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RESUMEN EJECUTIVO

La celulosa es uno de los biopolimeros méas abundantes en la tierra y se investigan
varias aplicaciones en la industria y en medicina. La mayor parte se encuentra en
plantas (celulosa vegetal). Sin embargo, la produccion de celulosa vegetal enfrenta
problemas de deforestacion y costosos procesos de purificacion. Por otro lado, tenemos
a la celulosa bacteriana, la cual presenta varias ventajas por sus caracteristicas; no
obstante, su costo de produccion a nivel industrial aun presenta problemas. Por ello,
utilizar desechos agroindustriales de cacao y cafia como fuente de carbono para obtener

celulosa bacteriana presenta una posible solucion al problema.

Por tal motivo se planted evaluar tratamientos de hidrolisis en residuos agroindustriales
para la obtencion de azucares fermentables, los cuales serdn la fuente de carbono en
medios minimos. Posteriormente, se evalud el rendimiento de celulosa producida por
dos cepas aceéticas (PDC21 y PDC 25) y Komagataeibacter xylinus DSM 2004 (DSM
2004) en los mismos medios. Una vez determinado tratamiento adecuado para la
produccion de celulosa, que consistié en utilizar hidrolizado de cascara de cacao y la
bacteria DSM 2004, se compararon dos métodos de hidrdlisis de celulosa para obtener
uno de sus derivados, la nano-celulosa, misma que se caracteriz6 morfolégicamente
mediante FT-IR y SEM.

La investigacién demostrd la idoneidad de utilizar hidrolizados de residuos de cascara
de cacao y bagazo de cafia de azlGcar como fuentes de carbono de bajo costo para
producir celulosa bacteriana. Ademas, se determiné que los tratamientos de hidrolisis

utilizados para la obtencion de nano-celulosa no influyen en su morfologia.

Palabras clave: nanocelulosa, nanotecnologia, residuos agroindustriales, hidrolisis,
SEM,
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ABSTRACT

Cellulose is one of the most abundant biopolymers on Earth, and various applications in
medicine and industry are being investigated. Most of it is found in plants (vegetable
cellulose). However, the production of vegetable cellulose faces deforestation and costly
purification processes problems. On the other hand, there are bacterial cellulose which
has several advantages due to its characteristics; however, its production cost at
industrial scale still exhibits problems. Therefore, use agro-industrial waste from cocoa
and sugarcane as a carbon source to obtain bacterial cellulose presents a possible

solution to the problem.

Consequently, it was proposed to evaluate hydrolysis treatments on agro-industrial
wastes to obtain fermentable sugars, which will be the carbon source in minimal
mediums. Subsequently, cellulose yield produced by two acetic strains (PDC21 and
PDC 25) and Komagataeibacter xylinus DSM 2004 (DSM 2004) was evaluated in the
same medium. Once the appropriate treatment to produce cellulose was determined,
which consisted of the use of cocoa shell hydrolyzate and the DSM 2004 bacteria, two
cellulose hydrolysis methods were compared to obtain one of its derivatives, nano-
cellulose, which was characterized morphologically by FT-IR and SEM.

The research demonstrated the suitability of use hydrolysates of cocoa shell waste and
sugarcane bagasse as low-cost carbon sources to produce bacterial cellulose. In
addition, it was determined that the hydrolysis treatments used to obtain nano-cellulose

do not influence its morphology.

Keywords: nanocellulose, nanotechnology, agroindustrial waste, hydrolysis, SEM,
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion

La celulosa es el biopolimero més abundante en la tierra (Gullo et al., 2017), ademas,
es un polisacarido conformado por una cadena lineal de moléculas de glucosa unidas
por B-1,4-enlaces glucosidicos (Arevalo-Gallegos et al., 2017). Esta puede ser
producida por plantas superiores (celulosa vegetal), pero también por procariotas
distribuidos en varios taxones (celulosa bacteriana). La celulosa bacteriana presenta
varias ventajas sobre la celulosa vegetal, sin embargo, durante afios la celulosa vegetal
ha sido la mas utilizada. Por otro lado, la produccién de celulosa vegetal tiene dos
grandes problemas, el primero es la deforestacion que genera y el segundo es el costo

del proceso operativo para la purificacion de la celulosa (Bang et al., 2021).

La extraccion de celulosa de distintas fuentes vegetales cumple en su mayoria con
cuatro etapas principales: el pretratamiento (eliminacién de compuestos solubles),
tratamiento 4cido (eliminaciébn de compuestos pécticos), tratamiento alcalino
(eliminacion de lignina) y el blanqueo (eliminacion de lignina coloreada y materiales
cromoforos). Este proceso involucra a productos quimicos oxidantes que aumentan los
costos de produccion, sobre todo en la etapa de blanqueo (Wang & Zhao, 2021). Si
bien estos pueden aumentar el brillo de la celulosa también pueden debilitar la
resistencia en las fibras de la misma y, por tanto, reducir el rendimiento (Dingel
Kasapoglu et al., 2023).

En contraste, la celulosa bacteriana tiene una nano estructura Unica que esta conformada
por microfibrillas de celulosa orientadas al azar. Su disposicion tridimensional y
biocompatibilidad con el tejido biolégico han hecho de ella una candidata ideal como
material médico para la ingenieria de tejidos, ingenieria reconstructiva y el transporte de
medicamentos (Volova et al., 2018). Otras caracteristicas como la capacidad de
absorcion y retencion de agua, alta cristalinidad y porosidad hacen que tenga
aplicaciones en la industria cosmética, automotriz, electrica y de sensores (Gwon et al.,
2019; Lee et al., 2022).



Por tal motivo, la demanda de la celulosa bacteriana sigue creciendo en mercados
internacionales. Sin embargo, los costos de medios de cultivo comerciales como
Hestrin-Schramm (H-S) utilizados para su obtencién, hacen que la celulosa bacteriana
aun no sea rentable. Por esta razon, es necesario generar medios de cultivo rentables que
utilicen residuos agroindustriales como melaza, suero de queso, cascara de castafia,
cacao o0 bagazo de cafia hidrolizado en su composicién (Khan et al., 2021; Lee et al.,
2022).

En Ecuador existe una gran produccion de cacao y cafia debido a la ubicacion
geogréfica del pais (Sanchez-Cortez, 2019). Aunque la agricultura juega un papel
importante en su economia muchos de estos productos agricolas generan grandes
cantidades de desperdicios. Ya que de estos productos solo una parte es aprovechada
(Alava et al., 2022). Segun informes de la Corporacion Financiera Nacional, (2022),
en el afio 2021 se generé 11 372 505 toneladas métricas de cafia en Ecuador, de las
cuales el 25 % del peso total terminara en desechos. En otros informes de la CFN, se
dan a conocer que en el mismo afio se produjeron 302094 toneladas métricas de cacao,
de este fruto solo el 10 % del peso es aprovechable. En este sentido, en el siguiente
estudio se ha planteado aprovechar los residuos del fruto del cacao y cafia de azlcar
para la produccion de celulosa mediante herramientas biotecnoldgicas y su posterior

tratamiento para la generacion de nano-celulosa.

1.1.2. Celulosa

Es un homopolimero de estructura lineal, conformado por una cadena extendida de
subunidades de D-glucosa unidas entre si por enlaces glucosidicos B-1,4. A su vez, estos
homopolimeros estan acoplados entre si a través de enlaces intra e intermoleculares, lo
que conlleva a ensamblarse uno a lado del otro en laminas y microfibrillas (H. Lee et
al., 2014). Esta se puede extraer de fuentes como fibras vegetales, madera, hierbas y
fibras de semillas, ademas puede ser producido por algas, y bacterias (Uranchimeg et
al., 2022).



1.1.3. Fuentes de celulosa

Existe una variedad de microorganismos capaces de sintetizar y secretar celulosa. En
contraste, algunos de ellos tienen la capacidad de degradarla para utilizarla como fuente
de energia; mientras que, en otros casos organismos sintetizan celulosa para integrarla a
su composicion estructural (Shida et al., 2016; Uranchimeg et al., 2022). Las sintesis
de celulosa, generalmente esta atribuido a bacterias, sin embargo, organismos y
microorganismos como plantas y algas poseen celulosa en su composicion estructural.
Por otro lado, algunos hongos son capaces de sintetizar enzimas capaces de degradar la
celulosa (Chai et al., 2022; Yang et al., 2023).

1.1.3.1.Plantas productoras de celulosa

Dentro del reino plantae la celulosa se encuentra en una compleja asociacion quimica y
fisica con otros componentes dentro de las paredes celulares de las plantas (Ma et al.,
2019). La celulosa vegetal es el principal componente estructural de las células
vegetales y otorga resistencia mecanica a la misma, esta se encuentra tanto en la pared
celular primaria como secundaria, es esta Ultima donde se encuentra en mayor cantidad
(Desprez et al., 2007).

Las células vegetales con mayor porcentaje de celulosa son las que tiene pared celular
secundaria ya que tienen la funcion de soporte, en este proceso de sintesis, la celulosa se
va agregando entre la membrana plasmatica y la pared celular primaria al final del
crecimiento y extension de la misma. La célula GUnicamente cumple su funcién de
otorgar resistencia y transportar savia cuando esta muere (Altesor et al., 2008; Angulo
et al., 2012).

Las plantas denominadas superiores, de las que se obtiene la madera son las que
necesitan un gran soporte para crecer en altura y grosor. En este sentido, el consumo de
estas plantas por parte de la industria de la madera genera grandes cantidades de
desechos lignocelul6sicos, los cuales consisten principalmente de lignina y celulosa
(Pereyra, 2021).



1.1.3.2.0tros microorganismos con celulosa como componente estructural

Varias especies de algas son capaces de sintetizar celulosa como parte de sus paredes
celulares, entres estas se describen varias especies de algas rojas, verdes, pardas y
microalgas (Zanchetta et al., 2021). Segun Steven et al., (2022), Cladophora sp.

presenta un contenido de celulosa del 20- 30 % en relacion con el peso total.

