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Resumen

La nanocelulosa bacateriana es un material novedoso y versatil que permite su uso en
diferentes areas de investigacion y en diferentes sectores industriales. Sin embargo, su
utilizacion se ve limitada por los altos costos de produccion de este que genera la
implementacién de medios de cultivo producidos a partir de reactivos comerciales (e.g el
medio de cultivo Hestrin-Schramm (HS)). Por lo tanto, lograr una produccién comercial

de este material es sumamente importante para lograr una mayor difusion del mismo.

Es por lo anterior, que en este documento se presentan los resultados obtenidos de la
optimizacion y el escalado de la produccion de nanocelulosa bacteriana (NCB) empleando
como materia prima para el sustrato de la fermentacidn alternativas de bajo costos, tales
como residuos agroindustriales no aptos para el consumo. Dichas materias primas tienen
dos tipos de procedencia: a) Son frutas de banano y mango descartados en las plazas de
mercado minoristas, y 2) lactosueros no aprovechados por otras industrias como la de
elaboracion de quesos. Dichas sustancias fueron seleccionadas debido a que corresponde
a los principales tipos de desechos agroindustriales que se generan en el Departamento
del Magdalena-Colombia. La bacteria empleada en este trabajo fue Komagataeibacter
medellinensis, la cual pertenece a un grupo de bacterias denominadas bacterias de &cido
acético (BAA).

Estos tres tipos de residuos son altamente ricos en fuentes de carbono aprovechables, asi
como en macro y micronutrientes, que permitiran reducir los sobrecostos originados en el
uso de fuentes de sustrato comerciales como la glucosa, fructosa o sacarosa, usadas en la
preparacion de medios de cultivo comerciales, e.g. HS. Este trabajo se corresponde en el
primero de su tipo pues abarca desde el andlisis de las posibilidades que ofrecen los tipos
de residuos para la produccion de la nanocelulosa bacteriana, pasando por la optimizacién
de la produccion en condiciones estaticas y su consecuente escalado. En este trabajo se
emplearon por primera vez banano y mango (descartados y no aptos para el consumo
humano) como materia prima para elaborar los medios de cultivo que permitieron producir
nanocelulosa bacteriana. Asimismo, se establecieron las condiciones Optimas para la
obtencion del indculo en modo agitado, y las condiciones éptimas para producir

nanocelulosa bacteriana a partir de residuos de banano. Finalmente, se logro, por primera



vez, la aplicacion de una metodologia de escalado usada tradicionalmente en procesos en
agitacion, para escalar la produccion de nanocelulosa bacteriana en modo estatico usando

residuos agroalimentarios de la industria del banano.

Como resultado de esta labor investigativa, se pudo determinar que el banano fue el
residuo con el que se obtuvo el rendimiento més alto de NCB, ademas de permitir producir
membranas con propiedades mecanicas superiores a las obtenidas con medios de cultivo
comerciales como el HS. Luego, se establecieron las condiciones optimas del medio de
cultivo en modo agitado para aumentar la concentracion celular del in6culo que
permitieron reducir la concentracion de glucosa en el medio de cultivo, aumentar la
velocidad de crecimiento, y reducir el tiempo de cultivo del indculo. Posteriormente, se
logré conducir el proceso de optimizacion de las condiciones de cultivo usando residuos
de banano para producir NCB en modo estatico, definiendo la concentracion de glucosa 'y
la relacion area-volumen como los factores més significativos. Finalmente, una vez
establecidas las condiciones 6ptimas para producir NCB a partir de residuos de banano se
Ilevd a cabo el escalado del biorreactor de manera exitosa mediante la implemenatacion
de la metodologia de tiempos caracteristicos, con la cual se demostré que el mecanismo
que tiene mas influencia sobre la produccion de NCB es la difusion de glucosa a través de

la membrana de esta.



Objetivo general

Escalar la produccién de NCB usando la bacteria K. medellinensis y residuos

agroindustriales caracteristicos del Departamento del Magdalena-Colombia como

sustrato.

Objetivos especificos

Seleccionar el tipo de residuo que permita producir NCB con mayor rendimiento
respecto al medio de cultivo comercial HS.

Caracterizar desde el punto de vista fisico y quimico las muestras de NCB
obtenidas con los diferentes residuos agroindustriales caracteristicos del
Magdalena.

Estandarizar una estrategia de fermentacion de dos pasos, agitada para aumento de
biomasa y estatica para la produccion de NCB, mediante la optimizacion de las
condiciones de cultivo en la etapa agitada.

Optimizar las condiciones del medio de cultivo que permitan obtener la mayor
produccion de NCB por la bacteria Komagataeibater medellinensis.

Caracterizar fisica y quimicamente la NCB obtenida en una escala 44 veces mayor

a la usada en la etapa de optimizacion y bajo las mismas condiciones.



Estructura de la tesis

Esta tesis doctoral plantea el aprovechamiento de residuos agroindustriales alimentarios
para produccion de NCB con el objetivo de derribar el obstaculo economico que supone
usar medios de cultivo comerciales, la optimizacion de las condiciones de cultivo y su

posterior escalado, como el primer paso hacia la explotacion comercial de la NCB.

A continuacion, se describe brevemente su contenido.
Capitulo 1

Este capitulo presenta la recopilacién de los resultados reportados hasta hoy por multiples
autores referentes a la produccion de NCB a partir de residuos agroindustriales. Asimismo,
se hace una relacion de los diferentes factores que juegan un papel trascendental en la
obtencion de NCB. Finalmente, relaciona las diferentes metodologias de escalado
existentes y los diferentes reportes de casos de escalado en la produccion de NCB.
Podemos decir aqui que esto esta publicado, y poner la informacién. Si no esta publicado,

podemos decir que esta por someter.

Articulo publicado en Materials: Effect of different carbon sources on bacterial
nanocellulose production and structure using the low pH resistant strain
Komagataeibacter medellinensis. 10.3390/ma10060639.

Articulo publicado en International Journal of Biological Macromolecules: Effects of
alternative energy sources on bacterial cellulose characteristics produced
by Komagataeibacter medellinensis. 10.1016/j.ijbiomac.2018.05.195.

Capitulo 2

En este capitulo presenta la produccion de nanocelulosa bacteriana (NCB), usando
desechos de la cadena de suministro de alimentos, no aptos para el consumo humano y
subvalorados, constituidos por frutas descartadas de banano y mango recolectadas en
plazas minoristas, asi como a partir de subproductos lacteos como el lactosuero. La NCB
producida se analizd6 mediante ATR-FTIR (infrarrojo por transformada de Fourier),

pruebas mecanicas, espectroscopia de absorcion atomica y termogravimetria. Las
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propiedades de la NCB obtenida a partir de cada uno de cada uno de los medios de cultivo
usados fueron diferentes y condicionadas por la naturaleza de los medios de cultivo
empleados, obteniéndose asi desde materiales con alta resistencia y rigidez (280,6 MPa,
9,4 GPa) hasta un material menos resistente y rigido (17,7 MPa, 0,8 GPa) obtenido con el
lactosuero. La mayor produccion de NCB se logro con el medio de cultivo obtenido con
banano no apto para el consumo humano, y esta NCB también tenia la mayor resistencia
a la traccion. La NCB producida a partir de lactosuero medio tenia la maxima de
temperatura de degradacion (MRDT) en 368 °C. Finalmente, los resultados obtenidos
permitieron determinar que el mejor tipo de residuo para la produccion de NCB respecto
al rendimiento fue la muestra empleando banano. Gracias a este hallazgo, este es el residuo
que fue seleccionado para abordar las etapas de optimizacion y escalado.

Articulo publicado en Journal of Polymers and the Environment: Physical
Characterization  of  Bacterial  Cellulose ~ Produced by Komagataeibacter
medellinensis Using Food Supply Chain Waste and Agricultural By-Products as
Alternative Low-Cost Feedstocks. 10.1007/s10924-017-0993-6.

Articulo en revision en Revista Dyna: Produccion de nanocelulosa bacteriana por K.

medellinensis a partir de lactosuero con potenciales aplicaciones alimentarias.

Capitulo 3

Este capitulo resalta como se incrementd la densidad celular de Komagataeibacter
medellinensis NBRC 3288, aplicando la metodologia de superficie de respuesta y su
efecto en el rendimiento de NCB. Para este fin, se evaluaron pH inicial, y las
concentraciones de glucosa, MgSO4 y KH2POa. EI mejor resultado en la etapa de cribado
fue 1,09 DOeoo, Y en esta etapa se seleccionaron la concentracion de glucosa, el pH inicial
y la concentracion de KH2PO4 como los factores con efecto significativo sobre la variable
de respuesta DOegoo importantes. A continuacion, se utiliz6 un disefio Box-Behnken para
la etapa de optimizacion. Los resultados obtenidos permitieron establecer la formulacion
de un nuevo medio de cultivo para el incremento de la densidad celular, que a su vez

permite aumentar la velocidad de crecimiento y reducir el tiempo de cultivo.

vii



Finalmente, el rendimiento de NCB se mejoro en 31,07% al modificar la concentracion
de indculo inicial en el cultivo estatico en medio de cultivo HS, lo que demuestra la
importancia de obtener un in6culo altamente concentrado para el proceso de produccion
de NCB.

Articulo sometido en Biocatalysis and Agricultural Biotechnology : Statistical
optimization of culture conditions to improve the cell density of Komagataeibacter

medellinensis NBRC 3288: a first step toward optimizing bacterial cellulose.
Capitulo 4

En esta parte de la tesis se presenta por primera vez la optimizacién y la produccion a
mayor escala de la nanocelulosa bacteriana utilizando un medio de cultivo de banano no
apto para el consumo humano como una materia prima de bajo costo, pues generalmente
se desecha. Inicialmente, se optimizaron las condiciones del medio de cultivo de
nanocelulosa bacteriana (NCB) y se establecié que una concentracién de glucosa de 26,4
g/L y una relacion V/A de 2,2 cm eran las condiciones 6ptimas para la su produccion,
alcanzando un rendimiento de 5 g/L, el cual fue 42,4% mas alto en comparacién con el
mejor resultado obtenido al principio. Finalmente, el proceso de escalado se realizd
implementando la metodologia de andlisis de régimen mediante la comparacion del
tiempo caracteristico de los mecanismos criticos implicados en su produccion. El
mecanismo que goberno el proceso de produccion de NCB fue la difusion de glucosa a
través de la membrana (tiempo caracteristico 675.47 h). Por lo tanto, la relacién V/A se
selecciond como el criterio de escalado mas adecuado para producir NCB en condiciones
de cultivo estatico, permitiendo producir 16 g después de 12 dias de fermentacion en un
biorreactor de plastico, esta produccion fue 3378% mas alta que el obtenido en los

recipientes de vidrio.

Articulo sometido en Environmental Nanotechnology, Monitoring and Management: A
novel approach of conventional methodologies to scale-up of BNC production by using

rotten banana wastes as feedstock.
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Capitulo 5

Con este capitulo se finaliza el andlisis de los resultados obtenidos en esta tesis, y se
buscaba determinar como cambian las propiedades de la NCB por efecto del escalado del
proceso. La muestra de NCB obtenida en el biorreactor (BC-B44) conllevd consigo
cambios morfoldgicos de las nanofibras que la componen, respecto a la membrana
obtenida en una escala menor (BC-B1) bajo las mismas condiciones de cultivo, usando
residuos agroalimentarios de banano. En esta parte de la investigacion se detectd que a
nivel de la estructura quimica y cristalina no hubo cambios en las membranas en ninguna
de las escalas. Los espectros infrarrojos mostraron que no hay cambios significativos en
la estructura quimica de las muestras analizadas, asi como tampoco en la estructura (ambas
muestras mostraron un valor de la fraccion I, igual a 0,81). Asimismo, los espectros de
difraccion de rayos X mostraron que las dos muestras tienen una estructura cristalina
similar con valores de indice de cristalinidad (IC) de 83% y 81,9% para BC-B1 y BC-
B44, respectivamente. Por otra parte, se evidenciaron cambios a nivel morfologico en las
nanofibras que componen las membranas de NCB, donde las nanofibras de BC-B1l
tuvieron un didmetro mayor que las de BC-B44. Estos cambios generaron, a su vez,
variaciones en las propiedades mecanicas y térmicas de las muestras tratadas, donde BC-
B1 tuvo el doble de médulo que BC-B44. Asimismo, BC-B1 tuvo una temperatura de

maxima degradacion ligeramente superior a la de BC-B44.

Articulo en construccion
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Introduccion

La celulosa, es un polimero lineal compuesto de unidades de D-anhidro glucopiranosa
unidas entre si por enlaces glucosidicos -1,4. Ha sido usada desde tiempos prehistoricos
por el hombre, y solo hasta 1837 fue quimicamente identificada por el quimico francés
Anselme Payen (Hon 1994). Asimismo, tiene diversas fuentes, a saber: arboles, plantas,
animales, algas y varias especies de bacterias, dentro de las que mas se destacan un grupo
denominado bacterias del acido acético (BAA) (Hungund and Gupta 2010; Saichana et al.
2015; Pothakos et al. 2016; Ryngajllo and Jedrzejczak-Krzepkowska 2016), entre las
cuales se encuentra una cepa recientemente clasificada como Komagataeibacter
medellinensis (Castro et al. 2013). A este ultimo tipo de celulosa, se denomina celulosa
bacteriana o nanocelulosa bacteriana (NCB), gracias a su estructura nanomeétrica, que la
convierten en un material emergente con caracteristicas Unicas (Gama, Gatenholm, and
Klemm 2012).

Debido a lo anterior, la NCB puede ser empleada en diferentes areas de interés como:
materiales compuestos (Shah et al. 2013), alimentos (Shi et al. 2014), ingenieria de tejidos
(Cherian et al. 2013), cosmética (Ullah, Santos, and Khan 2016) y desarrollo de textiles
(Gayathry and Gopalaswamy 2014). Sin embargo, la produccion a escala industrial, que
permitiria tener mayor disponibilidad de este material, se ve limitada por el alto costo de
las fuentes de carbono convencionales (Khosravi-Darani et al. 2013), lo cual se convierte
en un gran problema para la explotacion industrial de los mismos (Ates 2015; Freitas,
Alves, and Reis 2011). Por lo tanto, el reemplazo por fuentes de carbono alternativas,
como los residuos agroindustriales, permitirian producir NCB con caracteristicas
similares, y en algunos casos superiores (Tsouko et al. 2015), a las obtenidas cuando se
emplean medios de cultivo comerciales como el HS, y a mas bajo costo, con reducciones
del 30 % (Cakar et al. 2014; Jozala et al. 2015). Ademas, los residuos agroindustriales, en
especial los de alimentos, ofrecen una amplia cobertura de las necesidades nutricionales
de los microorganismos como nitrégeno, minerales, aminoacidos y factores de
crecimiento (Lin et al. 2013). Un antecedente importante es el trabajo elaborado por
(Landucci, Goodman, and Wyman 1994), en el que habian previsto que la NCB era una



oportunidad a mediano plazo, dada la relacion que habia entre los costos del sustrato, y

que podrian ser remplazados por fuentes alternativas como los residuos agroindustriales.

Como se sefial6 antes, usar residuos agroindustriales para la produccioén de NCB se ha
convertido en una alternativa muy interesante desde el punto de vista no solo econémico,
sino ambiental, en particular para la produccién de energia, productos quimicos y
materiales (Vandamme 2009; Carreira et al. 2011). Sin embargo, en su mayoria, estos
residuos son lignoceluldsicos (compuestos de lignina, celulosa y hemicelulosa), lo que
implica la conversion de sus estructuras poliméricas en sus unidades monoméricas
mediante sacarificacion para que sean aprovechables en procesos de biotransformacion
por parte de microorganismos, conllevando el aumento en los costos de los procesos
(Saini, Saini, and Tewari 2015). Por lo tanto, una alternativa novedosa es el uso de
residuos agroindustriales alimenticios como una fuente de sustratos alternativos, los
cuales agrupan a todo material organico producido para el consumo humano como
alimento, que es descartado, perdido o degradado principalmente en las etapas de
produccién y venta, incluyendo los residuos producto de la degradacion por plagas o
deterioro de estos (Lin et al. 2013).

En esta perspectiva, en Colombia hay regiones que se caracterizan por su vocacion de
produccidn agropecuaria, tal como el Departamento del Magdalena. Sin embargo, existen
pérdidas de alimentos destinados para el consumo humano del 34 % (DNP 2016), las
cuales se dan a lo largo de la cadena de produccién y consumo de los alimentos y son
especialmente notorias en regiones como el Departamento del Magdalena (DNP 2016). El
Magdalena tiene unas apuestas claves en el sector agropecuario, destacandose la
produccién de banano de exportacién con 444.065 T/afio (equivalente al 25 % de la
produccion nacional), mango con 25.489 T/afio (correspondiente al 8,4 %) (Agronet
2017), y la produccion de leche con 928.918 L (4,8 % de la produccion nacional) en el
2014 (DANE 2016). De esta ultima, se estima que el 8 % se emplea para producir queso
(Suarez 2010), es decir que el Departamento se usaron, en 2014, 74.313 L para producir
queso, de la cual, resulta un residuo Illamado lactosuero, cuya cantidad estuvo alrededor

de 63.909 L si tomamos en cuenta el rendimiento que reportan (Fox et al. 2000) que es de



86 L de lactosuero por cada 100 L de leche. A continuacion, se muestran algunas

caracteristicas importantes del banano, mango y lactosuero en la Tabla 1.

De la misma forma que la seleccion de un tipo de fuente de carbono de bajo costo, una
cepa con caracteristicas especiales también aporta para el mejoramiento de la produccion
de NCB. Por lo tanto, la seleccion de microorganismos con la capacidad de resistir
condiciones de pH &acidos como K. medellinensis, brindan una ventaja importante porque
permitiria evitar la contaminacion por parte de otros microbios y mantener condiciones
monosépticas (Walter et al. 2003), el cual es un aspecto muy importante para la
productividad, sobre todo cuando se piensa escalar la produccion, ya que el control de la
esterilidad del medio se hace més dificil (Reisman 1993).

Tabla 1. Caracteristicas sobresalientes de los tres tipos de residuos que se proponen
para el escalado de la produccion de NCB

Residuo
para Rasgos Contenido Referencias
trabajar
Azucares solubles
Es la olanta herbacea mas ~C°™MO glucosa (9,46- (Goswami and
rffn des del mundo 19,15 % p/p), fructosa ~ Borthakur 1996;
cgnsiderada una de Iés (11,43-24,78 % p/p)y  Cano et al. 1997;
fuentes de energia mas  Sacarosa (5,53-6,93 % Mustaffa et al.
Banano : glar p/p), vitaminas A, B1, 1998; Emaga et al.
importantes en la dieta . )
B2y C, minerales 2007; Aurore,
humana altamente it and
comercializada como Na, Fe, (_Za, Py Parfait, an
' un alto contenido de  Fahrasmane 2009).
K.
Es una fruta tropical Glucosa (0,26-1,5%  (Jha, Chopra, and
L P p/p), fructosa (4,1-9,4  Kingsly 2005; Jha,
originaria del sudeste .
~siAfico con aran % plp), sacarosa Kingsly, and
comercializagién (1,7-10,5 % p/p), Chopra 2006;
Mango . entre 0,35y 5,20 %  Rathore et al. 2007;
mundial dado su sabor, ; o
fragancia y valor _ p/p_de proteinas, Rocha Ribeiro et al.
NULTitivo vitaminas A, B2-B12, 2007; Zafar and
' C, K. Sidhu 2017).
Es un subproducto de la  Contiene lactosa (4-5 (Callejas et al
industria quesera de color % p/p), 0,6-0,8 % p/p 2012" I!’razeres:
Lactosuero  verdoso resultado de la  de proteinas y 0,4-0,5 ' ’

precipitacién y remocién
de la caseina de la leche

% p/p de grasas.

