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GLOSARIO DE TERMINOS

Cecotrofos: Heces blandas de doble digestion que generalmente ingieren
los conejos.

Eq COz: Equivalente de dioxido de carbono.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura.

Fe (NH4)2(SQO4)2: Sulfato de amonio y hierro (II).

Fibrolitica: Capacidad de degradar o disolver fibras.

H2S04: Acido sulfirico.

K>CrOQO7: Dicromato de potasio.

Leporinos: Perteneciente o relativo a conejos.

Mercerizacion: Proceso quimico que se aplica a las fibras celuldsicas con
el objetivo de mejorar sus propiedades.

MM: Millones.

NaOH: Hidroxido de sodio.

Pg: Peta gramos.

yr'!: Por afio.
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RESUMEN EJECUTIVO

La celulosa, un polimero altamente biodisponible, se obtiene principalmente de
especies maderables, y se proyecta una demanda mundial de 142 mil millones de
toneladas para 2030. Este aumento en el consumo, impulsado por diversas
industrias, plantea riesgos para la biodiversidad debido a la expansion forestal. Para
abordar este problema, se explor6 la viabilidad de extraer celulosa a partir de los

estiércoles generados por el sector ganadero y cunicultor.

La recuperacion de celulosa de los estiércoles se realizo a través, del método de
pulpeo alcalino con hidréxido de sodio; para la elaboracion de filtros de celulosa se
empled un proceso de prensado. Adicionalmente los filtros fueron sometidos a

distintas pruebas de factibilidad para demostrar su eficiencia.

A pesar de los desafios del proceso, se lograron rendimientos de extraccion de
celulosa del 45.07 por ciento, 32.18 por ciento y 40 por ciento a partir del estiércol
de conejo, vaca y una mezcla de ambos, respectivamente. La pulpa de celulosa
muestra valores optimos de pH entre 7.9 y 8.20, con contenidos de alfa celulosa
superiores al 75 por ciento en los tres tratamientos. Los filtros se mantuvieron
estériles con niveles 6ptimos de humedad (menor al 1 por ciento) y cenizas (menor
al 4.5 por ciento) a lo largo del tiempo. Los espectros IR indican similitudes con la
celulosa comercial, con variaciones atribuibles a la dieta animal y microbiota
intestinal. Finalmente, los filtros presentan una eficiencia superior al 81 por ciento

en la retencion de particulas mayores a 0.0625 mm.

Palabras clave: Biotecnologia ambiental, sostenibilidad ambiental, biopolimeros

naturales, filtros de celulosa, residuos orgéanicos, estiércol animal
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ABSTRAC

Cellulose, a highly bioavailable polymer, is primarily obtained from wood species,
with a projected global demand of 142 billion tons by 2030. This increase in
consumption, driven by various industries, poses risks to biodiversity due to forest
expansion. To address this issue, the feasibility of extracting cellulose from manure

generated by the livestock and rabbit farming sector was explored.

The cellulose recovery from manure was carried out using the alkaline pulping
method with sodium hydroxide; a pressing process was employed for the
production of cellulose filters. Additionally, the filters underwent various feasibility

tests to demonstrate their efficiency.

Despite the challenges of the process, cellulose extraction yields of 45.07 percent,
32.18 percent, and 40 percent were achieved from rabbit, cow, and a mixture of
both manures, respectively. The cellulose pulp exhibited optimal pH values between
7.9 and 8.20, with alpha cellulose contents exceeding 75 percent in all three
treatments. The filters maintained sterility with optimal levels of moisture (less than
1 percent) and ashes (less than 4.5 percent) over time. IR spectra indicated
similarities with commercial cellulose, with variations attributable to the animal
diet and intestinal microbiota. Ultimately, the filters demonstrated an efficiency

exceeding 81 percent in retaining particles larger than 0.0625 mm.

Keywords: Environmental biotechnology, environmental sustainability, natural

biopolymers, cellulose filters, organic waste, animal manure.

XViii



CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Justificacion

A pesar de la revolucion cientifica y tecnoldgica el empleo de celulosa proveniente
de fuentes maderables sigue siendo ampliamente usada. De acuerdo con el
Departamento de Energia de EE. UU., se espera que las fuentes renovables
abastezcan casi el 50% de los productos quimicos esenciales para el afio 2050
(Mohanty et al., 2002). Ademas, Gschwandtner, (2022) sefala un aumento
proyectado de 142 mil millones de toneladas en la demanda mundial de fibras de
celulosa para el ano 2030. Segiin datos del Ministerio de Comercio Exterior,
(2022) Ecuador generd 244,654 toneladas de celulosa, lo que equivale a un

consumo anual de 43 a 45 kilogramos por habitante.

Consecuentemente los datos FAQ, (2018) revelan que 3.700 millones hectareas son
destinadas a la silvicultura, el 88.88% del total del terreno se consignan al cultivo
de especies como pino, eucalipto, melina que son empleadas en la produccion de
pulpa y papel. Como se evidencia, la industria maderera requiere grandes
extensiones de suelo, lo que resulta en la pérdida de biodiversidad y la disminucion

de la microbiota del suelo (Lawrence et al., 2022).

Dada la creciente preocupacion por el medio ambiente, se exploran formas
innovadoras de aprovechar los subproductos generados por otros sectores, como el
ganadero y cunicultor. Segiin datos del INEC, (2021), se registraron mas de 5.2
millones de cabezas de ganado en Ecuador; asimismo dentro del sector cunicola el
98% de conejos se destinan al consumo de carne y el 2% restante se utiliza en

labores de investigacion y otros.

Ambos campos generan la acumulacion de residuos solidos ricos en celulosa con
valores de 20% a 70% en peso seco (Hernandez et al., 2022). Ademas, producen
materia microbiana, la cual puede desembocar en cuerpos de agua usados para el
consumo y riego de cultivos afectando su calidad y promoviendo enfermedades

gastrointestinales y cutaneas (Corral et al., 2021; Pomboza & Parco, 2022).

1



En la naturaleza existen diversos tipos de fibras como el algodon, el lino y la
celulosa todas tres son empleadas en industrias como la alimentaria, textil,
farmacéutica, automotriz, electronica, etc (Norrrahim et al., 2021; Sabaruddin et
al., 2021) , no obstante, factores como la disponibilidad, menor costo de
produccion, biodegradabilidad, eficientes propiedades en la capacidad de retencion
de particulas y el buen nivel de compatibilidad con alimentos y bebidas debido a
que no genera reacciones quimicas que alteren las propiedades del producto hacen
preferir el uso de la celulosa por encima de otros polimeros naturales (Sayyed et

al., 2021).

En la biotecnologia, los filtros de celulosa desempefian un papel vital en una amplia
gama de aplicaciones. Estos filtros se utilizan para separar células en cultivos
celulares, purificar proteinas y acidos nucleicos, asi como para esterilizar medios
de cultivo y eliminar particulas no deseadas (Abdelhamid & Mathew, 2022; Ma
et al., 2018). Ademas, segin Junter & Lebrun, (2017) son esenciales en la captura
de microorganismos en microbiologia y en la preparacion de muestras para analisis.
Su versatilidad y capacidad para trabajar en entornos estériles los convierten en
herramientas fundamentales en la investigacion y producciéon biotecnologica,

garantizando la pureza y calidad de los productos finales (Azimi et al., 2023).

A nivel comercial existen fibras sintéticas que presentan propiedades similares a
articulos de filtrado elaborados a partir de celulosa, celulosa microcristalina y
nanocelulosa, sin embargo, el gasto energético durante el estado de produccion es
mas elevado (Fiore et al., 2016). Esto genera una respuesta en cadena que inicia
con un aumento en la emision de gases de efecto invernadero, promueve la
contaminacion del aire y por ende repercute en la generacion de enfermedades
respiratorias (Kiling et al., 2018). Al tener un origen sintético generalmente la
composicion de estas fibras suele ser de polipropileno, nailon o poliéster lo cual
repercute en el tiempo de degradacion pudiendo tomar mas de cinco décadas

(Yadav & Hakkarainen, 2021).



Con el fin de aprovechar las propiedades fisicoquimicas de la celulosa dentro de
procesos de filtrado se plantea la extraccion del polimero mediante un proceso
biotecnoldgico en el que se transforme los subproductos (estiércoles) generados por

el sector ganadero y cunicultor para la elaboracion de filtros biodegradables.

1.2 Sostenibilidad ambiental

Se puede definir como desarrollo sostenible al conjunto de acciones que permiten
la generacioén de un bien o servicio de calidad sin comprometer el patrimonio y
recursos naturales de futuras generaciones (Olah et al., 2020). Este sistema tiene
como objetivo el desarrollo econdmico circular destinado a conservar los recursos
de los ecosistemas en el mayor tiempo posible, maximizando su valor,

aprovechando y minimizando residuos (Jeswani et al., 2020).

En los ultimos afios, la preocupacion ambiental ha ido creciendo es por ello que
Kirikkaleli & Adebayo, (2021) plantean la idea de que, si se busca alcanzar con
eficiencia la sostenibilidad ambiental, es necesario implantar procesos con
tecnologias limpias que vayan a la par con técnicas y metodologias de control,
medicion y evaluacion adaptables a las legislaciones nacionales e internaciones, asi

como también a las politicas econdomicas y sociales del pais.

