reactor durante los 15 días de fermentación.  Este valor se expresa como 

la relación entre el peso seco de la CB por litro de medio de cultivo, y permite comparar la 

eficiencia del medio utilizado con otros reportados en la literatura. Por otro lado, el rendimiento 

indica la relación que existe entre el peso seco obtenido de las películas de CB (g) y el peso en 

gramos de fuente de carbono (azúcares totales) consumidos (g). Este parámetro ayuda a determinar 
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el aprovechamiento de las fuentes de carbono que Gluconoacetobacter Xylynus consume, para la 

posterior optimización de las condiciones del medio de cultivo.  A continuación, se muestran las 

fórmulas que se usan para el cálculo de la producción y rendimiento (Mohammadkazemi et al., 

2015). 

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎 𝑑𝑒 𝐶𝐵

1 𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎 𝑑𝑒 𝐶𝐵 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜𝑠 (𝑔)
∗ 100% 

Con base a estos parámetros (producción y rendimiento) se puede evaluar el desempeño de 

los cuatro medios utilizados en este trabajo. Iniciando con la producción, con los datos de la Tabla 

7 se puede decir que usando MC-S y MC-DS como medios de cultivo se obtuvo la mayor 

producción de CB (14,06 ± 0, 69 g/L y 13,13 ± 1, 09 g/L). En segundo lugar, se encuentra el medio 

estándar HS con una producción de (4,20±1,34 g/L) y la menor producción observada en este 

trabajo, se obtuvo con el medio MC-C con un valor de (0, 43 ± 0, 16 g/L).  En la Tabla 7, se 

observa que el MC-C contiene altas concentraciones de azúcares totales (178,1 g/L) y N (513,8 ± 

76,13 mg N/L) y a primera vista es difícil determinar si la baja producción de CB con este medio 

está relacionada con la fuente de nitrógeno, que a pesar de ser abundante no está disponible.  Por 

otro lado, el medio HS se desempeña un poco mejor que el MC-C. En este medio, la fuente de 

carbono no es tan abundante como en el MC-C (glucosa, 20 g/L), sin embargo, hay suplemento de 

N como extracto de levadura y peptona (5g/L). Lo que indica que el N es fundamental en la 

producción de CB.  Este efecto se ilustra mejor con el aumento de la producción de CB con los 

medios MC-S y MC-DS, en los que existe un suplemento de extracto de levadura (5 g/L) y peptona 

(5g/L) como fuente de N.  En estos medios, donde se produce la misma cantidad de CB por litro 

de medio de cultivo, la fuente de carbono está presente en concentraciones de 143,11 ±8,03 y 59,39 
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± 8,72 g/L de azúcares totales, para el MC-S y el MC-DS respectivamente, lo cual indica que la 

concentración de azúcares no es la responsable del aumento en la producción de CB sino la 

disponibilidad del N. Sin embargo, el medio MC-DS también se aditiva con NaH2PO4 y 

C6H8O7.H2O utilizados como suplementos que optimizan la producción de CB. Adicionalmente, 

en los medios MC-S y MC-DS se observa un aumento del pH inicial hasta 5,5 (en comparación 

con el 3,35 del MC-C).   

En la literatura se reportan factores como el pH, concentración de azúcares, aireación y fuente 

de N como fundamentales en la producción de CB. Por ejemplo, el Acetobacter Xylinum mejora 

la producción de CB con el uso de fuentes de N como peptona, caseína hidrolizada, sulfato de 

amonio y/o glutamato de sodio en concentraciones de (5 g/L) (Ramana et al., 2000). De igual 

forma, también se reporta que la producción de CB aumenta en valores de pH situados entre el 

rango de 4 a 6 (Hwang et al., 1999; Jagannath et al., 2008). También, se ha reportado que las 

concentraciones de fuentes de carbono óptimas para este tipo de microorganismos, se sitúan entre 

(60 y 70 g/L). Ya que en concentraciones superiores a los 70 g/L de glucosa, sacarosa o manitol 

como fuentes de carbono, pueden causar estrés en la bacteria (Ramana et al., 2000). Por estas 

razones, en este trabajo se observa que la producción mejora para los medios de cultivo MC-DS y 

MC-S. 