Carvalho, and
Rivas 2012;




y que genera mayor Carvalho, Prazeres,
contaminacion. and Rivas 2013).

Dicho esto, la produccion de una biomolécula gana mucha importancia cuando se produce
de manera satisfactoria en una escala mayor que permita comercializarla, si el proceso es
simple y realizable en términos econdmicos. Por eso, y teniendo en mente que un
biorreactor es un recipiente en el cual las células o parte de ellas transforman materias
primas en productos bioquimicos (Erickson 2009), en esta propuesta se plantea usar
residuos agroindustriales caracteristicos del Departamento del Magdalena, como son:
banano, mango y lactosuero, y un biorreactor plastico el cual es reutilizable, de bajo costo,
de facil consecucion, autoclavable, resistente a los impactos, ademéas permite hacer
seguimiento de la fermentacién por ser traslucido, de fécil transporte y liviano. Todo lo
anterior permitira llevar a cabo el escalado de la produccién de una biomolécula de gran
interés comercial como la nanocelulosa bacteriana, que permita altos rendimientos de

produccién a bajos costos.

En la revisidn bibliografica realizada hasta ahora, este es el primer trabajo en su tipo, y
por ende abre nuevas posibilidades cientificas y técnicas que permiten una mayor

valorizacion de los residuos agroindustriales alimentarios.
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Capitulo 1 Estado del arte

La nanocelulosa de origen bacteriano (NCB) ha despertado gran interés en explotar su
produccion, debido a sus caracteristicas, tales como: su cristalinidad (principalmente tipo
I, (VanderHart and Atalla 1984), pureza quimica (libre de lignina y hemicelulosa), su
caracter hidrofilo, alta relacion de aspecto, elevada resistencia a la traccion, porosidad,
estructura nanofibrilar y biocompatibilidad (Pecoraro et al. 2007; Islam et al. 2017), por
las cuales, la NCB tiene amplia aplicacion en diversos sectores tales como: alimentos, en
la que es empleada como espesante, estabilizante, reductor de calorias y fibra dietaria
(celulosa edible) (Stephens, Westland, and Neogi 1990; El-Saied, Basta, and Gobran
2004; Shi et al. 2014); papel, usada para la restauracién de documentos, es usada como
papel de alta calidad y papel de seguridad (Budhiono et al. 1999; Pinto et al. 2007; Santos
et al. 2016); minero, usada como material para la absorcion de toxinas y aceites
(Vandamme et al. 1998; Thompson and Hamilton 2001; Bielecki et al. 2005); textil,
utilizada para la produccion de pieles y textiles artificiales y como material de alta
absorcion acuosa (Bielecki et al. 2005; C. J. Luo et al. 2012; Gayathry and Gopalaswamy
2014); cosmético, empleada como estabilizador de emulsiones, acondicionadores y
cremas (Jonas and Farah 1998; Hasan, Biak, and Kamarudin 2012; Ullah, Santos, and
Khan 2016); ingenieria de tejidos, en el que se usa para la produccién de piel artificial,
tratamiento de heridas, regeneracion de tejidos, implantes dentales, implantes de arterias
(Cherian et al. 2013; Klemm et al. 2001; Svensson et al. 2005; B&ckdahl et al. 2008);
electronica, aplicada en la elaboracion de sensores eléctricos y electrénicos y dispositivos
OLED (Evans et al. 2003; J. Shah and Malcolm Brown 2005; Legnani et al. 2008;
Ummartyotin et al. 2012); materiales, empleada como reforzante en materiales
compuestos, propiedades de barrera, empaques para alimentos (N. Shah et al. 2013; Nogi
et al. 2006; Chawla et al. 2009; Muller et al. 2013); tratamiento de aguas, usada en los
procesos de purificacion de aguas residuales y ultrafiltracion de aguas (Bielecki et al.
2005; Dubey et al. 2002).

Es por eso, que se han investigado diferentes aproximaciones para mejorar la produccion
de NCB y reducir los costos de produccion (Kralisch and Hessler 2016), entre las cuales

esté el uso de residuos agroindustriales (Islam et al. 2017; Velasquez-Riafio and Bojaca
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2017), que permitirian migrar de los caldos de cultivo utilizados habitualmente para la
produccion de NCB que son de composicion definida, como el medio Hestrin-Schramm
(HS) (Hestrin and Schramm 1954), compuesto a base de glucosa, lo cual los hace muy
costoso, con la ventaja adicional que son ricos en micro y macro nutrientes que promueven
la produccion de NCB, los cuales no son complementados en los caldos de cultivo
definidos (Velasquez-Riafio and Bojaca 2017). Asi pues, en los Gltimos 20 afios, se ha
explorado la opcion del aprovechamiento de los residuos agroindustriales de diferente
naturaleza para producir NCB, desde subproductos de la industria del maiz como el licor
de maiz fermentado (Naritomi et al. 1998) hasta los residuos de levaduras productoras de
aceites (M.-T. Luo et al. 2017).

Por ejemplo, Naritomi et al. (1998) usaron licor de maiz fermentado (CSL, por sus siglas
en inglés) como fuente alternativa de nitrégeno en la formulacion del medio de cultivo
para producir NCB, con unos rendimientos de 19,6 g/L de NCB, sin embargo, no hacen
ninguna comparacion con la produccion a través de medios de cultivo comerciales. De
otro lado, Thompson y Hamilton (2001), usaron lactosuero con una reduccién del
rendimiento en 77 %, respecto al medio comercial HS, debido probablemente al bajo
contendido de glucosa en el lactosuero. En cambio, obtuvieron una mejora en la
produccion de NCB del 17 %, respecto al medio comercial HS, cuando usaron aguas
residuales de la industria de la patata, debido al alto contenido de azlcares fermentables
que se puede alcanzar en los efluentes de patata, gracias a la presencia de microorganismos
endogenos. Por su parte, Moon et al. (2006) usaron residuos alimenticios de una escuela,
los cuales sometieron a un proceso de sacarificacion para obtener azlcares aprovechables
por el microorganismo empleado en su investigacion y producir NCB, lo que les permitié
obtener un rendimiento 55 % mas alto comparado contra el obtenido con el medio de
cultivo HS, y la vez se mejoraron las propiedades mecénicas de la NCB, pasando de un
modulo de Young de 4,15 a 5 GPa. Asimismo, Kongruang (2008) usaron agua de coco
descartada de un proceso industrial, durante 14 dias de fermentacion, obteniendo un
rendimiento de 553 g/L (al parecer en base himeda) con una velocidad de produccion de
530 g/Lh, sin evidenciar ningun cambio en las propiedades del material. Simultdneamente,
Ha et al. (2008) y Hong & Qiu (2008), usaron residuos de la industria cervecera y polvo

hidrolizado de konjac, respectivamente. Simultadneamente, Ha et al. (2008) y Hong and
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Qiu (2008), usaron residuos de la industria cervecera y polvo hidrolizado de konjac,
respectivamente. Ha et al. (2008), lograron aumentar el rendimiento de NCB 1000 %,
respecto al medio de cultivo HS, gracias al alto contenido de azlcares fermentables y la
gran cantidad de macro y micronutrientes presentes en el medio. Por su parte, Hong &
Qiu (2008), usaron hidrolizado de konjac, para lo cual debieron hacer un proceso de
hidrolisis &cida y luego someter este producto a una desintoxicacién alcalina, con el
objetivo de retirar cualquiera sustancia inhibidora del crecimiento microbiano; obteniendo
como resultado un aumento en la produccion de NCB del 300 %. En la misma linea de
Thompson y Hamilton (2001), Carreira et al. (2011), usaron lactosuero, pero con una
produccion nula, lo cual se atribuye a la carencia de genes que codifiquen para la sintesis
de la enzima P-galactosidasa en las cepas productoras de NCB, de manera que puedan
hidrolizar la lactosa presente en el lactosuero. Méas tarde, Jozala et al. (2015) también
emplearon lactosuero para producir NCB con una reduccion en el rendimiento de 41 %
respecto al medio comercial HS, aduciendo que el tipo de azlcares en el lactosuero
(lactosa) provocaban la merma en la produccion de NCB. De aqui se desprende, entonces,
una necesidad de hacer una hidrdlisis previa del lactosuero para que se puedan aprovechar
el alto contenido de azucares (principalmente lactosa, la cual se compone de galactosa y
glucosa, esta Gltima, la unidad bésica en la estructura de la celulosa) (Molina-Ramirez et
al. 2018).

Como se menciono en apartados anteriores, el uso de residuos agroindustriales ha sido un
factor muy importante para mejorar la produccion de NCB vy reducir sus costos. Sin
embargo, se hace igualmente importante, la optimizacion del proceso productivo de NCB,
de manera que se obtenga el mayor rendimiento posible y un escalado exitoso, que se
traduzca en la viabilidad técnica y econdémica de la produccion comercial de NCB
(Schmidt 2005). Para tal fin, existen en la literatura, diferentes reportes sobre la

manipulacion de las condiciones de cultivo que se listan a continuacion.

e EIl modo de fermentacién (estatico vs agitado): la produccién de NCB se reduce
en fermentaciones agitadas porque las bacterias sufren una mutacién, provocada
por la agitacion del medio de cultivo (Krystynowicz et al. 2002). Asimismo, las

propiedades mecanicas y estructurales se ven afectadas negativamente. Ademas,
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las condiciones en una fermentacion estatica, obligan a la produccién de NCB en
la superficie del medio de cultivo para lograr tener acceso al oxigeno, debido a la
caracteristica de microorganismo aerobio estricto (Augimeri, Varley, and Strap
2015), en cambio en las fermentaciones agitadas se le facilita al mismo, tener una
disponibilidad de oxigeno que no lo obliga a producir NCB, sino que se favorecen
las condiciones del crecimiento celular, lo cual podria estar relacionado con los
hallazgos sobre la mutacion de bacterias productoras de NCB hacia no
productoras. De esta manera, Krystynowicz et al. (2002) lograron aumentar la
produccién de NCB desde 2,8 hasta 3,1 g/L cuando pasaron de modo de
produccion agitado a estatico, Czaja, Romanovicz, and Brown, (2004) aumentaron
la produccion en 16%, y Aydin and Aksoy (2014) un 84%.

La densidad celular del in6culo: hasta ahora los reportes encontrados evaltan la
concentracion del indéculo como una relacion de los volumenes del indculo y del
medio de cultivo, sin conocerse a ciencia cierta la cantidad de células presentes.
Sin embargo, se evidencia la importancia de controlar dicho pardmetro en aras de
mejorar la produccion de NCB. En tal sentido Rangaswamy, Vanitha, and
Hungund (2015) evaluaron diferentes relaciones de indculos entre 1-10 %v/v,
encontrado que una relacién 5 %v/v dio el mejor rendimiento de NCB (2,5 g/L),
por su parte Bilgi et al. (2016) evaluaron relaciones de inéculo entre 5-15,
obteniendo el mejor rendimiento en 1,8 g/L con una relacion de inéculo de 9,3
%V/v.

La edad del indculo: sobre este punto, hay algunos autores que establecieron que
no tiene ningun efecto sobre la produccion de NCB como Zeng, Small, and Wan
(2011), quienes evaluaron la edad del in6culo de 3 y 6 dias, las cuales
corresponden ambas, a la etapa estacionaria del crecimiento (S. O. Bae et al. 2004).
Esto explicaria, por qué no tuvo ningun efecto sobre la produccion de NCB, a
diferencia de Jahan (2013) (6,4 g/L con un indculo de 7 dias) y Mustafa et al.
(2014) (21 g/L con inb6culo de 3 dias), quienes si evidenciaron efectos sobre la
produccién de NCB.

La concentracion de la fuente de carbono: es claro que la concentracion de la

fuente de carbono es importante para la produccion de NCB, esto debido a que, en
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la medida que se va formando la membrana, la difusion de los azucares se va
reduciendo (Hornung et al. 2006b), y establecer una concentracion idonea, permite
evitar dicho problema. Modificando las concentraciones de fructosa y sacarosa al
mismo tiempo en el medio de cultivo, Embuscado, Marks, and BeMiller (1994)
lograron obtener un rendimiento de 12,7 g/L de NCB (2,4 %p/v de fructosa 'y 7,7
%p/v sacarosa), por su parte S. Bae and Shoda (2005) lograron aumentar la
produccion de NCB hasta 14,3 g/L con una concentracion de 5 %p/v de fructosa.
El uso de inductores: debido a la naturaleza de este tipo de microorganismos de
oxidar parcialmente azucares y alcoholes (Deppenmeier and Ehrenreich 2009;
Barja et al. 2016), el etanol se convierte en una fuente alternativa de energia
cuando se adiciona a los medios de cultivo, que promueve la produccion de ATP
(molécula energética), la cual reprime la actividad de ciertas enzimas, como la
glucosa-6-P deshidrogenasa (G6PDH), lo cual, a su vez, provoca la desviacion de
la fuente de carbono (glucosa) para la produccion de NCB. Es por eso que cuando
Naritomi et al. (1998) usaron etanol al 1 %p/v, lograron un aumento en la
productividad desde 0,6 hasta 0,9 g/Lh, Rani and Appaiah (2011) mejoraron el
rendimiento desde 1,2 g/L hasta 4,5 usando etanol al 1,5 %pl/v, y Li et al. (2012)
incrementaron el rendimiento de 1,2 a 3 g/L empleando etanol al 2 %p/v.

La relacion volumen-area, al principio de la produccion de NCB el oxigeno se
vuelve el reactivo limitante, porque solo puede penetrar hasta 0,1 mm en el medio
de cultivo, por lo tanto la produccion de NCB se da en la interfase aire-liquido
pero en la medida que se va produciendo la membrana, la fuente de carbono se va
convirtiendo en el reactivo limitante porque su difusion desde el medio de cultivo
hacia la zona donde hay oxigeno se va ralentizando (Verschuren et al. 2000;
Hornung et al. 2006b). Lo anterior se debe a que en las fermentaciones estaticas
no hay movimientos convectivos, solo se dan los fenomenos de transporte de
materia por difusion, y la velocidad de difusion es directamente proporcional al
gradiente de concentracion del soluto de interés y al area disponible para la
transferencia (Ebrahimi et al. 2017), por lo tanto, el area de contacto entre el aire
y el medio de cultivo es de suma importancia. Ademas, con la variacion de este

parametro, se pueden conseguir mejoras en las propiedades mecanicas del
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material, como Ebrahimi et al. (2017) quienes lograron aumentar el mddulo de
Young de 1,69 GPa hasta 3,73 GPa, aumentando la relacion V/A. Mediante
cambios en la relacion V/A, Krystynowicz et al. (2002) lograron cambios en el
rendimiento de NCB entre 1,9-3,5 g/L cuando modificaron la relacion V/A entre
3,7-1,4 cm, por su parte Ruka, Simon, and Dean (2012) vario el rendimiento desde
3,3 hasta 6,0 g/L cuando modificaron la relacion V/A de 2,5 a 3,1 cm, y Ebrahimi
et al. (2017) mejord el rendimiento de NCB desde 9,5 hasta 14,6 g/L, mediante el

cambio de la relacion V/A entre 1,3-4 cm.

Una vez establecidas las condiciones éptimas de produccion de NCB, el escalado del

mismo requiere una relacion entre escalas tipicamente de 1:10 (Garcia-Ochoa and Gomez

2009). Para alcanzar este objetivo, se hace muy importante identificar todos los

subprocesos (procesos de transferencia de masa, calor y momento) adyacentes, para lo

cual existen diferentes aproximaciones como: el método fundamental, método semi-

fundamental, andlisis dimensional, andlisis de régimen, regla del pulgar, escalado hacia

abajo, ensayo y error y multiplicacion de elementos (Sweere, Luyben, and Kossen 1987,

Xia et al. 2015; Oosterhuis 1984), siendo los 5 primeros los de mas amplia difusion y uso

(Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Mavituna 1996). A continuacion, se muestra una breve

descripcién de estas metodologias de escalado.

Métodos fundamental y semi-fundamental: requieren de la deduccién de
expresiones matematicas complejas que describan el proceso tratado, sin embargo
son aplicables a procesos muy simples donde se involucren flujos (Mavituna
1996).

Andlisis dimensional: requiere del valor de grupos adimensionales, que
generalmente no se pueden mantener constantes entre las escalas de interés, y
ademas supone mantener similitudes de tipo geométrico, quimica o0 mecanica entre
las escalar, las cuales no siempre se pueden mantener (Oosterhuis 1984).

Regla del pulgar: se basa en la experiencia de procesos existentes, cuyos criterios
de escalado resultan, a veces, fisicamente inaplicables cuando se trasladan de una

escala a otra, e.g. relacion Potencia/Volumen (Mavituna 1996).
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e Analisis de regimen: la palabra régimen, se refiere a la dominancia de un
mecanismo (proceso) particular dentro del sistema, que genera cambios en las
condiciones del microorganismo, afectando el rendimiento del producto de interés
(Sweere, Luyben, and Kossen 1987). El andlisis de régimen, muestra cuél de los
mecanismo determina el desempefio del sistema, y como cambia este con el
cambio de escala, a través de la comparacion de los tiempos caracteristicos de cada
mecanismo involucrado en el sistema (Sweere, Luyben, and Kossen 1987;
Mavituna 1996).

El uso de las metodologias para el escalado de bioprocesos es muy comudn en procesos
que involucran condiciones convencionales como agitacion, burbujeo y fendmenos de
transporte por conveccién (Garcia-Ochoa and Gomez 2009; Byun, Zeng, and Deckwer
1994; Maranga et al. 2004), pero en fermentaciones ejecutadas de manera estatica, no
existe ningun reporte sobre el uso de este tipo de metodologias para el escalado de las

mismas.

Asi pues, sobre el escalado de la produccién de NCB hay varios reportes, enfocados en el
disefio de nuevos dispositivos (Hornung, Ludwig, and Schmauder 2007; Kralisch et al.
2009), la implementacion de reactores convencionales como reactores airlift (Chao et al.
2000) o airlift esférico (Song et al. 2009), y en modo estatico (Kongruang 2008; Mustafa
et al. 2014). Asi, si tomamos los casos en el uso de nuevos dispositivos, Hornung et al.
(2007) lograron construir un dispositivo bajo los requerimientos establecidos previamente
por ellos mismos (Hornung et al. 2006b, 2006a), sin embargo el principal criterio de
disefio, es la reduccion de la limitacién de la baja tasa de transferencia del sustrato
(glucosa) que obtuvieron en fermentaciones estaticas, y esto lo lograron a traves de un
sistema de aspersion del medio de cultivo cada cierto periodo de tiempo, con unos
resultados muy similares a los obtenidos en matraces Erlenmeyer, en cuanto al espesor de
la membrana formada. Sin embargo, este dispositivo presentd problemas de
contaminacion, debido al taponamiento de los aspersores, a pesar de usar un medio de
cultivo comercial (HS), que como ya se ha visto incrementa los costos del proceso. Por lo
tanto, este dispositivo no seria muy conveniente para el uso de residuos agroindustriales

como fuente para preparar el medio de cultivo. Por su parte, Kralisch et al. (2010),
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desarrollaron el concepto HoLiR, acronimo (en inglés) de Horizontal Lift Reactor, el cual
permite producir NCB de manera continua en forma de ldminas de diferentes dimensiones,
a través de unas bandas. Este dispositivo, segun Kralisch et al. (2010), ofrece la ventaja
de producir NCB en forma de laminas, que se pueden ajustar en sus dimensiones a
demanda, respecto a la producida de manera estatica; aunque, no hacen ninguna mencién
sobre los rendimientos que ofrece usar este dispositivo en comparacion con las
fermentaciones en modo estatico. Finalmente, los autores escalan un prototipo
experimental de 20 L de capacidad hasta una de 180 L, a través del aumento en las
dimensiones del aparato, sin embargo, no reportan criterios de escalados basados en el
proceso, como si lo hizo Hornung et al. (2007), lo cual no es un escalado del proceso, sino
un escalado del prototipo del reactor.