Los tunicados son otros organismos que presentan celulosa en su composicion, estos
animales marinos presentan celulosa de gran pureza en su tunica y al igual que las algas
presentan un problema por su crecimiento descontrolado en ciertas zonas acuéticas
(Dunlop et al., 2020; Steven et al., 2022).

En contraparte cabe mencionar que existen otros microorganismos que pueden degradar
la celulosa, muchas especies de hongos poseen actividad celulitica y son aprovechados

para degradar residuos celulésicos (Gutiérrez-Rojas et al., 2015; He et al., 2022).

1.1.4. Celulosa bacteriana

Dentro de la industria, las bacterias son preferidas para la produccion de celulosa por su
rendimiento de celulosa. Especificamente, las bacterias del género Komagataeibacter
han sido determinadas como las mas eficientes en la produccion de celulosa bacteriana
(Szymczak et al., 2022). De estas Komagataeibacter xylinus es la mas utilizada, ya que
produce grandes cantidades del homopolimero extracelular. También se reporta la
capacidad para producir celulosa en bacterias como Pseudomonas, Rhizobium,
Aerobacter, Acetobacter, Azotobacter, Xanthococus y Alcaligenes (Syed Abdullah et
al., 2022).

En el proceso por el cual las bacterias producen celulosa la glucosa es transformada en
cadenas lineales de f-1,4 glucano, estas cadenas de celulosa son secretadas
extracelularmente, en donde se cristalizan para formar monofilamentos de celulosa (M.

Gao et al., 2019). Estos monofilamentos se unen para dar paso a fibras filamentosas,



que posteriormente generan una estructura tridimensional y gelatinosa en la parte

superficial de un medio de cultivo liquido (Hirai et al., 2002).

La funcion bioldgica de la celulosa para las bacterias ain no se ha establecido
claramente; sin embargo, segun Ross et al., (1991) proporciona proteccién mecénica,
quimica o bioldgica. Otros autores mencionan que la pelicula de celulosa ofrece
proteccion frente a la luz ultravioleta, otros organismo o microorganismos e iones de
metales pesados. Ademas, permite que las bacterias tengan facil acceso a la superficie
del medio liquido donde pueden aprovechar la disponibilidad de oxigeno (Chai et al.,
2022; Klemm et al., 2001).

1.1.4.1.Biosintesis de celulosa bacteriana

Se han llevado a cabo varias investigaciones sobre la produccion de celulosa por parte
de Komagataeibacter xylinus. En la Figura 1, se observa que la primera reaccion
comienza por la conversion de glucosa en glucosa-6-fosfato mediante la accion de la
enzima glucoquinasa (GC). Seguidamente la enzima fosfoglucomutasa (FGM) cataliza
la conversion de glucosa-6-fosfato en glucosa-1-fosfato. A continuacién, ocurre la
conversion de glucosa-1-fosfato en uridina-5’-difosfato-alfa-D-glucosa (UDP-glucosa)
mediada por la enzima UDP-glucosa pirofosforilasa (UTP) y en presencia de UTP-
glucosa-1-fosfato uridiltransferasa (Singhania et al., 2021).

CELULOSA  Eyicrior celular GLUCOSA

Membrana
CS GP plasmaética
Citoplasma ATP

GC
UDP-glucosa
ADP

UTP
FGM G6P-DH
glucosa-1-P gue——— (lUCOSa-6-P ) fosfogluconato

FGI
FC
fUCtoSa  p— fTUCIOSE-6-P qumm— Pentosas Ciclo de

Fosfato Krebs
FTS
F1FC FBP Gluconeogénesis
fructosa-1-P u— fructosa 1.6
/‘\ bifosfato
ATP  ADP

Figura 1. Biosintesis de celulosa bacteriana



Finalmente, la ultima conversion se da por la celulosa sintasa (CS) que consta de cuatro
subunidades proteicas (BcsA, BcsB, BcsC y BesD) de estas BesA'y BesB utiliza UDP-
glucosa como precursor para la sintesis de nanofibras de celulosa en el interior
citoplasmatico de la célula bacteriana, mientras que BcsB y BesD ayudan a secretar la

celulosa en el medio extracelular (Jang et al., 2019; Morgan et al., 2012).

1.1.4.2.Propiedades de la celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana presenta una alta pureza debido a su estado libre de lignina,
hemicelulosa y pectina, moléculas que generalmente se encuentran en la celulosa
proveniente de material vegetal. Adicionalmente, posee caracteristicas como una
excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad (Gao et al., 2019; Reiniati et al.,
2017). Su estructura tridimensional tiene una alta cristalinidad, alta porosidad, baja
densidad en estado seco, excelente permeabilidad y alta retencion de agua.
Adicionalmente posee elasticidad y adaptabilidad, una alta &rea de superficie especifica,
alto grado de polimerizacién y alta resistencia mecanica en estado de humedad
(Backdahl et al., 2006).

1.1.5. Técnicas de fermentacion de celulosa bacteriana

La produccion de celulosa bacteriana puede darse por dos métodos, el primero es la
fermentacion con agitacion, en la cual se controlan condiciones de temperatura, pH y
revoluciones por minuto (rpm); el segundo es la fermentacion estatica, en esta
unicamente se controlan las condiciones de temperatura y pH (Lee et al., 2022).
Adicionalmente, el proceso de fermentacion puede darse en biorreactores, algunos
autores lo consideran como otro método de produccién de celulosa. Dentro del cual
pueden regularse condiciones como agitacion, dimensionamiento del tanque,
temperatura, aditivos, oxigeno y concentraciones de nutrientes (Fernandes et al.,
2020).

Las condiciones de cultivo, los métodos de fermentacion, asi como las cepas utilizadas
tienen gran influencia en las microestructuras y propiedades fisicoquimicas de la

celulosa bacteriana (Gao et al.,, 2020). EI mayor rendimiento de celulosa se ha
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reportado en cultivo estatico, ademas, resulta ser el mas eficiente en cuanto a su
conformacién tridimensional. Sin embargo, el tiempo empleado para la produccion de

este es mayor en comparacion con cultivos con agitacion (Volova et al., 2018).

1.1.5.1.Cultivo estético

En este método de obtencidn la celulosa bacteriana se acumula en la union gas-liquido,
su consistencia es similar a una pelicula gelatinosa y toma la forma del recipiente en el
cual se produce la fermentacién (Rangaswamy et al., 2015). La produccion de celulosa
por este método tiene ciertas limitaciones, ya que requiere de un mayor tiempo de
incubacion en relacion con el método con agitacion (M. Liu et al., 2018).
Adicionalmente, puede considerarse laborioso debido al espacio que requieren los
recipientes para el proceso de fermentacion (Aydin & Aksoy, 2014). Sin embargo, la
resistencia mecanica, cristalinidad y el grado de polimerizacion son caracteristica de la
celulosa bacteriana que presentan ventaja en comparacién con la celulosa producida en

cultivos con agitacion (Fernandes et al., 2020).

El medio de cultivo H-S es el méas utilizado para la produccion de celulosa bacteriana,
este medio es ideal a escala de laboratorio en trabajos de investigacion. Sin embargo, al
ser un medio complejo su costo es elevado, por tal motivo, se han planteado el uso de
residuos industriales para reemplazar la fuente de carbono en el medio H-S (Anguluri
et al., 2022; Huo et al., 2022; Tsouko et al., 2015). Adicionalmente, se ha investigado
la utilizacion de estos residuos en medios minimos y medios minerales. Estos medios
generalmente son usados en investigacion para un sistema de cribado en el cual, se
determinan nuevas fuentes de energia e inhibidores del crecimiento. No obstante, por el
bajo costo de los componentes de dichos medios, también son una alternativa para
reemplazar medios convencionales en la produccién a nivel industrial (Saiki et al.,
2019).

1.1.6. Fuentes de carbono en medios de cultivo
La seleccidn de la fuente de carbono constituye uno de los aspectos fundamentales para

obtener cultivos con alta viabilidad, concentracion bacteriana y, por ende, alta
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producciéon de celulosa. Las fuentes de carbono alternativas mas usadas son los
alcoholes y los hidratos de carbono, fundamentalmente mono y disacéridos (Suzaki et
al., 2015).

Con respecto a los disacaridos son compuestos de azlcares simples, los cuales
necesariamente deben convertirse en monosacaridos previo a su metabolizacion, ya que
estos son azucares mas simples, ejemplo la fructosa, galactosa y la mas referente; la
glucosa (Melo Ruiz & Cuamatzi Tapia, 2004). Por tal motivo, la hidroélisis de residuos
orgénicos para la obtencion de productos de valor agregado es una idea que se ha
implementado en varias industrias, existen distintos dipos de hidrélisis como la &cida,

térmica, enzimatica o una combinacion de ellas (Cheong et al., 2018).

1.1.6.1.Cascara de cacao

En la elaboracion de productos a base de cacao, la cascara de este se convierte en un
residuo, cuando éste se deposita sobre el suelo de las plantaciones incrementa las
posibilidades de infecciones causadas por hongos. Ademas, el gas metano que se genera
de estos residuos por el proceso de descomposicion impacta en el medio ambiente
(Diaz-Oviedo et al., 2022). En contra parte, se informa que el consumo de cascarilla y
cascara de cacao aportan antioxidantes naturales que inactivan los radicales libres
dentro del organismo, previniendo enfermedades cardiovasculares y cancerigenas
(Teneda et al., 2019). Ademaés, se han realizado diversas investigaciones para
determinar la composicion de la cascara de cacao de acuerdo a varios factores
ambientales. Segiin Resano et al., (2022), se ha determinado la presencia de fenoles,

carbohidratos, proteinas, grasas y fibra

1.1.6.2.Bagazo de cafa

Segun el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), en Ecuador, la provincia del
Guayas cultiva el 88% de cafia de azlcar, seguido por Imbabura con el 6%, Loja con el
4% y Cafar con el 2% (MAG, 2022). Este cultivo es muy aprovechado por su jugo
puesto que contiene sacarosa, glucosa y fructosa, mientas que la fibra contiene celulosa,

hemicelulosa y lignina (Kim & Day, 2011).