Por otra parte, para determinar el grado de aprovechamiento de la fuente de carbono en el 

tiempo de biosíntesis de CB, se compararon los rendimientos obtenidos con los cuatro medios. En 

la Tabla 7, se observa que con el medio de cultivo MC-DS se obtuvo el mayor rendimiento. El 

MC-DS presenta una baja concentración de azúcares totales iniciales (59,39 ± 8,72 g/L) con los 

cuales el microorganismo produjo 13,13 ± 1, 09 g/L de CB lo que equivale a un rendimiento del 

33%.  El medio HS presenta rendimiento del 27%, seguido por el MC-S con 16 % y por el MC-C 
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con 0,58%. Estos resultados permiten concluir que el uso del MC diluido resulta en aumento de 

los rendimientos de producción de CB.  

En adición a los datos consignados en la Tabla 7, el monitoreo permanente de la variación 

composicional de los medios de cultivo (mediante medición de la composición de azúcares por 

HPLC y pH) nos permitió determinar la dinámica del consumo de la fuente de carbono durante la 

biosíntesis de la CB utilizando los cuatro medios investigados.  Las Figuras 6 a 9 muestran la 

variación en la composición del medio de cultivo, así como el monitoreo de la producción de CB 

durante 15 días de proceso. 
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Figura 7. Monitoreo de producción de CB respecto al consumo de azúcares (glucosa y fructosa) 

en el tiempo para el medio de cultivo MC-C. 
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Figura 8. Monitoreo de producción de CB respecto al consumo de azúcares (glucosa y fructosa) 

en el tiempo para el medio de cultivo de jugo de MC-S. 
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Figura 9. Monitoreo de producción de CB respecto al consumo de azúcares (glucosa y fructosa) 

en el tiempo para el medio de cultivo de jugo de MC-DS. 
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Figura 10. Monitoreo de producción de CB respecto al consumo de azúcar (glucosa) en el tiempo 

para el medio de cultivo HS. 

 

Las Figuras 6, 7,8 y 9 permiten determinar los porcentajes de azúcares consumidos en el 

proceso de biosíntesis. Debido al pH ácido y a los parámetros de presión y temperatura que se usan 

en el proceso de esterilización, no fue posible detectar sacarosa en el medio de MC-C durante los 

15 días de producción de CB. Por ejemplo, para el medio de MC-C el microorganismo consume 

principalmente glucosa (67%) y fructosa (33%). Por otro lado, en el medio de MC-S se consume 

81% de la glucosa del medio, 57% de fructosa. Para el medio MC-DS, el consumo de azúcares 

corresponde a 84% de glucosa, 69% de fructosa.  Finalmente, para el medio estándar H-S el 

microrganismo consume 98% de la glucosa presente. 

Las figuras 6, 7 y 8 demuestran claramente que el Gluconoacetobacter Xylinus consume 

preferencialmente glucosa.  Este comportamiento es netamente energético, pues el consumo de 

otro tipo de carbohidrato requiere gasto extra de energía para transformarlo metabólicamente en 

glucosa (que es la unidad básica del polímero de celulosa).  Por otra parte, si la fuente de carbono 
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es compleja (e.g. oligosacáridos) también se necesitaría energía extra para su degradación y 

transformación en celulosa (Mikkelsen et al., 2009).   

Por otro lado, cuando se comparan las Figuras 6, 7 y 8 se observa que el uso de una fuente 

adicional de N (peptona) es fundamental para la producción de CB, ya que con MC-C se obtienen 

0,43 ± 0,16 g/L, mientras que con MC-DS se alcanzan 14,06 ± 0, 69 g/L y con MC-S 13,13 ± 1,09 

g/L; es decir, la producción de CB aumenta 30 veces cuando se compara con el mucilago crudo 

con el suplementado.  

Lo que es también interesante es que cuando se comparan las Figuras 7 y 8 (medios MC-S y 

MC-DS), se observa que cuando se aditiva el medio con peptona y extracto de levadura (fuente de 

N) aun con una variación grande en la concentración de azúcares (143,11 ±8,03 g/L para MC-S y 

59,39 ± 8,72 g/L para MC-DS) se obtienen valores similares en la producción de CB: 14,06 ± 0,69 

g/L y 13,13± 1,09 respectivamente.  