En cuanto al uso de reactores convencionales para el escalado de NCB, se enfocan en que
el proceso sea agitado, pero sin generar tanto efecto de cizalla. Uno de ellos, fue el
realizado por Chao et al. (2000), quienes emplearon un reactor airlift de 50 L, usando la
cepa Acetobacter xylinus subsp. sucrofermentans BPR2001, con un volumen efectivo de
38 L y suplementacién de aire enriquecido con oxigeno con el objetivo de mejorar la
transferencia de oxigeno. Sin embargo, los autores no dan muestras, en su investigacion,
sobre el punto de partida de su escalado y tampoco sobre el uso de alguna metodologia
para realizar dicho escalado. Asimismo, el criterio para la operacién idonea del reactor fue
el coeficiente de transferencia de oxigeno (kra), que si bien, se ha establecido que este
factor tiene efecto sobre la produccién de NCB (Verschuren et al. 2000; Watanabe and
Yamanaka 1995), los autores descartaron de entrada que posiblemente hay otros criterios,
como la velocidad de consumo de la fuente de carbono o la velocidad de crecimiento, los
cuales podrian afectar en mayor medida la produccion de NCB con este tipo de
microorganismo que usaron, y ademas, no midieron la velocidad de consumo de oxigeno
(OUR, por su sigla en inglés), sobre la cual se establece la tasa de transferencia minima
de oxigeno que se debe suministrar para que el microorganismo pueda crecer.
Posteriormente, Song et al. (2009), escald la produccion de NCB desde 5 L hasta 30 L
(volumen efectivo), usando un airlift, modificado, y residuos de alimentos como sustrato,
obteniendo rendimientos similares, 5,6-5,8 g/L, en ambas escalas. Tal como Chao et al.

(2000), los autores, se basaron en mantener un coeficiente de transferencia de oxigeno
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(kLa) constante, entre ambas escalas, dejando de lado un proceso cuidadoso y meticuloso
sobre otros posibles parametros que podrian tener incidencia sobre el rendimiento de la
produccion de NCB. Ademas, es importante destacar, que la relacion entre escalas es de
1:6, cuando se ha establecido que debe estar por lo menos en 1:10. Por altimo, los reportes
del escalado de la produccién de NCB en modo de fermentacion estatico, que se han
podido hallar, se han realizado con éxito por Kongruang (2008), primero, y por Jahan
(2013), después. Por su parte, Kongruang (2008) uso residuos de coco y pifia para elaborar
sus medios de cultivo, pasando de una escala de inicial de 500 mL hasta 5 L. Asimismo,
es importante detallar que sobre dicho proceso los autores miden algunos parametros,
cinéticos principalmente, que son muy importantes en aras de obtener la mayor
informacion sobre el comportamiento del sistema, pero esta informacion no es suficiente
para generar los parametros de escalado necesarios, y ademas no hay datos que permitan
hacer una comparacién entre ambas escalas y verificar el éxito o no de la misma. Por lo
tanto, el proceso de escalado carece de una metodologia idénea, y los autores se limitaron
a pasar de un recipiente pequefio a uno grande, sin acopiar los criterios que les permitieran
escalar la produccion de NCB. Por su parte, Jahan (2013), en su tesis de doctorado, exploro
desde la bioprospeccion (una busqueda exhaustiva entre diferentes cepas) hasta el proceso
de escalado de la produccion de NCB. En su trabajo, usé un medio de cultivo preparado a
partir de azlcares comerciales, sales y licor de maiz, y condiciones de operacion
optimizados previo al escalado, pero en el procedimiento para realizar el escalado no se
conservaron los pardmetros establecidos por el mismo autor, el cual consistio en establecer
una relacion volumen-area “6ptima" entre el volumen del medio de cultivo y el area de la
superficie del medio de cultivo en contacto con el aire. Asi, los resultados obtenidos por
Jahan (2013) entre las escalas usadas, 1 L y 5 L, no fueron los esperados, ya que el
rendimiento de NCB en 1 L de medio fue de 16,21 g/L contra 14,10 g/L, obtenidos en 5
L de medio de cultivo, ademas de que estos datos se obtuvieron con tiempos de
fermentacion diferentes, siendo el primero de 8 dias y el segundo de 18 dias, lo cual nos
permitiria obtener una reduccion aun mayor en la productividad de NCB, pasando de 2,02
g/Ld a 0,78 g/Ld.

Tal como se describe en los parrafos anteriores, existen muchos reportes sobre el uso de

residuos agroindustriales para la produccién de NCB. Sin embargo, hasta la fecha, no
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existen reportes sobre el escalado de este proceso de produccion usando una herramienta
metodoldgica como el andlisis de régimen, en los que se emplee alguno de estos residuos:
banano, mango y lactosuero. Los dos primeros, serian reportados por primer vez, como
fuentes alternativas para la produccién de NCB, a diferencia del lactosuero, el cual se
desea usar debido a su abundancia, los problemas ambientales que genera y su contenido

de nutrientes adicionales como proteinas y lipidos (Callejas et al. 2012).

Por lo tanto, este trabajo seria de gran relevancia porque permitiria la reduccion de los
costos de la produccion de NCB, la valorizacién de los desechos de la cadena de
suministro de banano, mango y lactosuero y, por ende, un menor impacto ambiental.
Asimismo, este trabajo se constituiria en el primer reporte del escalado de la produccion

de NCB en modo estatico de manera metodologica.
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Capitulo 2 Produccién y caracterizacion fisica de nanocelulosa
bacteriana producida por Komagataeibacter medellinensis
NBRC 3288 a partir de desechos de la cadena de suministro de
alimentos del banano, mango y lactosuero

Introduccion

Tal como se ha planteado anteriormente en esta tesis, la NCB es un exopolisacarido (EPS),
quimicamente pura (libre de lignina y hemicelulosa) a diferencia de la celulosa vegetal,
producido por bacterias del acido acético (AAB) y algunas otras especies (Ude et al. 2006;
Hungund and Gupta 2010; Saichana et al. 2015). Debido a sus multiples propiedades, la
NCB tiene muchos campos de aplicacion diferentes, generando aumento en la demanda
(Shi et al. 2014; Hioki et al. 1995; Santos et al. 2016; Klemm et al. 2001; Wan et al. 2007;
Rajwade, Paknikar, and Kumbhar 2015; Wan et al. 2007; Lee et al. 2014; Chen et al. 2013;
Shah and Malcolm Brown 2005). Estos dos hechos son muy importantes en el area de
investigacion de produccion de NCB. Sin embargo, la produccion de NCB en muchos
casos es hecha a partir de medios de cultivo quimicamente definidos y en algunos casos a
partir de desechos de la cadena de suministro de alimentos (FSCW, por sus siglas en
inglés) y subproductos agroindustriales (Cristina Castro et al. 2011; Rani and Appaiah
2013; Vazquez et al. 2013; Jozala et al. 2015). Estos tipos de materias primas son buenas
alternativas para reemplazar los medios de cultivo definidos quimicamente porque el costo
del medio de cultivo en fermentaciones puede representar casi el 30% del costo total del
proceso (Rivas et al. 2004) y porque estas materias primas pueden ofrecer una amplia
gama de nutrientes para este tipo de proceso (Lin et al. 2013). Por lo tanto, estos tipos de
FSCW vy agricola subproductos son una excelente opcién para producir NCB debido a las
ventajas econdmicas, medioambientales y de innovacién en comparacion con el uso

tradicional de medios de cultivo quimicamente definidos.

El objetivo principal de este capitulo fue seleccionar el residuo mas adecuado para
producir NCB con Komagataeibacter medellinensis, empleando la nueva cepa resistente
a los pH acidos, utilizando frutas de banano y mango no aptas para el consumo humano y

que son rechazadas en los centros de acopio (no informados por ningin autor) y
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lactosuero, que ha sido informado por Jozala et al. (2015) y Thompson and Hamilton
(2001), como medios de cultivo econémicos y amigables con el medio ambiente para
producir celulosa bacteriana. En este capitulo se ha analizado el rendimiento de la
produccién NCB entendido como el peso seco de la membrana de NCB por unidad de
volumen del medio de cultivo (g/L), composicion quimica, propiedades de traccién y su
degradacion térmica de las muestras obtenidas con los residuos respecto a las exhibidas
por las de control generadas empleando un medio comercial como el Hestrin-Schramm
(HS).

Materiales y métodos

Microorganismo y medio de cultivo primario

Komagataeibacter medellinensis NBRC 3288 Yamada (2014) (Yamada 2014) comb. nov.
fue aislado de vinagre casero en las instalaciones del Laboratorio de Investigaciones
Agroindustriales de la Universidad Pontificia Bolivariana en Medellin, Colombia (C
Castro et al. 2013). EI microorganismo crecié en medio de cultivo Hestrin-Schramm (HS)
modificado que contiene glucosa (% p/v), 2; peptona, 0,5; extracto de levadura, 0,5;
Na;HPOs, 0,267; y acido citrico para ajustar el pH a 3,5 en 200 mL de agua durante 3 d

en condiciones estaticas y a temperatura ambiente.
Medios de cultivo a partir de los residuos

Los medios de cultivo se prepararon a partir de jugos de banano y mango de frutas no
aptas para el consumo humano y consideradas como material de descarte adquiridas en un
mercado en la ciudad de Santa Marta, Magdalena, Colombia. Para la preparacion de
dichos jugos se mezclaron 200 g de frutas con 200 ml de agua utilizando una licuadora
monobloque Siemsem durante 2 minutos. Luego, los jugos obtenidos se filtraron para
remover la mayor cantidad de solidos, y fueron esterilizados durante 15 minutos a 121 °C
y 15 psi de presion. El lactosuero, se compro a la fabrica de queso San Joaquin en Plato-
Magdalena, Colombia, y se esterilizd sin filtracion. El proceso de esterilizacion en este
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ultimo caso fue similar al empleado para los jugos de frutas. Los niveles de pH en todos

los medios de cultivo se ajustaron a 3,5.
Fermentacion para la obtencion de NCB

La fermentacion se llevd a cabo durante 10 dias en condiciones estaticas a temperatura
ambiente en cajas de Petri con un area de 56 cm?. Para esto, K. medellinensis fue
transferido a 20 mL de los medios de banano, mango y suero de queso esterilizados con
un tamafio de inoculo del 10% v/v. Después de la fermentacion, las peliculas producidas
de NCB se retiraron de la superficie y se agregaron a una solucion de 5 % p/v KOH para
eliminar la biomasa y los desechos. Finalmente, las peliculas se lavaron hasta que se

alcanz6 un pH neutro.
Cuantificacion de glucosa

La glucosa se midié utilizando un método colorimétrico con un kit de glucosa (glucosa
oxidasa/ perdxido) BioSystems por su alta confiabilidad, rapidez en el ensayo y sencillez.
Las muestras, el blanco y el estdndar se prepararon de acuerdo con el método descrito por
BioSystems, y la absorbancia se midié a 500 nm. La concentracién de glucosa se calculd

usando la ecuacién 1

ASample
A X Cstandard = CSample 1)
standard

donde Asample €S la absorbancia de la muestra considerada, Astandard €S la absorbancia del
estandar del kit, Cstandard €5 la concentracion del estdndar del kit y es equivalente a 1 g/L,
y Csample €S la concentracion de glucosa en la muestra. Todos los valores tienen una

desviacion inferior a 5 %.
Rendimiento de NCB

La produccion de NCB se midid dividiendo el peso seco de NCB obtenido por el volumen
de cada medio de cultivo evaluado en esta investigacion. La NCB en solucion de KOH se
enjuagod con agua destilada hasta alcanzar pH neutro. Posteriormente, las membranas se
secaron en un horno de conveccion a una temperatura de 50 °C hasta que alcanzaron un

peso constante.
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Espectroscopia de absorcion atémica

El contenido de metales en las peliculas de NCB se determind usando un espectrometro
de absorcion atémica ICE™ 3500 seguin los métodos EPA 7140, 7450, 7610 y 7770 para
calcular los contenidos de Ca, Mg, Ky Na, respectivamente. Todos los valores son con

una desviacién menor a 5 %.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR)

Antes de la medicién, las peliculas de celulosa se secaron durante 2 horas a 100 °C para
eliminar la humedad. Los espectrogramas se grabaron en un espectrofotometro Nicolet
6700 en el rango de 4000-400 cm™ utilizando un cristal ATR de diamante. Los
espectrogramas se grabaron con una resolucion de 4 cm™ y una acumulacion de 256

barridos.
Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas de NCB-banano (BC-B), NCB-mango (BC-
M) y NCB-lactosuero (BC-CW) se midieron usando un texturémetro de acuerdo con el
procedimiento ASTM D882-12. Las muestras fueron cortadas en tiras con una longitud
de 19 mm, ancho de 3 mm y espesor variable. Una velocidad de prueba de 1,9 mm/miny
una celda de carga de 30 N fueron usado. Las pruebas de traccion se realizaron con al

menos 5 muestras, y se tomaron los valores promedio.
Analisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas se obtuvieron usando un analizador termogravimétrico. Muestras de 10
mg se colocaron en una bandeja de alimina en una atmésfera de nitrégeno y calentado
desde 30 °C a 800 °C a una tasa de 10 °C/min.
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Resultados y discusion

La concentracion de glucosa es muy importante para la produccion de NCB porgue es el
bloque de construccion de su estructura. El contenido de glucosa en cada medio de cultivo
ensayado se muestra en la Tabla 2. El contenido de glucosa més alto est4 en el medio de
banano, 36,9 g/L, seguido por el medio compuesto por lactosuero, 23,28 g/L. Las peliculas
de NCB producidas por K. medellinensis en los diferentes medios de cultivo de frutas no
aptas para el consumo y el lactosuero se acumularon en la superficie. Las peliculas que se
formaron fueron recogidas, lavadas y secadas para ser pesadas y medir la produccion de
NCB.

Tabla 2. Contenido de glucosa en cada uno de los medios de cultivo evaluados

Muestra Concentracién glucosa (g/L)
Banano 36,90
Mango 1,89
Lactosuero 23,28
HS 20,00

La Figura 1 muestra la cantidad de NCB producida con cada medio de cultivo evaluado
en esta investigacion, medida como la relacién entre el peso seco y el volumen de los
medios de cultivo. Se obtuvo una produccion de 4,81 g/L para BC-B, que fue la mas alta,
la produccion de BC-M fue de 1,95 g/L, la produccion de BC-CW fue 2,37 g/L, y la
produccion BC-HS fue 2,75 g/L. La mayor produccion de BC-B, podria deberse a la alta
concentracion de glucosa (36,9 g/L) porque, como es sabido y se menciond antes, la
glucosa es el componente basico de la estructura de celulosa (Cocinero et al. 2009). A
pesar de los contenidos de otros azUcares, cuando este tipo de microorganismo se cultiva
en glucosa (como es nuestro caso), no es capaz de metabolizar otro tipo de fuente de

carbono (Benziman and Rivetz 1972).
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Figura 1. Rendimiento de la NCB producida en cada medio de cultivo evaluado

Ademas, la presencia de diferentes iones como K*, Mg?* y Ca?* (Emaga et al. 2007),
podria ser otra posible razén para la mayor produccion de CB-B, que segun a Ross et al.
(Ross, Mayer, and Benziman 1991; Ross et al. 1987) y Weinhouse et al. (Weinhouse et
al. 1997) participan en el proceso de sintesis NCB, pero en un equilibrio delicado como
se muestra en la Tabla 3, que contiene las proporciones de iones en las membranas NCB
producidas de cada medio de cultivo; lo cual ha sido demostrado por Mohite et al. (Mohite,
Kamalja, and Patil 2012), quienes mejoraron la produccién de NCB en un 44% usando un
medio modificado con sales que contenian estos iones. Por otra parte, los componentes
poliméricos contenidos en el banano como lignina, xiloglucanos y pectina pueden mejorar
la produccion de NCB, como demostraron Keshk, Razek, and Sameshima (2006), Gu and
Catchmark (2012) y Jozala et al. (2015), debido a algunas de las propiedades de estos
componentes, por ejemplo, la naturaleza antioxidante de la lignina (Kumbhar, Rajwade,
and Paknikar 2015). Por lo tanto, es altamente probable que el aumento en la produccién
BC-B ha sido inducida por una combinacién entre alto contenido de fuente de carbono,
un ligero equilibrio en la relacion de iones y estrés osmotico debido a componentes

poliméricos, a diferencia de la situacion con BC-M y BC-CW.
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Tabla 3. Relacion de iones contenido en las membranas de NCB producidas en
cada medio de cultivo

Muestra Ca/Mg Ca/K Ca/Na K/Mg Na/Mg Na/K

BC-B 2,07 1,42 1,25 1,45 1,66 1,14
BC-M 6,76 3,78 2,70 1,79 2,51 1,40
BC-CW 28,02 4,11 2,77 6,80 10,11 1,48
BC-HS 5,70 1,71 1,28 3,34 4,44 1,33

Los espectrogramas infrarrojos (IR) de las peliculas de NCB obtenidas, se muestran en la
Figura 2. Hay diferencias entre estos espectros, principalmente en BC-CW, pero los otros
(BC-B y BC-M) muestran similitudes con BC-HS. Todos los espectros IR muestran las
bandas caracteristicas de celulosa en 893 cm™ (enlace glicosidico), 1111 cm™ (C-0), 1163
cm? (C-0-C), 1429 cm™ (CH, movimiento de tijera) y 3350 cm (enlaces de hidrdgenos
a grupos OH intracadena) (Nelson and O’Connor 1964b; Rozenberga et al. 2016), que
sugieren que todas las muestras son celulosa bacteriana. En BC-CW, hay bandas que son
caracteristicas de grasa presente en la leche: 2921 cm™, 2851 cm® (correspondiente a CH;
de lipidos), 1743 cm™ y 1163 cm™, correspondientes a vibracion de éster C=0 y éter CO-
O-C, respectivamente, y algunas otras bandas correspondientes a aminas y amidas como
3400 cm™, 1540 cm™ y 1577 cm™ (Stuart 2004). El espectro IR de BC-CW muestra tres
componentes principales: grasa, proteina y monosacéaridos, los primeros dos son del
lactosuero, y el Gltimo es de trazas del lactosuero y la celulosa producida. Sin embargo,
BC-B y BC-M no muestra ningin componente diferente a la celulosa bacteriana. Estos
resultados muestran que la BC-CW producida es, de hecho, una combinacion de celulosa
con otras sustancias, como grasas Yy proteinas, que podrian mejorar la produccion NCB,
como la suma de todos los componentes descritos antes, BC-M y BC-B no muestran
ninguna banda particular diferente; por lo tanto, solo se produjo NCB, sin modificaciones
o adiciones, a partir de los jugos de frutas podridas. Debido a que la celulosa tiene
diferentes polimorfos cristalinos con diferentes disposiciones de empaquetamiento, la
NCB corresponde al polimorfo cristalino I, que, a su vez, tiene dos polimorfos, 1,y I,
pero es en su mayoria l, (Zugenmaier 2008); por lo tanto, la relacion de cristalinidad
infrarroja (ICR) se calculo de acuerdo con Nelson y O'Connor (Nelson and O’Connor
1964a), y la fraccion I, (f,) se estimo utilizando el método de Imai y Sugiyama (Imai and

Sugiyama 1998), estos resultados se muestran en la Tabla 4. La Tabla 4 muestra cémo el
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ICR y f, de la NCB producido son reducido cuando las frutas podridas y el lactosuero se
utilizan para producirlo en lugar de medio HS. Este resultado podria estar relacionado con
la presencia de otros polimeros, como se menciond anteriormente (polisacaridos, proteinas
y lipidos), porque la agregacion de cintas de NCB se ve obstaculizada por (Cristina Castro
et al. 2011; Gu and Catchmark 2012) y una posible relacion entre cristalinidad y f.. Las
reducciones de f, y cristalinidad por la presencia de polimeros fueron consistentes con los
informes en la literatura por diferentes autores (Cristina Castro et al. 2011; Gu and
Catchmark 2012; Keshk and Sameshima 2005; Yamamoto, Horii, and Hirai 1996; Park et
al. 2014; Hackney, Atalla, and VanderHart 1994).