La sostenibilidad ambiental y la biotecnologia estan estrechamente relacionadas en
la busqueda de soluciones para los desafios medioambientales. Una forma
particularmente prometedora en la que ambas se fusionan es a través de la
valorizacion de residuos para la generacion de soluciones sostenibles (Leong et al.,
2021). La biotecnologia proporciona herramientas innovadoras que permiten la
conversion de residuos organicos, como desechos agricolas, aguas residuales y
biomasa, en valiosos recursos renovables, incluyendo bioplasticos, biocombustibles

y fertilizantes organicos (Chew et al., 2019; Reichert et al., 2020).

Este proceso implica el uso de técnicas de ingenieria y la aplicacion de
conocimientos en ciencias naturales para optimizar la transformacion de residuos

en productos de alto valor. Esto no solo reduce la acumulacion de desechos y la



emision de gases de efecto invernadero, sino que también fomenta una economia
circular, destacando el potencial de la biotecnologia, la ingenieria y el conocimiento
en ciencias naturales para abordar de manera efectiva los desafios ambientales y

avanzar hacia un futuro mas sostenible (Wohlfahrt et al., 2019).

1.3 Impacto de la silvicultura

La silvicultura juega un rol importante en la implementacion de sistemas de
produccion sostenibles ligados al aseguramiento de suministros constantes de
madera y productos forestales (Rakatama & Pandit, 2020). Esta ciencia busca
generar un equilibrio entre la produccién continua y la generacion de servicios
ecosistémicos que abarquen aspectos como la conservacion de la biodiversidad,
proteccion de cuencas hidricas y mitigacion del cambio climatico (D. Wang et al.,

2020).

La gestion integral de areas destinadas al cultivo, cosecha y gestion de arboles y
bosques se constituye como una estrategia eficiente para la mitigacién del cambio
climatico llegando a asimilar un 23.8 Pg CO; eq. yr'! lo que significaria una
reduccion del 37 % de las emisiones de gases globales para el afio 2030 (Verkerk
et al., 2020). No obstante, enfocarse en la retencion de carbono exclusivamente en

ecosistemas forestales no aborda las siguientes cuestiones fundamentales.

En primera instancia, las zonas destinadas a la foresteria se constituyen como areas
de cultivo mixtas las cuales fungen como sumideros de didoxido de carbono hasta
que este se saturan debido a la mala planificacion y a la falta de consideracion de
estrategias de adaptacion para asegurar la resiliencia en ecosistemas boscosos
(Roman et al., 2021). Las bajas tasas de resiliencia de zonas silvicultoras no
promueven la biodiversidad ni el aseguramiento de los recursos bioldgicos
renovables no forrajeros y no alimentarios generados por un bosque no intervenido

(Verkerk et al., 2020).

Desde un analisis econdémico la silvicultura se presenta como una estrategia de

generacion de empleo principalmente en paises de América Latina y el sudeste



asidtico cuyas economias tienen un patron primario — exportador y de
especializacion extractivista de poca tecnificacion y con enfoque en las ganancias
(Merizalde et al., 2023). En Ecuador este sector gener6 2.034 plazas de trabajo y
una aportacion al PIB de $630.07 MM en el afio 2022 (Corporacion Financiera
Nacional, 2023), dentro de este contexto, los bosques, actian como proveedores de

materias primas y desempefian un papel positivo en la esfera econdmica del pais.

1.4 Sector Ganadero: Analisis y relevancia en la actualidad

La ganaderia desempefia una funcion fundamental en los sistemas alimentarios, ya
que representa una valiosa fuente de proteinas de extrema calidad asi como de
nutrientes esenciales, vitaminas, minerales y grasas (Tullo et al., 2019). Ademas,
la cria de ganado permite aprovechar areas que no son adecuadas para la agricultura
como praderas mientras se obtiene subproductos y compuestos organicos
(Carvalho et al., 2020).

El ganado también juega un papel destacado en los ciclos de nutrientes y brinda a
quienes se dedican a su cuidado ingresos, bienes y medios de subsistencia. El sector
ganadero ha experimentado una mayor especializacion e industrializacién, lo que
ha llevado a un incremento en sus huellas ambientales (Grossi et al., 2019). Estos
impactos incluyen mayores emisiones de gases de efecto invernadero, exceso de
nitrégeno, cambios en el uso del suelo y deforestacion (Tabassum-Abbasi et al.,
2016).

Estas circunstancias plantean perspectivas preocupantes, ya que, de acuerdo con las
ultimas estimaciones de la FAO, (2019) se prevé un incremento adicional del 70%
en la produccién ganadera para el afio 2050. Para el Ecuador la ganaderia representa
una actividad econdmica importante segin cifras del INEC, (2021), existe un
aproximado de 5.2 millones de cabezas de ganado, dentro de este grupo predomina
el ganado vacuno, seguido por las vacas destinadas a la produccion lechera

(Corporacion Financiera Nacional, 2022).



En el caso del ganado vacuno maés del 95% se destina al consumo de carne y el
restante a la reproduccion. De la explotacion del ganado lechero un 69% se destind
a la produccion de leche, el 29% del ordefio se destin6 para el procesamiento en
finca, especificamente para la elaboracion de quesos y quesillos, mientras que un
2% se destino para consumo familiar (INEC, 2021).

1.5 Sector cunicultor: Analisis y relevancia en la actualidad

La cunicultura hace referencia a las practicas de crianza, reproduccion manejo y
venta de conejos con diferentes fines dentro de los que se destaca, la produccion de
carne la cual busca asegurar la soberania alimentaria debido a que se constituye
como una fuente de proteina de alta calidad. Otros propdsitos son la
experimentacion animal y en menor medida se encuentra la manufactura del pelaje

y uso como mascotas (Mancini & Paci, 2021; Mutsami & Karl, 2020).

En los dltimos afios este sector ha ido tomando mas fuerza debido a los aportes de
los animales en labores de investigacion y generacion de ingresos econémicos por
su comercializacion, por lo cual se ha prestado especial atencion en aspectos como,
el mejoramiento genetico, identificacion de marcadores genéticos y la incidencia

de condiciones bioticas y abidticas en el desarrollo de la especie (Rddel, 2022).

En el Ecuador, el 98% del sector cunicola destina la crianza de conejos para la
obtencion de carne, mientras el 1.5% restante es empleado en labores de
investigacion dentro de bioterios, el 0.5% corresponde a animales considerados
mascotas(INEC, 2021). Asimismo, dentro del territorio nacional existen dos
formas de explotacion, la primera de ellas considerada a pequefia escala en donde
existen menos de 20 reproductoras por camada; es de caracter no comercial y de
autoconsumo. La segunda forma es con miras a la explotacion industrial con un
promedio de 350 reproductoras las cuales se distribuyen segin la densidad
poblacional de la camada (Lopez, 2022).



1.6 Celulosa: Caracteristicas

La celulosa (CsHi0Os)n es un carbohidrato complejo que se encuentra
principalmente en la pared celular de las plantas brindando soporte y rigidez a las
mismas; este polisacarido se encuentra formado por moléculas de cadena lineal de
(1,4) — D — glucopiranosa, su union forman microfibrillas cuyo didmetro oscila

entre 2 a 10 nanometros(nm) y 25nm de longitud (T. Li et al., 2021).

Debido a su versatilidad, Abouzeid et al., (2019) afirman que la celulosa tiene
varias aplicaciones en diferentes campos como el textil, industrial, farmacéutico y
biomédico. Este tipo de fibra natural es la mas abundante en el planeta y su uso se
debe a que posee excelentes propiedades fisicoquimicas, biodegradables,

biocompatibles, térmicas, mecanicas y benignas (Soares & Santos, 2019).

Sin embargo, como se menciond con anterioridad las principales fuentes de celulosa
son de origen maderable por lo cual es necesario la aplicaciéon de procesos
mecanicos y quimicos para la separacion de componentes como la lignina y la
hemicelulosa (K. Liu et al., 2021). Hoy en dia se buscan alternativas para obtener
celulosa de otras fuentes, dentro de las cuales se destaca el empleo de bacterias y la
recuperacion de celulosa a partir de desechos organicos (Amirah et al., 2022;

Blanco Parte et al., 2020).

1.6.1 Presencia de celulosa en el estiércol de vacunos

La celulosa es un carbohidrato complejo de dificil degradacion en el caso de los
rumiantes no poseen enzimas digestivas que sean capaces de descomponerla, no
obstante, el ganado vacuno ha generado diversas asociaciones simbidticas con los
microorganismos presentes en el rumen (ubicado antes del intestino

delgado)(Gomez et al., 2019).

Dentro del rumen los microorganismos descomponen la celulosa en componentes
simples como azucares y acidos grasos de cadena corta, sin embargo, gran parte de
la celulosa no puede ser absorbida y digerida, por lo cual recorre todo el sistema

digestivo y es expulsada en forma de estiércol, se estima que existe entre el 20 y



45% de celulosa en peso seco (Mao et al., 2015). A continuacion, se detalla la

microbiota tipica del rumen.

