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RESUMEN

La explotacion masiva de los recursos fésiles y los problemas de contaminaciéon han
aumentado la preocupacion en relacion al medioambiente y la economia de los paises
debido al predecible agotamiento de estos recursos en el futuro. Estas razones han dado
lugar al establecimiento de una economia de materiales renovables. En relacion a esta,
podemos categorizar a los polimeros a partir de recursos renovables como polisacaridos,
proteinas y otros; dentro de estas se encuentra la celulosa que es el biopolimero mas
abundante que existe en la naturaleza, proveniente principalmente de fuentes de origen
vegetal. La celulosa producida por Acetobacter xylinum es celulosa pura, que no contiene
hemicelulosa, pectina y lignina; Se diferencia de la vegetal por no tener la cavidad
intracelular. Ademas, extracelularmente sintetiza microfibrillas que la diferencian de la
celulosa obtenida de las plantas por su alta cristalinidad, alta capacidad de absorcion de
agua y resistencia mecanica. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
la melaza y de las condiciones del cultivo (Estatico y Estatico —Aireacién) sobre la
produccion de celulosa por Acetobacter xylinum, en un reactor cilindrico de seis litros de
volumen, con dos litro de medio de cultivo.

Se utilizd el medio de cultivo melaza (MZA) a pH 5,6. El volumen del inoculo fue el 10%
v/v del medio de cultivo; la incubacion se realizd en condiciones estéticas y/o de flujo de
aire intermitente a temperatura ambiente (30°C). Se determinaron la formacién de
celulosa, el rendimiento del producto, grosor, pH, comprensibilidad, volumen, UFC y
concentracion de glucosa, fructosa, y sacarosa en los medios remanentes del cultivo a
diferentes tiempos. La produccién de las biopeliculas hasta los 28 dias de incubacion en
el medio MZA (Estatico-Aireacion) se increment6 en un rango del 7 al 9 % en relacion a
las obtenidas en el medio MZA (Estatico); sin embargo, la compresibilidad de la celulosa
que se midi6 utilizando el método de Budhiono (1999), es semejante para las dos
condiciones de cultivo, ya que los valores a los 28 dias muestran un descenso hasta un
porcentaje del 5-6%. El pH del medio se disminuy6 hasta 4.6, sin afectar la sintesis de
celulosa; asimismo se evalué el consumo de sustrato (melaza) en relaciéon a la
cuantificacién de sacarosa, glucosa y fructosa presentes en el medio de cultivo durante el
proceso de produccion de la celulosa, mostrando un significativo consumo de glucosa
durante el tiempo de incubacion.



El medio de cultivo melaza sin tratamiento y sometido a aireacién superficial, demostr6é
ser eficiente en la produccion de celulosa, debido a las sustancias que contiene la melaza
y a la cantidad de azucares que posee, en contraste con la utilizacion de azucares puros
en la sintesis del polimero, ademas debido a lo econdémica que es la melaza , disminuye
los costos de produccién, en conjunto con la utilizaciéon de reactivos de grado industrial

utilizados en el medio.

Palabras Clave: Celulosa bacteriana, Acetobacter xylinum, melaza, aireacion

intermitente, consumo de sustrato.

Abstract

The massive exploitation of fossil resources and pollution problems have raised concerns
regarding the environment and the economy of the countries due to predictable depletion
of these resources in the future. These reasons have led to the establishment of an
economy of renewable materials. In relation to this, we can categorize the polymers from
renewable resources such as polysaccharides, proteins and others of these is located
inside the cellulose is the most abundant biopolymer that exists in nature, primarily from
plant sources. The cellulose produced by Acetobacter xylinum is pure cellulose, it does not
contain hemicellulose, pectin and lignin from the plant is distinguished by not having the
intracellular cavity. Furthermore, the microfibrils synthesized extracellularly differ from
plant cellulose obtained by its high crystallinity, high water absorption capacity and
mechanical strength. This study aimed to evaluate the effect of molasses and culture
conditions (Static and Static-aeration) on cellulose production by Acetobacter xylinum in a
cylindrical reactor six liters of volume, with two liters of medium cultivation.

We used the molasses medium (MZA) at pH 5.6. The inoculum volume was 10% v / v of
the culture medium, incubation was performed in static conditions and / or intermittent flow
of air at room temperature (30 ° C). Formation was determined cellulose, product
performance, thickness, pH, compressibility, volume, UFC and glucose, fructose, and
sucrose in the culture media remaining at different times. The production of biofilms to 28
days of incubation in the medium MZA (Static-aeration) increased in the range of 7 to 9%
compared to those obtained in the middle MZA (Static), however, the comprehensibility of
the cellulose measured using the method of Budhiono (1999), is similar for the two culture



conditions, since the values at 28 days show a decrease to a percentage of 5-6%. %. The
medium pH was lowered to 4.6, without affecting the synthesis of cellulose also was
assessed substrate consumption (molasses) in relation to the quantification of sucrose,
fructose and glucose present in the culture medium during the production process

cellulose, a significant glucose consumption during the incubation time.

Keywords: bacterial cellulose, Acetobacter xylinum, molasses, intermittent aeration,

substrate consumption.



INTRODUCCION

La celulosa es el material mas abundante de la naturaleza y el principal polisacarido
estructural de la pared celular en las plantas superiores, algunos hongos y algas; también
es sintetizada por microorganismos de los géneros Agrobacterium, Sarcina, Rhizobium y
Acetobacter (1); la bacteria gram negativa Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter
xylinus), aerobio estricto, produce en cultivos estaticos una pelicula de celulosa
sobrenadante en la superficie del cultivo permitiéndole estar en la interfase aire—liquido y
asi obtener una mayor cantidad de oxigeno; propiciando un aumento en la retencién de
humedad y facilitando el crecimiento bacteriano (2). La bacteria sintetiza celulosa a partir
de una amplia gama de fuentes de carbono, puede metabolizar glucosa mediante las vias
de la pentosa fosfato y el ciclo de Krebs. La biosintesis de celulosa ocurre en la
membrana citoplasmatica de la bacteria involucrando algunas reacciones que generan
una microfibrilla que se excreta al exterior, formando fibras ramificadas con una longitud
aproximada entre 180 y 960 pm (3). La celulosa bacteriana dada su alta pureza, grado de
polimerizacién y estructura se utiliza en diversas aplicaciones industriales como la
estabilizacién de emulsiones, la fabricacién de materiales de alta absorcion acuosa, como
reparador de documentos, aditivo para alimentos, técnicas cromatograficas, piel temporal
para terapia de quemaduras, implantes dentales y diafragmas de alta sensibilidad para
audifonos (1).

La produccién de celulosa bacteriana (CB) por Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter
xylinus) se realiza en cultivos a partir de sustratos economicos como el licor de maiz, la
sacarosa, la remolacha, los jugos de frutas, la melaza entre otros; en este trabajo se
utilizé como fuente de carbono principal la melaza de cana debido a que se considera
como una alternativa importante por su composicién, ademas reduce costos a los
procesos biotecnoldgicos; un aspecto determinante dentro de la produccion de celulosa
bacteriana es el oxigeno, donde se ha comprobado que actia como sustrato limitante en
las fases iniciales del cultivo (4).

El trabajo que se presenta aborda la evaluacion de la produccién de celulosa en medio
melaza, con un reactor de configuracion cilindrica, a temperatura ambiente y pH acido. Se

desarroll6 en dos etapas; en la primera, se evaluaron todas las variables anexas al
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proceso en una estrategia de cultivo estatico y en la segunda etapa se evaluaron las
variables pero con una estrategia de cultivo estatico con aireacién intermitente;
observando la manera en que influyen la fuente de carbono utilizada junto con la aireacion
y las condiciones generales del cultivo sobre la sintesis de CB. El alcance principal de
este estudio es el establecimiento de un medio de cultivo donde se utilice la melaza como
fuente de carbono bajo condiciones de aireacion superficial en un cultivo de Acetobacter
xylinum incrementando la produccién de celulosa al menos en un 10% y que sirva como
base para estudios posteriores, en la busqueda de un proceso estable para su
produccion, de tal manera que se genere interés econdémico en el producto microbiano
(CB) y se presente un aporte social positivo al desarrollo del Departamento de Sucre y la

costa Caribe dirigido a la generaciéon de empleo.
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1.0OBJETIVOS

1.1 Objetivo General
Evaluar la produccién de celulosa por Acetobacter xylinum en presencia de melaza de
cafa bajo condiciones estaticas y/o de flujo de aire intermitente para lograr un alto
rendimiento en el proceso de produccion de CB utilizando estrategias de cultivo que
garanticen la sintesis.

1.2 Objetivos Especificos
e Establecer el efecto de la aireacion sobre la produccién de CB.
e Determinar el espesor, peso himedo, peso seco y compresibilidad de la CB
producida.
e Determinar el consumo de sustrato (melaza) en relacién a la cuantificacién de
sacarosa, glucosa y fructosa presentes en el medio de cultivo durante el proceso
de produccion de celulosa bacteriana.
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2. ESTADO DEL ARTE DE LA INVESTIGACION

La celulosa bacteriana fue descrita por primera vez en 1886 por A. J Brown. Brown
observo que algunos microorganismos utilizados para la produccion de acido acético eran
capaces de producir una membrana en la superficie del medio de cultivo en presencia de
glucosa y oxigeno; a los cuales nombr6 como bacteria xylinum. Esta especie que
pertenece a la familia Acetobacteriae, fue, sin embargo reclasificadas taxonémicamente
varias veces hasta el nombre actual Gluconacetobacter xylinus. Aunque también se

conoce a menudo como Acetobacter xylinum. (5)

Schramm y Hestrin (1954), realizaron uno de los primeros trabajos sobre produccion de
celulosa bacteriana. Concluyeron que la produccion de celulosa es funcion del suministro
de oxigeno tanto para cultivo estatico como agitado, pues bajo una atmosfera de
nitrdgeno no hubo produccién significativa mientras que la produccion éptima se encontrd
utilizando aire enriquecido (6). Posteriormente Hestrin y Schramm, desarrollaron un medio
definido, usado como referencia para estudios de celulosa bacteriana, compuesto por:
glucosa 2% (p/v), peptona 0.5%, extracto de levadura 0.5%, fosfato disédico 0.27%, acido
citrico 0.115% y pH 6.0. Este medio es conocido como H-S.(6)

Estudios posteriores se encaminaron a describir la sintesis del biopolimero, asi como la
ruta oxidativa de la fuente de carbono.