Absorbancia (a.u)

T - T T T T T T + T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de onda (cm™)

Figura 2. Espectrogramas infrarrojos de celulosa bacteriana producida en medios
de cultivo obtenidos a partir de medio HS (BC-HS), banano (BC-B), mango (BC-
M) y lactosuero (BC-CW). Notar que la banda Note 3350 cm esta reducida en BC-
My BC-B respecto a BC-HS

Tabla 4. fo y el ICR de la NCB producida a partir de los diferentes medios de
cultivo obtenidos a partir de medio HS (BC-HS), banano (BC-B), mango (BC-M) y
lactosuero (BC-CW)

Muestra fo ICR
BC-B 0,77 0,45
BC-M 0,71 0,38

BC-CW 0,79 0,15

BC-HS (ref) 0,86 0,69

Las propiedades de traccion de las NCB obtenidas de los tres medios evaluados se
compararon con las del control (medio HS) para comprender el efecto de estos medios en
las propiedades mecanicas. La Tabla 5 muestra las propiedades mecanicas de la NCB
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producida de cada medio de cultivo. Los resultados indicaron que el mdédulo de
elasticidad, la resistencia a la traccion y la deformacion de la NCB producida, fueron
diferentes entre todos los medios evaluados. BC-B tuvo el médulo de elasticidad més alto
(9,4 GPa) y la mayor resistencia a la traccion (280 MPa); mientras tanto, BC-M, BC-CW
y BC-HS tuvieron mddulos de 1,6, 0,8 y 6,0 GPa y resistencias a la traccion de 20,8, 10,7
y 162,4 MPa, respectivamente. El mddulo de elasticidad se calcul6 asumiendo una region
lineal de elasticidad hasta 0.6- 0.7%. El modulo de elasticidad de unared de fibras depende
de una serie de factores, tales como orientacion de la fibra, rigidez de la fibra y
compacidad de la fibra (Rozenberga et al. 2016; Ul-Islam et al. 2013); por lo tanto, la
razén del comportamiento de la NCB producida en esta investigacion podria estar
relacionado con la cantidad de la produccion de la misma, lo que permitié que una red
BC-B mas gruesa y densa fuera producida en relacion con las otras redes de NCB vy
ademas, permitid la compactacion para producir fibras dispuestas adecuadamente, debido
a que la NCB tiene una estructura en capas (Gu and Catchmark 2012), a pesar de la
reduccion de los puentes de hidrogeno intra e intercadenas de los grupos hidroxilos. Las
propiedades de traccion de la NCB producidos en los medios de cultivo de lactosuero y
mango (BC-CW y BC-M) fueron menores que los de BC-B y BC-HS (control). Para BC-
M, este resultado fue debido a que la baja concentracion de glucosa redujo la produccion
de NCB (1,89 g/L) y condujo a una menor compactacion y menos puentes de hidrégeno
intra e intercadena de los grupos hidroxilos (como se muestra en la Figura 2). Por otro
lado, el lactosuero tiene una alta concentracién de glucosa (23 g/L, muy cercana a la
concentracion de glucosa en el medio HS), y el rendimiento de BC-CW fue muy similar
al de BC-HS, sin embargo, las propiedades mecéanicas fueron muy bajas, y esto fue debido
a la presencia de grasas y proteinas aglomeradas que posiblemente incluyan caseinato, -
lactoglobulina, a-lactoalbumina, albimina sérica bovina, inmunoglobulinas, lactoferrina,
lactoperoxidasa y enzimas (Onwulata and Huth 2009), que son insoluble en agua y
actuarian para reducir la compactacion de las fibras, tal como lo que ocurre cuando se
agrega PHB al medio de cultivo (Ruka, Simon, and Dean 2013). En general, las
propiedades mecanicas de la NCB producida pueden verse afectadas utilizando FSCW,
pero las propiedades de traccion fueron comparables a los valores obtenidos por Retegi et
al. (2009), Hsieh et al. (2008) y Henriksson et al. (2008).
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Tabla 5. Comparativo de las propiedades mecanicas de NCB obtenidas a partir de
FSCW y subproductos agroindustriales

Fuente de Méd_ul_o de Resi,st_encia Deformacion _
medio de cultivo elasticidad maxima (%) Referencias
(GPa) (MPa)
Banano 9,441,2 280,6+31,3 4,9+0,6
Mango 1,6+0,4 28,1+6,4 1,4+0,3 Esta
Lactosuero 0,8+0,2 17,7£1,8 1,8+0,4 investigacion
HS (ref) 6,0+0,4 162,4+29,5 3,0+0,8
Residuos ricos (Tsouko et al.
en harina 0.9 723 7.0 2015)
Cascarilla de (R"’.m' and
. N/A 28,5 0,2 mm Appaiah 2013)
café
Residuos (Hong et al.
hidrolizados N/A 0,07 N/A 2012)

industria algodén

La Figura 3 muestra las curvas de analisis termogravimétrico, y sus derivadas, de las NCB
obtenidas de cada medio de cultivo evaluado, y la Tabla 6 presenta los pardmetros
térmicos. A partir de los termogramas obtenidos se pueden observar dos eventos que
ocurren a 68 °C y entre 320 y 370 °C; el primer evento corresponde a la pérdida de
humedad en la celulosa, y el segundo corresponde a la degradacion de la celulosa. Sin
embargo, BC-CW muestra un evento adicional a 400 °C y no muestra el fenémeno de
pérdida de agua. En la literatura, la temperatura de degradacion inicial (IDT) ha sido
reportada entre 220 y 300 °C, y la temperatura de maxima velocidad de degradacion
(MRDT) se ha informado entre 348 y 361 °C (Romant and and William T. Winter* 2004;
Shimada, Kawamoto, and Saka 2008; Machado et al. 2016). En el caso de BC-HS, la
temperatura de degradacion inicial (IDT) fue de 287 °C, y la temperatura de maxima
velocidad de degradacion MRDT) fue de 362 °C, que es la referencia. Estos valores estan
bastante cerca a los reportados en la literatura, pero se encuentran algunas diferencias con
los otros, BC-B y BC-M, que se degradaron a 353 °C y 327 °C, respectivamente. Este
resultado podria estar relacionado con la reduccion de enlaces de hidrogeno en la
estructura de NCB producida en cada medio de cultivo utilizado, como se muestra en la
Figura 3.2, donde la banda correspondiente a OH, que se extiende a 3000-3500 cm™,

disminuyd, provocando una disminucion de la estabilidad térmica en BC-B y BC-M con
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respecto a BC-HS (Song et al. 2015; Jiang et al. 2000; Shanshan, Jianging, and Zhengwei
2012). Este hecho también podria estar relacionado con la presencia de catalizadores tales
como iones metalicos, como se muestra en la Tabla 3, que puede alterar la descomposicion
térmica de la celulosa, haciendo que comience a una temperatura mas baja, lo que resulta
en una curva de DTG mas amplia (Varhegyi et al. 1988). Otra explicacion para este
comportamiento podria estar relacionado con la disminucion de ICR, como se muestra en
la Tabla 4, el ICR y el TID estan disminuyendo en el siguiente orden: BC-HS >BC-B
>BC-M >BC-CW. Por lo tanto, la disminucion de la cristalinidad podria ser la razon del
comportamiento de degradacion térmica en la NCB producido a partir de los diferentes
medios de cultivo usados en esta investigacion (Romant and and William T. Winter*
2004). Ademas, BC-CW mostr6 un evento, ademas de la degradacion de celulosa, a 400
°C, que corresponde a la fraccion residual de grasa y proteina de la leche en el lactosuero
(Sunooj et al. 2011) y un residual en 800 °C de 4,37 %, corroborando el resultado
observado en el espectro de IR que no solo era NCB.

% peso

Derivada (% pesol °C)

% peso
Derivada (% peso/ °C)

% peso
2

Derivada (% peso/ °C)

% peso

g
Derivada (% peso/ °C)

P
Temperatura (°C)

Figura 3. TGA-DTG de celulosa bacteriana obtenida a partir de los diferentes
medios de cultivo obtenidos a partir de medio HS (BC-HS), banano (BC-B), mango
(BC-M) y lactosuero (BC-CW)). Linea continua: TGA, linea punteada: DTG
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Tabla 6. Parametros termogravimétricos de la degradacion de NCB

Muestra TID (°C) MRDT (°C) Residual (%)
BC-CW 237 368 4,37
BC-M 240 327 14,07
BC-B 246 355 17,14
BC-HS 287 362 15,05

La NCB se ha utilizado para una amplia variedad de aplicaciones, que van desde
dispositivos médicos, alimentos, nanomateriales compuestos, aerogeles, matrices de
inmovilizacion e industrias de papel y fibra, y cada una de estas aplicaciones requiere
celulosa con propiedades de fisicas particulares (Kumbhar, Rajwade, and Paknikar 2015).
Por esta razon, las diferentes celulosas bacterianas producidas en esta investigacion
pueden tener diferentes aplicaciones de acuerdo con sus propiedades mecanicas y
térmicas, es decir, BC-B, debido a su resistencia a la traccion, podria usarse en el campo
de materiales compuestos, tales como polimeros idnicos en materiales metélicos
compuestos (Jeon et al. 2010) o materiales compuestos de alta resistencia (Nakagaito,
Iwamoto, and Yano 2005). Por su parte, debido a su estabilidad térmica, BC-CW podria
usarse como estabilizador en suspension de bebidas calientes (bebidas de chocolate)
(Okiyama, Motoki, and Yamanaka 1993), y BC-M podria ser utilizado en la industria
alimentaria como peliculas comestibles para proteger frutas y verduras (George and
Siddaramaiah 2012).

Conclusiones

De acuerdo con los resultados de este capitulo, el lactosuero y frutas de mango y banano
en un estado de descomposicion tal que se consideran como no aptas para el consumo
humano son buenas opciones como materias primas abundantes y de bajo costo, para
producir NCB y agregando valor a estos residuos agroindustriales. Asimismo, se ayuda a
evitar un dafio ambiental porque se desvian estos residuos de la disposicién en suelos y

cuerpos de agua que pueden generar afectaciones en los ecosistemas.

Por otra parte, la NCB producida a partir de tales materias primas tienen diferentes
propiedades fisicas, que podrian tener diferentes aplicaciones en diferentes campos, y su

produccion es méas alta que la obtenida del medio de cultivo comercial HS. Diferentes
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factores, como un alto contenido de glucosa, proporcion de iones metalicos y componentes
poliméricos, afectaron la produccion de NCB y sus propiedades; asi, BC-B fue el de mayor
rendimiento y con las propiedades mecéanicas mas altas. Por eso, a partir de este punto se
usé banano como la fuente de carbono alternativa mas eficiente y se establecieron las
mejores condiciones para la obtencion de NCB a partir de banano no apto para el consumo
humano, empezando desde la optimizacion de las condiciones de cultivo para aumentar la

densidad celular del in6culo, tal como se muestra en el siguiente capitulo.
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Capitulo 3 Optimizacion de las condiciones de cultivo para
mejorar la densidad celular de Komagataeibacter medellinensis
NBRC 3288: el primer paso para optimizar la produccion de
nanocelulosa bacteriana

Introduccion

Tal como se sefial6 en el capitulo anterior, una vez determinado que el jugo del banano no
apto para el consumo humano es el residuo agroindustrial que permitié obtener los
rendimientos mas altos de NCB por Komagataeibacter medellinensis NBRC 3288, en este
apartado se explora la alternativa de la produccion de NCB a través de dos pasos: primero

agitado y luego estatico.

Como se menciond previamente, el microorganismo Komagataeibacter medellinensis
NBRC 3288 pertenece a un grupo de bacterias aerobicas obligadas llamadas bacterias de
acido acético, que se caracterizan por su capacidad de convertir azlcares y alcoholes en
sus &cidos organicos correspondientes a través de la fermentacion oxidativa incompleta
(Deppenmeier and Ehrenreich 2009; Barja et al. 2016). Sin embargo, otra caracteristica
de K. medellinensis NBRC 3288 es su capacidad de producir celulosa, concretamente
nanocelulosa bacteriana (NCB), a un pH muy bajo respecto al que requieren otras de su
tipo (Castro et al. 2012).

La biogénesis de la NCB es un proceso de cuatro pasos que comienza con la fosforilacion
de glucosa y termina con la sintesis de celulosa (Haigler and Benziman 1982; Ross,
Mayer, and Benziman 1991; Zhang 2013). Este proceso de conversion de un sustrato de
fosfato de hexosa a nucleétidos de azlcar representa la interfaz entre el metabolismo
primario y el metabolismo secundario (Ramos et al. 2001). Este hecho implicaria que la
NCB podria ser un metabolito secundario.

Se ha demostrado que la densidad celular inicial es un factor clave para mejorar el
rendimiento de la CB (Okiyama et al. 1992; Zeng, Small, and Wan 2011), ya que la
produccion de exopolisacaridos como es el caso de la NCB esta relacionada con el proceso

de deteccion Quorum Sensing (QS), que regula la expresion génica en respuesta a las
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fluctuaciones en la densidad celular (Miller and Bassler 2001; Jayaraman and Wood 2008;
Augimeri, Varley, and Strap 2015). Por lo tanto, aumentar el tamafio de inoculo inicial
reduce el tiempo de fase de latencia, lo que le permite entrar rdpidamente en la fase de
crecimiento exponencial (Shuler and Kargi 2002). La reduccion del tiempo necesario para
llegar a esta etapa podria reducir notablemente los costos del proceso de produccion de
NCB.

A pesar de que la metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una herramienta
versatil y poderosa ampliamente utilizada en muchos campos de investigacion (F. Shi, Xu,
and Cen 2006; Bezerra et al. 2008; Hajati, Ghaedi, and Yaghoubi 2015), su aplicacion en
el proceso de optimizacion de las condiciones de cultivo para obtener una alta densidad
celular utilizando K. medellinensis NBRC 3288 no ha sido considerada hasta el momento.

La revision de la literatura sugiere que este es el primer estudio para optimizar.

Por lo tanto, este capitulo se centra en iniciar el proceso de optimizacién de la produccién
de NCB através del aumento de la densidad celular del indculo de K. medellinensis NBRC
3288 considerando una estrategia de dos pasos: 1) agitacion, para la obtencion del indculo
celular en condiciones altamente concentradas el cual servira en la siguiente etapa 2)

estatico, durante la cual se producira la NCB.

Materiales and métodos

Obtencion del in6culo

K. medellinensis NBRC 3288 se obtuvo de vinagre casero en las instalaciones del
Laboratorio de Investigaciones Agroindustriales de la Universidad Pontificia Bolivariana
en Medellin, Colombia (Castro et al. 2013). La cepa se almacend en viales de 1,5 mL en
medio HS (Hestrin and Schramm 1954) a pH 3,5 y 20 %(v/v) de glicerol a -80 °C. El
medio de cultivo de siembra contenia (p/v) 2 % de glucosa, 0,5 % de peptona, 0,5 % de
extracto de levadura, 0,267 % Na2HPO4, 0,8 % de acido citrico y 3 %(v/v) Celluclast 1.5L,
agregada después de la esterilizacion. Para obtener el indculo, se afiadié un vial a un
Erlenmeyer que contenia 100 ml de medio de cultivo de siembra y se agit6 en un agitador

orbital a 120 rpm durante 2 dias.
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Fermentacion en la etapa de cribado

Después de 2 dias, el medio de cultivo que contenia el indculo se centrifugd a 9000 rpm
durante 20 minutos a 7-8 °C, se recogio el sedimento y se volvié a suspender en agua
destilada esterilizada hasta que la densidad Optica (DO) se ajustd a 0,5 usando un
espectrofotometro UV a 600 nm (DOsoo). Luego se transfirio un tamafio de indculo del 10

%(v/v) a un Erlenmeyer con 90 ml de medio de cultivo a 28 °C durante 120 h.
Etapa de optimizacion de la fermentacion

La fermentacion se realizo en las mismas condiciones descritas anteriormente; solo el
tiempo de fermentacion se cambié a 72 h. En este momento, el crecimiento celular
comenzo a disminuir y esta fue la etapa de crecimiento en la que se obtuvo el indculo para

la produccion de NCB.
Optimizaciéon por la metodologia de superficie de respuesta (RSM)

Se realiz6 un disefio factorial fraccional 2V para seleccionar los factores con efecto
significativo sobre la variable de respuesta DOsoo. Para tal fin, se evaluaron cuatro
factores: concentracion de glucosa, pH inicial, concentracion de KH2PQO4 y concentracion
de MgSOs debido al impacto que tienen el Ky el Mg sobre el metabolismo de estas cepas.
Una vez que se definieron los factores significativos, se aplicé la metodologia de ascenso
mas pronunciado para obtener una nueva region experimental mas precisa que estuviera
mas cercana al 6ptimo. Los niveles de los factores se muestran en la Tabla 7 y los

tratamientos utilizados en esta etapa se muestran en la tabla 8.

Tabla 7. Factores y sus niveles para evaluar

Factor para evaluar Nombre codificado Niveles
Bajo Alto
Glucosa (g/L) X1 20,0 40,0
pH inicial X5 3.50 5,00
KH2PO4 (g/L) Xa 0,00 0,05

En la nueva region experimental proxima al optimo, se aplico un disefio experimental de

Box-Behnken para obtener un modelo de segundo orden que describe los datos
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experimentales, al menos un 70% expresado por el parametro R? (Gutiérrez Pulido et al.
2004). El modelo matemaético obtenido para los factores significativos se expresa en la

forma:
— 3 3 2 3 3
Y = Bo + Xiz1 BiXi + 21 BiXi” + Xiz1< Xj=1 BijXiX; 2)

Donde Po es el coeficiente de intercepcion, Bi son los coeficientes lineales, Bii son el
coeficiente cuadratico y Bij el coeficiente de interaccidn. El analisis estadistico se realiz6
mediante analisis de varianza (ANOVA). El disefio experimental, el anlisis estadistico y
los procesos de optimizacion se evaluaron utilizando el paquete de software estadistico
STATGRAPHICS® Centurion XVI, StatPoint Technologies, Inc, The Plains, Virginia,
EE. UU.

Produccion de NCB

La produccion de NCB se realiz6 en cultivo estético durante 6 dias utilizando 45 ml de
medio de cultivo HS inoculado con 5 ml de inéculo obtenido a partir del uso de las
condiciones Optimas para aumentar la densidad celular. EI rendimiento se calcul6 como

el peso seco de la pelicula de NCB dividido por el volumen total utilizado.