1.6.2

Bacterias: Se encuentran las de los géneros, Prevotella, Ruminococcus,
Fibrobacter, Butyrivibrio, Succinivibrio, Bacteroides, Lactobacillus,
Streptococcus, Clostridium.

Protozoo: Los principales géneros son, Entodinium, Diplodinium,
Isotricha, Ostracodinium, Epidinium.

Hongos: De los géneros, Neocallimastix, Piromyces, Anaeromyces,
Orpinomyces

Arqueas metanogénicas: Los  géneros  representativos  son,
Methanobrevibacter, Methanosphaera, Methanomicrobium,

Methanomassiliicoccus.

Presencia de celulosa en el estiércol de conejos

El sistema digestivo de los conejos no contiene enzimas que permitan la completa

degradacion de la celulosa, sin embargo, Hu et al., (2021) sostienen que el tracto

intestinal esta colonizado por microorganismos como:

Bacteroidetes: Dentro de este género se encuentran bacterias como
Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus micoorganismos responsables de
la degradacion de fibra vegetal como la celulosa y hemicelulosa.
Firmicutes: Integran bacterias del género Ruminococcus, Clostridium y
Streptococcus sirven como coadyuvantes en la degradacion de la fibra
vegetal.

Proteobacteria: Son responsables de procesos de fermentacion y
metabolismo de los alimentos; los principales géneros son Escherichia y
Klebsiella.

Actinobacteria: Se encargan de la produccion de vitaminas y la
degradacion de la fibra vegetal un claro ejemplo de esto es el género

Bifidobacterium.



Como indician Cotozzolo et al., (2020) el trabajo de las bacterias inicia con la
fermentacion en el ciego, aqui se da lugar a la descomposicion de celulosa y fibras
vegetales complejas originando compuestos mas simples como acidos orgénicos,
acidos grasos de cadena corta y gases. Posteriormente como resultado de la
fermentacion bacteriana se da la formacion de cecotrofos los mismas que tienen una
forma esférica, de textura blanda y pegajosa ricas en nutrientes y celulosa (40 a 65%

de peso en seco)



1.7 Objetivos

1.7.1

1.7.2

Objetivo General

Extraer celulosa a partir de estiércol de vaca y conejo mediante procesos

fisicoquimicos-mecanicos para la elaboracion de filtros.

Objetivos especificos

Recuperar la celulosa contenida en el estiércol de vaca y conejo.
Elaborar filtros a partir de materia prima obtenida.

Evaluar la funcionalidad de los filtros con pruebas de integridad,
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

A continuacion, se detallan los equipos, materiales y reactivos empleados en el

presente trabajo de investigacion.

Tabla 1 Listado de Equipos y Materiales Empleados

Equipos Materiales
Autoclave Botellas de vidrio tapa azul
Balanza analitica Embudo buchner
Bomba al vacio Frascos ambar
Cémara de flujo laminar Fundas ziploc
Campana extractora Matraz quitasato
Cocina Mechero bunsen
Espectroscopio infrarrojo Mechero de alcohol

(PerkinElmer Spectrum Two)

Estufa Micropipeta 1000 pL

Incubadora Pinzas

Licuadora Pipetas seroldgicas

Microscopio Optico Placas PTRFLM Aerobios Totales

Mufla Placas PTRFLM Escherichia coli y
coliformes

Nevera Placas PTRFLM mohos y levadura

pH — metro Tubos de ensayo

Plancha de calentamiento Vasos de precipitacion 100 — 2000 mL

Prensa Botellas de vidrio tapa azul

Vortex Embudo buchner

Frascos ambar
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Tabla 2 Reactivos y Cantidades

Reactivo Cantidad

Acido acético glacial 25 mL
Acido sulfiirico 250 mL
Dicromato de potasio 25¢
Etanol (70 % y 96 %) 1L
Hidroxido de sodio 600 g
Hipoclorito de sodio 5L
Sulfato de amonio y hierro (II) 75 mL
Tolueno 210 mL

2.2 Métodos

2.2.1 Recuperacion de celulosa contenida en el estiércol de vaca y conejo

Identificacion de los puntos de recoleccion de materia prima

El estiércol de conejo y de vaca fue receptado de la finca del Sr. Manotoa Mejia
Mario German, ubicada en el recinto Sillagua, perteneciente a la parroquia
Moraspungo, del canton Pangua, Provincia de Cotopaxi. La propiedad estaba
destinada a la cria y produccion de ganado bovino, y se consignd un espacio para

la crianza y consumo de especies menores (conejos).

Definicion de puntos de recoleccion del estiércol

Se establecieron dos puntos de recoleccion del estiércol, uno por cada tipo de
animal, los cuales estaban dentro de la propiedad antes mencionada. Para los
residuos del ganado, se construyd un area de almacenamiento sobre un piso de
cemento con materiales como plasticos y cartones. El estiércol de los conejos se
depositd en un saco de polipropileno, el cual se ubicé a un lado de la zona de cria.
En ambos casos, se evitd el contacto con factores ambientales que ocasionaran la

diseminacion del estiércol fuera del area delimitada.
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Periodo de recoleccion de materia prima

Se seleccionaron los especimenes mas jovenes de los rebafios de conejos y vacas
para iniciar la recoleccion diaria de cada tipo de estiércol. La recoleccion finalizo
cuando se juntaron 2 kg de estiércol de vaca, el peso fue estimado en base a la
metodologia de Chuiza et al., (2022), mientras que para el estiércol de conejo se
juntaron 3 kg; este valor fue mayor debido a que el excremento de conejo se
producia en menor cantidad, pero contenia un mayor porcentaje de celulosa y fue

util como aglutinante no maderable (Escamilla et al., 2017).

Lavado de materia prima

Se empleo un recipiente con la capacidad necesaria para retener los Skg de heces.
De acuerdo con el protocolo descrito por Cevallos et al., (2021) se llend el
recipiente con 10L de agua y se dejo reposar por 24 horas; este proceso se repitid

tres veces con la finalidad de precipitar particulas adheridas al estiércol.

Esterilizacion primaria de materia prima

Debido a la presencia de poblaciones de microorganismos en el excremento de los
animales se lo esterilizo a 100°C durante 4h, para lo cual, se afadieron un litro de
agua por cada lkg estiércol, de acuerdo con lo mencionado por de Chuiza et al.,

(2022).

Movilizacion de materia prima

Se traslado los desperdicios orgdnicos siguiendo las medidas de bioseguridad de
Soyer & Yilmaz, (2020), el estiércol se colocd en fundas de auto clavado las
mismas que se introdujeron en un cooler el cual fue introducido dentro de una funda

pléstica con el fin de evitar algun tipo de contaminacién cruzada.
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Esterilizacion secundaria

Se envid al autoclave las fundas que contiene cada uno de los estiércoles para ser
sometidas a un segundo proceso de esterilizacion bajo las siguientes condiciones

121°C y 15psi durante 15 minutos.

Secado de materia prima

El proceso de secado se realizo en base a lo propuesto por Jha & Kumar, (2019),
se envio el estiércol esterilizado a la estufa de secado a una temperatura de 105°C

por un tiempo de 7h, con la finalidad de eliminar el exceso de agua.

Trituracion mecanica

Se degrado las fibras en una licuadora comercial para obtener la pulpa, se empled
500 mL de agua por cada 100 g materia prima, segin Amirah et al., (2022), se

proceso por intervalos de 2 minutos hasta obtener una pasta de celulosa homogénea.

Empleo de sosa caustica Na(OH) para el despulpado

Para el proceso de des lignificacion se diluyé NaOH al 10% en 1 L de agua. A
continuacion, se incorpord la pulpa dentro del tanque de despulpado y se llevo a
coccion en una plancha de calentamiento por 4 horas a 150°C para obtener el licor
negro. Una vez transcurrido el tiempo necesario se dejo reposar la mezcla durante

24 h.

Extraccion de licor negro

Cumplidas las 24 h se procedio a separar los residuos de ligninocelulosa contenidos
en el licor negro de la pulpa procesada, para ello se emple6 una tela de lienzo. Se
midi6 el pH del licor obtenido, posteriormente se lavd la pulpa se con 10L de agua

hasta que se obtuvo un pH igual a cercano a 7
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Blanqueamiento de fibra

Se coloco la pulpa lavada en un vaso de precipitacion, posteriormente se incorporo
400 mL de agua y 800 mL de hipoclorito de sodio para obtener la relacion 2:1; las
condiciones de trabajo fueron de 65°C durante 45 minutos, finalizado este tiempo
se lavo la pulpa con aproximadamente 5 L de agua hasta obtener un pH cercano a

7.

Secado de la pulpa de celulosa

Se envio la pulpa blanqueada a la estufa durante 24 h a 70°C con el fin de eliminar
el exceso de agua, transcurrido el tiempo mencionado se dejo enfriar la pulpa bajo
condiciones ambientales. Una vez enfriada se almaceno dentro de fundas ziploc. Al
finalizar la etapa experimental I, se determino el porcentaje de humedad reducida,

mediante la ecuacion 1.