Dudman (1959), present6 un estudio acerca del efecto de las condiciones de cultivo sobre
la produccion de celulosa y encontré que el uso de glicerol como fuente de carbono
aumenta la produccion de celulosa en un 40%, comparado con glucosa y fructosa. En el
caso de las fuentes de carbono complejas, este mismo autor muestra como al utilizar
melaza hidrolizada se obtienen producciones hasta 88% superiores a las alcanzadas en
medios con glucosa como fuente de carbono.(7) Asi mismo Embuscado y colaboradores
(1994), a través de un estudio de optimizacién con dos fuentes de carbono, sacarosa y
fructosa, encontraron que las concentraciones que permiten la maxima produccién de
celulosa son 24.8 y 76.5 g/l respectivamente.(8), lo que es muy significativo en la
busqueda del medio de cultivo ideal para la produccion de celulosa bacteriana (CB), por lo
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que ademas evaluaron diferentes fuentes de carbono y nitrégeno sobre la produccién de
celulosa: la glucosa present6 las menores producciones, mientras la fructosa, fructosa +
sacarosa Y fructosa + lactosa presentaron las mayores producciones. EI comportamiento
de la glucosa se explica por el descenso drastico de pH que sufre el medio al usar esta
fuente de carbono, mientras que con las otras este descenso es menor. De las fuentes de
nitrogeno estudiadas, se encontré que las mayores producciones de celulosa se
presentaron al combinar extracto de levadura y peptona. (8). Mas adelante los sefiores
Oikawa y colaboradores (1995), usaron arabitol como fuente de carbono y obtuvieron
celulosa en cantidad seis veces superior al cultivo empleando glucosa. El pH final del
medio al usar arabitol fue 5.8 mientras que con glucosa fue 3.4. El descenso del pH se
debe a que se presenta mayor produccién de &cido cetoglucénico, cuando se usa
glucosa, comparada con el arabitol, caso en el cual su produccién es muy baja. En otros
ensayos estos mismos autores utilizaron manitol como fuente de carbono y obtuvieron
una produccion de celulosa tres veces superior a la alcanzada con glucosa por las
razones ya expuestas.(9); de igual forma Budhiono y colaboradores, (1999), utilizaron
agua de coco con algunos suplementos para evaluar la produccion de celulosa; se
concluyd que agregar sacarosa 1% (p/v) es suficiente para obtener la maxima produccion
de celulosa. En cuanto a la fuente de nitrégeno, el (NH4)2HPO4 mostré el mejor
comportamiento.(10). Asi mismo Ramana y colaboradores (2000) evaluaron diferentes
fuentes de carbono y nitrdgeno y encontraron que usar sacarosa o manitol como fuente
de carbono en cultivo estatico aumenta la produccién con respecto a la glucosa; las
fuentes de nitrégeno que reportaron las mejores productividades fueron la peptona y el
hidrolizado de caseina, y las de menor produccién fueron el sulfato de amonio y la harina
de soya.(11), ya mas adelante se probaron fuentes de carbono como la xilosa por Ishihara
y colaboradores (2002), quienes la evaluaron como fuente de carbono y encontraron que
presenta producciones menores que las obtenidas con glucosa.(12). En el ano 2004 los
sefiores Bae y Shoda utilizaron melaza como fuente de carbono en la produccion de
celulosa por Acetobacter xylinum BPR2001 y trabajaron con un fermentador de jarra. Su
proposito fue mejorar la produccién de celulosa (CB) y para esto la melaza fue sometida
a tratamiento térmico y &cido con H,SO,. Donde se incrementé la producciéon de
celulosa, hasta en un 76%, pero con una estrategia de cultivo por lotes alimentado,
utilizando en el medio ademas de la melaza, vitaminas.(13), al ano siguente Bae y Shoda
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(2005) evaluaron la produccién de celulosa bacteriana (CB) por Acetobacter xylinum
subsp. sucrofermentans BPR2001 usando en el medio de cultivo melaza y reactivos de
grado analitico, se utiliz6 un fermentador de jarra pero en un estrategia fed-bach. En este
estudio la melaza se sometié a tratamiento (acido+ calor) usando H,SO, donde la
cantidad de Celulosa bacteriana aumento considerablemente en relacién a la melaza no
tratada , en cultivo estatico. Las concentraciones de melaza en el medio no fueron
especificadas, sin embargo en el medio se utiliz6 también vitaminas que contribuy6
considerablemente en el aumento de la produccién de celulosa.(14). Se empez6 a utilizar
furentes de carbono alternativas que de igual manera presentaran mejores rendimientos
en la produccion de CB, es asi como Keshk y colaboradores (2006), emplearon melaza de
remolacha como fuente de carbono y obtuvieron un aumento en la produccion de celulosa
de 31% con respecto al uso de glucosa como Unica fuente de carbono; este aumento se
atribuye a la cantidad de micronutrientes adicionales presentes en la melaza,
especialmente sulfuros y nitrdgeno organico, que favorecen el crecimiento del
microorganismo.(15).

En aras de encontrar medios de cultivo que fueran eficientes para la produccion de CB y
que ademas disminuyeran los costos del proceso , Premjet y Colaboradores (2007),
Evaluaron la forma de reducir el costo de producciéon de celulosa por Acetobacter xylinum
ATCC 10245 en escala de laboratorio mediante el uso de melaza negra como fuente de
carbono. Realizaron ensayos para identificar cual componente de la melaza era el eficaz
para mejorar el rendimiento. Ademas midieron propiedades fisicas y observaron la
estructura por microscopia electronica, determinaron que los rendimientos de celulosa se
incrementaron considerablemente a partir del componente de color negro de la
melaza.(16), y se siguieron haciendo estudios que ayudaran a identificar la mejor fuente
de carbono para la produccién de CB y es asi como Surma-Slusarska y colaboradores
(2008), emplearon en su estudio diversas fuentes de carbono para producir celulosa:
glucosa, arabinosa, manosa, galactosa, xilosa y manitol; todas comparables entre si y las
que presentaron las mayores producciones fueron la glucosa y el manitol.(17).
Continuando con los estudios internacionales Kurosumi y colaboradores (2009), utilizaron
jugo de diversas frutas como fuente de carbono para la produccion de celulosa y
encontraron que al suplementar los jugos con las fuentes de nitrégeno en las cantidades

propias del medio H-S, la produccién de celulosa aumenta desde 200% para el jugo de
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naranja, hasta 1800% para el jugo de manzana.(18). Asi mismo Mikkelsen vy
colaboradores (2009), encontraron que la sacarosa y el glicerol presentan producciones
similares y mas altas que las obtenidas con manitol, glucosa y fructosa, con respecto a las
cuales el aumento en la produccién es 12, 19 y 26% respectivamente.(19)

En Canada, Zeng y colaboradores (2011) Buscaron optimizar la produccion de celulosa
a partir de Acetobacter xylinum BPR 2001 usando como fuente de carbono el jarabe de
arce en el medio de cultivo y comparandolo con fuentes de carbono tradicionales
utilizadas para la produccién de CB como glucosa, fructosa y sacarosa, pero utilizando la
metodologia de area de superficie de respuesta que minimiza la cantidad de experimentos
al optimizar las condiciones de cultivo. Se concluyé que el jarabe era una fuente de
carbono adecuada por ser un recurso renovable abundante en el area donde se realizé el
estudio. El estudio fue significativo en relacion al uso de la nueva metodologia de
superficie de respuesta con los disefios convencionales de un factor en el tiempo, que
presentan desventajas que interfieren en la produccion de celulosa bacteriana.(20), lo
cual resulté ser novedoso por cuanto se puede aplicar esta metodologia para estudios con
melaza como el actual.

Siguiendo con los estudios para evaluar factibilidad econémica del proceso de produccién
Jyh-Ming Wu y Ren-Han Liu (2012) estimaron la conveniencia economica de la
utilizacién de las vinazas de destileria , siendo una fuente econdmica y que podria
reemplazar al medio Hestrim —Schramm en la produccién de celulosa bacteriana por
Gluconacetobacter xylinus, esto debido la riqueza de componentes benéficos para el
desarrollo celular, el costo efectivo de la utilizacién de las vinazas en relacion al Hestrim
Schramm resulté ser 67% menor, obteniendo peliculas de celulosa mas cristalinas pero
con menor capacidad de retencion de agua, esto no solo disminuye costos sino que
contribuye significativamente en resolver el problema de aguas residuales de la industria
vitivinicola.(21)
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3. MARCO TEORICO

3.1 CELULOSA

La celulosa es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, formados por un
gran numero de unidades estructurales que se forman por la unién de monosacaridos,
mediante enlaces glucosidicos, con pérdida de una molécula de agua. Este tipo de enlace
se establece entre el radical -OH del carbono hemiacetdlico (carbono que porta el grupo
aldehido o el ceténico en la formula lineal del monosacarido) y el grupo alcohol de otro
monosacarido. El enlace glucosidico puede ser a-glucosidico cuando el primer
monosacarido es a (el grupo —OH unido al carbono hemiacetalico esta hacia arriba), o -
glucosidico cuando el primer monosacarido es B (el grupo -OH esta hacia abajo); realizan
una funcién estructural los que presentan enlaces B-glucosidico, y los que realizan una
funcion de reserva energética presentan el enlace a-glucosidico (22). De ella se conocen
diferentes estructuras seis en particular como (I, II, 11, 112, IV1y IV2), las cuales se
pueden transformar unas en otras.(22)

La celulosa tiene muchas aplicaciones entre las que se encuentran la fabricacién de
textiles, del papel, explosivos, alimentos, farmacéutico, resinas cromatogréficas, area
ambiental, absorcién de gases toxicos etc. y el uso biotecnologico (23,24). La celulosa
utilizada industrialmente proviene de fuentes vegetales; sin embargo la celulosa
bacteriana ha tomado gran auge en los ultimos afios debido a las significativas ventajas
sobre la celulosa vegetal por sus fibras ultrafinas, alta fuerza mecanica (fuerza tensil),

biodegradabilidad, capacidad para absorber agua y alta cristanilidad (25,26) .

3.1.1 CELULOSA BACTERIANA

Es un polimero lineal no ramificado de glucopiranosa que presenta un enlace covalente
entre el carbono 1y el 4 (B 1-4) formando una cadena lineal, plana, insoluble en agua y
dificil de hidrolizar (27), por sus puentes de hidrgeno es soluble en algunos solventes
organicos, acidos concentrados como (el acido fosférico 85% v/v, acido sulflrico 72%v/v,
acido clorhidrico 40% v/v y en sales inorganicas (sales de cadmio y etilendiamino). Entre
las propiedades quimicas de la celulosa se cuentan su susceptibilidad a ser hidrolizada
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por via quimica (4cidos) o via enzimdtica, su estabilidad a los oxidantes la hace
competitiva en el blanqueamiento de la pulpa y en los métodos en los cuales
selectivamente oxidan lignina (28).

La Celulosa Bacteriana es quimicamente pura, libre de lignina y hemicelulosa lo que la
hace mas resistente y disminuye los costos de extraccion y purificacion con respecto a la
celulosa de origen vegetal. En condiciones estaticas de cultivos esta se produce en forma
de una pelicula superficial en la interfase aire-liquido a temperatura ambiente, la pelicula
es visiblemente plana y puede ser procesada posteriormente con un tratamiento alcalino
(29); mientras, que en condiciones de agitacion es producida como suspension fibrosa
con una alta viscosidad que a su vez implica una gran fuerza de agitacion si se desea

mantener un alto coeficiente de transferencia de oxigeno (30).
3.1.1.1 Sintesis de Celulosa Bacteriana.

Esta ocurre en el interior de la célula, la polimerizacion es realizada por la celulosa
sintasa, proteina integral de membrana, debe ser activada para catalizar la biosintesis de
la celulosa a partir de glucosa transformada en UDP-Glucosa para ir formando vy
alargando las cadenas 1,4 B-glucano (31, 32). El acido diguanilico ciclico (di-GMPc) actua
como regulador alostérico para la actividad de la celulosasintasa en Acetobacter xylinum
(31). El proceso de ensamblaje comienza con la reaccion de la celulosasintasa y culmina
en la construccion de una hebra enrollada de fibras conteniendo cerca de 1000 cadenas
glucano en total. Las fibrillas se forman por el racimo de microfibrillas excretadas de poros
alineados sobre la superficie de la célula en hilera, alineados a lo largo de su eje. La
velocidad de crecimiento de las fibrillas se retrasa por factores tales como la falta de
nutrientes y la disminucion de la actividad de la enzima por aumento de la edad celular
(33); finalmente, por cada tres moléculas de glucosa, una es completamente oxidada y
dos son convertidas a celulosa (34). El complejo celulosa sintasa de Acetobacter xylinum
esta formada por cuatro subunidades de diferentes pesos moleculares. Las cuales se
encuentran codificadas en el operon bcs (6,15).