Resultados y discusion

Seleccidn de los factores significativos

El comportamiento del crecimiento de K. medellinensis NBRC 3288 se evalu6é mediante
el cambio de la concentracion de glucosa, KH2PO4, MgSOa4 y la variacion del pH inicial.
El efecto de los ocho tratamientos experimentales diferentes se muestra en la Tabla 8. La
Figura 4 muestra el perfil de crecimiento de K. medellinensis NBRC 3288 y la curva de
ajuste, utilizando el modelo modificado de Gompertz (Zwietering et al. 1990).

Tabla 8. Niveles de los factores evaluados en disefio de cribado y los resultados

Tratamiento X: Xa Xz X Densidad optica  Velocidad especifica de

(DOs00) crecimiento (Um, h?)
1 20 50 005 O 0,97 0,11
2 40 5,0 0,05 0,05 0,87 0,12
3 40 5,0 0,00 0,00 0,79 0,12
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4 20 3,5 0,00 0,00 0,87 0,09
5 20 3,5 0,05 0,05 0,96 0,10
6 40 3,5 0,05 0,00 0,87 0,10
7 20 5,0 0,00 0,05 1,09 0,15
8 40 3,5 0,00 0,05 0,80 0,09

En la Figura 4 (tratamiento 1-tratamiento 8), la desaceleracion del crecimiento celular
comienzaa las 72 h, lo que esta en linea con los resultados obtenidos por Molina-Ramirez
et al. (2017) en condiciones estaticas para la misma cepa, y en condiciones de agitacion
obtenidas por Yoshinaga, Tonouchi, and Watanabe (1997) y Okiyama et al. (1992) con

una cepa perteneciente al género Komagataeibacter.

Estos resultados sugieren que el modo de fermentacion (estatico o agitado) no afecto el
perfil de crecimiento de Komagataeibacter spp., pero se obtuvo una mayor densidad
celular con el modo agitado (biomasa medida de 1,09 DOsqo) en comparacion con el modo
estatico (biomasa medida de 0,69 DOeoo), porque la transferencia de oxigeno es mayor en
el modo agitado. Como la desaceleracion del crecimiento de K. medellinensis NBRC 3288
comienza a las 72 h, esto sugiere que un indculo en esta etapa, seria el mas apropiado para
usar en el proceso de produccién de NCB (Chao et al. 2000; Bae and Shoda 2004).

—o— Datos experimentales
—— Modelo Gompertz

—o— Datos experimentales
—— Modelo Gompertz

T T T T T T T T T T T T
] 20 40 60 80 100 120 o 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
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Figura 4. Efecto de la concentracion de glucosa, KH2PO4, MgSOs, y el pH inicial en
la cinética de crecimiento de K. medellinensis NBRC 3288. Linea continua: modelo
Gompertz modificado ajustado

Del mismo modo, la Tabla 8 muestra los resultados de la velocidad especifica de
crecimiento maxima (um, h't) para cada tratamiento y, cuyo valor mas alto se obtuvo con
las condiciones usadas en el tratamiento con la densidad celular mas alta de K.

medellinensis NBRC 3288. Los resultados demostraron que la concentracion de glucosa,
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el pH inicial y la concentracion de KH2PO4 tuvieron un efecto significativo sobre la
densidad celular, mientras que la concentracion de MgSQOa4 no tuvo un efecto significativo.
Esto podria explicarse por el hecho de que el extracto de levadura contiene trazas de Mg?*
(GRANT and PRAMER 1962) y el efecto de la adicion de MgSQO4 al medio de cultivo se
enmascar6. Por otro lado, KH2PO4 fue significativo porque es la Unica fuente de K*, que

es muy importante para el metabolismo celular bacteriano (Nierhaus 2014).

Durante la etapa de optimizacion, la glucosa (en concentraciones mas bajas) fue el Gnico
componente significativo que aumento la densidad celular. Sin embargo, no fue solo la
densidad celular la que se incrementd; pm aument6 de 0,15 h™ a 0,23 h! (34,78 % de
mejora), probablemente porque el crecimiento exponencial es la suma de todas las
reacciones en la célulay esta controlado por la reaccion de la enzima con la mayor afinidad
por la glucosa, que es la Gnica fuente de carbono y energia en el medio de cultivo (Monod
1949; Shehata and Marr 1971).

El diagrama de Pareto (Figura 5) muestra el efecto de los factores evaluados para la
produccion de biomasa (DOeoo). El factor més significativo en el diagrama de Pareto, la
glucosa en nuestro caso se aplicé a la metodologia de ascenso mas pronunciada para
identificar un nuevo centro para una nueva region experimental para MSR (Saravanan et
al. 2012).

X1: Concentracion
de glucosa

X4: Concentracion
de KH2PO4

X2: pH inicial

X3: Concentracion
de MgSO4

Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto, donde se muestran los efectos principales de los
factores evaluados sobre la densidad dptica. Notar que MgSOa fue el Unico factor
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gue no tuvo un efecto significativo. EL signo menos (-) en la concentracion de
glucosa implica que DOsoo aumenta en la medida que la concentracion de glucosa se
reduce.

Los resultados de la metodologia de ascenso mas pronunciada se muestran en la Figura 6.
El pico méximo ocurre en X1=0,5 %(p/v) para la glucosa, X»=5,38 para el pH inicial, y
X4=0,058 %(p/v), [X3 se mantuvo en 0,025 %(p/v)]. Estas condiciones seran el centro de
la nueva region experimental para obtener un modelo de segundo orden para una densidad

celular optima.

2.4
[ ]

2.2 \

2.0

18

1.6

DOGOO
\.

1.4 /..__,\.

1.2

Numero de paso

Figura 6. Perfil de los resultados de la metodologia de ascenso pronunciado. Notar
el pico en el paso 5, esto significa que alrededor de estas condiciones se ubica el
centro de nuestra nueva region experimental.

Optimizacién usando la metodologia de superficie de respuesta

Como se menciond anteriormente, la nueva regién experimental usara como punto central:
concentracion de glucosa [X1=0,5 %(p/v)], pH inicial (X2=5,38) y KH2PO4 [X4=0,058
%(p/v)], seleccionado en el quinto paso de la metodologia de ascenso mas inclinado para
optimizar la produccion de biomasa con un disefio Box-Behnken. Los 15 tratamientos del
disefio Box-Behnken se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Tratamientos del disefio Box-Behnken y los resultados

Tratamiento X1 X2 X4 Densidad 6ptica (DOsoo)
1 0,50 5,58 0,063 2,85
2 0,25 5,38 0,053 2,70
3 0,75 5,58 0,058 2,77
4 0,50 5,18 0,053 2,81
5 0,25 5,58 0,058 2,69
6 0,50 5,18 0,063 2,84
7 0,50 5,58 0,053 2,83
8 0,25 5,38 0,063 2,68
9 0,75 5,38 0,053 2,76
10 0,50 5,38 0,058 2,82
11 0,25 5,18 0,058 2,73
12 0,50 5,38 0,058 2,85
13 0,75 5,38 0,063 2,77
14 0,50 5,38 0,058 2,85
15 0,75 5,18 0,058 2,80

Las Figuras 7 y 8 muestran las graficas de superficie de respuesta para la produccién de
biomasa manteniendo al pH inicial y la concentracion de KH2PO4 un nivel a la vez,
respectivamente. Estos resultados muestran que una concentracion de glucosa de~ 0,5

%(p/v) fue la mas adecuada para optimizar la produccion de biomasa (2,80-2,88 DOsoo).

La Tabla 10 proporciona un resumen ANOVA del modelo, y el modelo matematico de

segundo orden se describe en la ecuacion 3.
Densidad celular (DOgqq)
= 4,06 + 1,01X; — 1,32X, + 71,5X, — 1,62X?; + 0,05X,X,

+ 6,66X1X4 + 0,13X22 - 3,33X2X4
— 483,33X%2, 3)
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Figura 7. Efecto de la concentracién de glucosa y KH2POa sobre la densidad
celular. a) pH5,18, b) pH 5,38 y ¢) pH 5,58
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Los resultados del ANOVA, en la Tabla 10, muestran que el modelo explica

adecuadamente el 72.09% de los datos, y la funcion optimizacion de STATGRAPHICS®

proporciond los valores 6ptimos de factores significativos: concentracion de glucosa, 0,54
%(p/v); pH inicial, 5,18; y concentracion de KH2PO4, 0,059 %(p/v). El valor optimo
predicho DOegoo fue 2,85. Para verificar estos resultados, los experimentos se realizaron
por triplicado, lo que arrojo una DOsoo de 2,98+0,04, muy cercano al predicho por el

modelo (solo 4,26 % mayor); um también aumento, lo que significa que K. medellinensis

NBRC 3288 crecié mas rapido en esta condicion de cultivo y el indculo para la produccion

de NCB no necesita esperar hasta 72 h, como se menciond anteriormente, sino que puede
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agregarse a las 48 h porque este es el punto en el que el crecimiento celular comenzo a

desacelerarse.

Tabla 10. Resumen del analisis de varianza del modelo obtenido a partir del disefio
experimental Box-Behnken

Fuente R? R?adj SEE MAE Falta de ajuste
Modelo 79,07 72,09 0,02 0,02 0,07
SEE: Error estandar estimado. MAE: Media del error absoluto.
El error estandar estimado (SEE), muestra la desviacion estandar de los resiudales.
La media del error absoluto (MAE), es el promedo del valor de los residuales.

Finalmente, confirmamos nuestros resultados para verificar que la prediccién del modelo
fue precisa. La Figura 9 muestra el perfil de crecimiento y el valor de pum obtenido con el
medio de cultivo dptimo fue de 0,23 h™. Se obtuvo un crecimiento celular mas rapido; por
lo tanto, la fase estacionaria se alcanz6 mas rapidamente (DOsoo a las 48 h fue 2,91).

Para demostrar que la concentracion de indculo inicial afecta la produccion de NCB en la
fermentacion de cultivo estatico, se usaron dos valores diferentes de DOsoo y l0s resultados
se muestran en la Tabla 11. Estos resultados muestran que una mayor concentracion inicial
de indculo mejord el rendimiento de NCB en un 31 % bajo condiciones estéticas, lo que
podria estar relacionado con el hecho de que una concentracion celular mas alta facilita
que el proceso metabolico se desarrolle mas rapido en las células debido al mecanismo de

Quorum Sensing.
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Figura 9. Perfil del crecimiento celular en condiciones 6ptimas. Aqui son
apreciadas mas evidentes las fases de crecimiento. El modelo Gompertz se ajustd en
99,99%

Tabla 11. Rendimientos de NCB obtenidos usando un indculo de 48 h de edad y dos
diferentes concentraciones iniciales de indculo

Concentracién I o Mejora en el
. . Rendimiento Desviacion A
incial del in6culo NCB(g/L) estandar (g/L) rendimiento de
(DOs0o) g 9 CB (%)
0,08 1,77 0,08
0.16 232 0,06 31,07

Conclusiones

La composicion del nuevo medio de cultivo optimizado gracias a los resultados del
presente capitulo corresponde a: 0,54 % de glucosa (p/v), 0,5 % de peptona (p/v), 0,5 %
de extracto de levadura (p/v), 0,059 % KH2PO4 (p/v), 0,025 % MgSOs (p/v), 0,267 %
NaH2PO4 (p/v), y un pH inicial de 5,18 [ajustado con &cido citrico, 0,2% (p/v)]. Este
resultado permitié mejorar la produccion de biomasa de K. medellinensis NBRC 3288 en
un 68,21 % respecto a los resultados obtenidos en el capitulo 2. Las condiciones de cultivo
requeridas para obtener el indculo, como una etapa previa del proceso de produccién de
NCB, se optimizaron permientiendo una densidad celular de K. medellinensis NBRC 3288

maés alta, y un aumento de la velocidad especifica de crecimiento (pm), reduciendo el
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tiempo de proceso en esta etapa pasando de tres dias de fermentacion a dos dias. Ademas,
es posible indicar los costos de fermentacion futuros podrian reducirse dada la menor
concentracion de glucosa necesaria. También se demostré que una mayor concentracion

inicial de indculo puede mejorar el rendimiento de NCB.
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Capitulo 4 Escalado en la produccion de NCB empleando
residuos de banano no aptos para el consumo humano como
materia prima

Introduccion

En los dltimos 20 afios, la opcion de utilizar residuos agroindustriales de diferente
naturaleza para producir NCB se ha explorado considerando diferentes alternativas entre
las que se encuentran los subproductos de la industria del maiz como el licor de maiz
(CSL) (Naritomi et al. 1998) o residuos de banano (C. Molina-Ramirez et al. 2018). Como
se ha mencionado en otras partes de este documento, estos medios se emplean buscando
fundamentalmente reducir los costos de produccion (Kralisch and Hessler 2016), lo que
permitiria reemplazar los caldos de cultivo comerciales comunmente utilizados para
producir BNC, como el medio Hestrin-Schramm (HS) (HESTRIN and SCHRAMM
1954).

El banano se produce en 135 paises con una produccion anual de 145 millones de
toneladas (Ploetz and Evans 2015), lo que supone que se podrian desperdiciar o perder 48
millones de toneladas de este cultivo en todo el mundo. Los bananos tienen componentes
nutricionales valiosos que van desde tener vitaminas A, B1, B2 y C, minerales como Na,
Fe, Ca, P y un alto contenido de K (Goswami and Borthakur 1996; Cano et al. 1997;
Mustaffa et al. 1998; Emaga et al. 2007; Aurore, Parfait, and Fahrasmane 2009), que
apoyan la mayor parte de la demanda nutricional de los cultivos microbianos para producir

NCB con propiedades mecanicas mejoradas como se demostro en capitulo 2 de esta tesis.

La fermentacion del cultivo estatico es favorable en la produccion de NCB porque de esta
manera se evita la transformacién de cepas productivas a no productivas (Krystynowicz
et al. 2002), lo que podria ser méas notorio en K. medellinensis NBRC 3288 debido a su
mutacion adaptativa relacionada con la produccién de NCB, como fue demostrado por
Matsutani et al. (2015) (Matsutani et al. 2015). Sin embargo, las estrategias
convencionales de escalado se centran en procesos que se realizan en agitacion, las cuales

no son aplicable al proceso de cultivo estatico (Ju and Chase 1992; Villadsen, Nielsen,
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and Lidén 2011). Por lo tanto, la implementacion de los métodos de escalado como la
regla de oro, el andlisis dimensional, el ensayo/error o el andlisis de régimen, es una

novedad en el proceso, como la produccién de NCB.

Por lo tanto, en esta parte de estudio se busca conocer las condiciones de cultivo 6ptimas
para producir NCB a partir de banano no apto para el consumo humano como materia
prima novedosa y ecoldgica que suministra todos los macro y micronutrientes como se
demostro en el capitulo 2, para posteriormente desarrollar el escalado de la produccion de
NCB en cultivos estaticos de manera econdmica y técnica tomando como punto de partida
los resultados obtenidos en el capitulo 3. De esta manera, se espera dejar las bases para
[levar a cabo la produccién comercial de NCB hacia el futuro.

Materiales y métodos

Microorganismo y cultivo de semillas

K. medellinensis NBRC 3288 se obtuvo de vinagre casero en las instalaciones del
Laboratorio de Investigaciones Agroindustriales de la Universidad Pontificia Bolivariana
en Medellin, Colombia en un trabajo previo de bioprospeccion realizado por Castro et al.
(2013). Para esta investigacion, se utilizaron las cepas almacenadas en viales en medio
HS (HESTRIN and SCHRAMM 1954) a pH 3,5y 20 % de glicerol (v/v) a -80 °C. El
medio de cultivo de siembra contenia (% p/v) 0,54 de glucosa; 0,5 de peptona; 0,5 de
extracto de levadura; 0,059 de KH2POs; 0,025 de MgSOQOas; 0,267 de NaH2PO4 y un pH de
5,18 [ajustado con acido citrico, 0,2] y 3 % (v/v) de la enzima Celluclast 1.5L, agregada
después de la esterilizacion. Para obtener el indculo, se afiadié un vial con 1 mL de
contenido a 100 ml de medio de cultivo de siembra y se agit6 en un agitador orbital a 120
rpm durante 24, 36 y 48 h.

Medio de cultivo de banano no apto para el consumo humano y produccion de NCB

Los residuos de frutas de banano no aptas para el consumo humano fueron adquiridos en
el mercado municipal de Santa Marta-Magdalena, Colombia. EI medio de cultivo a base

de la fruta de banano como materia prima se obtuvo mezclando 200 g de los solidos en
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200 ml de agua. La concentracion de glucosa requerida, que corresponde a 20 g/L, se
alcanzo6 por dilucion del medio de cultivo, el pH se ajustdé a 3,6 con &cido citrico y
finalmente el medio de cultivo se esterilizé durante 15 minutos a 121 °C y 15 psi.
Posteriormente K. medellinensis se transfirio al medio esterilizado con un tamafio de
inoculo del 10 %(v/v), en diferentes concentraciones, durante 7 dias en condiciones
estaticas a temperatura ambiente en recipientes de vidrio con diferente relacion
volumen/area, como se mostrard mas adelante. Una vez finalizada la fermentacion, las
membranas de NCB se retiraron de la superficie y se llevaron a una solucion de KOH al
5% (p/v) para eliminar las células y restos del medio de cultivo. Finalmente, las peliculas
se enjuagaron multiples veces con agua destilada hasta que se alcanz6 un pH neutro.
Posteriormente, las membranas de NCB se secaron a 50 °C en un horno de conveccion
hasta que se midié un peso constante usando una balanza analitica. El proceso de secado

tardo cerca de 48 horas poner horas.
Disefio de experimento

En el disefio de experimento (DoE) se evaluaron cinco factores que tienen una influencia
significativa en el rendimiento de NCB, sobre la base de los resultados previos
(Krystynowicz et al. 2002; Ruka, Simon, and Dean 2012; Mohite, Kamalja, and Patil
2012). Los factores evaluados son: concentracion de glucosa (g/L), edad del inéculo (h),
concentracion de inéculo (g/L), concentracion de etanol (g/L) y relacion volumen/area
(cm). A continuacién se describen los métodos para medir cada uno de los factores

evaluados:

* La concentracion de glucosa se midio utilizando un método colorimétrico con un
kit de glucosa (glucosa oxidasa/peroxido) BioSystems. Las muestras, el blanco y
el estandar se prepararon usando el método descrito por BioSystems®. La
absorbancia se midié a 500 nm usando el espectrofotometro UV-VIS Evolution
600, Thermo®. La concentracion de glucosa se calculd usando la ecuacion 1.

ASample

2 XCstandard = CSample (1)
standard

donde Asample €S la absorbancia de la muestra del estudio, Astandard €S la absorbancia

del estandar del kit, Cstandard €S la concentracion del estandar del kit y es equivalente
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a1 g/L, y Csample €S la concentracion de glucosa en la muestra considerada. Todos

los valores tienen una desviacion inferior al 5%.

* Laedad del indculo se midi6 de acuerdo con la curva de crecimiento obtenida en
el capitulo 3. Para evaluar la significancia de este factor, se seleccionaron tres
tiempos diferentes: 24 h (fase exponencial), 36 h (final de la fase exponencial) y

48 h (inicio de fase estacionaria) como los niveles a evaluar.