Con el exudado de MC-S y MC-DS se obtuvo la mayor  producción de CB por la cepa 

Gluconoacetobacter Xylinus, en la Tabla 8 se compara la producción de CB con otros medios de 

cultivo en los cuales se utilizan fuentes de carbono renovables y/o puras.  

 

Tabla 8.  

Rendimiento de la producción de CB con diferentes fuentes de carbono. 

Medio de cultivo Fuente de carbono 
Rendimiento 

(g/L) 
Referencias 

Melaza de caña de azúcar 

suplementada con extracto 

de levadura (4 g/L) y etanol 

(20 g/L). 

Azúcares totales de 

la caña de azúcar 

(69,5 ºBrix)+ 30 g de 

glucosa. 

4,01 (Machado et 

al., 2018) 
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Medio de cultivo Fuente de carbono 
Rendimiento 

(g/L) 
Referencias 

Levadura de cerveza sin 

ningún suplemento. 

Azúcares totales 

presentes en la 

bebida. 

7,02 (Lin et al., 

2014) 

Licor de mazorca  

suplementado con sales: 

MgSO4.7H2O y 

(NH4)2SO4,FeSO4.7H2O, 

entre otras. 

40 g/L de fructosa 5,30 (Bae et al., 

2004) 

Jugo de naranja 

suplementado con fuente de 

N y aditivos de HS. 

Azúcares totales 

presentes en el jugo 

de naranja (7,3%) 

6,9 (Kurosumi et 

al., 2009) 

Jugo de uva suplementado 

con fuente de N y aditivos 

de HS. 

Azúcares totales 

presentes en el jugo 

de uva (10,3%) 

8,8 (Kurosumi et 

al., 2009) 

Jugo de manzana 

suplementado con fuente de 

N y aditivos de HS. 

Azúcares totales 

presentes en el jugo 

de manzana (8,5%) 

6,1 (Kurosumi et 

al., 2009) 

Licor de mazorca 

suplementado con Agar y 

sales(MgSO4.7H2O, 

(NH4)2SO4,FeSO4.7H2O, 

entre otras) 

40 g/L de fructosa 12,8 (Bae et al., 

2004) 

Solución de glucosa (5%),  

suplementos y aditivos 

medio HS. 

Glucosa (5%) 40,35 (Moosavi-

Nasab et al., 

2011) 

Suplementado con té verde 

3 g/L y aditivos del medio 

HS. 

Manitol (20 g/L) 14.,10 (Nguyen et 

al., 2008) 
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Medio de cultivo Fuente de carbono 
Rendimiento 

(g/L) 
Referencias 

Jugo de MC suplementado 

con 5,00 g/L de peptona, 

5,00 g/L de extracto de 

levadura, 1,16 g/L de ácido 

cítrico y 2,70 g de fosfato de 

sodio (Na2HPO4). 

Azúcares totales 

presentes en el jugo 

de MC (18%) 

14,06 (Este trabajo) 

 

8.4 Caracterización de celulosa bacteriana (CB). 

 

A continuación, se discuten los resultados de la caracterización de películas de CB, se muestran 

en particular los materiales tratados con NaClO a manera de ilustración pues las películas tratadas 

con los demás medios (H2O2 y ácido peracético) mostraron resultados similares. 

 

8.4.1 Microscopía electrónica de barrido (SEM) La Figura 10a muestra la CB tratada con 

NaClO en la cual se observa que este método de limpieza elimina totalmente la coloración que 

adquiere la película como resultado del contacto con el medio de cultivo.  Adicionalmente, el 

NaClO (así como el H2O2 y el ácido peracético) se utilizan para eliminar residuos de 

microorganismos que quedan adheridos a la película. En las Figuras 10b y 10c, se observan las 

caras superior e inferior de una película de CB donde se observan redes homogéneas de nanofibras 

del polímero con diámetros entre 20 y 50 nm y longitudes micrométricas. Diferentes autores 

reportan estudios morfológicos donde se observan estructuras similares a las de la CB de la Figura 

10, con fuentes de carbono convencionales como azúcares simples, por ejemplo, glucosa, fructosa, 

disacáridos como sacarosa (Yim et al., 2017; Tang et al., 2010; Vandamme et al., 1998; Jung et 
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al., 2010; Mohammadkazemi et al., 2015) y a partir de residuos agroindustriales como la cáscara 

de piña (Li et al., 2015; Czaja et al., 2007; Zhu et al., 2014). 