PMH_PMS

% Humedad = < ) * 100 [Eq.1]

MS

Donde,
Py = Peso de la muestra humeda
Py s= Peso de la muestra seca

Mientras que para la determinacion de la eficiencia del proceso de secado se

empleo la ecuacion 2

M
Eficiencia de secado(%) = M_f * 100 [Eq.2]

(o]

Donde,

My= Masa final

M,= Masa inicial
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2.2.2 Elaboracién de filtros

A partir de las pulpas obtenidas se realizaron tres filtros diferentes, uno utilizando
la pulpa de celulosa extraida de estiércol de conejo, otro empleando la pulpa de
celulosa extraida del estiércol de vaca y finalmente, un tercer filtro proveniente de

una mezcla de ambos estiércoles.

Preparacion de la mezcla

Se tom¢ 10 g de pulpa de celulosa seca y se la mezcld con 250 mL de agua destilada,
posteriormente se proceso la muestra en una licuadora comercial hasta obtener una

pasta acuosa.

Prensado de filtro

Se colocaron 25 mL de la solucion preparada en el molde de la prensa y se aplico
fuego bajo a través de una cocina industrial durante 25 minutos para evaporar el
agua sin alcanzar su punto de ebullicién. Luego, se increment? la intensidad de la
llama durante 20 minutos, evitando aplicar excesiva presion para evitar la

formacion de orificios en la superficie del filtro.

Una vez que toda el agua se habia evaporado, se retird el filtro del molde,
previamente se cred una zona estéril utilizando dos mecheros de alcohol. El filtro
se mantuvo en el area estéril durante 3 minutos para permitir que se enfriara, y
finalmente se guard6 en una bolsa ziploc estéril. El manejo del filtro se llevo a cabo
utilizando guantes y pinzas estériles con el fin de evitar cualquier contaminacion

posible.
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2.2.3 Aplicacion de pruebas de integridad para la evaluacion de la
funcionalidad de los filtros

Analisis bromatolégico de los filtros

Determinacion de pH

Se coloco 25 mL de pulpa de celulosa hidratada en un matraz Erlenmeyer de 100
mL, posteriormente, se colocd 50 mL de agua destilada y se homogeniz6 la muestra.
A continuacion, se procedid con la calibracion del pH — metro, a continuacion, se

introdujo el electrodo en la solucion y se anot6 el valor.

Determinacion de humedad

Se inicid registrando el peso de cada filtro y se lo coloco en un crisol libre de
humedad el mismo que fue pesado con y sin la muestra. A continuacion, se dej6 el
crisol en la estufa bajo condiciones controladas (105 +3°C durante 24 horas), pasado
el tiempo se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente en un desecador.
Finalmente, tras enfriar, se procedi6 a pesar el recipiente. Para el célculo de

humedad en los filtros se emple6 la Eq. 1.

Determinacion de cenizas

Se comenzo6 pesando los filtros y se lo colocod en un crisol de peso conocido. A
continuacion, se los sometid a calcinacion en mufla a 525°C durante 3 horas. Para
finalizar, se dejo enfriar la muestra en un desecador y se anotd el peso. La

determinacion del contenido de cenizas se realizo a través de la ecuacion 3.

PCMC_PC

% Cenizas = ( Por—P

) %100 [Eq.3]

Donde,
Pcyc= Peso del crisol + muestra calcinada
P-= Peso del crisol

Pcy= Peso del crisol + muestra
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Analisis microbioldgico

Prueba de E. coli y coliformes

Para la determinacién de E. coli y coliformes se empled MC — Media Pad E. coli &
Coliformes como medio de cultivo. Se comenz6 tomando un gramo de un filtro
estéril y se lo colocod en 9 mL de solucion salina, posteriormente se homogenizo la
muestra con ayuda de un vortex. Una vez diluida la celulosa, se retird parcialmente
la pelicula protectora y se pipeted6 500 pL. de solucion sobre la almohadilla,
finalizado este paso se procedid a sellar la pelicula aplicando una ligera presion.
Las placas fueron enviadas a incubacion durante un periodo de 24 + 2 horas bajo
condiciones controladas de temperatura de 35° + 1°C. Para la interpretacion se tuvo
presente dos criterios: Se contaron todas las colonias de colores azul-verde/azul
como coliformes y para el recuento de E. coli, solo se conto las colonias de color

rojo-purpura/azul marino.

Prueba de aerobios totales

Se emplearon las 3M™ Placas Petrifilm™ para el Recuento de Aerobios AC. Se
comenz6 tomando 1 g de un filtro estéril y se lo colocod en 9 mL de solucion salina,
posteriormente se homogenizo6 la muestra con ayuda de un vortex. Una vez diluida
la celulosa, se retird parcialmente la pelicula protectora y se pipeted 500 pL de
solucion sobre la almohadilla, finalizado este paso se procedi6 a sellar la pelicula
aplicando una ligera presion. Las placas fueron enviadas a incubacion durante un
periodo de 24 + 2 horas bajo condiciones controladas de temperatura de 35° + 1°C
Para la interpretacion se tuvo presente el siguiente criterio: Se contaron todas las

colonias de color anaranjado/rojizo.

Prueba de mohos y levaduras

Se emplearon las 3M™ Placas Petrifilm™ para el Recuento de Mohos y Levaduras.
Se comenzo6 tomando 1 g de un filtro estéril y se lo colocd en 9 mL de solucion

salina, posteriormente se homogenizé la muestra con ayuda de un vortex. Una vez
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diluida la celulosa, se retir6 parcialmente la pelicula protectora y se pipete6 500 pL
de solucion sobre la almohadilla, finalizado este paso se procedié a sellar la pelicula
aplicando una ligera presion. Las placas fueron enviadas a incubacién durante un
periodo de 48 — 72 horas bajo condiciones controladas de temperatura de 25° + 1°C.
Para la interpretacion se tuvo presente el siguiente criterio: Se contaron todas las

colonias de color rojizo.

Determinacion de componentes quimicos

Preparacion de la muestra para la caracterizacion

Para la determinacion de celulosa, se emple6 la metodologia de Prado et al.,
(2012). Se inicid tomando una muestra seca de 10 g de celulosa y se tritur6. Luego,
se coloco la muestra en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se afiadieron 200 mL
de una mezcla de solventes etanol-tolueno en proporcion 1:2 en volumen. La
muestra se dejo en reposo durante 6 horas. Posteriormente, se realiz6 un lavado con
etanol de alta pureza (95%) y se procedi6 a una segunda extraccién con el mismo
compuesto durante 4 horas. Finalmente, se llevo a cabo un lavado de la muestra con

500 mL de agua destilada a temperatura ambiente.

Obtencion de halocelulosa

Se tomaron 2.5 gramos de la muestra libre de extraibles y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer de 300 mL. A continuacion, se afiadieron 80 mL de agua destilada
caliente (=80° C) y se colocd el matraz en un bafo termostatizado a 70°C con
agitacion periodica para homogeneizar. Luego, se procedi6 a agregar 0.5 mL de
acido acético glacial (CH3COOH) y 2.6 mL de clorito de sodio (NaClO) al 25%
cada 60 minutos, hasta completar un periodo de 6 horas. Después de las 6 horas, se
mantuvo la muestra en un bafio termostatizado a 10°C sin agregar ningin
compuesto durante 12 horas. Luego, la mezcla se filtr6 utilizando un filtro Gooch
de porosidad fina, y el filtrado se dejo secar durante 24 horas a 105°C en una estufa.

Finalmente, se enfrio y se peso.
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Determinacion de alfa — celulosa

Se comenzd pesando 2 gramos de muestra de halocelulosa seca y se colocd en un
vaso de precipitado de 300 mL. Luego, se afiadieron 35 mL de hidroxido de sodio
(NaOH) al 17% y se mezclaron con una varilla de vidrio. Se continu6 agregando
cada 5 minutos 2.5 mL de la misma solucion (NaOH) hasta completar un volumen
de 100 mL. Después de completar este proceso, se afiadieron 100 mL de agua
destilada y se mantuvo la muestra a 20°C durante una hora, luego se procedié a

filtrar.

A continuacion, se colocaron 10 mL de la solucion filtrada en un matraz de 250 mL,
y se agregaron 20 mL de K,Cr,O7 0.5N y 30 mL de H>SO4 concentrado,
manteniendo la muestra caliente durante 15 minutos. Luego, se incorporaron 50 mL
de agua para dejar enfriar el analito a temperatura ambiente. Finalmente, se
agregaron de 2 a 4 gotas de ferroin (indicador) y se titul6 con 0.1N de solucién

Fe(NHa4)2(SO4): hasta que se produjo el viraje a coloracion.

Para la titulacion del blanco, se agregaron 10 mL de la pulpa con 12.5 mL de NaOH

al 17.5% y 12.5 mL de agua, lo que resulto en un viraje de color de naranja/verde a

purpura.