La celulosa bacteriana, ha cobrado gran importancia en sectores industriales vy
académicos que la han adoptado como modelo de estudio, ven en ella propiedades
Unicas como la alta cristalinidad, biodegradabilidad, buen comportamiento mecanico, sus
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fibras ultrafinas y su alta capacidad para absorber agua la presentan como una excelente
materia prima en la produccion de alimentos, medicinas y papel entre otros (9), sin
embargo los métodos reportados como procesos estaticos de cultivos no responden
satisfactoriamente, en términos de cantidad, a la creciente demanda de este producto,
debido a los bajos coeficientes de transferencia de oxigeno (35); en este sentido ha sido
necesario el desarrollo y establecimiento de estrategias de cultivo que garanticen una alta
produccion de celulosa y su viabilidad econdémica. Las investigaciones tendientes a lograr
una buena produccién de celulosa han sido muy extensas y abarcan hoy todos los
factores que pueden afectar su produccion, entre estos se pueden mencionar la fuente y
la concentraciéon de los sustratos, caracteristicas del reactor, condiciones del medio y los

efectos de la presion y coeficiente de transferencia del oxigeno sobre el medio.
3.1.1.2 Medios de cultivo para la produccion de celulosa bacteriana.

En los estudios cientificos se ha indicado que el A. xylinum posee la capacidad de crecer
y producir celulosa en diversos sustratos, dando lugar a multiples investigaciones sobre el
medio 6ptimo de crecimiento para obtener mayores rendimientos en la produccién y una
celulosa de mejor calidad (11,14,18,36)

El medio de cultivo utilizado y mas antiguo y modelo por el cual muchos cientificos se han
guiado es el de Hestrim Schramm (HS) formulado desde 1954 y que consiste
basicamente en glucosa 2.0% p/v, peptona 0.5% p/v, extracto de levadura 0.5% p/v, acido
citrico 0.12% p/v y fosfato disédico 0.27% p/v (37); posteriormente, reportaron diversas
variaciones del medio, donde cambia la fuente de carbono principalmente, tratando de
demostrar con esto cual es el sustrato mas eficiente para la produccién tanto en el
laboratorio como en la industria (12). En los ultimos afos se han reportado grandes
avances en materia de produccién asociado a los medios de cultivo entre los que se

encuentran:

La utilizacion de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en la produccion de celulosa
bacteriana como la lactosa, galactosa, acido citrico, almidon, maltosa, sacarosa, manitol,
fructosa y glucosa, de las que sobresalen la sacarosa, el manitol y la glucosa pues se
logra un mayor rendimiento en la producciéon (36,18); de nitrégeno fueron utilizadas:
hidrolizado de caseina, sulfato de amonio, glicina, soya, peptona, y glutamato de sodio,
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mostrando un mayor rendimiento el hidrolizado de caseina y la peptona, en presencia de
sacarosa, manitol o glucosa (36). La adicidon de polisacaridos como agar o xantano al
0,1% a un cultivo estatico causa una disminucion de la produccién, debido a que se
reduce la transferencia de oxigeno. (39,40)

Se han realizado variaciones al medio de cultivo donde reemplaza la fuente de carbono
(glucosa) por sacarosa, xilosa y lactosa, dando como resultado mejores rendimientos en
relacion a la velocidad de consumo por parte de la sacarosa (93.5%) y por lo tanto una
mejora en el proceso, lo cual incrementa la produccion de celulosa, sin embargo aun se
siguen utilizando reactivos analiticos que no disminuyen los costos de produccion (38).
Por otro lado, se report6é el reemplazo de la glucosa por jugos de frutas (naranja, pifa,
manzana, pera y uva japonesa) en el medio de cultivo HS con la posibilidad de producir
celulosa bacteriana (39) incrementandose la produccién de celulosa por la adicion de
fuentes de nitr6geno, a los jugos, donde los resultados se enfocaron a determinar la

eficiencia y comportamiento de la produccion utilizando estos ultimos.

Las investigaciones se dirigen a la implementacién de un medio de cultivo de bajo costo
economico, de alli que se han realizado avances en la utilizacién de la melaza de cafa
como fuente de carbono en el medio de cultivo, el jugo de tomate y el zumo de ahuyama
(14,41)

= Melaza de cana de Azucar

Las melazas, mieles finales o melazas “blackstrap”, se definen como los residuos de la
cristalizacién final del azucar de los cuales no se puede obtener mas azucar por métodos
fisicos. La Norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel final o melaza (no
cristalizable) al jarabe o liquido denso y viscoso, separado de la misma masa cocida final
y de la cual no es posible cristalizar mas azucar por métodos usuales (ICONTEC, 1994).
La denominacion melaza se aplica al efluente final obtenido en la preparacidén del azucar
mediante una cristalizacion repetida, donde el proceso de evaporacidn y cristalizacion es
usualmente repetido tres veces hasta el punto en el cual el azucar invertido y la alta
viscosidad de las melazas ya no permitan una cristalizaciéon adicional de la sacarosa (43).
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La melaza contiene azucares fermentables como la sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa
qgue normalmente estan presentes en el jugo de cafa, asi como los formados durante el
proceso de manufactura del azicar. Las melazas también contienen sustancias
reductoras no fermentables (Tabla 3-1). La melaza es un producto residual de un conjunto
de tratamientos a que es sometido el jugo de la cana de azucar, cuya composicion suele
ser muy compleja, debido a la gran cantidad de constituyentes que tiene, como la
sacarosa, glucosa y fructosa y un gran nimero de compuestos organicos e inorganicos:
vitaminas, acidos organicos, sustancias croméforas derivadas del furfural y de reacciones

de color café no enzimatico.(43).

Ademas la melaza de canfa de azlcar es un sustrato econdémico que aporta los
nutrientes para el crecimiento y reproduccién de la bacteria A. xylinum, contiene
compuestos que favorecen el desarrollo de la biomasa como altos contenidos de
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa), proteinas, grasas, calcio, fésforo,
aminoacidos y vitaminas entre otros (44). en la Tabla 2-1 se pueden observar los

diferentes componentes y constituyentes de la melaza de cana.

Tabla. 3-1 Composicion de la Melaza de Cana

Componentes Constituyentes Contenido
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60 - 63 % p/p
Componentes Mayores Fructosa 15-4%plp
Glucosa 12.2%p/p
Azucares reductores 3-5%p/p
Sustancias disueltas 4-8%
Agua 16%
Grasas 0,40%

Cenizas 9%
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Tabla 3-1 (Continuacién)

Componentes Constituyentes Contenido
Calcio 0,74%
Contenido de Minerales
Magnesio 0,35%
Fosforo 0,08%
Potasio 3,67%
Glicina 0,10%
Leucina 0,01%
Contenido de Aminoéacidos Lisina 0,01%
Treonina 0,06%
Valina 0.02%
Colina 600 ppm
Niacina 48,86 ppm
Contenido de Vitaminas Acido Pantoténico 42,90 ppm
Piridoxina 44 ppm
Riboflavina 4,40 ppm
Tiamina 0,88 ppm

Fuente: Adaptado de Tellez, 2004 ; Hernandez Dominguez y col, 2003

La melaza de cana tiene diversos usos como alimento para el ganado de carne y de
leche y como principal aditivo para facilitar la reduccion a comprimidos de las raciones
convencionales mezclados en seco; también, ha sido utilizada como vehiculo en varios
tipos de alimentos liquidos, como suplemento para el ganado en pastoreo solo o
adicionado con otros componentes como urea y acido fosférico; igualmente, ha sido
comun como ingrediente alimenticio para pollos y cerdos, en donde constituye un
subproducto de primer orden para su alimentacion, puede ser utilizada a niveles hasta de
40%, logrando alimentacién adecuada en los animales (45). De igual manera, se usa
como fertilizante para suelos, mezclada con bagazo y otros componentes, en casos
especiales de abundancia. También es frecuentemente utilizada como combustible, para
la preparacién de pavimentos. Los diferentes usos de la melaza se resumen en la Tabla
3-2.
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Tabla 3-2 Usos y Aprovechamiento de la melaza de cana.

USOS GENERALIDADES
Alimentos Endulzantes, productos de galleteria, rica en hierro, cobre y
magnesio
Animales Alimentacion menos rica: desecados sobre pulpas, mezcla
con diversos suplemento de ensilajes, alimentos, pulverizado
de forrajes
Recuperacion de Vinazas para la obtencion de acido glutamico.
liquidos
desazucarados Lejias finales como alimento animal y para la obtencién de
aminoacidos

Levaduras para panificacion.

Levaduras para alimentacion humana y animal: aditivo para
piensos, extractos e hidrolizados de levadura, fuente de
enzimas, vitaminas y acidos nucléicos. Ademas es el sustrato
utilizado en la produccién de proteina unicelular.

Grasas de levadura.

Alcohol etilico.

Productos colaterales de fermentacion alcohdlica.

Fermentacion

Fuente: Adaptacion de (Ariza y Gonzalez, 1997)

3.1.1.3 Técnicas de cultivo utilizadas en la produccion de celulosa Bacteriana.
Existen dos formas generales de cultivo, el estatico y el agitado:

e Cultivo Estatico

La macro-estructura de la celulosa es dependiente de las condiciones de cultivo,
en el cultivo estdtico la celulosa se encuentra en forma de pelicula. Estudios
realizados muestran que en un primer estado, el microorganismo incrementa su
poblacién gracias al consumo de oxigeno disuelto que se encuentra en el medio
de cultivo; durante este tiempo, el microorganismo sintetiza cierta cantidad de
celulosa en el medio liquido. Sélo las bacterias que se encuentran en las
inmediaciones de la interfase aire/medio de cultivo y tienen disponibilidad de
oxigeno, pueden mantener su actividad y producir celulosa, la cual se forma por
capas superpuestas; a medida que transcurre el tiempo de fermentacién, el

espesor de la membrana se incrementa por generacion de nuevas capas en la
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superficie formando una estructura de capas suspendidas en el medio de cultivo.
(46, 47,48).

Las bacterias que permanecen en la fase liquida del medio de cultivo se
encuentran en un estado de letargo, y pueden ser reactivadas y usadas como
in6culo en wuna fermentacion posterior (46). El inconveniente con las
fermentaciones en cultivo estatico surge porque requiere tiempos largos y una

gran area superficial, lo que no hace préactica su produccion a gran escala.(47,51).

Existen estudios en los que se examinan las variables que afectan el escalado;
Caicedo y colaboradores (49), estudiaron la relacién entre la concentracion inicial
de sustrato para glucosa y la relacién area superficial/volumen de medio,
encontrando produccion optima de celulosa en una concentraciéon de glucosa de
20-50 g/l y una relacién area superficial/volumen de medio de 0.3- 0.8 cm,
intervalo en el cual la produccién de celulosa es la maxima y el espesor no cambia

significativamente.