El bagazo es la materia que deja el proceso de extraccion del jugo de la cafia de azucar y
constituye un subproducto heterogéneo fibroso en cuanto a su composicion estructural.
Ademas, este presenta una baja densidad por el proceso de extrusion. Adicionalmente
presenta un gran potencial para ser reutilizado en la produccion de otros materiales por
la gran cantidad de fibra (Chandler et al., 2012). Uno de los usos habituales es como
materia prima en la fabricacion de diversos muebles, produccién de bioetanol y

produccién de energia eléctrica (Resano et al., 2022).

1.1.7. Aplicaciones industriales de la celulosa bacteriana

1.1.7.1.Industria alimentaria

La celulosa bacteriana se ha consumido tradicionalmente en distintas regiones del
mundo, tradicionalmente el proceso de obtencion se basa en la fermentacion de jugos de
frutas u otras savias (Huo et al., 2022). La celulosa resultante de la fermentacién
adquiere la coloracion o sabor del medio en el cual se la realiza (Choi et al., 2022).
Adicionalmente, se ha determinado que la celulosa bacteriana funciona como una
prometedora fibra dietética al ser suplementada con otros alimentos (Zhai et al., 2018).
Por otra parte, también es utilizada como material de envasado para alimentos fragiles,

como agente espesante en carnicos y embutidos (Choi et al., 2022).

1.1.7.2.Industria biomédica

Existen varios productos comerciales que utilizan la celulosa bacteriana como apdsitos
para tratar heridas por quemaduras y Ulceras en pacientes (Czaja et al., 2007). La
celulosa bacteriana tiene la ventaja de cumplir con todos los requerimientos que deben
tener un material para ser un aposito ideal: no téxico, no adherente, no provocar
traumatismos al retirar el aposito, aislamiento térmico en el area de la herida, permitir
intercambio gaseoso, mantener un ambiente hdmedo, absorber exudados y prevenir

infecciones microbianas (Niculescu & Grumezescu, 2022).



En biomedicina, la celulosa ademas se utiliza como andamios para el crecimiento de
células humanas, asimismo cuando esta se combina con otros materiales o biomateriales
son usados como implantes de diferentes partes del cuerpo humano. Ademas, las
membranas de celulosa también son usadas como sistemas de administracion de
farmacos (Almeida et al., 2014; Y. Liu et al., 2023; Ullah et al., 2023).

Recientemente, el principal derivado de la celulosa bacteriana, la nano-celulosa, ha
ganado un nivel significativo de atencion por parte de investigadores, académicos e
industriales debido a las aplicaciones que pueden tener cuando la celulosa, adquiere un
tamafio nanométrico. Entre estas se encuentran la entrega de medicamentos e
inmovilizacion de enzimas/proteinas, ademas de tiene gran importancia en
biorremediacion de fuentes de agua (Abdelhamid & Mathew, 2021; N. Lin &
Dufresne, 2014).

1.1.8. Nano-celulosa

En estado natural no existen particulas libres de nano-celulosa, sino méas bien esta se
trata de un derivado de la celulosa, la cual estd compuesta por microfibras, la cual a su
vez esta compuesta de nano fibras de nano-celulosa como se observa en la Figura 2
(Habibi et al., 2010). Esta cuenta con una estructura rigida en forma de barra con un
didmetro de 1 a 100 nm (Lee et al., 2014). Y se puede obtener por tratamientos
enzimaticos, mecanicos o quimicos, los cuales rompen los enlaces que estabilizan la
estructura tridimensional de la celulosa (Abdelhamid & Mathew, 2021; N. Lin &
Dufresne, 2014).
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Region amorfa

/Estructura de la cadena de celulosa
Tratamiento mecanico por

cizallamiento y / \
SOZIAKCD Region cristalina

Hidrolisis con 4cidos fuertes y sonicacion

diametros de las nano-fibrillas de ‘

celulosa: ~ 5 -60 nm Diametro de los nano-cristales
de celulosa: ~ 5-70 nm

Figura 2. Composicion y estructura de material lignocelulésico
Fuente: Adaptada de Nanocellulose-based scaffolds for chondrogenic differentiation and expansion.
Donde se observa el proceso de obtencién de nano-celulosa a partir de materia vegetal. Por Szustak &
Gendaszewska-Darmach, (2021)

1.1.8.1.Estructura y composicion

Como se observa en la Figura 3 las cadenas de D-glucosa se organizan en nanofibras de
1,5 a 3,5 nm de ancho (Habibi et al., 2010) y tienen una longitud variable que puede ir
desde el nivel nanométrico al micrométrico (Huo et al., 2022). Cada subunidad de D-
glucosa adoptan una conformacion de silla y est4 ubicada 180° con respecto al resto de
subunidades, al segmento conformado por dos subunidades se lo conoce como
celobiosa. La estabilidad de la estructura se da por los enlaces glucosidicos
intramoleculares, estos se establecen entre el grupo hidroxilo (-OH) del oxigeno 3, de
una subunidad y el oxigeno 2 del anillo de la unidad contigua. Ademas, se dan enlaces
glucosidicos entre el hidroxilo (-OH) del oxigeno 2 y el oxigeno 6 del grupo hidroxilo
(-OH) de otra nanofibra (Habibi et al., 2010).
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Figura 3. Estructura quimica de celulosa bacteriana
Fuente: Adaptada Cellulosic ethanol and the future of biofuels: from carbohydrates to
hydrocarbons. Donde se observa la estructura molecular de la celulosa. Por Kallos &
Apostolopoulou, (2007)

1.1.9. Métodos de obtencion de nano-celulosa

Para la obtencién de nano-celulosa existen varios métodos que incluyen algunas
ventajas segun el tipo de aplicacion a la cual se destine. Los principales métodos de
obtencion de nano-celulosa es la hidrolisis con &cido sulfarico, oxidacion TEMPO,
tratamiento mecéanico, homogeneizacion a alta presion y tratamiento ultrasonico
(Zhaoyi et al., 2021). Entre los diferentes métodos de obtencion, también se debe tomar
en cuenta la fuente de la cual proviene la celulosa, dentro de las que incluyen métodos
bioldgicos, fisicoquimicos, quimicos y mecéanicos (Jiang et al., 2015).

1.1.9.1.Tratamiento quimico (acido)

La hidrolisis acida produce normalmente nanocristales o nanoesferas de celulosa
(CNC), pueden provenir de celulosa de diferentes fuentes (plantas, bacterias o algas).
Los CNC se asemejan en tamafio a las nanofibras de celulosa (CNF), estas Gltimas

cuentan con longitudes variables e inferiores a 100 nm, con un diametro de 4 a 20 nm.
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Mientras que el diametro de las CNC es de 3 a 5 nm. Aunque comparten un tamario
similar, los CNC presentan una mayor rigidez debido a su estructura cristalina, en
contraste los CNF contiene regiones amorfas y cristalinas haciéndolas mas flexibles
(Huo et al., 2022; Norizan et al., 2022).

1.1.9.2. Tratamiento mecénico

Para los métodos mecanicos se incluyen dispositivos como homogeneizadores de alta
presion, microfluidizadores, microtrituradores y dispersores de ultrasonido de alta
intensidad. A pesar de ello, algunos de estos equipos incluyen varios pasos mediante el
equipo de desintegracion, ademas de requerir un elevado consumo de energia para
lograr superar los enlaces de hidrégeno interfibrilares. De igual manera buscan cumplir
con la deslaminacion eficiente de las fibras de celulosa, para lograr liberar las
nanofibras (Huo et al., 2022; Wulandari et al., 2016).

1.1.10. Pruebas de caracterizacion de nano-celulosa

Es necesario reconocer varias de las propiedades fisicas de las nanoparticulas para
lograr definir si se trata de nanofibras o nanoesferas, ademas de determinar su tamafo,
morfologia, estructura. Para lo cual se recomienda realizar evaluaciones mediante
Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier (FT-IR) y Microscopia
Electronica de Barrido (SEM) (Lee et al., 2014; Norizan et al., 2022).

1.1.10.1. Espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier (FTIR)
Esta técnica permite el andlisis de grupos funcionales en compuestos tanto organicos
como inorganicos, el fundamento radica en que la radiacion infrarroja a la cual es
expuesta la muestra puede atravesarla o esta puede ser absorbida. La sefial de esta
interaccidn es detectada y genera un interferograma, el cual mediante la transformada de
Fourier es transformado en un espectro FTIR (Berna, 2017; Thermo Fisher Scientific,
2023). Este espectro ofrece bandas que son caracteristicas de la vibracion de cada grupo
funcional (Khan et al., 2018).
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En el caso de la nano-celulosa, FTIR busca determinar si existe algln tipo de variacion
en la composicion de esta, ya que puede ser influenciada por la presencia de otras
moléculas como la lignina o hemicelulosa, en el caso del proceso de purificacion de la
celulosa vegetal. Asi también se puede identificar grupos sulfatos cuando la nano-

celulosa fuese obtenida por tratamientos acidos (Berna, 2017; Volova et al., 2018).

1.1.10.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

SEM permite la obtencion de imagenes nanoscopicas de muestras bioldgicas, organicas
e inorgénicas, por tanto, es usada en ciencias bioldgicas, ciencia de materiales y la de
semiconductores (Dahmen et al., 2016).