El contenido de o — celulosa se calcul6 con la siguiente formula:

6.85 (V, —V;) x N x 20
AxW

alfa — celulosa,% =

Donde,

V1: Titulacion del filtrado de la pulpa, mL

V,: Titulacion en blanco, ml

N: Normalidad exacta de la solucion de sulfato de amonio y hierro (1)
A: Volumen del filtrado de la pulpa usado en la oxidacion, mL

W: Peso del espécimen de la pulpa secada en la estufa, g
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Determinacion de gama y beta celulosa

Se determind la beta y gamma celulosa de la siguiente manera: se comenzo
pipeteando 50 mL del filtrado de pulpa en una probeta graduada de 100 mL con un
tapon de vidrio esmerilado. Luego, se agregaron 50 mL de H2SO4 3N y se mezcld
por inmersion. A continuacion, el cilindro se calenté sumergiéndolo en un bafio de
agua caliente a una temperatura de unos 70 a 90°C durante varios minutos para
coagular la beta-celulosa. Se permitio que el contenido reposara durante varias
horas para que el precipitado se asentara. Luego, se decanto o filtro si fue necesario

para obtener una solucidn transparente.

Por otro lado, se pipetearon 50 mL de la solucién transparente y 10.0 mL de
K2Cr207 0.5 N en un matraz de 300 mL. Luego, se agregaron 90 mL de H>SO4
concentrado y se calento la solucion durante 15 minutos. Para finalizar, se afiadieron
de 2 a 4 gotas de ferroin (indicador) y se tituld6 con 0.1 N de solucion Fe

(NH4)2(SO4)2 hasta que se produjo el viraje a una coloracion.

Para la titulacion del blanco, se llevo a cabo una titulacion en blanco sustituyendo
la solucion con 12.5 mL de NaOH al 17.5%, 12.5 mL de agua y 25 mL de H2SO4
3N.

El contenido de y — celulosa se calculd con la siguiente formula:

[6.85 (V, — V;)x N x 20]
25x W

gamma celulosa, % = [Eq.5]

Donde,
V3 Titulacion de la solucion después de la precipitacion de la beta-celulosa, mL
V4 Titulacion del blanco, mL
El contenido de B— celulosa se calculd con la siguiente formula:
Beta — celulosa, % = 100 — (a — celulosa % + y — celulosa %) [Eq.6]

Prueba de espectroscopia de transicion infrarrojo

La caracterizacion se llevé a cabo utilizando el espectrofotometro Infrarrojo por

Transformada de Fourier (FT-IR) situado en el laboratorio de Canje de deuda —

21



Espana perteneciente a la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. Se comenzo6 tomando 1 g del
filtro y se coloc6 la muestra en el compartimiento de medicion del
espectrofotometro. Para el analisis de las muestras se empleo el programa Spectra

Analysis en un rango de 4000 cm™ a 500 cm'empleando una resolucion de 4 cm’'.

Determinacion de la eficiencia de filtrado

Se llevaron a cabo tres diluciones McFarland con E. coli, Bacillus subtilis y
Saccharomyces cerevisiae, utilizando un estandar de 0.5 en 100 mL. Ademas, se
prepard una solucion que constaba de 50 g de arena disueltos en 100 mL de agua.

Las cuatro soluciones se sometieron a filtracion al vacio utilizando los tres tipos de
filtros disenados. En el caso de las soluciones con microorganismos, tras el filtrado
se incubo el filtro y se contaron las colonias, las cuales se multiplicaron por el factor

de dilucion correspondiente.

Respecto a las filtraciones con arena, una vez la solucion pas6 a través de la

membrana, se colocd el filtro en una estufa de secado durante 24 ha 105°C £3 °Cy

se registro el peso de la cantidad retenida al final del proceso. Previamente se

registro el peso del filtro y se le restd a la masa total después del proceso de secado.

Mediante la ecuacion 7, se determind el nimero de particulas retenidas en el filtro.
N, = C;— (¢ [Eq.7]

Donde,

N,= Numero de particulas

C;= Concentracion inicial de particulas

Cr= Concentracion final de particulas retenidas

A continuacion, se aplico la ecuacion 8 para determinar el porcentaje de la eficiencia

de filtrado.

%E, = [1 - (%r)] «100 [Eq.8]
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Eficiencia de secado de materia prima esterilizada

El estiércol presenta una composicion diversa que incluye tanto materia orgéanica
como inorganica, restos fibrosos no descompuestos, niveles variables de humedad
y microorganismos procedentes de la microbiota del animal (Wu & Bao, 2023). De
acuerdo con la literatura, de la masa total del estiércol de conejo aproximadamente
el porcentaje de agua presente es de 65 a 85 %, mientras que el porcentaje de
humedad en muestras heces de ganado es de 35 a 65 % (R. Li et al., 2022; Moussa
Baldé et al., 2019). El Grafico 1 muestra una reduccién el contenido de humedad

en el estiércol de conejo (8.57 %) y vaca (9.69 %) esterilizado y secado.

Grifico 1 Eficiencia de secado y humedad residual
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La reduccidn de la masa del estiércol es proporcional a la disminucion del contenido
de humedad, debido a que a través del proceso de secado la masa de agua se
evapora. No obstante, eliminar el agua evita la proliferacion microbiana y pudricion
alargando la vida 1til de la materia prima (de Holanda Pasolini et al., 2023). La
eficiencia de secado del estiércol de conejo y vaca mostro valores de 92.10% y

91.16% respectivamente. La diferencia entre estos valores se ve influenciado por
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las propiedades fisicas de cada estiércol como su textura, porosidad y granulometria

(Feng et al., 2019).

3.2 Rendimiento del proceso de extraccion

Existen diversos métodos de extraccion de celulosa, la eleccidon de este debe evitar
hacer cambios radicales en la estructura del polimero, asi como también, dependera
del origen de la materia prima y la aplicacion que se le quiera dar a la celulosa (Lin
et al., 2021). El método de mercerizacion con sosa caustica a una concentracion del
10% en conjunto con condiciones elevadas de temperatura, permite generar
cambios fisicos y quimicos a nivel estructural, asimismo permiten la eliminacion
de sustancias no deseadas como la lignina y hemicelulosa (Ferro et al., 2020;

Kumar et al., 2021).

En lo que respecta a cambios fisicos un medio alcalino penetra las fibras
ocasionando un hinchamiento lateral y un encogimiento longitudinal mejorando asi
su brillo, resistencia y capacidad de absorcion (Sawada et al., 2022). A nivel
quimico se genera el rompimiento de los enlaces de hidrogeno permitiendo la
insercion del NaOH obteniendo como producto la élcali celulosa la misma que al
ser lavada con agua elimina el exceso de NaOH y mantiene las propiedades

adquiridas (Marzouki et al., 2019).

Tabla 3 Cdlculo de rendimiento de celulosa obtenida

Fuente de  Cantidad inicial Cantidad final Rendimiento de
origen empleada (g) recuperada (g) celulosa cruda (%)

Conejo 100.00 45.07 45.07

Vaca 100.00 32.18 32.18

Mezcla* 200.00 80.00 40.00

Nota: * Elaborada con 100 g de cada tipo de estiércol

Después del tratamiento alcalino y secado del estiércol de vaca en la Tabla 3 se
muestra el rendimiento obtenido (32.18 %), el ensayo de Mora (2021), muestra un

rendimiento del 69.82% debido a una reduccion en la concentracion del NaOH y
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duracion del despulpado. De acuerdo con Amirah et al., (2022), el rendimiento de
la pulpa se ve influenciado por la concentracion de hidroxido de sodio, el tiempo
de coccidn y la temperatura aplicada. No obstante, para He et al., (2021) una
solucion alcalina concentrada (18 %) a alta temperatura (>90; <150) remueve
mayor cantidad de lignina, ademas, genera tamafios de particula mas pequenos asi
como una mayor estabilidad térmica y una superficie mas densa en la celulosa sin

afectar su estabilidad.

Aunque no se disponga de datos especificos sobre el rendimiento de extraccion de
celulosa a partir del estiércol de conejo o de una combinacion de estiércol de vaca
y conejo, investigaciones como las de Chaparro et al., (2021) y Guerrero, (2021)
revelan valores de celulosa cruda comprendidos entre 21.8 % y 36.5 %
representando un rendimiento bajo teniendo en consideracion que la materia prima
son residuos organicos y pastos, cuyos contenidos de lignina son bajos, por
consiguiente, el proceso de mercerizacion contempla condiciones minimas de

NaOH , tiempo y temperatura.

3.3 Analisis bromatolégico

Mediante la caracterizacion bromatologica de la pulpa de celulosa extraida a partir
del estiércol de conejo y vaca se puede corroborar la incidencia del pH sobre las
fibras de los filtros. El Grafico 2 denota el pH presente en las tres pulpas después

del tratamiento alcalino y blanqueamiento.