En este método de cultivo se han utilizado como reactores frascos conicos, frascos
Roux y bandejas. En cuanto a la morfologia de la membrana, algunas
investigaciones muestran la existencia de tres zonas a través de su espesor: la
capa superficial, la intermedia y la inferior. La capa inferior presenta una baja
densidad de celulosa debido a que la produccion de celulosa esta asociada al
crecimiento celular y los primeros dias de cultivo éste es bajo; a medida que
aumenta la poblacion celular la densidad de la celulosa producida aumenta y esto
se aprecia en la zona media de la membrana; la superficial se caracteriza por ser

una estructura compacta y con una intensa poblacion celular (46).

Se ha estudiado extensamente la celulosa producida en cultivo estatico puesto
que las membranas obtenidas tienen uso potencial en diversos campos,
especialmente en medicina y en procesos de separacion. Algunos de estos
estudios se enfocan en el escalado con miras a una mayor produccién, mientras
que otros se concentran en las propiedades de la estructura como conformacién,
propiedades térmicas y mecanicas, cristalinidad, etc. (42,50,52,53,54)
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Figura 3.1 Medio de Cultivo Estétiéo.
Fuente: Da P, Cunha. 2010. Producdo de celulose bacteriana a partir de residuos
industriais. Tesis de maestria. Universidad de Aveiro.

Cultivo Agitado

En las fermentaciones en cultivo agitado se pueden obtener pellets de celulosa o
aglomeraciones amorfas de las fibras, lo cual depende del tipo de reactor
empleado. Estos cultivos pueden realizarse por lotes 0 en continuo; se utilizan
reactores de tanque agitado o reactores airlift. El cultivo agitado se investiga
con miras a escalar el proceso a nivel industrial (54,55).

Las bajas productividades reportadas, menores que en cultivos estaticos, hacen
que no sea facil su escalamiento, especialmente por el hecho de que el cultivo
agitado favorece el crecimiento de células no productoras de polimero que
consumen el sustrato; esto se atribuye a mutaciones que lesionan la maquinaria

enzimatica encargada de la polimerizacion de la glucosa (6, 56).

Otro problema que presenta este método de cultivo es la habilidad de las células
de Acetobacter para convertir la glucosa en &cidos glucénico y cetogluconico por lo
que implica que se remueve la glucosa del medio pero en detrimento de la
produccion de celulosa (55).
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Figura 3.2 Medio de Cultivo Agitado

Fuente: Chavez, J., Martinez, S., Contreras, M., Escamilla, E. 2004. Celulosa bacteriana
en Gluconacetobacter xilynum: Biosintesis y aplicaciones. Rev. Especializada en ciencias
Quimico-Biologicas. Vol. 7, 18-25.

3.1.1.4 Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus) : Este microorganismo tiene
forma bacilar, recto o ligeramente curvado, Gram negativo que puede estar solo, o
agrupado en parejas o en cadenas cortas; crece a temperaturas entre 25y 30 °C y el pH
optimo para desarrollarse esta entre 4,5 y 55 (29). Algunas especies del género
Acetobacter como A, xylinum son productoras de celulosa, también conocida como
Gluconacetobacter xylinus (57)

El A. xylinum a diferencia de otros sistemas bioldgicos es capaz de producir celulosa en
cantidad suficiente, lo cual realiza en forma fibrilar extracelularmente (15). Una sola
bacteria de A. xylinum es capaz de polimerizar 200.000 moléculas de glucosa por
segundo en cadenas de [-1-4 glucano, que luego son excretadas en forma de
microfibrillas (58). La CB tiene fibras cristalinas que en su forma y ancho son parecidas a
la estructura media de algas y plantas (59). La sintesis de la CB ocurre en presencia de
la celulosa sintasa (60) y es secretada en forma de fibras en una hilera de 50 a 80 poros a
lo largo del eje longitudinal de la célula (61). La formacion de esta matriz de celulosa
flotante se cree que permiten al A. xylinum, un aerobio obligado, a crecer en la superficie
del medio donde hay mayor tension de oxigeno (62).

e Principales rutas catabdlicas de Acetobacter xilinum (Gluconacetobacter
xylinus). En este aparte se restablece la relacion de estas rutas y las del
metabolismo central de este microorganismo. En el caso del etanol este se
transporta activamente hasta el interior de la célula a través de su oxidacion por la
alcoholdeshidrogenasa (ADH1), situada en la membrana celular (63); donde la
PQQ(pirroloquinolina quinona) se reduce a PQQH2(quinol)) cuando el etanol es
oxidado a acetaldehido y este a su vez a 4cido acético en el periplasma. El acido
acético se libera al medio que le rodea y el resto alimenta al depdsito donde se
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encuentra el acetato intracelular, el cual tiene dos rutas: puede ser excretado al
medio que le rodea (64) o puede ser esterificado con el ATP, lo que conduce a la
sintesis de acetil-Coenzima A (65).

De igual manera con el catabolismo de la sacarosa, la glucosa y la fructosa; en
este caso la sacarosa se hidroliza en el periplasma a glucosa y fructosa, y la
glucosa es transportada activamente por una fosfohexoquinasa, con consumo de
una molécula de ATP. Mientras la fructosa se incorpora a la célula mediante la
sintesis del complejo enzimatico-sistema de la fosfotransferasa (PTS), que enlaza
a la fructosa que cruza la membrana celular con el fosfoenolpiruvato (PEP),
fosforilando la hexosa a fructosa 6-fosfato (F6P) con formacion de piruvato (66).
Este género tiene la particularidad de carecer de una fosfofructoquinasa, por lo
que ni la glucosa ni la fructosa puede catabolizarse via la ruta de la glucolisis. La
G6P (glucosa 6-fosfato) puede alimentar la ruta de las fosfo-aldolasas o de las
fosfo-cetolasas (PK), que resulta en la hidrélisis de estos precursores a acetato y
eritrosa 4-fosfato (E4P). La E4P puede unirse a la G6P produciendo
seduheptulosa 7-fosfato (S7P) y gliceraldehido 3-fosfato (G3P). La reaccién de la
S7P con el G3P conduce a la sintesis de dos moléculas de ribosa 5-fosfato (R5P).
La R5P puede descomponerse en acetil-fosfato y G3P. La G6P también puede
seguir la ruta de la pentosa-fosfato (PP) que implica la oxidacién a &cido fosfo-
gluconico, con generacion de NADH, y la descarboxilacion de éste a ribosa 5-
fosfato (R5P) (67,68). En la figura 3.3 se muestran las principales vias

involucradas en el metabolismo del Acetobacter xylinum.
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Figura 3.3 Vias Metabdlicas del Acetobacter xylinum. CS:celulosa sintasa; FBP:
fructosa bifosfatasa;FC:fructocinasa;F1FC: frustosa-1-p cinasa; FGI: fosfoglucoisomerasa;
FGM:fosfoglucomutasa; FTS:fosfofructotransferasa; GC: glucocinasa; GP:glucosa
permeasa; G6P-DH: glucosa-6-P  deshidrogenasa; UGP: uridin  difosfato
glucopirofosforilasa. Adaptado de Chavez-Pacheco y Col, 2004 .
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e Composicion Atomica de la Masa Microbiana: Los cambios en las condiciones
de cultivo ocasionan variaciones en la composicion atomica de la masa celular
microbiana, Segun Bailey y Ollis, (69) ; Blanch y Clark,(70) la composicion por
atomo de carbono de las células de diversas especies (bacterias, levaduras y
hongos), esta para el hidrégeno entre 1,55 y 2 atomos, para el oxigeno de 0,43 a
0,56 y para el nitrégeno de 0,1 a 0,24; finalmente, la composicion atémica

promedio puede ser escrita como sigue: CH30¢5Ng2 (71,72).

3.1.1.5 Reactores utilizados en la produccion de Celulosa Bacteriana. En la
produccion de CB se han utilizado diferentes biorreactores en condiciones estaticas y
agitadas. Los reactores de tanque agitado presentan un mejor comportamiento, otros
estudios muestran que el uso de un reactor convencional sin agitacion mecénica con un
dispersor en la parte inferior y que permite agitacién por la entrada de una corriente de
aire es posible mantener el nivel de productividad de CB similar al de un reactor de
tanque agitado a un nivel inferior de consumo de energia (72). Se reporta que el
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enriquecimiento del aire con oxigeno aumenta la productividad de un 0.059 g I'h™, a un
0.093 g I''h™" a las mismas condiciones de aireacién pero con un mayor costo. La
produccion de CB ha mostrado una gran dependencia del coeficiente de transferencia de
oxigeno y éste a su vez de la velocidad de agitacion, mostrando que esta ultima no afecta
directamente la velocidad de produccion cuando se reduce la velocidad de agitacion en
presencia de aire enriquecido con oxigeno (73,74). También se han utilizado reactores
airlift o reactor de transporte aéreo para producir celulosa.(75). Ver figura 3.4

pH Aire

- < (001
-

a b c d e
\(f— ‘—

Figura 3.4 Esquema de los reactores mas utilizados en la producciéon de celulosa
bacteriana (CB). a. Reactor cénico convencional. b. Reactor cilindrico convencional c.
Reactor de tanque agitado. d. Reactor Airlift. e. Reactor de discos paralelos rotatorio.
Fuente: Perna. O 2012
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4. MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Investigaciones en Microbiologia, Grupo de Investigacion en Biologia de Microorganismos
(GIBM), Departamento de Biologia y Quimica, Facultad de Educacién y Ciencias,
Universidad de Sucre.

4.1 Microorganismo. Se utiliz6 la cepa de Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter
xylinus IFO 13693), donada por el Dr. Edgardo Escamilla del Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

4.2 Medios de cultivo. Para el mantenimiento de Acetobacter xylinum
(Gluconacetobacter xylinus IFO 13693) se usé el medio de Watanabe (51) modificado, y
la bacteria se cultivdo a 30°C en condiciones estaticas hasta la aparicion de CB. La
composicion del medio de cultivo liquido fue la siguiente: Melaza diluida, amonio, acido
citrico y suplementado con sales de magnesio, fosfato, calcio y potasio. Se utilizé una
concentracion inicial de melaza en solucion del 13,3% de acuerdo a estudios anteriores
que dan cuenta de que en concentraciones por debajo y por encima de este valor el
crecimiento microbiano se inhibe y la produccién de CB disminuye (ver Anexo A). El pH
del medio se ajusté a 5.6 con NaOH 1.0 N o HCI 10% (v/v), y todos los medios de cultivo
fueron esterilizados en una autoclave a 121°C durante 20 min. El mantenimiento de A.
xylinum se realiza cada 15 dias. Ver ANEXO B

4.3 Condiciones de cultivo. Colonias de Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus
IFO 13693) fueron inoculadas en 500 mL de medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer de
2 L y se adicioné etanol 1.0% (v/v), las cuales fueron incubadas a 30°C por 24 h en
agitacion a 125 rpm. Posteriormente, previo control de pureza, mediante la observacion
de las caracteristicas morfologicas tipicas en preparaciones en fresco y tinciones de Gram
fue seleccionado el matraz Erlenmeyer del preinéculo con mayor turbidez y formacién de
pequenas fibras de celulosa, el cual fue transferido a un volumen adecuado de medio de
cultivo e incubado a 30°C por 24 h en agitacién a 125 rpm. Este in6culo activado fue
transferido a los 36 biorreactores cilindricos de plastico de 20 cm de diametro y 20 cm
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de altura, con un volumen final de 2 litros de medio en cada biorreactor, con tapa de
plastico y orificios cubiertos con tapones de algoddn y gasa estéril a 30°C por 1.5, 3,
7,14, 21 y 28 dias bajo condiciones estéaticas y de flujo de aire intermitente (se supli6 aire
en el area superficial de los cultivos de forma intermitente a través de un compresor de
aire, 3HP, 50 I, voltaje de red 110V, frecuencia de red 60Hz, potencia de entrada 1700W,
potencia de motor 3 HP; presién 115 PSI, capacidad 140 | x min, RPM 3400, diametro del
cilindro 50mm, peso 35 Kg, y se controlé la aireacion con medidores de flujo de aire
(Flowmeter LPM) Cole Parmer® , durante 12 horas intermitentes (2VVM) (Ver Anexo
E). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

4.4 Medicion de la produccion de BC. Para establecer el peso de cada pelicula de
celulosa se retiraron del biorreactor a los diferentes tiempos de cultivo y se lavaron con
NaOH 0.1 N a 30°C durante 20 min, con el objetivo de disolver las células bacterianas.
Para remover otras impurezas, la CB se lavé con agua destilada por dos veces y se seco
parcialmente con papel absorbente antes de ser medido su peso humedo.
Posteriormente, la celulosa se sec6 a 60+10°C (estufa de laboratorio de 220°C, 28 Its
Jouan, modelo: EU28) hasta que el peso alcanzara un valor constante (72), el cual
correspondi6 al peso seco de la CB. La variacion entre las replicas fue menor que el 9%.