El fundamente se basa en la interaccion de un haz de luz primario cuando entra en
contacto con la muestra, las sefiales de dicha interaccion pueden ser electrones, rayos X
y fotones, los cuales son captados e interpretados por detectores especificos para cada
sefial. Estos detectores crean imagenes de alta resolucion de la muestra (CARR et al.,
1982; Zergane et al., 2020). En este caso el anlisis de SEM para las nanoparticulas
permite caracterizar su morfologia, geometria y distribuciéon. La mayoria de las
microparticulas tienden a presentar forma de varilla semejante a una fibra, lo cual puede

determinar la influencia del método de hidrolisis (Theivasanthi et al., 2018).

1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Obtener nano-celulosa bacteriana utilizando hidrolizados de bagazo de cafia y céascara
de cacao.

1.2.2. Objetivos especificos
e Producir celulosa bacteriana a partir de hidrolizados de bagazo de cafa y cascara
de cacao en medios minimos modificados.
e Generar nano-celulosa mediante tratamientos quimicos y mecanicos.
e Caracterizar la nano-celulosa obtenida por tratamientos quimicos y mecanicos.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA
2.1.Materiales
Se presentan a continuacion los materiales empleados en el presente trabajo de

investigacion (reactivos, equipos de laboratorio y material fungible):

2.1.1. Material fungible
e Agitadores magnéticos
e Balones de aforo (25 mL; 100 mL; 500 ml; 1000 mL)
e (Caja de guantes de nitrilo (100 u)
e Cajas Petri
e Cubetas UV/Vis desechables
e Frascos tapa rosca azul (100 mL; 500 mL; 1000 mL)
e Gradilla para tubos Eppendorf
e Gradilla para tubos Falcon
e Matraz Erlenmeyer (250 ml; 500 mL)
e Mecheros
e Probetas (10 ml; 500 mL)
e Puntas para micropipetas (2 — 20 pL; 20 — 200 pL; 100 — 1000 pL; 1 —10 mL)
e Rotuladores
e Tubos eppendorf (1,5 ml)
e Tubos Falcon (15 mL; 50 mL)
e Vasos de precipitacion (100 mL; 250 mL; 500 ml)

2.1.2. Reactivos
e Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
 Acido citrico (C6H807)
e Acido clorhidrico 37 % (HCI)
e Acido sulfarico concentrado 96 % (H2SOa4)
e Bacto agar
e Cloruro de calcio di-hidratado (CaCl2 - 2H20)
e Cloruro de sodio (NaCl)
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Etanol 70 %

Etanol 95 %

Extracto de levadura

Fosfato disodico (NazHPO4)

Fosfato monopotasico (KH2PO.)

Glucosa

Hidroxido de sodio (NaOH)

Peptona

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 - 7H>0)
Tartrato doble de sodio y potasio (KNaC4H406 - 4H,0)

Equipos de laboratorio

Autoclave (HIRAYAMA/HV-110)

Balanza analitica (Adventuner Pro/OHAUS)

Camara de flujo laminar tipo 1 (OptiMAIRR)

Centrifuga (para tubos de 1,5 mL)

Centrifuga (Rotina 380-Hettich Zentrifugen) (para tubos de 15 mL y 50 mL)
Espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific accuSkan Go

Estufa

Horno secador GANDER MTN

Incubadoras

Micropipetas

Micropipetas (2 — 20 pL; 20 — 200 pL; 100 — 1000 pL; 1 — 10 mL)
Mini Spray Dryer BUCHI-B290

Molinillo eléctrico de café

Plancha de agitacién y calentamiento

Potenciometro (Mettler Toledo Seven Compact)
Refrigerador/congelador (LG)

Ultra congelador (Binder)

Vortex MIXER

16



2.2.Métodos
2.2.1. Recoleccién de residuos de agroindustrias utilizados como fuentes de
carbono

Se obtuvieron 4 kilos de bagazo de cafa de la parroquia Totoras Km 5 % via a Bafios
provincia de Tungurahua. De la misma manera se compraron 4 kilos de cacao de la
finca “Familia Garcia” en el canton Lago Agrio de la provincia de Sucumbios. Estas
muestras fueron transportadas hasta los laboratorios de la UODIDE en Universidad
Técnica de Ambato, donde se procesaron las muestras de acuerdo con la metodologia

establecida.

2.2.2. Molienda de residuos agroindustriales

Se extrajeron el mucilago y los granos del cacao para obtener la cascara del mismo,
posteriormente los dos residuos (bagazo de cafia y cascara de cacao) fueron cortados y
deshidratados al someterlos a 60 °C durante 24 horas. Posteriormente, los residuos
fueron triturados en un molinillo eléctrico hasta reducirlos a una consistencia fina y

similar a la del polvo o harina (Christiansen, 2012).

2.2.3. Determinacion de las condiciones optimas para la hidrélisis de los residuos
agroindustriales (bagazo de cafia y cascara de cacao)
La determinacion de las condiciones de hidro6lisis permitiéd conocer el tratamiento que
generd mayor concentracion de azlcares reductores a partir de los residuos
agroindustriales. Se consider6 como variables independientes a los tratamientos
empleados para la hidrdlisis (Tabla 1), mientras que los azucares reductores liberados se
consideraron como la variable dependiente. Para el analisis de los resultados, los datos
fueron analizados con ayuda de un programa estadistico, utilizando un ANOVA simple

con un 95% de confianza.

Se evaluaron dos tratamientos para la hidrdlisis: (1) En agua mas un ciclo de
esterilizacion en autoclave (121°C por 30 min a una presion de 15 Psi) y (2) En H2SO4
al 2.0 % v/v méas un ciclo de esterilizacion en autoclave (121°C por 30 min a una

presion de 15 Psi) (Ayala et al., 2021). Adicionalmente, se incluyé un control, el cual
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consistia en un tratamiento donde los residuos se suspendieron en agua sin condiciones
de esterilizacion por autoclave (121°C por 30 min a una presion de 15 Psi). Se

realizaron tres réplicas por cada tratamiento de hidrolisis.

Tabla 1. Tratamientos del disefio experimental para la determinacién de las

condiciones dptimas de hidrolisis

Tratamientos Observaciones
1. Control (Agua) 3
2. Agua + ciclo de autoclave (121°C, 30 miny 15 Psi) 3
3. (H2SO0sal 2.0 % v/v) + ciclo de autoclave (121°C, 30 miny 15 3

Psi)

La hidrolisis se realizé en microtubos de 1.5 mL, a los cuales se agregé masa de cada
molienda (cascara de cacao y bagazo de cafia) y el volumen de los solventes de cada
tratamiento (agua y H>SOasal 2.0 % v/v) para llegar a una concentracion del 10 % (p/v).
Todos los tratamientos se homogenizaron con ayuda de un vortex, seguidamente, los
microtubos se recubrieron de papel aluminio para evitar derrame de acido al ser
sometidos a las condiciones de esterilizacion por autoclave. Para concluir con la
hidrélisis, los microtibulos fueron enfriados hasta llegar a temperatura ambiente y se
procedid a clarificarlos mediante centrifugacion a 12 000 x g durante 20 min (Cheng et
al., 2019).

Se utiliz6 el método del &cido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) para determinar la
concentracion de azlcares reductores en cada tratamiento de hidrdlisis. Para esto,
previamente se neutraliz6 el tratamiento acido mediane la adicion de NaOH (5M). A
continuacion, en microtubos con tapa rosca de 1.5 mL se mezclaron 100 pL del
hidrolizado diluido con 100 uL del reactivo DNS (relacion 1/1). Estos se incubaron a
100 °C en un bafio seco durante 5 min. Posteriormente, las muestras se colocaron en
hielo durante 10 min. Para determinar la concentracion de azlcares reductores, se utilizd
un espectrofotdbmetro UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm (Deshavath et al.,
2020). Se empled una curva estandar con glucosa como referencia para realizar la

medicion de azucares reductores en las muestras (Anexo A 5).
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2.2.4. Reactivacion de cepas

2.2.4.1.Cepas bacterianas

Para la produccion de celulosa bacteriana con diferentes fuentes de carbono se utilizé la
cepa Komagataeibacter xylinus DSM 2004, adquirida de la coleccion DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), Braunschweig Alemania y
que actualmente se encuentra disponible en el cepario perteneciente a la Ing. Liliana
Alexandra Cerda Mejia, PhD., docente-investigadora de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia (FCIAB) de la Universidad Técnica de
Ambato. Mientras que, las cepas acéticas “PDC 21” y “PDC 25” fueron obtenidas por
Dévalos & Cerda (2022) “Aislamiento y caracterizacion de cepas nativas de
Komagataeibacter xylinus y comparacion de su crecimiento en diferentes sustratos” y

actualmente se encuentran dentro del cepario mencionado anteriormente.

2.2.4.2.Pre-cultivo en medio liquido

Se realizaron cultivos bacterianos de las cepas PDC 21, PDC 25 y Komagataeibacter
xylinus DSM 2004 en medio H-S solidificado con bacto agar y pH 6 (Anexo B 1), para
lo cual, las cepas PDC 21 y PDC 25 se dejaron incubar por 10 dias a 25 °C, mientras
que Komagataeibacter xylinus DSM 2004 se dej6 incubar por 10 dias a 30 °C.
Posteriormente, el pre-cultivo se realiz6 en condiciones estaticas, transfiriendo una
colonia de cada cultivo al caldo H-S en tubos Falcon durante 10 dias, temperatura
correspondiente a cada cepa y pH 6 (Davalos P & Liliana C, 2022; Li et al., 2021;
Raiszadeh-Jahromi et al., 2020).