De acuerdo con el analisis ANOVA y prueba TUKEY (ANEXO 4) se evidencia que
existe una diferencia significativa entre la media de los valores de pH de la pulpa
de conejo (7.99 £+ 0.208), vaca (7.90 £ 0.152) y la mezcla (8.20 + 0.305). Estas
variaciones serian influenciadas por factores como la alimentacion de los animales,

el tipo de celulosa y las concentraciones de NaOH (10 %) e hipoclorito de sodio

(5%)

25



Grafico 2 Comparacion de medias del pH de las pulpas
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De acuerdo con el estudio de Kaur et al., (2018) un pH mas alcalino genera una
disminucion de la permeabilidad de 1a membrana debido a que se da un aumento en
el tamafo del poro. Este fendémeno tiene lugar durante el proceso de despulpado de
la celulosa, cuando el valor del pH del medio alcanza un valor cercano a 13. Como
se menciond anteriormente esto genera un hinchamiento de las fibras mejorando

sus propiedades (Sawada et al., 2022).

Aunque un entorno alcalino mejora las propiedades de las fibras, su exposicion
prolongada puede impactar la estructura de la celulosa. Este efecto conlleva la
ruptura de los enlaces glucosidicos, lo que deteriora las propiedades mecanicas vy,
en consecuencia, la porosidad del filtro. Esto puede reducir la eficiencia de filtrado.
Por lo tanto, es crucial lavar la pulpa hasta alcanzar un pH cercano a 7 para prevenir
su degradacion y asi prolongar la vida util del filtro (Lam et al., 2018; Mattsson

et al., 2012).

La humedad se define como el contenido de agua presente en un material,
representado como un porcentaje de su peso total (Mufioz, 2017). La absorcion de
humedad esta relacionada con la porosidad del material, y un exceso de esta puede

ocasionar cambios dimensionales, disminuir la resistencia mecanica y crear un
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ambiente propicio para el crecimiento de microorganismos (Cichosz & Masek,

2020).

El Grafico 3 evidencia los valores de las medias del porcentaje de humedad presente
en los filtros elaborados, filtro de conejo (0.024 + 0.0020) filtro de vaca (0.101 +
0.0010), filtro de la mezcla (0.003 +0.0001), segun el andlisis estadistico ANOVA
y TUKEY (ANEXO 5) con un nivel de confianza del 95 % existe una diferencia

significativa entre los contenidos de humedad.

Grafico 3 Comparacion de medias del contenido de humedad presente en los

filtros
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La capacidad higroscdpica de la celulosa posibilita la absorcion de hasta un 25 %
del peso del filtro en agua, principalmente a través de mecanismos capilares. Sin
embargo, tras el tratamiento alcalino de la pulpa de celulosa, la predominancia de
la alfa celulosa y la presion ejercida durante el prensado del filtro redujo la
porosidad del material (Yuan et al., 2021). En el ambito comercial, ciertas
membranas filtrantes son recubiertas con resina brindando resistencia a la humedad,

manteniendo su contenido de agua por debajo de 10 pul (<0.01 %) (Solanas, 2008).
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Grafico 4 Comparacion de medias del contenido de cenizas presente en los filtros
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El Gréfico 4 exhibe los promedios porcentuales del contenido de cenizas para los
filtros de conejo, vaca y la mezcla, con valores de (2.711+0.1018), (4.957+0.2899)
y (3.747+£0.3458), respectivamente. Segun el andlisis estadistico ANOVAy TUKEY
(ANEXO 6), con un nivel de confianza del 95 %, se evidencian diferencias
significativas entre los contenidos de cenizas en cada filtro. Estas variaciones se
atribuyen principalmente a las diferencias en la dieta de cada animal, asi como a la

influencia de los reactivos quimicos utilizados durante los procesos de extraccion

de celulosa (He et al., 2021; F. Li et al., 2020).

El porcentaje de cenizas en los filtros juega un papel crucial y su impacto depende
de la aplicacion especifica. En campos donde es imprescindible una pureza
excepcional, como en la industria farmacéutica o alimentaria, los porcentajes de
cenizas presentados en el Diagrama 3 serian considerados relativamente altos, lo
que podria afectar la idoneidad de los filtros para estas aplicaciones sensibles (J.
Wang et al., 2020). Sin embargo, en aplicaciones menos rigidas en términos de
pureza, como filtraciones generales o industriales, el porcentaje de cenizas seria
aceptable y no afectaria significativamente la funcionalidad del filtro (Reig et al.,

2021).
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3.4 Analisis microbiologico

Consorcios microbianos en el rumen del ganado y el ciego de conejos desempefian
un rol fundamental en procesos como la hidrolisis de celulosa y otros tipos de fibras.
Se han detectado géneros ubicuos en el rumen del ganado como son Bacteroides,
Succinivibrio, Clostridiu, Fibrobacter, Prevotella, y Ruminococcus. (Sun et al.,
2015). Asi mismo, analisis de la microbiota de los conejos han revelado la
presencia de bacterias degradadoras de lignina (hemicelulisticos) de las clases
Bacteroidia, Bacilli y Clostridia, asi como también se encuentran presentes arqueas
hidrogenotroficas (Methanobacterium, Methanolinea, y Methanovebribacter) y
acetoclasticas clave (Matheanosarcina y Methanosaeta) (Zapata Martinez et al.,

2019).

A través, de los procesos catabolicos y la intervencion de consorcios microbianos
que ocurren en el rumen de vacas y el ciego de conejos, se da lugar a la degradacion
del material vegetal en compuestos mas simples (Xu et al., 2021). No obstante,
polimeros como la celulosa no es degradada en su totalidad, es por ello que la
fraccion no asimilada es expulsada en forma de desecho (Saliu et al., 2022). El
presente trabajo a provechd la celulosa contenida en el estiércol de ganado y

leporinos para la elaboracion de filtros.

Debido a la naturaleza del estiércol, es necesario aplicar procesos de esterilizacion
que eliminen la carga microbiana. Dupont et al., (2009); Ezugworie et al., (2021);
Kc et al., (2020); y R. et al., 2021) comunican que el contacto con estiércol de
ganado puede transmitir patologias tales como infecciones gastrointestinales,
hemorragias internas, asi como causar irritacion en nariz y ojos. A su vez el
excremento puede ser un vector de enfermedades como la leptospirosis y la
criptosporidiosis (Carolina R et al., 2020; Innes et al., 2020). Mientras que el
contacto de heridas o membranas mucosas con estiércol de conejo pueden ser una
via de entrada para Francisella tularensis agente causal de la enfermedad de

tularemia (Maurin, 2020).
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Tabla 4 Resultado del analisis de esterilidad de los filtros

Tipo de filtro

Tiempo de
Microorganismo incubacion Conej() Vaca Mezcla
(h)
Rl R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
) 24 X X X X X X X X X
Aerobios totales
48 X X X X X X X X X
E. coliy 24 X X X X X X X X X
coliformes 48 X X X X X X X X X
24 X X X X X X X X X
Mohos y
48 X X X X X X X X X
levaduras
72 X X X X X X X X X

Nota: x= Ausencia del microorganismo

Por lo tanto, la evaluacion rigurosa y el cumplimiento de estandares sanitarios son
esenciales para asegurar la funcionalidad y la inocuidad de los filtros derivados del
estiércol animal (Riley, 2020). Como se evidencia en la Tabla 4, después de
periodos de incubacion, no se observé crecimiento de bacterias, mohos o levaduras
en los filtros. Esto demuestra que se ha mantenido la esterilidad a lo largo del
tiempo. De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que el uso y
manipulacién de los filtros no representan riesgos para la salud, ya que no se detecto

presencia microbiana.

3.5 Determinacion de componentes quimicos de las pulpas de celulosa

La composicion de la biomasa lignoceluldsica estd integrada principalmente por
celulosa, hemicelulosa, lignina y cantidades menores pectinas, ceras y minerales
organicos. La porcion de celulosa y hemicelulosa presentes en esta biomasa se
conoce como halocelulosa, la cual se subdivide en alfa, beta y gamma celulosa,
compuestos de gran interés debido a su valor bioldgico. La obtencion de celulosa
de alta pureza depende en gran medida de procesos de pretratamiento que eliminen
componentes como hemicelulosa, lignina y demas extractos de la biomasa

recalcitrante (Shaikh et al., 2021).

30



Grafico 5 Componentes de la pulpa de celulosa
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Con respecto al contenido de alfa celulosa presentado en el Grafico 5, se evidencia
que las tres pulpas mostraron resistencia al tratamiento alcalino, esto se debe a que
la alfa celulosa representa una fraccion de alto peso molecular de la celulosa de alta
pureza que no se degrada durante el proceso de deslignificacion (Singh & Dhepe,
2022). Esta resistencia se debe a que la alfa celulosa es una estructura altamente
ordenada y cristalina en donde las cadenas de glucosa se disponen de forma
paralela. Esta distribucion confiere a la alfa celulosa buenas propiedades mecanicas

como resistencia y rigidez (Ververis et al., 2004).