4.5 Determinacion de la compresibilidad de la celulosa sintetizada. Una vez lavadas y
secadas, las peliculas de celulosa producidas, se sometieron a la aplicacion de un peso

de 20009 por espacio de 30 segundos (Método de Budhiono modificado.1999).(10)

V= (1- 1/r) X100 (= p1/p2

Donde p2 es el peso humedo después de haber aplicado el peso de 2000 g y p1 es el
peso hiumedo obtenido antes de aplicar los 2000 g.

4.6 Medicion de pH.

El pH de los medios de cultivo se determind tomando pequefios volimenes de medio en
los diferentes tiempos de incubaciéon durante el proceso de produccién de CB, con el fin
de determinar las variaciones de pH que suceden durante este proceso y asi establecer
las condiciones éptimas que el microorganismo necesita para su crecimiento, para esta

medicion se utilizé un potenciometro de pH (Ohaus ph meter, Starter Series).
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4.7 Volumen remanente de medio

El volumen de medio remanente se midio, luego de extraer la pelicula de celulosa, para
obtener el valor consumido. Este se realizé utilizando una probeta 2000ml, en la que se
deposit6 el medio de cultivo que quedd en el bioreactor y se anoté el volumen obtenido.

4.8 Medicion de la fuente de carbono. Un volumen del medio remanente de cada uno
de los biorreactores a los diferentes tiempos de cultivo se centrifugaron a 15000 rpm
(ENGELSDORF / LEIPZIG® DDR - 7123) por 30 min para sedimentar los sélidos
suspendidos, y 3 mL del sobrenadante se utilizaron en la cuantificacion inmediata de
glucosa, fructosa y sacarosa o almacenados a -70°C, para posterior analisis.

La glucosa se determind por el método de glucosa oxidasa / peroxidasa, para lo cual se
utilizé el Kit Glicemia Enzimatica AA, Wiener Lab®. Que contiene una solucién estandar
de glucosa de (100 mg/dL). El principio esta en la conversion de la glucosa por la accién
de la glucosa-oxidasa en acido gluconico y perdxido de hidrégeno, que en presencia de
peroxidasa oxida el cromoégeno (4-Aminoantipirina/fenol) en un compuesto de color rojo.
Se midié la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 505 nm y una
temperatura de 37°C. Esta lectura se realizé en un espectrofotometro (Espectrofotometro
UV-Visible Thermo Scientific Serie GENESYS® 10S. )

El método de Taylor (74) se utiliz6 en la cuantificacion de fructosa; se mezclaron 25 L de
la muestra (sobrenadante), 25 pL del reactivo de triptamina, (Tryptamine Hidrocloride, 99
% (ALDRICH®) ) y 750 pL de HCI fumante, 37% (Merck®) y esta solucién se colocé en un
bafio de agua termorregulado a 60°C por 15 min, y se realizd la lectura a temperatura
ambiente contra un blanco de reactivo a 518 nm (Espectrofotémetro UV-Visible Thermo
Scientific Serie GENESYS® 10S) una curva patrén, de 0 a 12 pg de fructosa se utilizd

para obtener la concentracién de las muestras.

En la identificacion de sacarosa se utilizé el método fenol-acido sulfurico o método de
Dubois (75); se mezclaron 100 uL de la muestra, 100 pL de la solucion de fenol al 5% (p/v
(Merck®), 500 pL de H,SO, concentrado (Merck®) vy se incub6é a 25°C por 20 min,
posteriormente se ley6 la densidad Optica a 490 nm contra un blanco reactivo; la

concentracion de la muestra se determin6 a partir de una curva patréon de 0 a 20 ug para
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sacarosa. las muestras debieron ser diluidas para garantizar la linealidad de la ley de

Lambert-Beer en la curva patrén.
Las mediciones de sacarosa, glucosa y fructosa se realizaron por triplicado para cada

una de las muestras.
4.9 Coeficiente de Rendimiento del producto. Se determiné como la relacién de peso
entre la celulosa bacteriana seca producida a los 28 dias del cultivo y la melaza

consumida en relacion a (Sacarosa, Glucosa y Fructosa) por la siguiente ecuacién:

Bl%

¥p/s=
Siendo AP, cantidad de celulosa formada y seca y AS, la cantidad de sustrato consumido
durante el proceso.
4.10 Relacidn area-Volumen del biorreactor: Se determind el efecto de la geometria del
utiizando dos configuraciones de bioreactor (cénico y cilindrico) y
determinando el espesor relativo limite (altura de la pelicula= altura del liquido)

biorreactor
4.11 Disefio Experimental. Se realiz6 un Anova factorial donde se involucraron como

variables incidentes en el proceso la condicién de aireacion (Cultivo estatico sin aireacion
y cultivo estatico con aireacion), volumen de medio de cultivo y como variable de
respuesta la produccion de celulosa representado como (peso humedo, peso seco,
compresibilidad y grosor), luego se aplicé un andlisis de comparacion de medias y una
prueba t-test, con el software Staphgraphics centurién versiéon 16. El experimento se
realizd en dos fases, en la fase inicial se realizaron varios experimentos , para poder

escoger la concentracion de melaza mas adecuada de acuerdo a estudios anteriores
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Figura 4.1 Disefio Experimental fase inicial en la produccioén de celulosa a partir de

A partir de los resultados obtenidos se escogié la concentracion con mayor produccién de

CB en el medio de cultivo (MAx-MZA) ver Anexo A. Posteriormente se realizd el siguiente
disefio final: Ver ANEXO A
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PRODUCCION DE CELULOSA

Medio de cultivo MEDIO HESTRIM SHRAM
y Concentracian (MODIFICADO) Max- MZA;
13.3%- 2L
v
Condicion de

. " Estatico Estatico+ Aireacion
Aireacidn

[ 1,5dias 1,5dias

3 dias 3 dias

7 dias 7 dias

incubacion
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14 dias 14 dias
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Ui

21 dias

28 dias

| bl 28 dias

Figura 4.2 Diseno de la Produccion de celulosa en un Cultivo de A. xylinum IFO con
melaza en soluciéon al 13,3%. Dos condiciones de cultivo, Estatico y Estatico +
aireacion.

Los resultados obtenidos fueron tabulados en Excel; a la vez, analizados y graficados en
el programa Staphgraphics centurion version 16; con el fin, de observar la influencia que
tenia la condicion de aireacién sobre la produccion de celulosa bacteriana. Para asi,
posteriormente determinar cual de las dos condiciones era mas relevante en la
produccion de CB. VER ANEXO H
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan y discuten los resultados obtenidos en la evaluacion de la
produccion de celulosa por Acetobacter xylinum ifo (Gluconacetobacter xylinus) en
presencia de melaza de cana bajo condiciones estaticas y/o de flujo de aire intermitente,
de acuerdo con la metodologia sefialada en la seccién anterior. Se tuvieron en cuenta los
cultivos de A. xylinum a una temperatura de 30°C, donde se utiliz6 como fuente de
carbono la melaza de cana, tomando en cuenta propiedades como el peso humedo, el
peso seco, la compresibilidad, el grosor de la CB, se determinaron caracteristicas
importantes que influirdn en el establecimiento de un proceso estable para la produccion
de celulosa bacteriana. Los componentes de medio de cultivo utilizado fueron de grado
industrial y se utiliz6 como fuente de carbono principal la melaza de cana de azucar
13.3% p/v, pues en estudios anteriores realizados por Orozco y Martinez (77) y luego
corroborados en los preliminares de este estudio (ver Anexo A) se encontré que la
produccion de celulosa en concentraciones menores y mayores a esta no fueron
satisfactorias por lo que se considerd trabajar con esta concentracién con un contenido
del 55 al 65% de sacarosa aproximadamente, siendo una fuente de carbono de bajo costo
y renovable; asi mismo, la fuente de nitrdgeno que se utilizé proviene del amonio y en
menor cantidad de la melaza, y cantidades minimas de bioelementos y vitaminas del
complejo B contenidos en la melaza. Los biorreactores utilizados para la produccién de
CB en preliminares fueron de forma cilindrica con diferentes diametros y altura. El
biorreactor utilizado en este estudio fue cilindrico de plastico con un diametro de 20 cm y
una altura de 20 cm con un volumen de medio final de 2000 mL con tapa de plastico que
tenia 9 orificios de 1,5 cm de didmetro c/u y cubiertos con tap6n de gasa y algodén en el
experimento estatico; en los experimentos con aireacion se utilizé un bioreactor de iguales
dimensiones y material pero con un diseno especial que consta de una tapa plastica,
recubierta por una sobre-tapa de aluminio, con orificios para la entrada del aire al area
superficial, a través de un tubo en acero inoxidable provisto de pequefos agujeros, un
orificio para la salida del aire con conexion a una manguera que iba a una fuente de agua
y evitar contaminacién del cultivo, la aireacion al cultivo se realizé de forma intermitente

con un flujo de 2 vwm en el area superficial durante 12 horas intercaladas.
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El inicio de la sintesis de CB se observé como la formaciéon de una capa muy delgada
sobre la superficie del medio de cultivo en ambas condiciones durante las primeras 36
horas del cultivo, y con el tiempo se form6 una pelicula de mayor grosor. Es importante
anotar en los resultados que se escogié aireacion intermitente, porque con la aireacion
continua durante 24 horas inicialmente y luego 12 ( datos no mostrados), se presento
saturacion del area superficial y del medio con (oxigeno proveniente del aire), lo que
inhibid el crecimiento y por consiguiente la produccion, ademas esta aireacién continua

trascendia en el costo del bioproceso.

5.1 Evaluacion de la produccion de acuerdo a las propiedades de la celulosa
Obtenida. Los resultados de la celulosa obtenida se evidencian en los siguientes items.
5.1.1 Peso de la celulosa humeda. La sintesis de celulosa por A. xylinum fue
realizada en un medio de cultivo econémico y sencillo, por la utilizacién de melaza y
reactivos de grado industrial, en condiciones estaticas y estaticas con aireacién a
temperatura ambiente, en presencia de melaza de cafa (13,3%) como fuente de carbono
principal.