Posteriormente, el volumen de indculo fue obtenido del pre-cultivo, al trasvasar la
celulosa formada a un medio liquido fresco de H-S, seguidamente se vibro la celulosa
en el medio para liberar las células unidas a la misma. Para ajustar la densidad celular
de los inéculos de cada cepa, se utilizd un espectrofotometro UV-Vis, en el cual se
midié la densidad éptica (OD) a una longitud de onda de 600 nm. La DO de cada
inoculo se ajustd aproximadamente a 0,1. Cabe aclarar que la estimacion de la densidad
celular es subjetiva, debido a que el tamafio de las células bacterianas y la configuracion

del espectrofotdmetro influyen en los analisis (Mira et al., 2022).
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2.2.5. Composicion de medios minimos (MM) para la produccién de celulosa
bacteriana
Los residuos industriales se usaron como sustitutos de la fuente de carbono (D-glucosa)
en el medio minimo, estos fueron sometidos al tratamiento de hidrélisis 6ptimo para la
obtencion de azlcares reductores, previamente descrito en el apartado 2.2.3. Para
determinar el volumen de los hidrolizados a emplear en los medios de cultivo, se
cuantificd la concentracion de azucares reductores en los hidrolizados empleando el
método DNS, descrito en el apartado 2.2.3. Posteriormente, el medio se ajusto apH 6y
se esterilizé en autoclave a 121°C por 15 min. Para el medio minimo estandar se utilizo

glucosa como fuente de carbono en el medio de cultivo.

2.2.6. Produccion de celulosa bacteriana en MM modificado estatico

Para iniciar la fermentacion, se agregaron 50 mL del medio minimo estandar y
modificado en cada matraz Erlenmeyer. Posteriormente, se inoculé cada matraz con un
volumen inicial de 1 mL de los medios liquidos que previamente se ajustaron a la
densidad celular requerida para cada cepa. Finalmente, se dejé incubar en condiciones
estaticas durante 15 dias a las temperaturas requeridas por cada cepa (Volova et al.,
2018) (Raiszadeh-Jahromi et al., 2020).

2.2.7. Purificacion de la celulosa bacteriana

La pelicula de celulosa bacteriana se retird de la superficie del medio de cultivo y
posteriormente se lavd con agua destilada. Seguidamente fueron calentadas a una
temperatura de 60 °C en una solucion de NaOH al 1 % p/v durante 20 min para eliminar
restos de células bacterianas y otros componentes del medio del cultivo (Anguluri et
al., 2022). Finalmente, las peliculas se enjuagaron con agua destilada hasta neutralizar

la celulosa, el pH se comprobd utilizando una solucion de fenolftaleina al 1 %.

2.2.8. Rendimiento de la celulosa bacteriana
El rendimiento total de la celulosa bacteriana se determind como, el peso de la celulosa

seca por cada 50 mL del medio de cultivo (g/L) (Volova et al., 2018). Para esto, la
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celulosa previamente purificada se secO sobre papel encerado a 60 °C en una estufa,

hasta que el peso de la celulosa bacteriana permanezca constante (Lee et al., 2022).

2.2.9. Disefo experimental

En el trabajo de investigacion se aplicd un disefio factorial AxB, en donde el primer
factor analizado fue la fuente de carbono (c&scara de cacao, bagazo de cafia y glucosa),
el segundo factor fueron las cepas acéticas (“PDC 21” y “PDC 25” y Komagataeibacter
xylinus DSM 2004). La variable respuesta fue el rendimiento de la celulosa bacteriana
obtenido. A continuacion, en la Tabla 2 se muestran los factores y niveles a evaluar en

este estudio.

Tabla 2. Factores y niveles del disefio experimental

Factores Niveles

al: Glucosa (estandar)
A: Fuente de carbono a2: Bagazo de cafia

a3: Céscara de cacao

bl.” PDC 21~
B. Cepa acéticas b2. “PDC 25”

b3. “Komagataeibacter xylinus DSM 2004”

e Hipotesis
v Hipotesis nula
El tipo de residuo agroindustrial y las cepas acéticas utilizadas no
influyen significativamente en la obtencion de celulosa bacteriana en

medio minimo minimo modificado.
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v' Hipdtesis alternativa
El tipo de residuo agroindustrial y las cepas acéticas utilizadas influyen
significativamente en la obtencién de celulosa bacteriana en medio
minimo minimo modificado.
e Variables
v Variables dependientes
Rendimiento de la celulosa

v Variables independientes
e Fuente de carbono (cascara de caco, bagazo de cafia y glucosa)
e Cepas acéticas (PDC 21, PDC 25 y Komagataeibacter xylinus
DSM 2004)

2.2.10. Generacion de nano-celulosa mediante tratamientos quimicos y mecanicos
Para este objetivo se siguié la metodologia descrita anteriormente en el apartado 2.2.7,
“purificacion de celulosa bacteriana”, utilizando el medio de cultivo y la cepa que

tuvieron el mayor rendimiento.

2.2.10.1. Tratamiento quimico (&cido)

La celulosa bacteriana fue sometida a hidrolisis acida, mediante la adicion de &cido
clorhidrico 5M vy celulosa bacteriana purificada a un tubo Falcon, la reaccion se dejo
incubar a 50 °C en una estufa durante 48h. Posteriormente las muestras fueron
neutralizadas mediante lavados sucesivos con agua destilada (Huo et al., 2022; Kwon
et al., 2020).

2.2.10.2. Tratamiento mecanico (Homogeneizador)
La solucion de celulosa bacteriana fue sometida a un proceso de homogeneizacion
mediante un homogeneizador de alta velocidad (MTOPS-SR30) a tercera velocidad,

este proceso se repitid 4 veces en intervalos de tiempo de 1 min, la duracién del proceso
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de homogenizacion fue de 3 min entre cada repeticion. Para esto, se peso celulosa
deshidratada a temperatura ambiente por 5 min y se suspendid en agua dentro de un
tubo Falcon en una proporcion (1/15). Adicionalmente, los tubos falcons se sumergieron

en hielo durante el proceso de homogenizacion (Norizan et al., 2022).

2.2.11. Caracterizacion de la nano-celulosa generada por tratamientos quimicos y
mecanicos

2.2.11.1. Espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier FTIR

La caracterizacion a través de FTIR se realiz con el Espectroscopio Infrarrojo por la
Transformada de Fourier acoplado con el mddulo Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR) ubicado en el Laboratorio de Canje Deuda - Espafia de la Facultad de Ciencias e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. Para
este analisis, se tomaron muestras himedas de la nano-celulosa obtenida por los dos
tratamientos de hidrélisis (quimico y mecénico) y se colocaron en el médulo de ATR. Se
registraron espectros de las celulosas de ambos tratamientos con sus picos en las bandas
mas representativas y adicionalmente se corrid un espectro con las celulosas de ambos
tratamientos y una celulosa comercial (Avicel). Se us6 un rango espectral entre 500 y
4000 cm™ (Bang et al., 2021).

2.2.11.2. Microscopia electronica de barrido SEM

Se evalué la morfologia y tamafio de la nano-celulosa bacteriana obtenida por dos
tratamientos de hidrolisis (quimico y mecanico) mediante un microscopio electronico de
barrio de emisién de campo (MIRA 3, TESCAN, Brno, Republica Checa), presente en
el Centro de Nanociencia y Nanotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas
(ESPE).

Para esto la muestra se fijé en un porta muestras de aluminio con cinta de carbon.
Seguidamente, se realizara un recubrimiento metalico con un equipo de bomba rotativa,

por pulverizacion catddica (Q150R ES, Quorum, Laughton, Reino Unido).
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CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Andlisis y discusion

3.1.1. Determinacién de las condiciones dptimas para la hidrdlisis de los residuos

agroindustriales (bagazo de cafia y cascara de cacao)

Los resultados de la concentracion de azucares reductores por cada 100 mg de residuo
industrial, que incluye la céscara de cacao y bagazo de cafia, obtenidos a través de los
dos métodos de hidrolisis se presentan en la Figura 4. Como se observa, la mayor
concentracion de azucares reductores se obtuvo del método de hidrolisis en H2SO;4 al

2.0 % v/v, el cual fue sometido a un ciclo de autoclave (121°C, 30 miny 15 Psi).

60,00

50,00 Céscara de cacao

Bagazo de cafa
40,00

30,00 I

20,00

10,00

= I
0,00 :

Control (Agua + ciclo de autoclave) (H2SO4 al 2.0 % v/v + ciclo de
autoclave)

mg de azUcares reductores / 100 mg de
residuos agroindustriales

Tratamientos de hidrolisis

Figura 4. Concentracion de azlcares reductores en cascara de caco y bagazo de cafia,
obtenidos por los dos métodos de hidrélisis

El control determiné la concentracion de azucares reductores presentes en la cascara de
cacao y bagazo de cafia (Anexo A 1). La concentracion en la cascara de cacao fue de
13,00 mg, con una desviacion estandar de = 2,45 mg de azUcares reductores por cada
100 mg de cascara de caco. Se observd una amplia variabilidad en las concentraciones
reportadas por diversos autores, los cuales muestran concentraciones que estan dentro
de un rango de 2,93 a 11,36 mg de azucares reductores por cada 100 mg de cascara de
cacao (Diaz-Oviedo et al., 2022; Maldonado, 2018; Teneda et al., 2019; Yaya et al.,

2023). Segun Castillo et al., (2018), existen factores como: sequias prolongadas,
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manejo agronomico, variedad cultivada y periodo de cosecha; que influyen sobre la

composicion quimica y nutricional del fruto de cacao.

De igual manera se determin0 que la concentracion de azucares reductores en el bagazo
de cafia fue de 2,04 mg, con una desviacion estdndar de = 0,29 mg de azlcares
reductores por cada 100 mg de bagazo de cafia. Este valor entra dentro del rango
reportado por (Francisco & Moreno, 2007), donde se menciona que, dependiendo del
estado de la madurez de la cafia, la concentracion de azlcares reductores esta dentro de

1 a5 mg/ 100 mg de cafia.