 

 

Figura 11. Imágenes ópticas y micrografías SEM de CB: a) tratada con NaClO y liofilizada; b) 

cara superior de la película; c) cara inferior. 

 

El microorganismo Gluconacetobacter Xylinus biosintetiza el polímero en forma de redes 

compactas y robustas compuestas por nanofibras tejidas unidireccionalmente. Por esta razón, en 

las micrografías se observan porosidades como resultado de la organización aleatoria de las 

fibrillas. Estas porosidades, confieren a las películas de CB la capacidad de absorber y retener 

agua, una característica esencial para la industria biomédica en el área de apósitos para la piel. La 

CB coadyuva en la regeneración de tejidos y la restauración de vasos sanguíneos pues es 

biocompatible (Picheth et al., 2017).  

En la figura 11b, se observa la sección intermedia de la película de CB. Las fibras se 

encuentran más separadas entre sí y su diámetro se encuentra entre los 20 a 60 nm. En la literatura 

se reportan en el rango de 10-100 nm (Moosavi-Nasab et al., 2011; Nguyen et al., 2008; Yim et 

al., 2017; Tang et al., 2010). Finalmente, en la figura 11a, se observó que, con todos los medios de 

limpieza utilizados, se remueven las células del microorganismo y/o cualquier otra impureza.  
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Figura 12. Imágenes SEM de la celulosa bacteriana. A) CB limpiada con ácido peracético 

previamente liofilizada. B) Capa intermedia de una película de CB. 

 

8.4.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de Reflectancia Total 

Atenuada (FTIR-AR). La Figura 12 muestra los espectros IR de la CB tratada con NaClO y sin 

limpiar. Pueden observarse las señales características de la CB, como por ejemplo la banda ancha 

en la región de los 3313-3341 cm-1 típica del estiramiento de los grupos hidroxilo (O-H), a ~2925-

2894 cm-1 la vibración de estiramiento C-H, a ~1436-1410 cm-1 la vibración de flexión C-H y 

1054-1048 cm-1 para C-O-C y C-O-H vibración de estiramiento. Aproximadamente a 1620-1638 

cm-1 aparece una banda no característica de la CB, que se atribuye al grupo carbonilamida que 

puede provenir de proteínas y células bacterianas que quedaron en la película de CB sin limpiar y 

las que no se eliminaron por completo después del tratamiento con NaClO de la membrana CB 

(Picheth et al., 2017; Backdahl et al., 2006). Por lo tanto, la estructura de la CB producida, no 

presenta diferencias apreciables con la reportadas en la literatura.  
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Figura 13. Espectro FT-IR de dos películas de celulosa bacteriana, (A) CB purificada con NaClO, 

(B) CB sin proceso de limpieza. 

 

8.4.3 Difracción de rayos X (DRX). En la figura 13 se evidencia el perfil de difracción de la 

CB.  Los tres picos característicos de la CB correspondientes a los planos cristalográficos: 1 0 0, 

0 1 0 y 1 1 0, situados en los ángulos 2Ɵ: 14.27, 16.73 y 22.52 respectivamente, coinciden con la 

información consignada en el Centro Internacional de Datos de Difracción (JCPDS) según el 

archivo Nº 50-2241 y es característico de un perfil típico de celulosa I (Sun et al., 2006; Czaja et 

al., 2004; Mikkelsen et al., 2009).  
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Figura 14.  Difractograma de la CB limpiada con NaClO. 

 

Así mismo, DRX nos permite obtener el índice de cristalinidad y el tamaño del cristalito como se 

muestra en la tabla 9. El índice de cristalinidad de la CB producida a partir de mucílago de cacao 

es de 86%, que es superior al de materiales similares obtenidos a partir de otras fuentes de carbono 

convencionales y medios de cultivo como se observa en la tabla 10.  

 

Tabla 9.  

Cristalinidad y tamaño del cristalito de la CB limpiada con NaClO.  

Porcentaje de cristalinidad (%) Tamaño del cristalito (nm) 

86,5 8,26 
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Tabla 10.  

Comparación del porcentaje de cristalinidad y tamaño del cristalino con diferentes fuentes de 

carbono implementadas en la producción de CB. 