Se observé que durante los diferentes tiempos de incubacioén, existe una diferencia en el
peso de CB medido en los mismos reactores, con las dos estrategias de cultivo, (ver
figura 5.1) Esto se explica por la relacién que existe entre el crecimiento de Acetobacter

xylinumy la produccién de celulosa (77,78). Ver ANEXO E
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Figura 5.1 Produccion de celulosa Humeda (g) a diferentes tiempos de incubacion
(0;1,5;3;7;14;21;28 dias).

Los resultados indican que se present6 un incremento considerable en la produccién de
CB humeda entre los dias 14 y 21 con un porcentaje alrededor del 51% en el cultivo
estatico, en contraste con lo observado en el cultivo estatico-aireacion cuyo incremento
se comenz6 a presentar entre los dias 7 y 14 con un porcentaje del 55 %, la velocidad
de formacién promedio de CB fue diferente durante los 28 dias de cultivo con valores que
oscilan entre 0,027 g/L/h y 0,63 g/L/h para el cultivo estatico, mientras que para el cultivo
estatico con aireacion, la velocidad se mantuvo casi constante con un valor promedio de
0,70g/L/h.
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Figura 5.2 Produccion de celulosa seca (g) a diferentes tiempos de incubacion
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5.1.2 Peso de celulosa seca. En la figura 5.2 se observo a los 7 dias una produccién de
24,4 g/L de celulosa sintetizada en el cultivo estatico aireado y 13 g/L de CB en cultivo
estatico, lo que resultdé ser una produccion bastante considerable en relacion a las
cantidades de celulosa obtenidas por El-Saied, H y col (79), quienes también utilizaron
melaza en el medio de cultivo en una concentracién de melaza del 17% y la cantidad
obtenida fue de 1,97 g/L a los 6 dias, debido a que se evidencia que a concentraciones
mayores de melaza la produccién de CB disminuye lo que se hizo evidente en este
estudio, para un cultivo estatico y en una configuracién de reactor cénico, o Erlenmeyer.
Ver ANEXO E; de igual manera

El peso de la celulosa seca representd entre el 5% y el 9% del peso total de la celulosa
humeda, valor cercano al encontrado por Hwang, J.W., y Col (33). De igual manera se
establecié segun la Fig. 5.3 la relacion existente entre el crecimiento microbiano y la
produccion de celulosa seca, siendo estos datos concordantes donde se evidencié que
entre los dias 7 y 14 hubo incremento del crecimiento celular, para ambas estrategias de
cultivo, y evidenciandose una mayor produccion de celulosa para el cultivo aireado,
condicion que se mantuvo durante casi todo el proceso, no obstante es importante anotar
que si la aireacion hubiera sido directa y no al area superficial donde la pelicula de
celulosa formada a partir del dia 3 impedia la llegada de aire al medio de cultivo, la
produccion hubiese resultado mayor, sin embargo se obtuvieron datos de peso seco
mayores a los encontrados por El-Saied, H y col (79), asi como de Bae y Shoda (14)

quienes trabajaron también con melaza.

5.1.3 CRL (capacidad de retencion de liquido). El porcentaje de humedad oscilé entre
(93-95%), de igual manera se evalud la capacidad de retencion de liquido de la celulosa
qgue se formo en el biorreactor y donde se utilizd esta relacion para determinarla.

g Agua EH-EX

o CRL =

g celulosasaca EE

WHC =

Donde CRL es la capacidad para retencién de medio liquido; PH es el peso humedo y PS
es el peso seco de la celulosa. Esta relacion es derivada del WHC (Water Holding
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Capacity), (80), donde se asumi6 que el medio en su mayor parte estaba compuesto por
agua. Es una de las propiedades mas importantes de la CB, cuando se ha utilizado en
aplicaciones biomédicas, en el mantenimiento correcto de la humedad en heridas,
indispensable para su aplicacién en la terapia moderna debido a que la penetracién de las
sustancias activas en la herida se ve facilitada por un entorno himedo. Esto también
permite un cambio de apésito facil, sin dolor ni dano para la piel recién formada (segun
Newman, 1998) (90). Con el fin de estimar la utilidad de las peliculas de CB producidas

bajo condiciones de cultivo estaticas y con aire intermitente se determiné la capacidad de

retencion de agua (CRL).
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Figura 5.4 Efecto de las condiciones de cultivo estatico y estatico+aireacion sobre la
capacidad de retencién de liquido de la pelicula de celulosa producida en condiciones
estéticas durante el tiempo de cultivo.

En la Figura 5.4 se observo el comportamiento de CRL Capacidad de retencién de liquido
y mostr6 valores que oscilan entre 0 y 9 para el cultivo con aireacion y valores mayores
para el cultivo estatico, llegando hasta 10, durante los 28 dias la grafica evidencié un
comportamiento similar entre los dos tratamientos y en general durante todo el proceso,
los datos no tuvieron mayor diferencia, lo cual indicé que aunque el aire superficial seca la

celulosa expuesta al area interfacial, el contenido de liquido no es muy diferente.
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Figura 5.5 Grosor de la pelicula de celulosa (mm) en diferentes tiempos de incubacion
(0;1,5;3;7;14;21;28) dias.

5.1.4 Grosor de la pelicula de celulosa. Los grosores alcanzaron valores promedios
maximos de 34,3 mm, con una desviacion estandar de 1,15 y un coeficiente de
variabilidad de alrededor 3,36% para el experimento con aireacién, lo que indica poca
diferencia en los resultados obtenidos para cada periodo de tiempo. Los grosores
tuvieron un aumento acorde a lo esperado, de acuerdo al tiempo del cultivo y al peso
himedo alcanzado por la celulosa. En la Figura 5.5 se observé que los grosores
alcanzados en el cultivo estatico son menores que los alcanzados en el cultivo estatico
con aireacion. Estos valores guardan relaciéon con los obtenidos por Hesse-Ertelt S y Col
(80) quienes trabajaron con volumenes de medio similar (1600 ml), en un cultivo estatico,
con una configuracion geométrica del bioreactor rectangular y medio de cultivo Hestrin-
Schramm 1954. Para este estudio la fuente de carbono principal fue la glucosa, la cual
demostré ser bastante eficiente en la produccién de celulosa, a través del tiempo;
obteniéndose peliculas de celulosa con un grosor maximo de 12 mm a los 7 dias del

cultivo. Al comparar estos valores con el estudio experimental se obtuvieron grosores
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promedios maximos de 8,1 mm a los 7 dias, en un volumen de 2000 mL, un medio de
cultivo, donde las sales utilizadas fueron de grado industrial, como fuente principal de
carbono, la melaza de cafia y con unas condiciones de cultivo (Estéatico- Aireacion). Todo
esto representa un importante resultado por cuanto la aireacion se suplid
intermitentemente por 12 horas, lo que se reflejé en los valores obtenidos que doblan los

valores del Experimento Estatico cuyo grosor maximo fue de 4.1 mm.
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Figura 5.6 Porcentaje de compresibilidad a diferentes tiempos de incubacién (0; 1; 5; 3; 7;
14; 21; 28 dias).

5.1.5 Compresibilidad de la Pelicula de Celulosa Bacteriana. El porcentaje de
compresibilidad de la celulosa present6é una disminucién a medida que se llevé a cabo el
proceso de sintesis debido a la pérdida de agua en su estructura, al ser sometido a una
presion de 2000 g en un tiempo de 30 segundos, sin embargo luego del dia 14 la celulosa
present6 un porcentaje de compresibilidad estable en el tiempo, con una ligera
disminucion en el dia 28, esto debido al contenido de agua que la pelicula alcanz6 en el
tiempo final y que la hizo mas compacta por lo que la pérdida de volumen fue menor y por
consiguiente su compresibilidad también fue menor como se observa en la figura 5.6
donde se evidencid un descenso de la compresibilidad durante el tiempo de cultivo, esta

propiedad es muy importante para las futuras aplicaciones que se le pueden dar a la
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celulosa por ser un parametro importante que permite controlar las propiedades
mecanicas finales de las peliculas de celulosa(81).
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Figura. 5.7 Volumen de Medio remanente (%) en diferentes tiempos de incubacion (0; 1,5;
3;7;14; 21; 28 dias).

5.1.6 Volumen de medio de cultivo remanente. El volumen inicial de medio fue de 2000
mL, que fue disminuyendo a lo largo del tiempo de cultivo debido a que en la estructura de
la celulosa quedan atrapadas grandes cantidades de moléculas de agua. El volumen total
de medio, resultdé de la adicion del medio remanente y el contenido en la celulosa,
presentando una pérdida de aproximadamente un 10% para el cultivo estatico y un poco
superior en el cultivo estatico-aireacién, llegando a porcentajes de aproximadamente
17%. En la Figura 5.7 se muestran los porcentajes de volumenes de medio remanente,
que coinciden con los valores de peso humedo de la celulosa confirmando asi lo
expresado y su relacién con las pérdidas de agua durante el secado parcial de las

peliculas.
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Figura 5.8 Efecto del pH sobre la produccién de CB en los diferentes tiempos de
incubacién (0; 1;5; 3; 7; 14; 21; 28 dias).

5.1.7 pH del medio de cultivo. El rango 6ptimo de pH para la produccion de celulosa y
crecimiento de A. xylinum es de 4.5 a 5.5, como lo establecié Noro y col (91), debido a
que la sintesis de celulosa y el crecimiento de la bacteria se obstaculizan en medios que
estén por encima de 6.0 y por debajo de 4.0, (81). En este estudio experimental el pH
logré6 mantenerse en la zona util de amortiguamiento, 5,6-4,6 debido a la utilizacién del
buffer citrato fosfato, que mostrd una buena capacidad amortiguadora durante el proceso;
este mecanismo para el control del pH tiene un gran nimero de ventajas entre las que se
encuentra el no incluir riesgos adicionales de contaminacion. En los primeros dias hubo
un descenso abrupto del pH debido a la produccion de acido glucénico en las etapas
iniciales durante el catabolismo de la glucosa (67). De igual manera Pourramezan y col.
(36) estudiaron los efectos de diferentes pH entre 4 y 8 en el medio de cultivo HS (Hestrim
Schram) obteniendo un rendimiento maximo a un pH de 7, contrastando esto con los
resultados que se obtuvieron en este trabajo donde el pH inicial fue de 5,6 pero que llega
a su maxima produccién de celulosa en un pH entre 4.8 y 4,7 para cada condicién de
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cultivo respectivamente; debido a la capacidad amortiguadora del Buffer citaro- fosfato.
Asi mismo Shead, Oy col (81) reporté una produccion importante de celulosa bacteriana
de 3 g/L a30°Cy pH 5,6 a 7,5 durante 4 semanas de cultivo, en condiciones estéticas, lo
que coincide con las condiciones de este trabajo donde la temperatura también fue de
30°C y un pH de 5,6 pero obteniendo resultados mayores en produccién del orden de 26
g/L de celulosa seca. Los resultados obtenidos en este estudio experimental, mostraron la
eficacia del buffer citrato-fosfato ver Fig. 5.8, lo que permitiran disefiar una mejor

estrategia de cultivo para la produccién de celulosa bacteriana.
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Figura.5.9 Numero de células (ufc/mL) en el medio remanente de cultivo durante el tiempo
de incubacién. (1,5; 3; 7; 14; 21; 28) dias.