El tratamiento con H2SO4 al 2.0 % v/v empleado en la hidrolisis de cascara de cacao y
bagazo de cafia mostré concentraciones de azUcares reductores superiores al control y al
tratamiento alterno (agua + ciclo de autoclave). Por cada 100 mg de cascara de cacao de
obtuvieron 32,14 mg, con una desviacion estandar de + 3,65 mg azucares reductores.
Esta concentracion se asemeja a la obtenida por Maldonado, (2018), quien obtuvo
32,36 mg de azucares reductores al utilizar 0,5 % de &cido sulfarico y 125 °C por un
tiempo de 15 min. De igual manera se establecié que de 100 mg de bagazo de cafia se
obtuvieron 55,14 mg de azucares reductores, con una desviacion estandar de + 1,29 mg.
En un estudio realizado por Chandler et al., (2012), se alcanzaron 32,14 mg de
azucares reductores por cada 100 mg de bagazo de cafia. En otro estudio se determiné
que la concentracién de azlcares reductores depende de variables como el tiempo de

hidrolisis y la temperatura (Ferrer et al., 2002).

El incremento en la concentracion de azdcares reductores en el tratamiento con H.SO4 al
2.0 % v/v se produce debido a la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos presentes en la
hemicelulosa y celulosa. Mismos que estan formados por mondmeros de D-glucosa, los
cuales son liberados durante la hidrdlisis (Gutiérrez-Rojas et al., 2015). Por tal motivo,
el porcentaje de azucares reductores obtenidos del proceso de hidrdlisis &cida esta
directamente relacionado al porcentaje de celulosa (Jiang et al., 2015) y hemicelulosas

presentes en el material vegetal (Riafio et al., 2012).

25



Segln Riafio et al., (2012) la céscara de cacao presenta 26,24 % de celulosa y 5,38 %
de hemicelulosa. Mientras que el bagazo de cafia presenta valores dentro de un rango
del 40 - 60 % de celulosa y del 20 — 40 % de hemicelulosa (Ferrer et al., 2002). La
presencia de mayor contenido de celulosa y hemicelulosa en el bagazo de cafia explica
la diferencia en la concentracion de azlcares reductores posterior al método de

hidrolisis, entre la casara de cacao y el bagazo de cafia (Chandler et al., 2012).

En la Figura 5 se muestra el gréafico de cajas para los tratamientos de hidro6lisis y el
control. Donde el control y el tratamiento (agua + ciclo de auto clave) no presenta una
diferencia estadisticamente significativa; mientras que, el tratamiento de (H2SOs al 2.0
% v/v + ciclo de autoclave), si presenta una diferencia estadisticamente significativa con
el control y el tratamiento de (agua + ciclo de auto clave). Lo cual se corrobora con los
analisis estadisticos de analisis de varianza (ANOVA) (Anexo A 2) (Anexo A3) de los
tratamientos de hidrolisis y el control, estableciendo que existe una diferencia
estadisticamente significativa, ya que el valor p=0.0003 fue menor al esperado (p=0.05)
en el caso de la hidrolisis de cascara de cacao y en el caso de la hidrolisis del bagazo de
pifia el valor p=0 fue menor al esperado (p=0.05).
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Figura 5. Gréfico de cajas para la concentracion de azucares reductores

A. Rendimiento de azucares reductores de céscara de cacao. B. Rendimiento de azucares reductores de
bagazo de cafia. B. Los tratamientos que presenten las mismas letras (a o b) no representan diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de mdaltiples rangos
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De acuerdo con el gréfico de cajas los tratamientos de hidrdlisis de cascara de cacao y
bagazo de cafia con H>SOa, son los que producen mayor concentracion de azlcares
reductores. Mientras que la concentracion de azlcares reductores obtenidos con el
tratamiento de hidrdlisis con agua y el control, presentan valores similares. Esto se
corrobora con la prueba de rangos mdltiples, en la cual el control y la hidrolisis con
agua como disolvente no presentaron diferencias significativas en ambos desechos

agroindustriales.

3.1.2. Rendimiento de la celulosa bactriana

En la presente investigacion se analizaron fuentes de carbono de bajo costo como la
cascara de cacao y bagazo de cafia, previamente hidrolizados, para la produccién de
celulosa bacteriana. En la Figura 6, se muestra el rendimiento (g/L) de celulosa
bacteriana en medios de cultivo minimos que fueron modificados mediante la
sustitucion de glucosa por otras fuentes de carbono. Se obtuvieron concentraciones de
13,71y 14,16 g/L de azucares fermentables por litro de medio de cultivo para cascara de
cacao y bagazo de cafa, respectivamente. Adicionalmente, se evalud el rendimiento
(g/1) de celulosa por dos cepas acéticas (PDC21 Y PDC 25) y Komagataeibacter xylinus
DSM 2004 (DSM 2004).
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Figura 6. Rendimiento de celulosa (g/L), producida por dos cepas acéticas (PDC21 y
PDC 25) y Komagataeibacter xylinus DSM 2004 (DSM 2004), en presencia de
diferentes fuentes de carbono (cascara de cacao y bagazo de cafia)

Como se muestra en la Figura 5, se obtuvo el mayor rendimiento (g/L) al utilizar
hidrolizados de céscara de cacao (PDC 21 0,49 g/L; PDC 25 0,42 g/L y DSM 2004
0,86 g/L) y bagazo de cafia (PDC 21 0,34 g/L; PDC25 0,07 g/L y DSM 2004 0,34 g/L),
con relacion al medio de cultivo minimo estandar que utiliza glucosa como fuente de
carbono (PDC 21 0,04; PDC25 0,03 y DSM 2004 0,04 g/L) (Anexo B 2)

El aumento del rendimiento al sustituir la glucosa por azlcares fermentables
provenientes de residuos en medios de cultivo ya ha sido reportado en varias
investigaciones. Raiszadeh-Jahromi et al., (2020), menciona que el emple6 de fuentes
de carbono alternativas en el medio de cultivo H-S, ofrece una ventaja significativa
debido a sus bajos costos y al aumento en el rendimiento de celulosa (Vazquez et al.,
2013). Segun Mani Pujitha et al., (2018), el incremento del rendimiento se debe a los
componentes nutricionales presentes en los hidrolizados. En la cascara de cacao se han
determinado azlcares, polifenoles, proteina, grasa y fibra cruda, mientras que en el
bagazo de cafia presenta en mayor concentracion azucares y fibra cruda (Resano et al.,
2022; Yaya et al., 2023).
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Segun estudios realizados por Z. Cheng et al., (2016) & Son et al., (2003), se observa
una diferencia en los rendimientos de celulosa obtenidos por la misma bacteria,
Acetobacter xylinum, al utilizar dos tipos de medios de cultivo, medio H-S y medio
minimo. Los resultados mostraron que al utilizar medio H-S se obtuvo una cantidad de
celulosa de 1,87 g/L; mientras que, al emplear el medio minimo, el rendimiento fue de
0,22 g/L. En esta investigacion, los rendimientos obtenidos al utilizar el hidrolizado de
cacao como fuente de carbono fueron superiores a los reportados por Son et al., (2003),
especificamente, las cepas PDC 21, PDC 25 y DSM2004. Las cuales mostraron
rendimientos de celulosa de 0,49 g/L, 0,42 g/L y 0,86 g/L. Adicionalmente, estos
rendimientos estan dentro del rango de valores reportados para las cepas de K. xylinus
en medio H-S con glucosa (0,24 -3,1 g/L) (Esmail et al., 2022; Mikkelsen et al.,
2009).

Adicionalmente, se observd que los medios de cultivo con bajas concentraciones de
azucares reductores: cascara de cacao (13,71 g/L) y bagazo de cafa (14,16 g/L),
presentaron mayores rendimientos en comparacion al medio de cultivo con glucosa (20
g/L). Diversos autores han informado que el aumento en el rendimiento de celulosa
bacteriana se encuentra directamente relacionado con el incremento en la concentracion
de glucosa en medio H-S (Jang et al., 2019; Volova et al., 2018). No obstante, segln
Heo & Son, (2002), en su estudio de optimizacion de medios de cultivo basales para la
produccion de celulosa, determiné que es posible un mayor rendimiento utilizando

concentraciones de glucosa desde el 1% p/v.

Esto es apreciable al utilizar glucosa como medio de cultivo en una concentracion de
(20 g /L), los cuales presentan los rendimientos mas bajos (0,04, 0,04 y 0,03 g/L),
correspondientes a PDC 21. DSM 2004 y PDC 25. Esto puede ser explicado con datos
reportados por Masaoka et al., (1993), quien informa que existe una reduccion en la
produccién de celulosa al aumentar la concentracion inicial de glucosa en medios
minimos. Asi mismo, sugiere que, para iniciar cultivos discontinuos, es conveniente

utilizar una baja concentracion de glucosa.
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En cuanto a las diferencias en el rendimiento entre las dos cepas acéticas (PDC21 y
PDC 25) y DSM 2004, pueden atribuirse al origen de las dos primeras cepas, las cuales
fueron aisladas de un consorcio simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY), por sus
siglas en ingles. Segun Cerda & Davalos, (2022), reporta que las cepas (PDC21 y PDC
25) podrian tratarse de dos consorcios microbianos aislados de SCOBY de kombucha.
Se han reportado distintos resultados al trabajar con consorcios microbianos para la
produccion de celulosa. De acuerdo con Devanthi et al., (2021) las interacciones
presentes en un consorcio podrian estimular un elevado crecimiento, no obstante, el

resultado en esta investigacion es la reduccion del rendimiento microbiano.