Fuente de Carbono % de Cristalinidad Referencia 

Manitol 66 (Gomes et al., 2013) 

Extractos de arroz suplementado 

con glucosa 

56 (Shezad et al., 2010) 

Azúcares totales del bagazo de 

Uva 

74 (Mohammadkazemi 

et al., 2015) 

Azúcares totales de la melaza de 

caña de azúcar. 

67 (Goelzer et al., 2009) 

Glicerol obtenido del biodiesel  76 (Vazquez et al., 

2012) 

Mucílago de cacao suplementado 86,5 Este trabajo 

 

8.4.4 Análisis Termogravimétrico del polímero (TGA). La Figura 14 muestra la estabilidad 

térmica de la CB. La degradación térmica de la celulosa comprende un grupo de reacciones 

endotérmicas relacionadas con la deshidratación, despolimerización, oxidación, descarboxilación. 

y procesos de trans glicosilación. Inicialmente se observa un pequeño cambio de peso, entre los 

30 y 140 °C, de 7,87% atribuido a la reacción de deshidratación (Ovalle-Serrano et al., 2018). El 

segundo evento ocurre alrededor de los 270-450 ° C, donde inicia la degradación de la muestra en 

una pérdida de peso significativa del 64,05%. Esto está asociado a la reacción de depolimerización 

que conlleva a la ruptura del enlace en el esqueleto del polímero (escisión de la cadena) que puede 

ocurrir en los extremos de la cadena o en posiciones aleatorias en la cadena.  También pueden 

ocurrir en esta etapa reacciones de descomposición de las unidades de glucosa y formación de 

residuos de carbono (Barud et al., 2007). A más de 450 ° C, la producción de compuestos volátiles 
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se completa y la pérdida de peso continúa debido a la oxidación del carbono remanente a CO2, CO 

y agua (Chiau et al., 2015; Wong et al., 2009).  
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Figura 15. Curva TG y DTG de Biocelulosa. 

 

Así mismo, en la Figura 14 se observa con línea discontinua el derivado Termogravimétrico 

(DTG). El pico dominante entre 300 y 350 ° C corresponde a procesos de degradación de celulosa 

que incluyen la depolimerización, la deshidratación, la degradación de las unidades de 

glucopiranosil y la posterior oxidación a residuos carbonizados (Wong et al., 2009).  
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9. Conclusiones 

 

 

 El mucilago fresco de cacao es rico en azúcares (glucosa y fructosa principalmente) y 

minerales (especialmente potasio), que lo hacen un residuo agroindustrial con gran 

potencial como fuente de carbono para uso en procesos biotecnológicos. 

 El microorganismo Gluconacetobacter xylinus es capaz de producir celulosa bacteriana 

utilizando como fuente de carbono los azúcares presentes en el MC. 

 Para la producción de CB es necesario adicionar una fuente de nitrógeno disponible 

(peptona) al medio de cultivo, ya que con el MC unicamente la productividad del polímero 

no es alta.  

 El Gluconacetobacter utiliza principalmente la glucosa contenida en el MC, aunque 

también consume fructosa y glucosa en menores proporciones.  

 La mayor producción de CB se logró con los medios de cultivo MC-S y MC-DS durante 

15 días de incubación.  La diferencia entre estos dos medios es la cantidad de azúcares, lo 

que repercute directamente en el rendimiento de la fermentación haciendo que con el MC-

DS se obtengan mayores rendimientos que con MC-S.  

 Con base en lo reportado para la producción de CB usando diferentes residuos 

agroindustriales como fuente de carbono, las películas de CB obtenidas superaron algunas 

características importantes, como la cristalinidad que fue del 87%, el grosor de las 

películas que fue de aprox. 10-11mm y alcanzando producciones de 13 y 14 g/L. 
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10. Recomendaciones 

 

 

 Realizar un diseño experimental en el cual se proponga medir y modificar variables como 

la temperatura de incubación, pH, la concentración de la fuente de carbono, el área 

superficial de las películas y la purificación para optimizar los rendimientos en la 

producción de CB. 

 Medir las concentraciones de ácidos orgánicos implementando cromatografía líquida de 

alta resolución para analizar las diferencias de pH en el medio de cultivo a través del 

tiempo de fermentación. 
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Apéndices 

 

 

Apéndice A. Validación del método por HPLC-RID para la cuantificación de azúcares. 