5.1.8 Concentracion de Células de Acetobacter xylinum. En este estudio se encontré
que la cantidad de células viables fue mayor en el cultivo estatico con aireacién debido al
suplemento de oxigeno sobre la capa superficial del medio, lo cual supli6 los faltantes de
este importante reactivo para el proceso de sintesis de celulosa bacteriana durante el

tiempo de cultivo. Ademas, el aumento en la concentracién celular coincide con los
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resultados obtenidos de peso humedo, de igual manera como lo expresé Bae y Shoda
(14), puesto que al final del tiempo de cultivo la produccién de celulosa bacteriana no es
tan acelerada en clara relacion con el crecimiento celular, que comienza a disminuir
debido a una limitacién de nutrientes en el medio de cultivo, teniendo en cuenta que las
peliculas de celulosa son considerados como productos del metabolismo secundario de
las células (84). Como se evidenci6 en la figura 5.9 el crecimiento celular tiene una fase
de crecimiento exponencial bastante marcada a partir del dia 7, hasta el 14, y notandose
una disminucion en la cantidad de células a partir del dia 15 en adelante hasta finalizar el

tiempo de incubacién.

5.2 Relacion area-Volumen del bioreactor. Se establecié que durante el cultivo y la
produccion de CB, se presentd una marcada relacién entre el area del biorreactor y el
volumen de este, lo que permitié observar el efecto sobre la superficie del cultivo y la

interface aire—liquido.

r=2.75cm

— H=203cm

altura de medio
| B
A A= 70cm B R=10.25 cm

Figura 5.10 Diagrama del recipiente de cultivo A (biorreactor pléstico cilindrico), 2000
mL de medio de cultivo, Estatico y Estatico+Aireacion . B (biorreactor conico), 2000 mL de
medio de cultivo, Estatico.

Se estudio el efecto que la geometria del biorreactor sobre la produccion de celulosa, se
relacionaron las dos areas, una de ellas con la misma configuracion de biorreactor, pero
con diferente condicion de cultivo, donde se puede inferir que en la configuracién de
biorreactor mostrado en la Fig. 5.10A el espacio ocupado por el medio de cultivo
correspondié al 35% del espacio total, a diferencia del biorreactor cénico Fig 5.10B donde
el espacio ocupado por el medio de cultivo correspondié al 50%, ahora de acuerdo a los
resultados de relacién entre el area y el volumen de medio de cultivo para ambos
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biorreactores se pudo inferir que la relacién area-volumen es importante por cuanto se
muestra un mayor rendimiento en la cantidad de celulosa obtenida por area en el
experimento con volimenes de 2000 mL estatico-aireacion, lo que no sucedié con el
experimento estatico de 2000 ml y el estatico en el reactor conico que mostré unos
rendimientos mucho menores debido a que el area superficial del cultivo en relacion con
el volumen de aire alli depositado fue menor en este experimento pues solo represento
inicialmente el 50% de aire en la fase aérea lo que corroboré el hecho que el area
interfacial ocupada por el aire es primordial para el desarrollo celular y por consiguiente
para la produccion de celulosa, que se suplié en el caso del experimento estacionario-
aireacion por la introduccién de aire filtrado con 21% de oxigeno y suministrado por un
compresor a una rata de 2 vvm, durante 12 horas intermitentes, datos suministrados en
graficos anteriores.

Se comparo6 la producciéon de celulosa obtenida con medio de cultivo econdmico (Max-
MZA) usado en este experimento y con la configuracién de biorreactor cilindrico en
condiciones estéticas con los resultados obtenidos por Phunsri A.,y col (83), donde no se
encontré diferencia significativa, dato que contrasta con la cantidad de celulosa que se
obtuvo en el experimento con aireacion, donde si se evidencié diferencia significativa;
relaciondndolo con los datos que reportdé Retegi A., y Col (85), donde se utilizé6 un
bioreactor rectangular y con una cantidad de medio semejante 1600 mL, y donde se
obtuvo un rendimiento méaximo de 1,93 g/L, lo cual muestra la eficiencia del bioreactor
convencional cilindrico que se utilizé en este experimento y ademas resultd satisfactorio

para el interés de establecer una produccién a nivel industrial. Ver ANEXO C



58

Tabla 5.1 Produccion de celulosa en dos cantidades de medio de cultivo y dos
condiciones de aireaciéon.(Adaptada de Krystynowicz et al, 2002)

Volumen Altura Area SV Grosor Peso de Rendimiento
de del Superficial (cm’ de la la de laCB
medio medio (cm?) b) Pelicula celulosa (g/L)
(mL) de de CB seca (g)
cultivo (cm)
(cm)
2000 10 1282.5 0.64 0.56 5.8 2.9
2000 * 7 1885 0.94 0.41 6.23 3.11

2000** 7 1885 0.94 0.81 12.73

Estatico— Reactor Coénico
* Estatico™ Reactor cilindrico
** Estatico+Aireacion —» Reactor cilindrico
Datos a los 7 dias de cultivo

5.3 Consumo de Sustrato en relacion a la cuantificacion de sacarosa, Glucosa y
Fructosa durante el tiempo de incubacion (1.5; 3; 7; 14; 21; 28 dias).

Se han utilizado diferentes fuentes de carbono para la produccion de celulosa bacteriana,
utiizando ademas diferentes estrategias de cultivo y diferente configuracion del
biorreactor. En el estudio realizado se utiliz6 melaza de cafa como fuente de carbono
principal dentro del medio liquido de cultivo Max MZA, que ademas contiene sales de
grado industrial. La melaza es un subproducto de la industria azucarera que tiene una
gran utilizacién biotecnolégica, posee una composicion rica en azucares (sacarosa,
glucosa y fructosa), en este trabajo se obtuvieron resultados tendientes a observar el
comportamiento del consumo de azucares durante el tiempo de cultivo y su influencia en

la produccion de celulosa bacteriana.

La melaza es una de las fuentes de carbono mas econdémicas para la produccion de
celulosa bacteriana, por su alto contenido de azucares y su alta viabilidad en materia de
costos; la melaza a partir de la hidrdlisis de la sacarosa y el consumo de glucosa y

fructosa muestra un importante comportamiento en la sintesis del polimero.
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Inicialmente se presenté una disminucion de la concentracién de sacarosa, ver fig. 5.11
debido a que el medio de cultivo se sometié a calentamiento en autoclave con el propésito
de esterilizarlo, lo que ocasioné una hidrélisis parcial del azucar (tratamiento en caliente),
donde el contenido inicial fue de 61 g/L, y pasé a ser de 52,6 g/L .

En la figura 5.11 se muestra el cambio en la concentracion de sacarosa en cada uno de
los tiempos de incubacion, y para cada estrategia de cultivo. Se observd una mayor
hidrélisis de sacarosa entre el dia 3 al 14 con velocidades entre 2,85 a 4,71 g/L/d , y del
dia 14 en adelante la velocidad de hidrélisis disminuye con velocidades entre 2,84 y 1,57
g/L/d, para el experimento estatico; Las velocidades de hidrélisis fueron muy semejantes
durante todo el tiempo de incubacién con valores entre 3,93 y 2,96 g/L/d para cada tiempo
en el experimento estatico+Aireacién, posteriormente, la sacarosa residual hasta los 28
dias tiende a decrecer hasta valores cercanos al 2% para el experimento con aireacion y
para el experimento estatico hasta un valor de 16,4%. En relacion a una eficiente hidrdlisis
de la sacarosa por A. xylinum (Gluconacetobacter xylinus), el proceso de produccion de la
BC se vié favorecido en el area interfacial (4), donde la difusién del oxigeno de la fase
gaseosa tiene un efecto mayor (82); de acuerdo a esto se puede anotar que el consumo
de sacarosa al final del tiempo de cultivo para el experimento estatico corresponde a una
cantidad del 79%, y en el experimento estatico-aireacion la concentracion disminuy6 hasta
en un 82%.
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Figura. 5.11 Concentracion de Sacarosa con dos estrategias de cultivo y a
diferentes tiempos de cultivo (1.5, 3, 7, 14,21, y 28 dias).
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Las concentraciones de glucosa y fructosa, son utilizadas por el microorganismo como
fuente de carbono, de energia y en la sintesis de la celulosa bacteriana y estan
determinadas por las cantidades que la melaza tiene en su composicién y por lo aportado
por la hidrélisis parcial de la sacarosa componente también de la melaza, de ahi que
inicialmente la melaza en solucién tenia 61 g/L de sacarosa, 7 g /L de glucosay 8 g/L de
fructosa, luego de la esterilizacién las cantidades de sacarosa, glucosa y fructosa,

cambiaron de igual manera después de que se inocularon los medios de cultivo con el

10 % V/V , las cantidades fueron 52,6 g/L de sacarosa, 16,3 g/L de glucosa y 18,1 g/L

de fructosa, lo que corrobora lo expresado anteriormente.
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Figura 5.12. Concentracion de Glucosa A y Fructosa B con dos estrategias de
cultivo Estatico Aireacion

5.3.1 Hidrdlisis de la Sacarosa. El comportamiento de la hidrélisis de la sacarosa Figura
5.13 fue similar al consumo de glucosa Yy fructosa Figura 5.12A y 5.12B, lo que sugiere
una relacion directa entre la hidrdlisis de la sacarosa y el consumo de glucosa, lo cual se
refleja en la sintesis de celulosa bacteriana. Esto debido a que después del
calentamiento del medio de cultivo (Esterilizacion) la sacarosa presente en la melaza se
hidroliza parcialmente disminuyendo su concentracién en el medio pero aumentando las

concentraciones de glucosa y fructosa como se menciond anteriormente, y de ahi mas
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adelante la maquinaria enzimatica comenz6 a realizar su trabajo en el proceso de
sintesis de la celulosa bacteriana por lo que se observo en la figura 5.12A que alos 1,5
y 3 dias hubo un mayor consumo de glucosa con respecto a fructosa; mientras, a los 7
dias el consumo de glucosa es menor que el de fructosa. A los 21 y 28 dias, la glucosa
fue consumida hasta alcanzar concentraciones remanentes cercanas a cero (datos no
mostrados). De acuerdo al consumo de los azlcares durante el tiempo y las condiciones
iniciales de cultivo la bacteria muestra una mayor afinidad con el consumo de glucosa
que casi es consumida en su totalidad durante el tiempo de cultivo. La fructosa también
es consumida durante el tiempo de cultivo pero debe transformarse a glucosa-6 fosfato,
por la via de la pentosa fosfato o por medio de la gluconeogénesis. La glucosa 6 fosfato
es convertida a glucosa 1 fosfato por la enzima fosfoglucomutasa y ser luego convertida a
UDP-Glucosa, por la UDP-glucosa—fosforilasa que es el sustrato de la enzima celulosa
sintasa como lo expresan Ariza, B. y Gonzélez, L (39).

Todos los datos de consumo de glucosa y de la fructosa, dan muestra de la hidrélisis de la
sacarosa, necesaria para la sintesis de celulosa.

La bacteria Acetobacter xylinum, ha mostrado ser eficiente para la hidrélisis de sacarosa,
en medios de cultivo donde esta se encuentra libre, sin embargo el comportamiento
presentado por ésta en el medio enriquecido con melaza de cafa ha resultado eficiente
aun cuando éste suele ser mas viscoso por no ser tratado inicialmente, sino solamente
diluido. El proceso de produccién de la celulosa bacteriana se ve favorecido en la
interface aire/pelicula de celulosa (87).