En la Figura 7, se muestra el grafico de cajas para los tratamientos empleados en la
produccién de celulosa bacteriana. Donde los tratamientos (PDC 21 - Glucosa), (DSM
2004 - Glucosa), (PDC 25 - Glucosa) y (PDC 25 - Bagazo de cafia) no presentan una
diferencia estadisticamente significativa; de la misma manera los tratamientos (PDC 21
- Bagazo de cafia) y (DSM 2004 - Bagazo de cafia). Mientras, que el tratamiento de
(PDC 21 - Caéscara de caco), (DSM 2004 - Céascara de cacao) y (PDC 25 - Céascara de
cafia) si presenta una diferencia estadisticamente significativa con el resto de los
tratamientos. Lo cual se corrobora con el andlisis estadistico del ANOVA (Anexo B 2),
de los rendimientos obtenidos por cada tratamiento, donde se determind que existe una
diferencia estadisticamente significativa, ya que el valor p=0 fue menor al esperado
(p=0.05).
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Figura 7. Grafico de cajas para los rendimientos de celulosa (g/L), obtenidos para
cada tratamiento al utilizar dos cepas acéticas (PDC21 y PDC 25) y Komagataeibacter
xylinus DSM 2004 (DSM 2004), en presencia de diferentes fuentes de carbono (cascara
de

Los tratamientos que presenten las mismas letras (a, b, ¢, d o e) no representan diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo con la prueba de multiples rangos

De acuerdo con el grafico de cajas los mayores rendimientos se obtuvieron con el
tratamiento empleando la cepa DSM 2004 y cascara de cacao, seguido del tratamiento
con la cepa PD C21 y cascara de cacao, y en tercer lugar el tratamiento con la cepa PDC
25 y cascara de cacao. Esto se corrobora con la prueba de rangos multiples, en la cual
todos los tratamientos que emplearon glucosa como fuente de carbono no presentaron
diferencias significativas entre ellas. Otros tratamientos que no presentaron diferencias
significativas son los que emplearon el bagazo de cafia y las cepas DSM 2004 y PDC
21.
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3.1.3. Caracterizacion de nano-celulosa obtenida mediante tratamientos quimicos
y mecanicos

3.1.3.1.Espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier FTIR

La Figura 8, muestra los espectros de FT-IR de la nano-celulosa obtenida de los dos

tratamientos de hidrolisis, asi como la celulosa comercial (Avicel), estos presentaron

bandas tipicas de celulosa en las mismas longitudes de onda.
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Figura 8. Espectros FTIR de celulosa comercial (Avicel) y nano-celulosa obtenida

mediante tratamientos de hidrolisis quimica y mecanica

La celulosa bacteriana para estos tratamientos fue producida por Komagataeibacter xylinus DSM 2004
(DSM 2004), en medio de cultivo minimo, modificado con céascara de cacao como fuente de carbono.

Si bien los espectros de celulosa se analizan en longitudes de ondas de entre 4000 y
400 cm™ (Revin et al., 2021). Existen dos regiones en las cuales se pueden analizar las
bandas de los espectros de celulosa, el primero es de 3500 a 2800 cm™ (Hernandez-
Leal R et al., 2023). La segunda region o la region de huella dactilar de la celulosa, en
donde se encuentran los grupos funcionales propios de la misma, se encuentran entre
1800y 500 cm™ (Akintunde et al., 2022).
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En la primera regidn, los tres espectros presentan bandas correspondientes al pico 1, la
nano-celulosa obtenida por tratamientos quimicos y mecéanicos presentaron picos a una
longitud de onda de 3338 y 3341 cm respectivamente. Estos picos, en conjunto con el
pico de la celulosa de comercial, estan dentro del rango de 3352 y 3246 cm™ (Revin et
al., 2021). Las bandas en este pico se atribuyen a la presencia de los grupos hidroxilo
(-OH) y enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares, en los cuales los enlaces sufren
una vibracion de estiramiento al momento que interactdan con la luz infrarroja (Salama
et al., 2023).

El pico 2 estd dentro de la primera region, en este se puede encontrar a la celulosa
comercial y la nano-celulosa obtenidas por los dos tratamientos. Segin Marin et al.,
(2019) los picos en un rango de onda de 2900 y 2880 cm™ corresponden a la energia de
vibracion del estiramiento del (CH). Sin embargo, Chanabodeechalermrung et al.,
(2022) menciona que el rango de deteccion del CH es de 2936 a 2855 cm™. Las bandas
de la nano-celulosa resultado de tratamientos quimicos y mecanicos presentan picos
(2893 y 2896 cm, respectivamente) de acuerdo con los rangos de longitud de onda

mencionados anteriormente.

En la region de huella dactilar se encuentra los picos 3 y 4 correspondientes a bandas de
1650 y 1425 cm™, los cuales son caracteristicos de la flexion del grupo (-OH) y (CH)
respectivamente. Estas bandas, presentes en los tres espectros mencionados
anteriormente, exhiben los picos caracteristicos de celulosa (Marin et al., 2019;
Rahman et al., 2021). Las bandas de los tres espectros presentes a 1160 y 1107 cm™
(picos 5y 6) son propios de la deformacion y vibracion de estiramiento de los enlaces
(C-O-C) correspondientemente, los picos 7 y 8 presentes en las bandas a 1054 y 1030
cm? representan la vibracion de estiramiento de los enlaces de (C-O-C) y (C-OH). Y
finalmente, la banda a 897 cm™ (pico 9), también es propio de la vibracion de

estiramiento de los enlaces (C-O-C).

En el proceso de hidrdlisis de celulosa con acido clorhidrico, se reporta la presencia de

bandas a 1163 cm™, esta banda advierte de la presencia de grupo sulfato (Chieng et al.,
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2017). Sin embargo, en el espectro de nano-celulosa obtenida por el tratamiento acido
no se identificd bandas a esa longitud de onda. Segin Wulandari et al., (2016), indica
que al no presentarse nuevas bandas en los espectros no existe formacién de nuevos
enlaces durante el proceso de hidrolisis. Adicionalmente, menciona que los espectros de

celulosa y nano-celulosa presentan las mismas bandas a longitudes de onda similares.

Al comparar bibliograficamente espectros de FTIR de celulosa, extraida de biomasa
lignocelulosica y obtenida por fermentacion bacteriana, no se observaron variaciones
significativas en las bandas caracteristicas de los grupos funcionales tipicos de la
celulosa (Phanthong et al., 2018; Raiszadeh-Jahromi et al., 2020). De la misma
forma, estos grupos funcionales presentes en los espectros no varian al comparar
celulosa y nano-celulosa, asi mismo, la nano-celulosa obtenida por diferentes métodos
de hidrdlisis siguen presentando los mismo grupos funciones en los espectros de FTIR
(Huo et al., 2022).

3.1.3.2.Microscopia electronica de barrido SEM

Las imadgenes SEM de nano-celulosa obtenida por dos tratamientos de hidrélisis
(quimico y mecéanico) no mostraron diferencias en cuanto a la morfologia de la
nanoparticula. Ambos tratamientos generaron nanofibras de celulosa como resultado
(Figuras 9y 10).
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Figura 9. SEM de nano-celulosa bacteriana resultante del tratamiento acido

A. Vista de campo completo de la muestra a una escala de 200 um. B. Enfoque aleatorio a la muestra a
una escala de 50 um. C. Enfoque a una escala de 5 um. D. Enfoque a una escala de 1 um. E. Diagrama de

distribucion de la imagen C. F. Diagrama de distribucién de la imagen D.
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La Figura 9 muestra las imagenes SEM de la nano-celulosa bacteriana despues del
tratamiento con HCI 5M. Las imagenes revelan una morfologia alargada y filamentosa
caracteristica de las nanofibras. No se observan estructuras redondeadas o esféricas que
indicarian la presencia de nanoesferas. Esto refuerza la conclusion de que el tratamiento
acido en estas condiciones especificas resulta en la formacion de nanofibras Reiniati et
al., 2017).

El histograma de la vista de 1 um en la Figura 9F presenta la distribucion de los
didmetros de estas nanofibras. Se observa una amplia variabilidad en los tamafios, con
un didmetro minimo de 21,62 nm y un maximo de 119,82 nm. La media y la mediana de
los didmetros son de 45,93 nm y 42,09 nm, respectivamente, lo que sugiere una ligera
tendencia hacia tamafios de fibras mas pequefias. Sin embargo, la desviacidn estandar de

17,41 nm refleja una gran dispersion en los tamafos de las fibras.

La moda de la distribucién es 35,55 nm, pero se menciona la existencia de multiples
modas. Esto sugiere que la distribucion del tamafio de las fibras puede ser multimodal,
lo que indica la posible existencia de distintas poblaciones de fibras con diferentes
diametros dentro de la muestra. En cuanto a la comparacién con otros estudios, los
resultados de las mediciones de diametro obtenidos en este estudio se encuentran dentro
de los rangos tipicos reportados para nanofibras de celulosa bacteriana producidas
mediante tratamientos &cidos dado que la morfologia presentada puede variar tanto por

el tratamiento como con la CB tratada (Hernandez-Leal R et al., 2023).
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Figura 10. SEM de nano-celulosa bacteriana resultante del tratamiento acido

A. Vista de campo completo de la muestra a una escala de 200 um. B. Enfoque aleatorio a la muestra a
una escala de 50 um. C. Enfoque a una escala de 5 um. D. Enfoque a una escala de 1 um. E. Diagrama de
distribucion de la imagen C. F. Diagrama de distribucién de la imagen D.
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La Figura 10 presenta imagenes SEM de la nano-celulosa bacteriana (NCB) resultante
de un tratamiento mecéanico con un homogeneizador de alta velocidad. Este método de
tratamiento es notablemente diferente del tratamiento acido descrito anteriormente, y
como tal, es esperable que produzca diferencias en las caracteristicas de las nanofibras

resultantes.