. Concentracion de indculo: en este caso, el cultivo de siembra se centrifugé a 9000
rpm durante 20 min a 25-26 °C, y el sedimento se recogid y volvio a suspender en
solucion salina esterilizada para medir la densidad 6ptica (DO) usando un
espectrofotometro UV-VIS Evolution 600, Thermo® a 600 nm (DOsoo). Luego,
con una curva de calibracion, la concentracion del inéculo se ajust6 a0,1, 0,2y 0,3
g de peso seco/L, y se transfirid medio a base del jugo de banano al 10% (v/v) para

la fermentacion de NCB.

. Concentracion de etanol: en este caso, se afiadio etanol absoluto (Merck) al medio
de cultivo a base de la fruta considerando concentraciones de 0% v/v y 0,1% v/v.
La concentracion de etanol se midié usando un método de etanol UV para la
determinacion en alimentos y otros materiales a través de una combinacion de
prueba Boehringer Manheim/r-biopharm (Roche, Darmstadt, Alemania). Todas
las muestras se prepararon de acuerdo con el método descrito por Boehringer
Manheim/r-biopharm test-combination. El etanol se afiadié al medio de cultivo

después del proceso de esterilizacion para evitar la evaporacion.

. La relacion volumen/area corresponde a la altura del medio de cultivo en el reactor.
Inicialmente, en el cribado del disefio experimental, esta relacion se evalud en
recipientes con estas areas de superficie: 22 cm?, 30 cm? y 45 cm?. El volumen del
medio de cultivo fue de 90 cm?®. Para la etapa de optimizacion, la relacion
volumen/area se varié mediante la modificacion del volumen del medio de cultivo

en el recipiente con un area superficial de 45 cm?.

Disefio factorial fraccional
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Inicialmente, el disefio experimental se llevé a cabo un disefio factorial fraccional 262
mas cuatro puntos centrales por duplicado como el disefio experimental de cribado, para
identificar los factores que tuvieron una influencia significativa en el rendimiento de NCB.
Los niveles de cada factor se muestran en la Tabla 12. Los 20 tratamientos del disefio
factorial fraccional 21 mas los puntos centrales y los resultados del rendimiento de NCB

se muestran en la Tabla 13.

Tabla 12. Factores evaluados y sus niveles en el disefio de cribado

Factor Nombre codificado Niveles
Bajo  Alto
Concentracion de glucosa (g/L) X1 10,0 30,00
Edad del in6culo (h) X2 24,0 48,00
Concentraciéon del indculo (g/L) X3 0,14 0,42
Concentracion de etanol (g/L) X 0,0 1,00
Relacién volume/area (cm) Xs 2,0 4,00

Tabla 13. Tratamientos del disefio de cribado y los resultados

Tratamiento Factores en nombres codificados Rendimiento NCB (g/L)
X1 X2 X3 Xa Xs
1 300 0,0 0,14 240 20 2,34
2 300 0,0 042 48,0 20 2,29
3 300 10 014 240 40 1,89
4 300 10 014 480 20 1,75
5 300 10 042 480 40 2,03
6 200 05 0,28 36,0 30 1,94
7 30,0 10 042 240 20 2,88
8 100 00 014 240 40 0,71
9 100 10 014 240 20 1,35
10 10,0 1,0 042 480 2,0 1,04
11 3000 0,0 042 240 40 1,81
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12 300 00 014 480 40 1,92

13 100 00 042 240 20 1,12
14 200 05 028 360 30 1,92
15 100 10 042 240 40 0,82
16 100 00 042 480 40 0,76
17 200 05 028 360 30 1,88
18 200 05 028 360 30 1,81
19 100 10 014 480 40 1,01
20 100 00 014 480 20 0,48

Disefio compuesto central

Una vez que se definieron los factores significativos (concentracion de glucosa, X1 y
relacion volumen/area, Xs), se muestra un disefio experimental compuesto central con 16

tratamientos y resultados en la Tabla 14.

Tabla 14. Tratamientos del disefio compuesto central y sus resultados

Tratamiento Factores Rendimiento NCB (g/L)
X1 X5
1 30,0 2,0 3,04
2 25,0 1,50 3,08
3 30,0 2,0 3,44
4 30,0 2,0 3,63
5 23,0 2,0 3,45
6 30,0 2,0 3,44
7 30,0 2,70 3,09
8 37,0 2,0 2,12
9 35,0 2,50 2,68
10 30,0 1,30 2,53
11 30,0 2,0 3,29
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12 35,0 1,50 1,97

13 30,0 2,0 3,48
14 30,0 2,0 3,49
15 25,0 2,50 3,53
16 30,0 2,0 3,23

Se aplicé el modelo de segundo orden que describe los datos experimentales para obtener

se expresa en la forma matematica en la ecuacion 4:

Y = Bo + BuXy + BsXs + P11 X1” + BssXs® + PrsX1 X5 (4)

Donde Y es la respuesta (rendimiento de NCB), Bo es el coeficiente de interseccion, 1y
Bs son los coeficientes lineales, P11y Pss son el coeficiente cuadratico y Bis es el coeficiente

de interaccion.

El disefio experimental, el anlisis estadistico y los procesos de optimizacién se evaluaron
utilizando el paquete de software estadistico STATGRAPHICS® Centurion XVI,
StatPoint Technologies, Inc, The Plains, Virginia, EE. UU.

Escalado del biorreactor

Para llevar a cabo el escalado de la fermentacion, se utilizé el método de analisis de
régimen mediante la comparacion del tiempo caracteristico. El tiempo caracteristico
corresponde a la magnitud de la duracion de los procesos involucrados en la produccion
de NCB. La cinética de los diferentes parametros y los tiempos caracteristicos se

calcularon en condiciones optimizadas del medio de cultivo, de la siguiente manera:

e Consumo de glucosa: se tomaron muestras del medio de cultivo desde O hasta 408
h (este fue el punto donde el consumo de glucosa era cero). Estas mediciones se
realizaron cada 48 h. El contenido de glucosa se cuantificO como se menciona
anteriormente. La tasa de consumo especifica pou (h™) se calculé mediante el
ajuste del modelo logistico. El tiempo caracteristico de consumo de glucosa se

registré como el inverso de L.
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e Crecimiento microbiano: Se tomaron muestras de membranas NCB de la
superficie cada 48 h, hasta el proceso de fermentacion final a las 408 h. Para
eliminar las células viables, las membranas NCB se lavaron en solucion salina
estéril durante 3 h en condiciones de agitacion vigorosa. Después de 3 h, se
tomaron muestras de 1 ml de solucién salina para medir UFC en medio de agar
HS. La tasa de crecimiento especifica pum (h™), se calculd mediante el ajuste del
modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al. 1990). El tiempo caracteristico
del crecimiento microbiano se registrd como el inverso de pm.

e Produccion de NCB: una vez que se extrajeron las células viables, se afiadieron las
membranas de NCB a la solucion de KOH al 5% en p/v para eliminar la biomasa
y los desechos, y finalmente se lavaron hasta alcanzar un pH neutro. Finalmente,
las membranas BNC se secaron en un horno de conveccion a una temperatura de
50 °C hasta que se midi6 el peso constante. La tasa de produccion especifica pup (h°
1, se calculé mediante el ajuste del modelo logistico. EI tiempo caracteristico de
la produccion de NCB se registré como el inverso de pp.

e Difusion de glucosa a través de la membrana NCB: se usaron celdas Franz
verticales para realizar el ensayo de penetracion de glucosa a través de la
membrana NCB. La camara receptora se llen6 con solucion salina, y la cdmara del
donante se llend con jugo de fruta de banano no apto para el consumo humano. Se
tomaron muestras de 1 ml de la cAmara receptora y se reemplazaron con el mismo
volumen de solucidn salina. La concentracion de glucosa en el jugo de banano se
ajustd a 20 g/L y se reemplazé cada 15 minutos durante el ensayo con el fin de
mantener la condicién de estado estable (Diez-Sales et al. 1991). La ecuacién 5
(Crooks 1980) fue util para calcular el coeficiente de difusividad.

M

o= 2(20)? (5)

Donde, M es la cantidad de glucosa en la camara receptora, Mo es la cantidad de
glucosa en la camara donante, D es el coeficiente de difusividad y L es el espesor
de la membrana NCB.

El escalado se llevo a cabo en un contenedor de polipropileno con dimensiones de 62,5
cm; 39 cm; 18,5 cm. Este fue seleccionado porque es reutilizable, facil de transportar,
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liviano, de bajo costo, facil de lograr, esterilizable en autoclave, resistente a los impactos

y permite el monitoreo de la fermentacion al ser translucido.

Resultados y discusion

Disefio de experimento y optimizacion del rendimiento de NCB

El rendimiento de NCB alcanzado con K. medellinensis NBRC 3288 a partir del medio de
cultivo obtenido de las frutas de banano no aptas para el consumo humano se evalué
mediante los cambios en la concentracion de glucosa (X1), edad del indculo (X2),
concentracion de indculo (X3), concentracion de etanol (X4) y relacion volumen/area (Xs).
Los rendimientos de NCB obtenidos con cada tratamiento evaluado se muestran en la
Tabla 13. La Figura 10 muestra el efecto de cada factor en un diagrama de Pareto que
permite determinar los més relevantes sobre el rendimiento en la produccion de NCB. De
la Figura 10, se puede extraer que la concentracion de glucosa y la relacién volumen/area
presentaron un efecto significativo sobre el rendimiento de NCB. La glucosa es el
componente basico de la celulosa (Cocinero et al. 2009); por lo tanto, no es sorprendente
que la concentracién de glucosa fuera un factor significativo. Sin embargo, de acuerdo
con informes anteriores que utilizan K. medellinensis, el nivel deseable de la
concentracion de glucosa fue de 20 g/L (Carlos Molina-Ramirez et al. 2017). En este
capitulo, la Figura 10, sefiala que una mayor concentracion de glucosa permite una mas
alta produccion de NCB, pero no por la presencia de glucosa per se, sino por la de otros
componentes de la fruta de banano como vitaminas (A, B1, B2 y C), sales (de potasio,
magnesio, etc.) y aminoacidos (como histidina, leucina, etc.) (Goswami and Borthakur
1996; Cano et al. 1997; Mustaffa et al. 1998; Emaga et al. 2007; Aurore, Parfait, and
Fahrasmane 2009; Ito, Ueno, and Kikuzaki 2017).
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Figura 10. Diagrama de Pareto que muestra los efectos de los factores evaluados.
Tenga en cuenta que la concentracion de glucosa y la relacion volumen/area son los
factores relevantes. El signo mas de la concentracién de glucosa significa que la
NCB mejora cuando aumenta la concentracion de glucosa y viceversa con la
relacion volumen/area

Estas sustancias podrian mejorar el rendimiento de NCB, como se ha demostrado en el
caso de la vitamina C (Keshk 2014), ciertas sales como MgSQO4 o0 CaCl, (Mohite, Kamalja,
and Patil 2012), vitaminas del complejo B (Kouda, Yano, and Yoshinaga 1997), y
aminoacidos (Matsuoka et al. 1996). Ademas, la produccién de NCB ocurre en la
superficie en contacto con el aire y el espesor de ésta aumenta con el paso del tiempo
durante la fermentacion. Por lo tanto, todos los nutrientes deben transferirse a la zona en
contacto con el aire a través del mecanismo de difusion, que depende del gradiente de
concentracion (Laidler and Shuler 1949), por lo que la concentracion de glucosa tiene un

impacto sobre el rendimiento de NCB como lo demostraron Molina-Ramirez et al. (2017).

Por otro lado, la relacion volumen/area fue importante porque el rendimiento depende del
volumen de medio de cultivo utilizado (como una relacion de la celulosa seca y el volumen
del medio, g/L), y debido a que la NCB se produce en la interfase medio de cultivo-aire,
el area superficial es una variable muy importante porque se incrementa la transferencia

de oxigeno si aumenta la superficie (Krystynowicz et al. 2002).

80



Asimismo, la difusion de compuestos, como la glucosa desde medio de cultivo liquido a
la interface NCB-aire a través de la membrana NCB, es proporcional al area superficial
del recipiente debido a la Ley de Fick, como se demostrd por Hornung et al. (2006). Esto,
explicaria los resultados de este estudio, donde se obtuvo un mayor rendimiento de NCB
debido al aumento del area de la superficie del recipiente (reduccion de la relacion V/A)

como se muestra en la Figura 10 y también por Ruka, Simon, and Dean (2012).

Los otros factores como la edad del indculo, la concentracion de indculo y la
concentracion de etanol no mostraron efecto significativo sobre el rendimiento de NCB.
Por lo tanto, de acuerdo con el diagrama de efectos principales que se muestra en la Figura
11, se decidi0 utilizar un indculo de 24 h de edad, una concentracion de inéculo de 0,42
g/L y ninguna adicién de etanol en los medios de cultivo en la siguiente etapa del proceso

de optimizacion.

Rendimiento NCB (g/L)

Relap,:
Cic, |,
2

Figura 11. Diagrama de efectos principales. Tenga en cuenta el efecto insignificante
de la edad del inéculo, la concentracion del indculo y la concentracién de etanol en
el rendimiento de NCB

Los resultados de las condiciones optimizadas se muestran en la Figura 12 y la ecuacion
de segundo orden que describe el comportamiento de produccién de NCB en funcién de

la concentracion de glucosa y la relacion V/A es la ecuacion 6.

NCB(9/,) = —8,32 + 0,54X; + 4,39X5 — 0,01X,* + 0,02X, X5 — 1,15Xs>  (6)
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Figura 12. a) Superficie de respuesta del efecto de la concentracion de glucosa y de
la relacion V/A sobre el rendimeinto de NCB. b) Diagrama de contorno para el
efecto de la concentracion de glucosa y relacion V/A

Finalmente, para verificar los resultados del valor éptimo predicho, un experimento en
condiciones optimizadas (concentracion de glucosa 26,4 g/L y relacién V/A 2,2 cm), se
obtuvo un rendimiento de NCB de 5 £ 0,01 g/L, lo que significa que el rendimiento
aumento en un 42,4% en comparacion con el mejor resultado obtenido en la etapa de

cribado de este estudio. El experimento se realizé por triplicado.
Escalado de la produccion de BNC en estado estatico

Se propone por primera vez un criterio técnico para la ampliacién exitosa de la produccion
de NCB en el modo de fermentacion de cultivo estatico. Una vez establecidas las
condiciones de cultivo éptimas para producir NCB a partir del medio de frutas de banano
no aptas para el consumo humano, el siguiente paso fue usar la estrategia para establecer
el mecanismo que rige el proceso de produccion de NCB a través de la metodologia de
anélisis de régimen. La palabra "régimen” se refiere al predominio de un mecanismo
(proceso) particular dentro del sistema, que genera cambios en las condiciones del
microorganismo, afectando el rendimiento del producto de interés. El analisis del régimen
muestra cuél de los mecanismos determina el rendimiento de los sistemas y como esto
cambia con la modificacion de la escala, comparando los tiempos caracteristicos de cada

mecanismo involucrado en el sistema (Sweere, Luyben, and Kossen 1987; Mavituna
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1996). Los parametros cinéticos para calcular los tiempos de caracteristicos de cada

mecanismo se expresan en la Tabla 15.

Tabla 15. Tiempo caracteristico para la produccion de NCB bajo condiciones de
cultivo optimizadas.

Mecanismo Parametro Tiempo caracteristico (h)

Fendmenos de transporte

Difusion de glucosa Doii=1,22x10"1 m?/s 675,47
Fenomenos de conversion
Crecimiento microbiano Um=0,06 h 15,62
Produccion de NCB 1p=0,02 h' 44,92
Consumo de glucosa Hei=0,22 ht 4,51

El valor del coeficiente de difusion de glucosa a través de la membrana NCB medido en
esta investigacion fue de 1,22x10™® m?/s, que es comparable al obtenido por Hornung et
al. (2006) quienes emplearon medio de cultivo HS. De la Tabla 15, se infiere que todos
los mecanismos relacionados con los procesos microbianos son mas rapidos que la
difusion de la glucosa a través de la membrana NCB. Entonces, el mecanismo que
gobierna su proceso de produccion es la difusion de glucosa. Este hecho se esperaba ya
que el espesor de la membrana aumenta con el avance del tiempo de fermentacién, lo que
provoca que la fuente de carbono se convierta en el sustrato limitante en el proceso de
produccion de NCB (Hornung et al. 2006; Verschuren et al. 2000). Los resultados de la
difusion de glucosa a través de membranas NCB con diferentes espesores se muestran en
la Figura 13. Como se menciono anteriormente, la difusion de la cantidad de un soluto es
una funcion del area a través de la cual ocurre este fenémeno, por lo que al aumentar la
superficie de la interfaz gas-liquido aumenta la tasa de transferencia de glucosa a través

de la NCB como se describe en la ecuacion 7 (Doran 2013).
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Figura 13. Resultados de la comparacion del efecto del espesor de la membrana
NCB sobre la permeabilidad de la glucosa, medido por la cantidad de glucosa
difundida a través de la membrana NCB en el tiempo.
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Donde Ny es la tasa de transferencia de masa de glucosa, A es el area a través de la cual
ocurre la transferencia de masa y dCaiu/dy es el gradiente de concentracion de glucosa a
través de la membrana de NCB. A partir de la ecuacién 7, se puede suponer que el uso de
un area infinita mejoraria el rendimiento de produccion de NCB, pero técnicamente no es
viable. Por lo tanto, desde la etapa de optimizacién se selecciond la relacion V/A como
criterio para realizar el escalado del proceso de produccién de NCB por primera vez. La
razon para escoger la relacion VV/A como criterio de escalado se soporta sobre la base que
permite aumentar el area de la interfaz aire-liquido y, al mismo tiempo, aumentar la
velocidad de transferencia de glucosa sin afectar la produccion de NCB. En ese orden de
ideas, el escalado de la produccién de NCB se realiz6 de acuerdo con las condiciones
optimizadas establecidas previamente. La Tabla 16 muestra los resultados obtenidos en el
proceso de produccion de NCB cuando fue escalada desde el recipiente de vidrio al
biorreactor de plastico. A partir de la Tabla 16 parece que el rendimiento de NCB en el
biorreactor de plastico fue ligeramente inferior al obtenido en el recipiente de vidrio de

menor tamafio. Sin embargo, esa ligera reduccion se debe a que no es posible mantener
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las mismas condiciones en ambas escalas (Ju and Chase 1992). Por otro lado, estos
resultados estan en linea con los obtenidos por Chen et al. (2018), que escalaron el proceso
de produccién de NCB con una reduccién en el rendimiento en un 23 % (Chen et al. 2018).
Tabla 16. Comparacién del rendimiento de la NCB obtenida en el recipiente de
vidrio y el biorreactor plastico. Tenga en cuenta la reduccién en el rendimiento de

NCB. Sin embargo, estos resultados fueron esperados ya que no es posible
mantener los mismos resultados en ambas escalas.