 

 

1. Método 

 

Tabla 1. Método utilizado para la cuantificación de azúcares y el seguimiento del consumo de 

glucosa por el microorganismo GX durante 15 días. 

Parámetros Método  

Columna SUPELCOGEL C-610H con fase estacionaria de 

poliestireno- divenilbenceno (PS/DVB). 

Fase Móvil Ácido fosfórico 0.1% 

Flujo  0,6 mL/min 

Detector RID 

Temperatura del horno 30 °C 

Temperatura del detector 35 °C 

Volumen de inyección 20 µL 
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2. Cromatograma 

 

 

Figura 1. Separación de sacarosa, glucosa y fructosa por el método propuesto. 

 

3. Determinación de k’, α y Rs 

 

Tabla 2. Descriptores analíticos para el método propuesto HPLC-RID. 

Compuesto tR (min) W1/2 (min) tM (min) k'a αb Rsc 

Sacarosa 9,40 0,353 2,71 2,471 1,236 (S,G) 2,318 (S,G) 

Glucosa 10,98 0,401 2,71 3,054 1,390 (S,F) 3,949 (S,F) 

Fructosa 12,01 0,389 2,71 3,433 1,124 (G,F) 1,556 (G,F) 

 

a: k: Factor de retención, k’ óptimo:2-5. 

b: Alfa: α: Factor de selectividad, α óptimo >1 

c: Rs: Resolución de la columna, Resolución >1.5 

S: Sacarosa 
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G: Glucosa 

F: Fructosa 

 

4. Linealidad 

 

Bajo las condiciones cromatográficas descritas anteriormente, se encontró una relación lineal entre 

las concentraciones de azúcares (fructosa, glucosa y sacarosa) y RI. Para todos estos azúcares, los 

valores de r2 fueron> 0.99 (Tabla 9). 

 

Tabla 3. Linealidad en azúcares por detección RI. 

Compuesto Rango (g/L) r2a Ecuación de la recta b 

Sacarosa 1-30 0,998 y = 0,4332x + 0,1154 

Glucosa 1-30 0,998 y = 0,4961x + 0,0253 

Fructosa 1-30 0,999 y = 0,522x + 0,0161 

a: Coeficiente de determinación. 

b: x: Concentración (g/L); y: Área. 

 

5. Precisión 

 

Para evaluar la repetibilidad del método, se realizaron seis mediciones. Las determinaciones se 

llevaron a cabo el mismo día. Las desviaciones estándar y las desviaciones estándar relativas. 

(R.S.D) muestran buena precisión (Tabla 12, 13 y 14) dentro de Límites de variabilidad aceptable 

en los métodos de análisis <2.5% RSD.  
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Tabla 4. Datos obtenidos de cada uno de los 7 patrones preparados para la determinación del 

%RSD en sacarosa. 

Sacarosa 

Concentración (g/L) Promedio Área (vol*s) Desviación estándar %RSD 

1 0,554 0,00589 1,064 

5 1,918 0,01472 0,7673 

10 4,560 0,03899 0,8550 

15 7,035 0,03017 0,4288 

20 8,818 0,05636 0,6391 

25 9,713 0,22268 2,2925 

30 12,9 0,00 0,00 

RSD: Desviación estándar relativa. 

 

Tabla 5. Datos obtenidos de cada uno de los 7 patrones preparados para la determinación del 

%RSD en glucosa. 

Glucosa 

Concentración (g/L) Promedio Área (vol*s) Desviación estándar %RSD 

1 0,597 0,00698 1,170 

5 2,102 0,02317 1,1023 

10 5,063 0,04179 0,8254 

15 7,87 0,02000 0,2541 

20 9,963 0,02875 0,2886 

25 11,067 0,25820 2,3331 

30 14,73 0,05164 0,3505 
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Tabla 6. Datos obtenidos de cada uno de los 7 patrones preparados para la determinación del 

%RSD en fructosa. 

Fructosa 

Concentración (g/L) Promedio Área (vol*s) Desviación estándar %RSD 

1 0,629 0,00543 0,863 

5 2,195 0,02429 1,1066 

10 5,323 0,02338 0,4392 

15 8,268 0,02994 0,3622 

20 10,467 0,05164 0,4934 

25 11,567 0,25820 2,2323 

30 15,5 0,00 0,00 

 