La Figura 10A ofrece una vista a campo completo de la muestra a una escala de 200
pum, proporcionando una vision general de la muestra y permitiendo la observacion de la
distribucion general y el patron de las nanofibras. La Figura 10B, con una escala de 50
pum, permite un enfoque méas detallado en &reas aleatorias de la muestra. Este nivel de
detalle ofrece una vision mas cercana de las nanofibras, aunque sigue siendo demasiado
amplio para la observacién detallada de las fibras individuales. Las Figuras 2C y 2D,
con escalas de 5 um y 1 pm respectivamente, ofrecen una visibn mas cercana y
detallada de las nanofibras individuales. Estas iméagenes permiten la observacion y

medicion del diametro de las fibras individuales (Zhaoyi et al., 2021).

Los diagramas de distribucion correspondientes a estas dos Ultimas imagenes se
muestran en las Figuras 10E y 10F. Estos diagramas proporcionan un desglose
cuantitativo de los didmetros de las nanofibras presentes en las areas observadas en las
Figuras 10C y 10D. Las estadisticas obtenidas de la Figura 10D, en la escala de 1 pm,
revelan que el tratamiento mecénico con el homogeneizador de alta velocidad resulta en
nanofibras con una media de didmetro de 49,31 nm, una mediana de 44,12 nm y una
moda de 33,41 nm. La desviacion estdndar es de 18,74 nm, indicando una variabilidad
de tamafio similar a la observada en las fibras tratadas con &cido (Theivasanthi et al.,
2018).

El minimo y méximo de diametros registrados fueron de 18,12 nm y 116,20 nm
respectivamente, indicando un rango de tamafos de fibras amplio. Al igual que en el
caso anterior, la existencia de multiples modas sugiere la posible presencia de diferentes
poblaciones de fibras dentro de la muestra. En resumen, estas imagenes y datos

estadisticos demuestran que el tratamiento mecanico con un homogeneizador de alta
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velocidad produce nanofibras con caracteristicas de tamafio algo similares a las
producidas por el tratamiento con &cido. Sin embargo, la media y mediana de los
didmetros son ligeramente mayores en este caso, lo que sugiere que este método de
tratamiento podria resultar en la produccion de fibras algo mas grandes en promedio.
Esta observacion podria tener implicaciones significativas para la eleccion del método

de tratamiento en funcion de la aplicacion deseada de estas nanofibras (He et al., 2022).

3.2.Verificacion de la hipotesis
Se contrasto los resultados del rendimiento en la produccion de celulosa bacteriana al
utilizar diferentes tipos de residuos agroindustriales y diferentes cepas acéticas.

e Serechaza la hipotesis nula

e Se acepta la hipdtesis alternativa, en consecuencia, se determind que los
diferentes tipos de residuos agroindustriales (cascara de cacao y bagazo de
cafia), asi como las cepas acéticas influyen en el rendimiento de la produccién de

celulosa bacteriana
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

El tratamiento de hidrolisis con H2SO4 al 2.0 % v/v méas un ciclo de autoclave, presentd
las mayores concentraciones de azucares reductores por cada 100 mg de cascara de
cacao y bagazo de cafia. Esto debido a las altas concentraciones celulosa y
hemicelulosas presentes en cada residuo, los cuales son hidrolizados para obtener
moléculas de D-glucosa. Adicionalmente, se determind que la concentracion de
azucares reductores presentes de forma natural en cada residuo agroindustrial puede
presentar variaciones dependiendo de caracteristicas como el tiempo de cosecha y

condiciones ambientales de cultivo.

Los mayores rendimientos de celulosa (g/L), se produjeron al emplear hidrolizados de
cascara de cacao y bagazo de cafia como la principal fuente de carbono en un medio
minimo. Esto se respalda en investigaciones previas que indican que el aumento del
rendimiento se debe a los componentes nutricionales presentes en los hidrolizados. Por
otra parte, se determind que la concentracion de azucares reductores en medios de
cultivo minimos tiene una relacion inversamente proporcional con el rendimiento de
celulosa. Ya que los medios minimos con bajas concentraciones de azlcares reductores
(hidrolizados de cascara de cacao y bagazo de cafia) presentaron mayores rendimientos

en comparacion con el medio de cultivo con una concentracion de 20 g/L de glucosa.

Los espectros de FTIR, mostraron que la nano-celulosa obtenida mediante tratamiento
acido y mecanico presentaron bandas caracteristicas de celulosa a longitudes de onda
similares. Los grupos funcionales caracteristicos de la celulosa son (-OH); (CH); (C-O-
C) y (C-OH), los cuales se presentaron en la primera region del espectro y en la region
de huella dactilar. Adicionalmente, se determiné que los espectros de FTIR son iguales

al analizar celulosa vegetal pura, celulosa bacteriana y nano-celulosa.

Las imagenes SEM mostraron que los tratamientos de hidrdlisis mecanica e hidrolisis

acida generaron nanofibras de celulosa de diametros variados. Sin embargo, la
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diferencia en la media y mediana sugieren que este metodo podria producir nanofibras

ligeramente mas grandes.

4.2.Recomendaciones

El proceso de obtencion de azucares reductores mediante hidrolisis acida es un proceso
contaminante, por tal motivo una posible solucion es utilizar tratamientos alternos o
combinados. Los tratamientos que han tenido relevancia en la actualidad para la
descomposicion de residuos agroindustriales es la hidrélisis enzimatica o la

combinacion de tratamientos (quimicos, enzimaticos y térmicos).

El mayor rendimiento de celulosa bacteriana se consiguié al utilizar cascara de cacao
como fuente de carbono en medios minimos en condiciones estaticas, ya que son las
condiciones ideales, sin embargo, producir celulosa en biorreactores es una opcién que

debe ser considerada para fines industriales.

Disminuir la concentracién de glucosa y de otros componentes en medios de cultivos
como el H-S seria beneficioso para bajar costos en la produccion industrial de celulosa.
Por tal motivo, se platea utilizar medios de cultivos minimos alternativos compuestos
por (KH2POs; (NH4)2SO4; FeSOs*7H20 y MgSOs*7H20) en combinacién con otros

residuos agroindustriales.
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AnNexos
Anexo A. Hidrolisis de residuos

Anexo A 1. Concentracion de azlcares reductores presentes en los residuos

agroindustriales (c&scara de caco y bagazo de cafa)

mg Glucosa/ 100

mg Glucosa/ 100

Muestra mg de cadscarade  mg de bagazo de
cacao cafa
Control 13.01+£2.45 2.05+0.30
(Agua + ciclo de autoclave) 15.87 £2.20 2.62 +1.06
(H2SO4 al 2.0 % v/v + ciclo de autoclave) 32.14 + 3.65 55.14 +1.29

Anexo A 2. Andlisis de varianza de los tratamientos de hidrélisis de cascara de cacao

para la obtencién azlcares reductores

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 639,34 2 319,67 39,74 0,0003
Intra grupos 48,2627 6 8,04378

Total (Corr.) 687,603 8

Anexo A 3. Andlisis de varianza de los tratamientos de hidrélisis de bagazo de cafia

para la obtencion de azlcares reductores

Razon-F  Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio

Entre grupos 5577,89 2 2788,95 2923,27  0,0000
Intra grupos  5,72429 6 0,954049

Total (Corr.) 5583,62 8
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Anexo A 4. Estandarizaciéon de una curva de concentracion de glucosa mediante el
método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Anexo A 5. Curva estandar de glucosa
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La curva para la determinacion de azlcares reductores fue construida a partir de una regresion
lineal, donde se presenta la absorbancia a 540 nm vs. concentracion de glucosa (mg/ml). Las
lineas en cada punto representan la desviacion estandar respecto a la media.
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Anexo B. Obtencidn de celulosa bacteriana

Anexo B 1. Rendimientos de celulosa (g/L), producida por dos cepas acéticas (PDC21
y PDC 25) y Komagataeibacter xylinus DSM 2004 (DSM 2004), en presencia de

diferentes fuentes de carbono (de cacao y bagazo de cafia)

PDC 21 DSM 2004 PDC 25
Cascara de cacao 0.50 £ 0.03 0.86 + 0.06 0.42 +0.03
Bagazo de cafia 0.34 £0.01 0.34 £ 0.07 0.07+£0.01
Glucosa 0.04 £0.01 0.04 £ 0.02 0.03+0.01

Anexo B 2. Andlisis de varianza del rendimiento de celulosa (g/L), producida por dos
cepas acéticas (PDC21 y PDC 25) y Komagataeibacter xylinus DSM 2004 (DSM 2004),
en presencia de diferentes fuentes de carbono (cascara de cacao y bagazo de cafia)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F Valor-P
Entre grupos 1,88071 8 0,235089 194,90  0,0000
Intra grupos 0,021712 18 0,00120622
Total (Corr.) 1,90242 26
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Anexo C. Caracterizacion de nano-celulosa obtenida mediante tratamientos quimicos y

mecanicos

Anexo C 1. Proceso de produccion de celulosa bacteriana

A B C

Las letras (A, B y C), corresponden a medios de cultivos minimos con bagazo de cafia, glucosa
y céscara de cacao, respetivamente. Las letras (D, E y F), corresponden a celulosa bacteriana
obtenido en medios de cultivo minimos con bagazo de cafia, glucosa y céascara de cacao. Y
finalmente, las letras (G, H e I), corresponden a celulosa purificada obtenido en los medios de
cultivos ya mencionados.
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Anexo C 2. Celulosa bacteriana purificada almacenada en acético

Anexo C 3. Nano-celulosa obtenida por los dos procesos de hidrolisis

A. Nano-celulosa obtenida por el proceso de hidrolisis mecanica. B. Nano-celulosa
obtenida por el proceso de hidrolisis quimica
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Anexo C 4. Espectro de FTIR de nano-celulosa con sus respectivas etiquetas en cada
pico
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A. Espectro FTIR de nano-celulosa obtenida por hidrolisis acida. B. Espectro FTIR de
nano-celulosa obtenida por hidrolisis mecanica.
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