Peso Rendimiento (en el Rendimiento (en funcion del
seco (g) volumen total, g/L) area superficial, g/m?)
Rempler_\te de 0,46 5 109
vidrio
Biorreactor 16 4 89

plastico

Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado la primera aproximacion para la escalado de la
produccion de NCB a partir de frutas de banano no aptas para el consumo humano como
una materia prima mas barata en comparacion con medios de cultivo convencionales como
el HS. Mediante la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) se
establecid que la concentracién de glucosa y la relacion V/A eran los factores importantes
implicados en el proceso de optimizacion de NCB, mientras que el empleado a partir de
banano sea utilizado como materia prima. Los niveles optimos de concentracion de
glucosa 26,4 g/L y una relacion V/A 2,2 cm permitieron aumentar el rendimiento de NCB
en un 42,4 %, respecto al obtenido en la etapa inicial de cribado. Finalmente, se escogio
la relacion V/A como el criterio técnico para el escalado. El rendimiento de NCB en el
biorreactor plastico fue un 20% menor que el obtenido en el recipiente de vidrio, pero la
cantidad de NCB obtenida en el escalado fue de 16 g, es decir en un 3378 % mas que la
cantidad obtenida en los recipientes de vidrio bajo las condiciones éptimas. Los resultados
obtenidos en esta investigacion mostraron que era posible escalar la produccion de NCB
en condiciones estaticas de una manera técnica que otros investigadores pueden replicar,

utilizando otros tipos de materias primas, de tal forma que el obstaculo econdémico de
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producir NCB a bajo costo se pueda superar y por tanto aproximarse mas a su produccion

a escala industrial.
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Capitulo 5 Evaluacion de los cambios en las caracteristicas
fisico-quimicas de muestras de NCB producidas en un reactor
en unaescala 1:44

Introduccion

Como ya se ha mencionado en otros apartados de este texto, el proceso de produccion de
nanocelulosa bacteriana (NCB) se da por medio de la extrusion del polimero a través de
la membrana y pared celular de microorganismo pertenecientes al grupo del &cido acético
principalmente (Hirai, Tsuji, and Horii 2002; Saichana et al. 2015). Las NCB se
caracteriza por: su cristalinidad (principalmente tipo I, (VanderHart and Atalla 1984)),
pureza quimica (libre de lignina y hemicelulosa), su caracter hidréfilo, alta relacion de
aspecto, elevada resistencia a la traccion, porosidad, estructura nanofibrilar y
biocompatibilidad (Pecoraro et al. 2007; Islam et al. 2017), por las cuales, la NCB tiene
amplia aplicacion en diversos sectores. En las muestras producidas en este trabajo, tal
como se indica en el capitulo 2 en la seccion de resultados y discusion, la cristalinidad
alcanzada para muestras obtenidas a partir de residuos agroalimentarios de banano son del
orden de 0,45, medidas a partir de indice de relacion de cristalinidad infrarroja (ICR)
(Nelson and O’Connor 1964), y una fraccion I, de 0,77.

Los factores que afectan la produccién de NCB se han estudiado ampliamente, desde la
fuente de carbono (Embuscado, Marks, and BeMiller 1994; C. Molina-Ramirez et al.
2017), el uso de dispositivos alternativos (Cheng, Catchmark, and Demirci 2009), hasta
la adicion de algunas sustancias como polimeros (Cheng, Catchmark, and Demirci 2011)
y otros agentes o coadyudantes como el etanol y el acido acético (Carlos Molina-Ramirez
etal. 2018). Por otra parte, también se ha investigado como las propiedades y caracteristica
de la NCB se ven afectadas por diferentes factores tales como, la composicion del medio
de cultivo (Keshk 2006; C. Molina-Ramirez et al. 2018) o las condiciones de cultivo tales
como el modo de fermentacion (agitado o estatico) o la relacién area-volumen
(Krystynowicz et al. 2002). Asimismo, se han explorado cambios en la porosidad a través
de aplicar diferentes niveles de presion de las membranas, y como esto repercute en las

propiedades mecanicas (Retegi et al. 2009). Sin embargo, son pocos los reportes que hay
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sobre el escalado de la NCB en modo estatico, y no se ha detectado, hasta el momento,
ningun ensayo en el que se haya evaluado cémo se ven afectadas las propiedades
mecanicas y térmicas, asi como aspectos estructurales como la cristalizacion de las NCB

debido al escalado.

Por eso en este capitulo, se indagd por los cambios en las caracteristicas y propiedades de
la NCB cuando hay un proceso de escalado usando residuos agroalimentarios de banano,
en el que se pasa de un recipiente con un area de 41 cm? hasta un reactor con un area de
1800 cm?, siendo este el Unico criterio diferenciador entre las muestras. Asimismo,
proponer algunas estrategias e.g el aumento de la concentracion celular inicial, que
permitan corregir algunos cambios negativos como la reduccion de las propiedades
mecanicas, y de esta manera lograr que el proceso de escalado sea llevado a cabo de la
mejor manera posible sin afectar las propiedades y caracteristicas de la NCB como materia

prima para muchas industrias.

Materiales y métodos

Fermentacion y produccién de NCB

La produccién de NCB se obtuvo a partir de un medio de cultivo producido con residuos
agroalimentarios de banano. K. medellinensis se inocul6 en el medio de cultivo en una
relaciéon de volumen 10 % v/v, con una concentracion inicial de 0,42 g/L y 24 h de edad.
La fermentacidon para la produccion de NCB se llevé a cabo durante 12 dias en condiciones
de cultivo estético, bajo las condiciones optimizadas previamente descritas en el capitulo
3. Para la produccion de NCB se usaron dos tipos de recipientes con dimensiones
diferentes, el primero corresponde a recipientes de vidrio con un volumen de operacién
de 90 mL y érea transversal de 41 cm? (BC-B1), y el segundo corresponde a un biorreactor
plastico con un volumen de operacion de 4 L y un area transversal de 1800 cm? (BC-B44),
el cual equivale a una escala 44 veces mayor que cumple con el criterio de escalado para

procesos biotecnoldgicos de al menos 1:10, tal como se describid en el capitulo 3.

Finalmente, las muestras obtenidas se lavaron tal como se describe en los capitulos

anteriores.
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Caracterizacion de NCB obtenidas en diferentes escalas

Las propiedades y caracteristicas de la NCB producida a partir de banano en diferentes

escalas se determin0 a través del uso de las siguientes técnicas.
Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las membranas se cortaron, se liofilizaron y se recubrieron con oro/paladio usando
pulverizacion idnica. Las muestras se observaron con un microscopio Jeol® JSM 5910 LV
operado a 20 kV y las imégenes se analizaron mediante el software Image-J para

determinar el ancho de las nanofibras.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR)

Los espectrogramas se obtuvieron en un espectrofotometro Nicolet S50 de Thermo® en el
rango de 4000-400 cm™ utilizando un cristal ATR de diamante. Los espectros se grabaron
con una resolucion de 4 cm™ y una acumulacion de 256 escaneos. La fraccion de celulosa

I, se midio de acuerdo con el método de Imai y Sugiyama (1998):

fo = Az50/(A750 + kA710) (8)

Donde, A710 Y Arso son las intensidades de las bandas 710 y 750 cm™, respectivamente, y
k es la relacion del coeficiente de adsorcién entre los dos picos (0,16) (Imai and Sugiyama
1998).

Difraccién de rayos X (DRX)

Se analizaron membranas de celulosa secas con diferentes espesores mediante difraccion
de rayos X en un equipo Rigaku® Miniflex que operaba en la longitud de onda de radiacion
CuKoy filtrada con Ni (A = 0.15406 nm), generada a un voltaje de 45 kV y una emision
de filamento de 40 mA. Los datos se recolectaron en modo de reflexion en el rango de 10-
35° 20 con un paso de 0,013°. Los escaneos procedieron a 56,58 s por paso. Los espacios
d entre los planos cristalinos se determinaron usando la ley de Bragg expresada por la

ecuacion 9
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A

d= (9)

T 2sen®

donde 0 es el angulo entre el plano y el haz difractado o incidente y A es la longitud de
onda de los rayos X. Una aproximacién de tamarfio de cristal aparente (ACS) se calcul6
usando la férmula de Scherrer, ecuacion (10)

0,91

ACS= ——
FWHM cos 6

(10)

donde FWHM es el ancho del pico a la mitad de la altura maxima, 0 es el angulo de Bragg,

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

El indice de cristalinidad (IC) se calcul6 segun el segundo método descrito por Park et al.
(2010), como la relacion entre el area de todos los picos cristalinos y el area total (Park et
al. 2010).

Isotermas de adsorcion de N»

Las muestras de NCB fueron recortadas en pequefios cuadros. Posteriormente, se pesaron
alrededor de 150 mg de cada una de las muestras y se sometieron a un proceso de purga
con He. Finalmente, los ensayos se realizaron en un sistema de para deteccion de area
superficial ASAP 2020 PLUS de Micromeritics®, durante 6 horas cada muestra. Los
calculos de las areas superficiales, los tamafios de poro y los volimenes de los poros
fueron realizados por el software ASAP 2020 Plus versién 1.03, usando la ecuacion de
Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Brunauer, Emmett, and Teller 1938), y el método
Barrett-Joyner—Halenda (BJH) (Barrett, Joyner, and Halenda 1951).

Ensayos de traccion

Las propiedades se midieron de acuerdo con el procedimiento ASTM 882-12 con un
texturometro TA.XT Plus de Stable Micro Systems®. Las muestras fueron cortadas en
tiras con una longitud de 19 mm, ancho de 5 mm y espesor variable. Una velocidad de
prueba de 1,9 mm / min y una celda de carga de 30 N fueron usadas. Las pruebas de

traccion se realizaron con al menos 5 muestras, y se tomaron los valores promedio.

Analisis termogravimétrico
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Los termogramas se obtuvieron usando un analizador termogravimétrico Mettler-
Toledo®. Las muestras fueron cortadas en pequefios circulos homogéneos hasta alcanzar
10 mg, posteriormente se colocaron en una bandeja de alimina en una atmdsfera de
nitrogeno y se generd una rampa de calentamiento desde 30 °C a 800 °C a una tasa de 10

°C/min.

Resultados y analisis

La NCB producida en ambas escalas se muestran en la Figura 14. En la Figura 14a se
aprecian las NCB obtenidas en el recipiente de vidrio con &rea transversal de 41 cm? (BC-
B1) mientras que en la Figura 14b se observan las membranas de NCB obtenidas en el
biorreactor plastico con un area de 1800 cm? (BC-B44). El peso seco que se alcanzé de
NCB para la muestra BC-B1 fue de 0,46 g respecto de los 16 g que se lograron conseguir
en el caso de la muestra BC-B44, lo que indica un aumento de 3378 %. Este incremento
era de esperarse, debido a que la produccion de NCB, cuando la fermentacion se hace de
manera estatica, es proporcional al area transversal tal como lo hemos demostrado en el

capitulo anterior y por otros autores como Ruka, Simon, and Dean (2012).

Figura 14. NCB producida en diferentes escalas. a) BC-B1, aqui la membrana se
muestra lavada. b) BC-B44, aqui la membrana se muestra sin lavar.

Las imagenes SEM de las muestras obtenidas en esta parte de la investigacion, se pueden
observar en la Figura 15a-d. Las Figuras 15a y 15b corresponden a la membrana BC-B1,
y la 15c y 15d a BC-B44. Por su parte, 15a y 15¢ son imégenes de la superficie de las
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membranas, y 15b y 15d corresponden a la superficie transversal de la fractura criogénica
de las mismas. En las imégenes se observa que las nanofibras en BC-B1 son mas anchas,
en comparacion con las de BC-B44 (Figuras 15a 'y 15c), alrededor de 2 veces, tal como se
demuestra en la Tabla 17. Dada la naturaleza de la biosintesis de la NCB, la cual es
extruida perpendicularmente en forma de filamentos que se aglomeran y forman las
nanofibras de acuerdo a Hirai et al. (2002) (Hirai, Tsuji, and Horii 2002), al existir menos
espacio para el acomodamiento de las nanofibras que se van generando en el recipiente de
vidrio, comparado con el biorreactor, se provoca un efecto de aglomeramiento por el
efecto del confinamiento de unas nanofibras sobre otras tal como ocurre con cuando se

somete a un campo ultrasénico (Tischer et al. 2010).

El fendmeno descrito anteriormente se muestra en la Figura 16. En la Figura 16a se ilustra
la manera como se extruyen las cadenas de NCB y como se generan las nanofibras, la
Figura 16b ilustra lo que sucede en el recipiente de vidrio, la proximidad entre las células
debido a las limitaciones de espacio provoca que se empiecen a formar nanofibras con
mayores didmetros, asi como el efecto que generan las paredes que las direccionan unas
contra otras y contribuye en el engrosamiento de estas. Por su parte la Figura 16¢, muestra
lo que ocurre en el biorreactor plastico donde gracias al mayor espacio disponible las
células no se encuentran tan préximas y por lo tanto no se presenta el fenémeno de
engrosamiento de las nanofibras, también se puede suponer que la mayor disponibilidad
de espacio permitiria obtener fibras mas largas porque el efecto de las paredes se
presentaria hasta que las cadenas de NCB alcancen estas y eso se cree que ocurre mucho
tiempo después de lo que ocurre en el recipiente de vidrio.

Por otra parte, la superficie de la fractura criogénica se ve una mayor densidad de fibras
en BC-B1, respecto a la obtenida en el en BC-B44. Todo esto, puede tener efectos sobre

las propiedades mecénicas como veremos mas adelante.
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Figura 15. Iméagenes SEM de las membranas liofilizadas obtenidas en ambas
escalas. a) Imagen de la superficie de BC-B1. b) Imagen de zona transversal de la
mebrana después de una fractura criogénica de BC-B1. c) Imagen de la superficie
de BC-B44. d) Imagen de zona transversal de la mebrana después de una fractura

criogénica de BC-B44.

Tabla 17. Diametro de las nanofibras que componen las membranas de NCB

analizadas.
Muestra Diametro nanofibra (nm)
BC-B1 43,37 7,70
BC-B44 20,39 +£5,08
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Figura 16. a) Descripcion gréafica de produccion de NCB por K. medellinensis. b)
llustracion del efecto de confinamiento producido por las dimensiones del
recipiente de vidrio. c¢) llustracion de lo que ocurre con las nanofibras de NCB en el
biorreactor de plastico donde no existe la limitacion por el confinamiento.

Los espectros infrarrojos obtenidos a partir de las muestras producidas en escalas
diferentes se muestran en la Figura 17a y las bandas correspondientes a las estructuras

alotrépicas tipo I,y Ig en la Figura 17b. En la Figura 17a se observan las bandas més
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sobresalientes de la NCB, la banda 900 cm™ (C-O-C, enlace B-glucosidico) (Wong,
Kasapis, and Tan 2009), 1111 cm™ (vibracion no simétrica del anillo de glucopiranosa
(Tsalagakas, 2015)), 1163 (vibracion asimétrica del enlace C-O-C) (Fan, Dai, and Huang
2012). Asimismo en la Figura 17b, se observan las bandas 750 cm™ y 710 cm™
caracteristicas para los alomorfos I, y I, respectivamente (Sugiyama, Persson, and
Chanzy 1991). Dicho esto, es claro que el material obtenido es NCB, sin embargo se not6
una banda en la region 1745 cm™ que se podria adjudicar a la presencia de grupos
carbonilos (Ung-Jin Kim et al. 2000) debido, posiblemente, a la naturaleza del medio de
cultivo utilizado, el cual tiene una composicién muy heterogénea. Por otra parte, no hay
cambios en la estructura cristalina de la NCB ya que en ambas muestras evaluadas la
fraccion de celulosa I, fue de 0,81.

2|
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Figura 17. a) Espectros infrarrojos de BC-B1y BC-B44, con algunas bandas
importantes sefialadas. b) Acercamiento de las bandas 710 cm™ y 750 cm™ que
denotan la presencia de los alomorfos Ip y la, respectivamente.

Luego de verificar algunos cambios a nivel morfoldgico con las imagenes de SEM, y
ningun cambio importante en la estructura quimica de las muestras, continuaremos con el
analisis de la difraccién de rayos X para verificar algiin cambio a nivel de la estructura
cristalina. En la Figura 18 se muestran las difractogramas de rayos X de BC-B1 (18a) y
BC-B44 (18b). Los datos de la distancia de los espacios intercristalinos (d), el tamafio
aparente de los cristales de cada plano (ACS) y el indice de cristalinidad (Ic) se muestran
en la Tabla 18. Los planos cristalograficos sefialados corresponden a la indexacion
propuesta por Sugiyama et al. (1991) (Sugiyama, Persson, and Chanzy 1991). Los valores
de d son muy similares a los obtenidos en NCB producida a partir del medio de cultivo

HS por Castro et al. (2011) (Castro et al. 2011), sin embargo el tamario de los cristales es

99



mayor a los obtenidos por los mismos autores, lo que implicaria un empaquetamiento de
un numero mas alto de cadenas de celulosa en comparacion a cuando se implementa el
medio de cultivo HS. Por otro lado, entre las muestras evaluadas en este capitulo no se
observan diferencias significativas. Este hecho reafirmaria lo explicado anteriormente,
donde el recipiente mas pequefio genera un efecto de confinamiento que provoca un
cambio a nivel de las nanofibras y no de los nanocristales, a diferencia de resultados
obtenidos por Shezad et al. (2010) quienes si hallaron cambios en la cristalinidad y en
fraccion de celulosa tipo I, relacionados a los cambios en el diametro de las nanofibras.
Este hallazgo seria la primera comprobacion realizada sobre el efecto de las dimensiones

del biorreactor sobre las caracteristicas morfolégicas de la NCB.

110 BC-B1 110 BC-B44

100 100
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Figura 18. Espectros de difraccién de rayos X de BC-B1 (izquierda) y BC-B44
(derecha). Se sefialan los planos cristalograficas que representa cada pico de
acuerdo a la indexacion propuesta por Sugiyama et al. (1991).

Tabla 18. Parametros extraidos de los difractogramas de la figura 5. d represena la
distancia entre los planos, ACS representa el tamafio de los cristales e IC es el
indice de cristalinidad.

BC-B1 BC-B44
cristZIlggfésficos 100 010 110 100 010 110
d (nm) 0606 0517 0388 0611 0521 0391
ACS(nm) 7331 11,559 10,754 7253 12204 11444
Ic (%) 83,0 81,9
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Continuando con la secuencia de la caracterizacion, la Tabla 19 muestra los resultados
obtenidos del analisis del area BET, el tamafio de poro, y volumen de poro para las dos
muestras analizadas. Los valores de los pardmetros sefialados en la Tabla 19 para las
muestras analizadas, muestran que ambas son materiales altamente mesoporosos (Kresge
et al. 1992; Dubinin 1979). Los valores de las areas superficiales son muy inferiores a los
obtenidos por otros investigadores, como por ejemplo Kim et al. (2002) quienes
establecieron un area superficial para NCB, obtenida a partir de medio de cultivo
comercial, de 2,7 m?/g (Kim, Nishiyama, and Kuga 2002). De esta informacion, se
desprende que al haber menor area superficial en BC-B1 implica que hay menos
nanofibras disponibles para interactuar con el N2, esto reforzaria el hecho de que las
nanofibras se aglomeraron por accion del confinamiento en el menor espacio fisico
disponible haciendo que éstas alcancen un mayor didmetro tal como se observo en las
imagenes de SEM en la Figura 15a y 15c. Esto supondria que debido a que BC-B1 tiene
menos vacios (por el volumen del poro, es la mitad de BC-B44) las propiedades mecanicas
puedan variar. Asimismo, se esperaria una estabilidad térmica un poco mayor debido al
menor area superficial disponible, la cual limitaria el proceso de propagacion de la
degradacion térmica.

Tabla 19. Parametros establecidos a partir de los ensayos de fisisorcion de N2 en las
membranas BC-B1 y BC-B44.