Los porcentajes de alfa-celulosa hallados en las pulpas de conejo (87.85 %), vaca
(75.12 %) y la mezcla (79.86 %) se encuentran dentro de la clasificacion de fibras
vegetales de Nieschlag et al., (1960) empleadas para la elaboracion de papel y
derivados ya que superan el umbral del 34 % en contenido de celulosa de alta
pureza. Esta concentracion elevada de alfa-celulosa contribuye significativamente
a mejorar tanto las propiedades quimicas como fisicas de las fibras utilizadas en la

fabricacion de papel (Muiioz, 2017).
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En lo que respecta del contenido de B y y celulosa son fracciones solubles al NaOH
por lo que pueden ser eliminadas; la beta celulosa presenta una estructura menos
cristalina que la alfa celulosa ademas de que presenta una estructura amorfa (Singh
et al., 2021). En la celulosa beta las cadenas de glucosa se encuentran dispuestas de
manera antiparalela, otorgando flexibilidad a las fibras. La gamma celulosa es la
menos cristalina y presenta un mayor desordenamiento en comparacién con la

estructura de la o y B celulosa (Singh et al., 2022).

3.6 Prueba de espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR)

Figura 1 Comparacion de las muestras de celulosa obtenidas con dos muestras

comerciales
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Nota: —Celulosa de conejo, —Celulosa comercial 1, —Celulosa comercial 2, —

Celulosa de vaca, — Celulosa mezcla (conejo y vaca).

A través del andlisis de espectroscopia infrarroja de transmision, se puede revelar

grupos funcionales distintivos en el espectro de la celulosa. En la figura 1, se

muestra los espectros de 5 muestras de celulosa. En cada uno de los espectros se

aprecia estiramiento del grupo OH, unido por enlaces de hidrégeno en el rango de

3600 — 3200 cm™. Por otro lado, las vibraciones de flexién del grupo H-C-H se
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detectan 2 2900 y 1430 cm™'. Asimismo, la flexién del OH de las moléculas de agua

se registra entre 1635 — 1638 cm™'. Las bandas de vibracion correspondientes a los

enlaces C-O-C y C-H se posicionan a 1660 cm™ y 1360 — 1280 cm’

respectivamente.(Contreras Q et al., 2010; Kruer-Zerhusen et al., 2018; Oh et
al., 2005).

A pesar de que los espectros de las muestras de celulosa (Figura 1) extraidas de
estiércol de conejo y vaca, asi como la mezcla de ambos exhiben una semejanza
notable con los patrones de absorcion de espectros de las muestras comerciales
(celulosa de alta pureza), existen ciertas variaciones discernibles en la intensidad y
ubicacion de ciertos estiramientos en el plano de los grupos funcionales presentes
en la celulosa. Estas diferencias sugieren posibles discrepancias del polimero a

nivel molecular debido a posibles cambios estructurales o por la interaccion de la

celulosa con otros grupos funcionales (Fei et al., 2017).

Figura 2 FTIR de la celulosa extraidas de estiércol de conejo
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La comparacion entre los espectros de las celulosas comerciales y el presentado en
la Figura 2 revela una omision por parte del equipo al no mostrar la sefial
caracteristica a =1105.11 cm™!, la cual corresponde a la vibracion del grupo
funcional C — O (X. Guo et al., 2018). Esta omision se repite tanto en el espectro
de celulosa extraida del estiércol de vaca, mostrado en la Figura 3, como en el
espectro de celulosa derivada de la mezcla, representado en la Figura 4. No

obstante, un analisis minucioso de las Figuras 2, 3 y 4 revela la presencia de la

vibracion del grupo funcional en cuestion.

Una baja concentracion del grupo funcional C — O se refleja en la disminucion del
tamafio del pico en el espectro FTIR. Esta disminucion de concentracion del grupo
funcional conlleva a una absorcion de energia infrarroja mas limitada en esa regioén
especifica del espectro. Ademas, la posible existencia de contaminantes que
interactian con dicho grupo funcional, junto con la sensibilidad inherente del

equipo utilizado, son elementos que entorpecen la identificacion precisa de esta

sefial caracteristica (Mondal et al., 2017).

Figura 3 FTIR de la celulosa extraidas de estiércol de vaca
9%
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La Figura 3 exhibe una marcada variacion en el espectro de la celulosa entre 2300
y 2450 cm’.Cunado la celulosa se encuentra en presencia de compuestos
nitrogenados y en presencia de agentes oxidantes como el NaOH y NaClO se puede
dar lugar a la formacién de grupos Ciano (C = N) (He et al., 2021). Sin embargo,
al comparar los espectros de las Figuras 2 y 4 a las que se les aplico el mismo

tratamiento, estas no presentan la variacion en el rango de frecuencia mencionado.

Figura 4 FTIR de la mezcla de celulosas extraidas de estiércol de conejo y vaca
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Las diferencias en las dietas de vacunos, centradas en pastos y forrajes de residuos
agricolas, y la dieta de conejos, principalmente basada en alfalfa, podrian tener un
impacto significativo en las poblaciones microbianas que participan en la
degradacion de la celulosa (Mattioli et al., 2019). Esta variacion en la alimentacion

podria explicar la diferencia observada en la vibracion de la frecuencia mencionada

en el espectro de la celulosa de la Figura 3.

La alfalfa posee un alto contenido de pectina lo cual resulta beneficioso para una
proliferacion mas rapida de bacterias lignocelulosas como Syntrophococcus sp.,
capaz de la desmetilacion de derivados monoaromaticos de lignina metoxilada (Wei

et al., 2021). Esta ruptura de enlaces permite la liberacion de celulosa en un estado
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mas puro. A diferencia de los conejos las vacas presentan una mayor cantidad de
bacterias amiloliticas que degradan excesivamente almidones provocando una
reduccion de pH en el rumen, afectando a la capacidad fibrolitica lo que ocasiona

una disminucion en la digestibilidad de lignina (W. Guo et al., 2022).

Este contraste en la composicion microbiana entre la dieta de conejos y vacas podria
ser la razdn detras de la variacion observada en el espectro de la celulosa extraida
del estiércol de vaca. La presencia de bacterias amiloliticas y su impacto en la
capacidad fibrolitica podrian influir en la degradacion de la celulosa, lo que se
reflejaria en cambios detectables en el espectro, evidenciando la interaccion

compleja entre la dieta, la microbiota ruminal y la estructura de la celulosa.

3.7 Determinacion de la eficiencia de filtrado

La eficiencia de filtrado es un valor porcentual que representa la cantidad de
particulas o contaminantes capturados en la superficie del filtro (Vieira et al.,
2020). En términos simples, cuanto mas alto sea el nivel de retencion de particulas,
mayor serd la eficacia del proceso de filtracion. Este grado de retencion estd
directamente vinculado al tamafio de los poros, tanto en el filtro mismo como de las

particulas (Hube et al., 2020).

Grafico 6 Determinacion del porcentaje de eficiencia de filtrado
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Los datos del Gréfico 6, reflejan el porcentaje de retencion de diferentes particulas
contenidas en una solucion de 100 mL. Como se videncia en el grafico la eficiencia
de filtrado para la bacteria E. coli, es de = 0 %, esto se deberia a que el tamafio del
poro del filtro es mayor las dimensiones del microorganismo (1 pm de largo y 0.35
um de ancho) (Rojas-Torres et al., 2022). Los resultados muestran un aumento en
la eficiencia de filtrado para B. subtilis, S. cerevisiae y arena en consonancia con un
aumento en el tamano de las particulas filtradas (0.5 2.5 umx 1.2 - 10 um), 3 -5
um)y (0.0625 —2mm) respectivamente (Calvo & Zuiiiga, 2010; Chen et al., 2020;
P. Liu et al., 2021).

Entre los tres tipos de filtros comparados, aquel elaborado a partir de una mezcla
de celulosas demuestra una eficiencia superior en la retencion de particulas. La
combinacion de celulosas provenientes de diversas fuentes contribuye a la
formaciéon de una estructura menos porosa y de tamafio reducido. Esta
configuracién, mas adaptable y diversa, tiene la capacidad de retener una amplia
gama de particulas. Esta afirmacion encuentra respaldo en los valores
correspondientes al contenido de humedad, como se evidencia en el grafico 3,
donde el filtro elaborado con la mezcla de celulosas muestra una mayor resistencia

a la absorcion de la humedad.