Area superficial Volumen de poro  Tamafio de poro

(m?/g) (cm®/g) (nm)
BC-B1 0,384 0,001 20,699
BC-B44 0,686 0,002 16,881

Después de analizar los cambios a nivel superficial, procedemos a verificar los efectos del
escalado de la produccion de NCB en las propiedades mecanicas. Los resultados estan
reflejados en la Figura 19. La Figura 19a, muestra el diagrama de esfuerzo vs deformacion
obtenido en ambas muestras. Es evidente que la muestra BC-B1 mostré un modulo de
elasticidad 1149,84 + 222 MPa, respecto a BC-B44 cuyo mddulo fue de 569,04 + 64,38
MPa. Estos valores son menores a los obtenidos en capitulos anteriores debido a que, para

esta parte de la investigacion, se decidio secar las muestras al aire y no en hornos de
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conveccion forzada para evitar la orientacion de las fibras, asimismo no se secaron usando
ningun peso sobre ellas, sin embargo fueron muy similares a los obtenidos por Tsouko et
al. (2015) quienes usaron residuos ricos en almidones (Tsouko et al. 2015). Este resultado
era esperado, desde que se sabe que hay una relacion entre la porosidad y las propiedades
mecanicas de un material (Lu, (Max) Lu, and Xiao 1999; X. Chen, Xiang, and Vlassak
2006) y ya habia sido comprobado para la NCB por Retegi et al. (2009) cuando sometieron
las peliculas de NCB a diferentes presiones (Retegi et al. 2009). Por su parte, las Figuras
19b y 19¢ muestran las imagenes de microscopia electronica de las superficies de fractura,
después de someterse al ensayo de traccion, de BC-B1 y BC-B44, respectivamente. En
ambas figuras se aprecia el fendmeno de pull-out, propio de este material (Meng et al.
2017), sin embargo se nota un mayor niamero de fibras rotas lo que supondria una mayor
cantidad de puentes de hidrégeno intra e interfibrilar en la muestra BC-B1, que le
confieren resistencia y modulo superiores a las de BC-B44 (Yamanaka et al. 1989; Nge
2010), estos resultados son similares a los obtenidos por Chen et al. (2018), quienes
asocian con estas diferencias con cambios morfoldgicos en la NCB (G. Chen et al. 2018).
La mayor deformacién en BC-B44, podria estar relacionada con el hecho de la mayor
porosidad obtenida en estas muestras, por lo tanto se provocaria no solo una menor
resistencia y mddulo, como ya menciond, sino que estaria involucrada en el aumento de
la deformacién, tal como lo demostraron Sehaqui et al. (2011), cuando elaboraron
nanopapeles de celulosa. También, en apariencia, las nanofibras en BC-B44 muestran un
menor diametro de estas respecto a las de BC-B1. Esto supondria una ventaja importante
para las aplicaciones donde se requiera una relacion de aspecto alta como la produccion
de materiales compuestos porque dicha relacion es inversamente proporcional al didmetro
(Zimmermann, Pohler, and Geiger 2004; Shinoda et al. 2012).
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Figura 19. a) Diagrama de esfuerzo contra deformacion de las muestras BC-B1y
BC-B44. b) Imagen obtenida por microscopia de barrido de la zona de fractura de
BC-B1. ¢) Imagen obtenida por microscopia de barrido de la zona de fractura de
BC-B44.

Finalmente, la respuesta de las muestras evaluadas a la prueba de analisis
termogravimétrico es mostrada en la Figura 20. De los diagramas se puede extraer una
ligera diferencia entre la maxima tasa de degradacion (MTD) entre BC-B1 (357,5 °C) y
BC-B44 (353,3 °C), en ambos casos hay una reduccion de la MDT respecto a la NCB
producida a partir de medios de cultivo comerciales como es el caso del medio de cultivo
HS, tal como lo hemos demostrado anteriormente (C. Molina-Ramirez et al. 2018).
Asimismo, ocurre con los valores de la temperatura inicial de degradacion (TID), la cual
fue de 281 °C para BC-B1 y de 275 °C para BC-B44. Esto puede estar relacionado con el
hecho que BC-B44 tiene un area superficial mayor, lo cual le confiere al material una mas
alta area de contacto, provocando una estabilidad térmica menor a la de la de BC-B1 dada
la naturaleza de la degradacion térmica de los polimeros que sigue una ruta de
descomposicion compuesta por i) iniciacion, ii) prolongacion y iii) terminacion (Ray and
Cooney 2012). Los resultados obtenidos en el TGA reafirman los anteriormente tratados,

desde los que se marca una diferencia en las propiedades mecanicas en ambas muestras

103



de NCB, y que el tamafio del recipiente donde se lleva a cabo la fermentacion ejerce un
efecto sobre la morfologia de las nanofibras de la NCB, que a su vez repercute sobre las
propiedades mecénicas y térmicas. Los cambios que se generan a nivel mecénico y
térmico en las membranas producto del escalado podrian manipularse a través de cambios
en las condiciones del medio de cultivo, como por ejemplo el aumento de la densidad
celular inicial. Dicho cambio, podria inducir una configuracion en la red de nanofibras
similar a la obtenida con BC-B1, a través de la imitacion de las condiciones de

confinamiento.
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Figura 20. Curvas de TGA (linea negra) y DTG (linea gris) de BC-B1 (izquierda) y
BC-B44 (derecha).

Conclusiones

El efecto del escalado sobre las caracteristicas de NCB producida a partir de banano ha
sido verificada. El efecto de cambiar la escala del recipiente donde se ejecuta el proceso
de fermentacion para producir NCB se notd sobre las caracteristicas morfologicas al
reducirse el didmetro de las nanofibras, el cual se redujo a la mitad en BC-B44. Lo
anterior, degenero en una reduccion del modulo de elasticidad, de la resistencia y de la
temperatura maxima de degradacion en BC-B44. Sin embargo, se cree que se produjeron
membranas compuesta por nanofibras con didmetros menores con perspectivas mejoradas
para su aplicacion en el campo de los materiales compuestos. Este cambio, podria evitarse

a través de la modificacion de las condiciones de cultivo de K. medellinensis mediante un
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aumento en la concentracion inicial del microorganismo, de manera que se evite que la
red de NCB tenga las fibras mas delgadas, promoviendo asi el engrosamiento de estas, tal

como ocurre en el recipiente pequefio como se explicd anteriormente.
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Conclusiones generales, trabajos futuros y productos
relacionados

Conclusiones generales

A lo largo de esta tesis se exploraron diferentes fuentes alternativas de carbono de bajo
costo para la produccion de NCB de la manera mas eficiente posible con miras a superar
las limitantes en la produccion comercial de esta, a través de la implementacion de
metodologias tradicionales de procesos en agitacion para el escalado de un biorreactor en

condiciones de fermentacion estatica.

La investigacion se inicié con la utilizacion de tres residuos agroalimentarios diferentes:
banano, mango y lactosuero, a partir de los cuales se produjo NCB y se evaluaron tanto el
su rendimiento como sus propiedades y caracteristicas. Los tres medios de cultivo que se
obtuvieron eran ricos en glucosa, principalmente el obtenido a partir de banano. En ese
orden de ideas, el medio de cultivo a partir de los residuos de banano permiti6 obtener el
rendimiento mas alto, ademéas de la NCB con las propiedades mecanicas mas altas en
comparacion con los otros dos tipos de residuos y el medio de cultivo control (HS), por
un delicado equilibrio en la relacion de la concentracion de sales de calcio, potasio,
magnesio y sodio; asi como por la presencia de componentes poliméricos propios de este
tipo de sustancias. Por otra parte, el rendimiento de la NCB obtenida a partir de lactosuero
fue similar al obtenido con el medio de cultivo HS y también mostré un aumento de la
temperatura de degradacion, abriendo la puerta a aplicaciones que requieran este tipo de

propiedades.

Como primer paso en el proceso de optimizacion en la produccién NCB, se establecieron
las condiciones Optimas para la obtencién del in6culo de K. medellinensis NBRC 3288.
En este punto se logrd reducir el tiempo de crecimiento de 3 dias a 2, y la densidad celular,
asi como aumentar la velocidad de éste en un 35 % al pasar de 0,15 h*! hasta 0,23 h™. Se
consiguio la formulacion de un nuevo medio de cultivo en la que se redujo el contenido
de glucosa en un 73 %, lo cual representa un ahorro importante desde el punto de vista

econdémico. Asimismo, se comprobd la importancia que tiene la concentracion celular del
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indculo en la produccion de NCB cuando se emplea un medio de cultivo comercial como
el HS.

Hoy en dia, las nanoestructuras de celulosa son una de las mas prometedoras, y un amplio
trabajo en el &rea de materiales y biotecnologia busca identificar un proceso eficiente para
su produccion. Incluso cuando las escalas de laboratorio son exitosas, los aspectos
cruciales de las aplicaciones mas comerciales de las nanoestructuras de celulosa estan
vinculadas a la produccion a gran escala. Este ultimo aspecto es mas relevante cuando se
produce nanocelulosa bacteriana, porque se requiere un equilibrio entre el costo de los
medios de cultivo y el valor del producto. Por lo tanto, una vez establecido que el banano
fue el que mejores resultados ofrecio en rendimiento, y las condiciones para obtener el
indculo, se establecieron las condiciones Optimas para la produccion de NCB y su
consecuente escalado. En este paso se establecio que la concentraciéon de glucosa en el
medio de cultivo y la relacion volumen-area fueron los factores que tuvieron efecto
significativo sobre el rendimiento de NCB. Los niveles 6ptimos de dichos factores fueron
una concentracion de 26,4 g/L de glucosa 'y 2,2 cm en la relacion V/A. Llevar a cabo la
fermentacion bajo estas condiciones permitié aumentar el rendimiento de NCB en un 42,4
%. Luego, se establecieron los tiempos caracteristicos de los subprocesos mas relevantes
en la produccion de NCB y se determin6 que el subproceso limitante es la difusion de la
glucosa a través de la membrana de NCB que se va formando en la interfase aire-medio
de cultivo. Por lo tanto, la relacion /A se selecciond como el criterio de escalado idoneo
para procesos de fermentacion en modo estatico, a través de la aplicacion de la
metodologia de anélisis de régimen por primera vez. Cuando se escald este proceso, se
obtuvo un aumento de 3378 % en la masa seca de NCB y una reduccion del 20 % en el

rendimiento, lo cual esta dentro de los rangos que manejan en otros procesos de escalado.

Sin embargo, es muy importante evaluar como se ven afectadas las propiedades y
caracteristicas de la NCB producida por el escalado. Por eso se evaluaron a través de
diferentes técnicas dicho efecto y se logré determinar que las membranas de NCB
producidas en un biorreactor plastico con unas dimensiones 44 veces superiores fueron
ligeramente menos resistentes a la traccion y también presentaron un moédulo de

elasticidad menor, asi como una temperatura de degradacién ligeramente menor. A pesar
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de lo anteriormente dicho, estas membranas del biorreactor plastico presentaron un area
superficial ligeramente mayor, también mostraron un didmetro de las nanofibras
ligeramente menor respecto a las obtenidas en el recipiente de vidrio méas pequefio. Esto,
podria implicar una ventaja importante para aplicaciones en el sector de materiales
compuestos, en el que tener un area superficial mayor, asi como un menor diametro podria
impactar en la obtencion de nanofibras con relacion de aspecto en 6rdenes de magnitud
superiores dada la relacion entre esta propiedad y el didmetro de las fibras (L/D),

permitirian un mayor margen de maniobra en la elaboracion de materiales compuestos.

La suma de todos los logros alcanzados en esta tesis permitira abrir el camino hacia la
explotacion a nivel comercial de la NCB, mediante la reduccion de costos gracias a la
implementacidn de un residuo agroalimentario con gran produccion, no solo en Colombia
sino a nivel mundial, su forma de obtencion de manera simple, econdmica y facilmente

replicable.
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Trabajos futuros

Con miras a darle continuidad a esta tesis, se plantean las siguientes sugerencias:

Es importante evaluar el contenido de los solidos retenidos en el proceso de
filtracion del medio de cultivo producido con banano, para verificar si es posible
su aprovechamiento como sustrato de segunda generacion en la produccién de
NCB o el encadenamiento en la produccion de alguna otra biomolécula de gran
importancia comercial.

Asimismo, evaluar las caracteristicas del remanente del medio de cultivo que
queda en el biorreactor una vez finalizada la fermentacion, con el objetivo de
verificar la presencia de algunas sustancias como acidos organicos, propias del
metabolismo de estos microorganismos, que pudieran representar una oportunidad
de explotacion comercial.

Dada las caracteristicas metabdlicas de K. medellinensis NBRC 3288, se propone
disefiar un proceso co-cultivo con microorganismos de naturalezas diferentes pero
complementarios, para aprovechar los residuos agroalimentarios no solo en la
produccion de NCB sino vincular otras sustancias de importancia comercial, e.g.
etanol.

A través de una estrategia de biorrefineria, disefiar un proceso en el que se
aprovechen todas las corrientes efluentes como el remanente del medio de cultivo
y los retenidos de la filtracion del mismo.

Disefar una planta piloto para la produccion de NCB a partir de residuos de la
cadena de suministro de banano, de manera que se integre en dicha cadena como
un eslabén que permita un aprovechamiento mayor a través de la proximidad
geogréfica de dicha planta a las zonas donde se da la produccion de esta fruta.
Plantear la viabilidad economica de una planta industrial en una zona proxima a
las plantaciones de banano de manera que se impacte econémica y socialmente en
toda el area de influencia de dichas zonas.

Explorar diferentes tipos de residuos agroalimentarios con alta produccion en

Colombia para la producciéon de NCB con miras a producir algunas modificaciones
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de las propiedades, tal como se demostro en esta tesis, para generar diferentes
lineas de NCB dependiendo de las aplicaciones deseadas.

En el mismo sentido de la propuesta justamente anterior, se plantea explorar
modificaciones de las condiciones de cultivo para manipular las propiedades de
las NCB.
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Productos relacionados

A lo largo de esta tesis se obtuvieron los productos que se presentan en las tablas 20, 21y

22.

Tabla 20. Articulos en revistas indexadas

Revista
Titulo

Autores

Journal of Polymers and the Environment
Physical Characterization of Bacterial
Cellulose Produced by Komagataeibacter
medellinensis Using Food Supply Chain
Waste and Agricultural By-Products as
Alternative Low-Cost Feedstocks

Carlos Molina-Ramirez, Robin Zuluaga,
Cristina Castro, Piedad Gafian

Fecha de publicacion Marzo, 2017

DOl 10.1007/510924-017-0993-6

Revista Materials

Titulo Effect of Different Carbon Sources on
Bacterial Nanocellulose Production and
Structure Using the Low pH Resistant Strain
Komagataeibacter medellinensis

Autores Carlos Molina-Ramirez, Piedad Gafian,

Fecha de publicacion
DOI

Orlando Rojas, Robin Zuluaga, Marlon
Osorio, Mabel Torres-Taborda, Beatriz
GOmez, Catalina Gomez, Margarita Castro,
Cristina Castro

Junio, 2017

10.3390/ma10060639

Revista

Titulo

Autores

Fecha de publicacion
DOI

International  Journal of  Biological
Macromolecules

Effects of alternative energy sources on
bacterial cellulose characteristics produced
by Komagataeibacter medellinensis

Carlos Molina-Ramirez, Carla Enciso,
Piedad Gafian, Orlando Rojas, Robin
Zuluaga, Mabel Torres-Taborda, Cristina
Castro

Octubre, 2018
10.1016/j.ijbiomac.2018.05.195

Revista

Titulo

Environmental Nanotechnology, Monitoring
and Management

A novel approach of conventional
methodologies to scale-up of BNC
production by using rotten banana wastes as
feedstock
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https://link.springer.com/journal/10924
https://www.mdpi.com/1996-1944/10/6/639htm
https://www.mdpi.com/1996-1944/10/6/639htm
https://www.mdpi.com/1996-1944/10/6/639htm
https://www.mdpi.com/1996-1944/10/6/639htm
http://dx.doi.org/10.3390/ma10060639
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.195

Autores

Carlos Molina-Ramirez, Angélica Serpa,
Robin Zuluaga, Cristina Castro, Piedad
Gafan

Fecha de publicacién En revision

DOI

Revista Dyna

Titulo Produccién de nanocelulosa bacteriana por
K. medellinensis a partir de lactosuero con
potenciales aplicaciones alimentarias

Autores Carlos Molina-Ramirez, Robin Zuluaga,

Fecha de publicacién
DOI

Cristina Castro, Piedad Gafan
En revision

Revista Biocatalysis and Agricultural Biotechnology

Titulo Statistical optimization of culture conditions
to improve the cell density of
Komagataeibacter medellinensis NBRC
3288: a first step toward optimizing bacterial
cellulose

Autores Carlos Molina-Ramirez, Robin Zuluaga,
Cristina Castro, Piedad Gafian

Fecha de publicacion Sometido

DOI

Revista Cellulose

Titulo Effect of scale-up on BNC produced from
rotten banana properties ads characteristics

Autores Carlos Molina-Ramirez, Ana Cafias, Robin

Fecha de publicacién
DOI

Zuluaga, Cristina Castro, Piedad Gafnan
En construccion

Tabla 21. Participacion en eventos cientificos

Evento
Titulo Ponencia

Autores

Lugar y fecha

Simposio Nacional de Biopolimeros
Celulosa: Un Polimero de Siempre con
Mucho Futuro

Piedad Gafan, Robin Zuluaga, Cristina
Castro, Adriana Restrepo Osorio, Jorge
Velasquez Cock, Ursula Montoya, Lina
Vélez, Catalina Alvarez, Carlos Correa y
Carlos Molina Ramirez

Medellin, Colombia - 8 y 9 de junio de
2017

Evento

Congreso Internacional de Investigacion e
Innovacion en Ingenieria, Ciencia y
Tecnologia de Alimentos - IICTA 2018
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Titulo Ponencia

Autores

Lugar y fecha

Produccién de nanocelulosa bacteriana por
K.

medellinensis a partir de lactosuero con
potenciales aplicaciones alimentarias
Carlos Molina Ramirez, Cristina Castro,
Robin Zuluaga y Piedad Gafian

Cali, Colombia - 16, 17 y 18 de mayo de
2018.

Evento

Titulo Ponencia

Autores

Fecha y lugar

XXVII International Materials Research
Congress

Improvement of Physical Properties of
Bacterial Cellulose Using a Cheaper and
More Ecofriendly Culture Medium, by a
Two-Stage Strategy Fermentation

Carlos Molina Ramirez, Cristina Castro,
Robin Zuluaga y Piedad Gafian

Cancun, México - 19-24 de agosto de 2018

Evento

Titulo Ponencia

Autores

Fechay lugar

X lbero American on Pulp and Paper
Research 2018

Production and Characterization of
Bacterial Nanocellulose From Rotten
Banana Fruit Rejected in Marketplaces
Carlos Molina Ramirez, Cristina Castro,
Robin Zuluaga y Piedad Gafian

Sao Paulo, Brasil — 23-25 de octubre de
2018

Tabla 22. Participacion en proyecto

Titulo Fortalecimiento a los productores en el
encadenamiento productivo de fruta
pequefia  mediante la  adecuada
transferencia de resultados de
investigacion e innovacion-MIl-12-14-
MI1-06-14. REGALIAS

Fecha inicio 14/11/2013

Fecha terminacion 14/11/2016

Funcion Auxiliar de investigacion

Titulo Desarrollo de materiales
nanoestructurados basados en celulosa
regenerada para la produccion fibras
textiles

Fecha inicio 18/07/2016

Fecha terminacion 18/01/2018

Funcion Auxiliar de investigacion
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Titulo

Evaluacion del uso de nanofibras de
celulosa y fibras naturales en la remocion
de mercurio en aguas residuales de mineria

Fecha inicio 18/07/2017

Fecha terminacion 18/07/2018

Funcion Auxiliar de investigacion

Titulo Transferencia tecnoldgica sobre
aplicaciones de  nanocelulosa en
iberoamérica - Red Nanocelia del Cyted

Fecha inicio 10/02/2018

Fecha terminacion
Funcién

10/02/2019
Investigador asistente
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