Asimismo, la variabilidad en las propiedades fisicas y quimicas de las celulosas
individuales pudieron haber contribuido a la eficiencia diferencial, al igual que las
interacciones intermoleculares entre las fibras. El grado de compactacion durante
la fabricacién de los filtros y la presencia de impurezas en las muestras de celulosa
podrian haber influido en estos resultados. Estas observaciones sefialan la
importancia de considerar una amplia gama de variables en la fabricacion de filtros

para maximizar su eficacia en la retencion de particulas.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

e La extraccidon de celulosa a partir del estiércol de vaca y conejo a través del
pulpeo alcalino con NaOH presenta rendimientos de 45.07 % (conejo), 32.18
% (vaca) y 40 % (mezcla). A pesar de que el proceso de extraccion de celulosa
a partir del estiércol de vaca y conejo con el método es mas desafiante en
comparacion con la extraccion de residuos de paja, los valores de rendimiento
de celulosa obtenidos son superiores a los reportados en bibliografia. Esto
sugiere que, a pesar de la complejidad del proceso, la obtencion de celulosa a
partir de estiércol demuestra resultados mas favorables, lo que resalta su
potencial incluso en condiciones de extraccion mas exigentes.

e La proporcion entre el contenido de agua y pulpa utilizada en la mezcla tiene
un impacto notable en la flexibilidad y dureza de los filtros. A pesar de ser
necesaria la aplicacion de presion para reducir el tamafo del poro, un exceso de
presion puede generar perforaciones en su superficie. De manera similar,
cambios repentinos en la temperatura durante el prensado de la pulpa de
celulosa conllevan alteraciones fisicas que afectan la blancura del filtro.

e El andlisis bromatologico revela que los filtros elaborados presentan niveles de
pH y humedad similares a los filtros comerciales. Sin embargo, el contenido de
cenizas podria ser limitante en ciertas aplicaciones. La caracterizacion
microbioldgica confirma la esterilidad de los filtros, certificando que la
manipulacioén y uso de los mismos no representa riesgos a la salud. Las fibras
de a-celulosa presentes en el estiércol de vaca y conejo mantuvieron su
integridad después del tratamiento con NaOH y NaClO, conservando un
rendimiento del superior 75%. Ademas, la caracterizacion IR mostrd espectros
similares a celulosas comerciales de alta pureza, aunque con variaciones
atribuibles a la alimentacion, sistema digestivo y la microbiota de cada animal.

Finalmente, las pruebas de eficiencia de filtrado demuestran que los filtros son
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eficaces para retener particulas de tamafio mayor a 0.0625 a 0.25 milimetros,

consolidando su utilidad en procesos de filtracion.

4.2 Recomendaciones

Realizar la caracterizacion morfologica de las fibras de celulosa extraidas a partir de
estiércol de vaca y conejo mediante microscopia de barrido electronico.

Evaluar el rendimiento de celulosa que se puede obtener con métodos como el de Kraft
y sulfito.

Analizar la incidencia de diferentes niveles de presion durante el proceso de prensado
y su relacion con el aumento o disminucion del tamafio del poro del filtro.

Aplicar pruebas de biodegradabilidad a los filtros.

Usar celulosa extraida a partir de estiércol de vaca y conejo en aplicaciones biomédicas

y evaluar su factibilidad y funcionalidad.
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ANEXOS

Anexo 1 Proceso de extraccion de celulosa

Figura 5 Recoleccion de estiércol Figura 6 Remojo de la materia prima

Figura 7 Esterilizacion de estiércol Figura 8 Secado

- s

7 bbbt 1 TN
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Figura 11 Blanqueamiento con NaClO 5 %  Figura 12 Obtencion de celulosa

VR 3

Anexo 2 Elaboracion de filtro

Figura 13 Elaboracion de mezcla y prensado

A B

Nota: A) Homogenizacion de la mezcla, B) Prensado

Figura 14 Filtros estériles

RO e

Nota: A) Filtro de congjo, B) Filtro de vaca, “C)VFiltro de la mezcla
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Anexo 3 Suscripcion IBM SPSS STATISTICS

Figura 15 Detalle de la suscripcion

Subscription Trial
Plan

IBM SPSS Statistics Subscription Trial @

Switch 10 a paud plan betow

Account infoemation Subscription details

Nota: Se realizo el andlisis estadistico para el pH, contenido de humedad y cenizas de
los filtros con el programa SPSS

Anexo 4 Andalisis estadistico para el ph

Tabla 5 Mediciones de pH de los filtros

pH
Tipo de filtro
R1* R2* R3*
Conejo 7.92 7.90 7.89
Vaca 8.21 8.23 8.17
Mezcla 7.98 8.02 7.99

Nota: R1, R2, R3, corresponden a el numero de replicas empleadas.
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Figura 16 Estadisticos descriptivos, ANOVA y prueba Tukey

Descriptivos

pH
95% de intervalo de confianza
para la media
Desv. Error Limite
N Media estandar estandar  Limite inferior superior
Conejo 37,9967 ,02082 ,01202 7,9450 8,0484
Vaca 3 79033 ,01528 ,00882 7,8654 7,9413
Mezcla 3 8,2033 ,03055 ,01764 8,1274 8,2792
Total 9 8,0344 ,13445 ,04482 7,9311 8,1378
ANOVA
pH
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 141 2 071 132,583 <.001
Dentro de ,003 6 ,001
grupos
Total , 145 8

Comparaciones multiples
Variable dependiente: pH

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite Limite
() Filtro (J) Filtro medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
Conejo Vaca ,09333" ,01886 006 ,0365 , 1512
Mezcla -,20667° ,01886 <.001 -,2645 -, 1488
Vaca  Conejo -,09333 ,01886 008 -,1512 -,0355
Mezcla -,30000° ,01886 <.001 -,3579 -,2421
Mezcla Conejo ,20667" ,01886 <.001 ,1488 ,2645
Vaca ,30000° ,01886 <.001 2421 3579

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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pH

HSD Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
Filtro N 1 2 3
Vaca 3 7,9033
Conejo 3 7,9967
Mezcla 3 8,2033
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media

Anexo 5 Andlisis estadistico para el contenido de humedad de los filtros

Tabla 6 Determinacion de contenido de humedad de los filtros elaborados

Humedad
Tipo de filtro
R1 R2 R3
Conejo 0.0265 0.0225 0.0239
Vaca 0.1035 0.1016 0.1003
Mezcla 0.0032 0.0033 0.0031

Figura 17 Estadisticos descriptivos, ANOVA y prueba Tukey

Descriptivos

Humedad

95% de intervalo de confianza

para la media
Desv. Error Limite
N Media estandar estandar  Limite inferior superior

Conejo 3 ,024300 ,0020298 ,0011719 ,019258 ,029342
Vaca 3 ,101800 ,0016093 ,0009292 ,097802 ,105798
Mezcla 3 ,003200 ,0001000 ,0000577 ,002952 ,003448
Total 9 ,043100 ,0449817 ,0149939 ,008524 ,077676
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ANOVA

Humedad

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 016 2 ,008 3610,138 <.001
Dentro de ,000 6 ,000
grupos
Total ,016 8

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Humedad

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite Limite

(I) Filtro (J) Filtro medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
Conejo Vaca -,0775000° ,0012220 <.001 -,081249 -, 073751

Mezcla ,0211000° ,0012220 <.001 ,017351 ,024849
Vaca Conejo ,0775000° ,0012220 <.001 ,073751 ,081249

Mezcla ,0986000° ,0012220 <.001 ,094851 ,102349
Mezcla Conejo -,0211000° ,0012220 <.001 -,024849 -,017351

Vaca -,0986000° ,0012220 <.001 -,102349 -,094851
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Humedad
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05

Filtro N 1 2 3
Mezcla 3 ,003200
Conejo 3 024300
Vaca 3 ,101800
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
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Anexo 6 Andlisis estadistico para el contenido de cenizas de los filtros

Tabla 7 Determinacion de contenido de cenizas de los filtros elaborados

Cenizas
Tipo de filtro
R1 R2 R3
Conejo 2.7224 2.7087 2.7025
Vaca 4.9853 4.9592 4.9274
Mezcla 3.7462 3.7834 3.7143
ANOVA

Cenizas

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 7,582 2 3,791 5313,373 <.001
Dentro de ,004 6 ,001
grupos
Total 7,587 8

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Cenizas

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite Limite
() Filtro (J) Filtro medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
Conejo Vaca -2,2461000° ,0218100 <.001 -2,313019 -2,179181
Mezcla -1,0367667" ,0218100 <.001 -1,103686 -,.969848
Vaca  Conejo 2,2461000° ,0218100 <.001 2,179181 2,313019
Mezcla 1,2093333° ,0218100 <.001 1,142414 1,276252
Mezcla Conejo 1,0387667" ,0218100 <.001 ,969848 1,103686
Vaca -1,2093333" ,0218100 <.001 -1,276252 -1,142414

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Cenizas

HSD Tukey®

Subconjunto para alfa = 0.05
Filtro N 1 2 3
Conejo 3 2,711200
Mezcla 3 3,747967
Vaca 3 4,957300
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media

Anexo 7 Pruebas de integridad

Figura 18 Pruebas bromatologicas

Nota: A) Determinacién de pH de las pulpas; B) Determinacion del contenido de
cenizas de los filtros; C) Determinacion del contenido de humedad de los filtros.
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Figura 19 Pruebas microbioldgicas

A

Nota: A) Deteccion de mohos y levaduras; B) Deteccion de E.coli y coliformes; C)
deteccion de aerobios totales. No se evidencia crecimiento en ninguno de los filtros
(conejo, vaca y mezcla); las pruebas son realizadas por triplicado.
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Figura 20 Determinacion de la eficiencia de filtrado

Nota: A) Prueba de filtrado con microorganismos; B) Prueba de filtrado con arena; C)
solucion de agua y arena previo a la filtracion; D; Recuento de mohos y levaduras
después del proceso de filtracion E) Recuento de E. coli después del proceso de
filtracion; F) Recuento de aerobios totales después del proceso de filtracion.
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