Para representar la hidrélisis de la sacarosa se utilizé6 el modelo de Michaelis—Menten,
(88), los datos son representados en la grafica 5.13 a la que se le aplicé una regresion

lineal donde se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

t
—=0_ = 0,011 + 0,15———— Estéatico
lso—23s) s —s0)
, 5
in— t
% = —0,006 + 0,160 ———— Estatico + Aireacion
lso—23s) (s —s0)
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El complejo enzimatico celulosa sintetasa se ajusté al modelo como lo expresa Ross. y

col.(51), con un valor de Km de 0,021 M y con una velocidad maxima de hidrélisis de
0,0041M/h para el experimento con aireacién y de 0,0036 M/h para el experimento sin
aireacién. La dispersion de los datos mostraron un R? de aproximadamente 0,995 para
ambos experimentos, lo que indicé que el modelo se adecud a la cinética encontrada. Los
valores de Km y de la velocidad maxima para la hidrélisis de sacarosa han sido escasos
en este sistema de produccién de celulosa. Los datos se representaron en la Figura
5.13., donde S (concentracién de sustrato) y So (Concentracién inicial del sustrato en el
tiempo de cultivo).
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y=0,15¢-0,011
R*=0,997
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0 0.2 0.4 0.6 0.8
t/(S0-S)

Figura 5.13 Regresion lineal de los datos obtenidos por la ecuacién integrada de
Michaelis-Menten con dos estrategias de cultivo. Estatico® Estatico + AireacionAireacion i
5.3.2 Coeficiente de rendimiento de producto. (Yp/s) El coeficiente fue determinado
como la relacién que existe entre la CB seca producida en el tiempo de cultivo y la
cantidad de glucosa consumida, donde se pudo evidenciar un mejor rendimiento en
cultivos estaticos con aireacion que en cultivos estaticos sin aireacion, dependiendo en
gran manera de la configuracion del reactor con valores que oscilan entre 0,013 hasta 8,7
g Celulosa seca/g de glucosa o fructosa (Ver fig. 5.14 y 5.15).

Lo anterior permitié concluir que utilizando el medio de cultivo en presencia de melaza
como fuente principal de carbono, pero cuantificando rendimiento del producto en relacion
a la cantidad de glucosa y fructosa presente en el medio de cultivo y su consumo durante

el proceso para las dos condiciones de cultivo, en el estatico con aireacion intermitente se
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obtuvo el mayor rendimiento de CB a los 28 dias con una produccion de 81% mas que en
condiciones estéaticas. EI mayor consumo de glucosa en condiciones estaticas por A.
xylinum se presenté en la primera semana del experimento en un promedio de 70% del
consumo total, esto debido a distintos procesos metabdlicos, como la utilizacion de
glucosa como sustrato para la sintesis de CB, para la via de pentosa fosfato y ciclo de
krebs (35, 87). En relacion al consumo de fructosa durante la produccién de celulosa y su
correspondiente Yp/s present6 valores menores que los obtenidos con glucosa, con lo

que se demostro6 la mayor afinidad y participacion de la glucosa en la sintesis de celulosa.

" B Estatico
- I Estatico + Aireacion
10
3 4
& <
4
2
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5 10 15 20 5 20
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YPS (g de CB seca/ g de glucosa consumida)

Figura 5.14 Coeficiente de rendimiento del producto (Yp/s) en relacion a la glucosa
consumida durante el proceso en las dos estrategias de cultivo Estatico y
Estatico+Aireacién
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Figura 5.15 Coeficiente de rendimiento del producto (Yp/s) en relacién a la fructosa
consumida durante el proceso en las dos estrategias de cultivo Estatico y
Estatico+Aireacién

5.4 Costos de produccion.

Los costos de la preparacién del medio de cultivo para la produccion de celulosa
bacteriana, donde se obtuvieron aproximadamente 500 g de celulosa (CB) humeda se
presentan en la tabla 5.2, comparandolos con otros medios evaluados por el grupo GIBM

( grupo de investigacion en biologia de microorganismos- Unisucre)

Tabla 5.2 Valor del litro de Medio MZ(medio melaza) en concentracion de 13, 3% vy valor

del kilogramo de celulosa producido a los 28 dias

206 pesos 479 pesos
(US$ 0,106) (US$ 0,246)
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286 pesos 0,48 595 pesos
(US$ 0,1479) (US$ 0,31)
680 pesos 0,39 1743 pesos
(US$ 0,37) (US$ 0,968)
520 pesos 0.45 1155 pesos
(US$ 0,29) (US$ 0,641)
393 pesos 0, 46 854 pesos
(US$0,202) (US$ 0,450)

Fuente: Valores hallados por Perna O, 2012

En este estudio se pudo observar que los costos de produccion de celulosa en el medio
de cultivo MZA y con sales industriales resultan entre 479 y 595 pesos el kilogramo, o
que contrasta con el valor de 1 Kg de celulosa vegetal que esta alrededor de 1940 pesos
valor que incluye materia prima y procesamiento (US$ 1) (89).

5.5 Analisis Estadistico.

El andlisis de las variables que influyeron en la produccién de la celulosa por Acetobacter
xylinum, mostré como la aireacion, el tiempo de cultivo y el volumen de medio utilizado
fueron determinantes sobre los resultados obtenidos, de esta forma utilizando el software
Statgraphics Centurion XVI.I y aplicandose un Anova factorial mostré las contribuciones
debida a varios factores sobre la produccién de celulosa y las variables inherentes al
proceso, evaluando la contribuciéon de cada factor para asi obtener los valores P que
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores, es asi como en la tabla

5-3 se reportan estos datos.
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Tabla 5-3 P-valores para el proceso de Produccion de celulosa bacteriana

VARIABLE TIEMPO AIREACION
DEPENDIENTE

Peso Himedo 0.0000 0.0258
Peso Seco 0,0000 0,0345
Volumen 0.0000 0.0009
sobrante

Espesor 0.0000 0.0019
Ph 0.0000 0.0000
Compresibilidad 0.0000 0.0020
UFC 0.0000 0.0000
Sacarosa 0.0000 0.0162
Fructosa 0.0000 0.0000
Glucosa 0.0000 0.0000

De acuerdo a los resultados obtenidos se observdé que el tiempo es altamente
significativo sobre la produccién de celulosa bacteriana, fue influyente sobre todas las
variables anexas al proceso con un nivel de confianza del 95%, de igual manera la
condicion de cultivo (estéatico y estatico-aireacién) también lo muestran de esta manera, lo
que llevo a realizar una prueba de comparacion de medias de multiples rangos para cada
una de las variables donde se evaluaron las diferencias significativas para la comparacion
en los resultados entre los diferentes tiempos y condicién de cultivo, de esta forma se
pudo observar los valores de la desviacion estandar para cada variable y en cada tiempo

entre si (resultados que se muestran en ANEXO H).

De igual manera se realiz6 una comparacion de medias entre cada tiempo parara cada
variable y cada condicion de cultivo lo que nos ayudd a dilucidar resultados mostrados
anteriormente, ya que a través de estos se pudo observar las diferencias estadisticamente
significativas paso por paso (estos datos también se muestran en ANEXO H).
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6. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

6.1 Conclusiones

>

Diferentes sistemas biol6gicos tienen la capacidad de sintetizar celulosa, pero
se comprobé que la Bacteria A. xylinum en condiciones estaticas con
aireacion superficial Y utilizando melaza como fuente de carbono, 103 g/L,
aproximadamente 20%, mas que en el cultivo estatico sin aireacion.

Los pesos secos obtenidos son mayores en un 50% que los reportados en la
literatura, a pesar de que la estrategia de cultivo fue la estatica, y la melaza
utilizada solo fue diluida , se muestra la importancia de la aireacién superficial,
que suple la disminucién de oxigeno durante el proceso de produccion de la
celulosa.

En relacion a la cantidad de células en el medio de cultivo se observa un
crecimiento en fase exponencial hasta el dia 14, a partir del cual se observa
un descenso que tiende a la estabilidad en el numero de colonias, causado
por factores tales como la disminucién de nutrientes y metabolitos producidos
conjuntamente durante el proceso.

El peso seco fue aumentando gradualmente durante el tiempo de cultivo, lo
que al final mostré una diferencia entre las dos estrategias de alrededor 44,8 %
para los 28 dias.

El mayor rendimiento producto/sustrato lo presento la glucosa, lo que indica
que el microorganismo presenta mayor afinidad por esta y ademas utiliza una
ruta metabdlica mas eficiente que la fructosa.

El valor comercial del medio de cultivo utilizado (Medio Max Mza) fue menor
que el de otros estudios reportados donde se utilizaron reactivos de grado
analitico y en este estudio, se integraron la melaza y reactivos de grado
industrial.

La presente tesis permitié la presentacion de resultados parciales y finales en los

siguientes eventos nacionales e internacionales.

» Sintesis de celulosa por Acetobacter xylinum ifo en presencia de melaza de cana
bajo condiciones estaticas y/o de flujo de aire intermitente. XLVI Congreso
Nacional De Ciencias Biolégicas Medellin —Colombia Octubre11-15 de 2011.
Resultados finales.
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Producciéon de Celulosa Bacteriana en Condiciones Estéticas en un biorreactor
conico.(Articulo Corto) Memorias del evento ISBN Avance de Investigacion (Ponente) |
Congreso Internacional de Ingenieria Quimica, Biotecnoldgica y Alimentaria CIIQBA
La Habana (Cuba) Noviembre 29- Diciembre 3 de 2010. Resultados parciales

Produccién de Celulosa Bacteriana en un Reactor Coénico y Condiciones
Estaticas.Ponencia Memorias XLV Congreso Nacional De Ciencias Bioldgicas
Armenia —Colombia Octubre 5-8 de 2010. Resultados parciales

Produccién de Celulosa Bacteriana en condiciones Estaticas en un biorreactor
conico.Poster Congreso Iberoamericano de  Biotecnologia y diversidad
(CIB)Bioredandina. Manizales- Septiembre 1 — 4 de 2010 de 2010. Resultados
parciales

Efecto de la melaza y de otras fuentes de carbono sobre la produccién de celulosa por
Acetobacter xylinum. Financiado por la Division de Investigaciones (DIUS). Proyecto
Concluido. Universidad de Sucre- Febrero, 2011. Proyecto Madre

Aplicaciones Biomeédicas de la celulosa bacteriana. Avance de investigacion
(Ponente).Presentado en el Cuarto Simposio regional de Investigacion en
Salud.Universidad de Sucre -Octubre de 2009. Revision.

6.2 Sugerencias

» Se hace necesario seguir estudiando el efecto de la melaza tratada y otras
fuentes de carbono sobre la produccion de celulosa de tal manera que se
aumente la produccién y que los costos disminuyan con el fin de escalar el
proceso.

» Estudiar el efecto de la melaza pero con tratamiento térmico y quimico sobre la
produccion de celulosa de tal manera que se haga mas eficiente la sintesis, a
partir de glucosa y fructosa, agregando aireacion al medio de cultivo.

» Realizar estudios donde se evidencien las ventajas de la utilizaciéon de la celulosa
bacteriana en comparacion de la celulosa vegetal y las implicaciones ambientales
respectivas, Biodegradabilidad etc.
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» Realizar estudios a nivel exploratorio sobre la utilizacibn de residuos
agroindustriales, que contengan buenas fuentes de carbono y permitan el
establecimiento de industrias locales productoras de celulosa bacteriana.
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ANEXO A. CONCENTRACIONES DE MELAZA
(ESTUDIO PRELIMINAR PARA LA ESCOGENCIA
DE LA CONCENTRACION DE TRABAJO, 13, 3%)

120

=»=06, 65% p/v Melaza =m=13,3% p/v Melaza 26,6 % p/v
100 -

C:

3 8o

S

=

[

o

(]

o 60 /
c

(=]

'S

5

- 40

o

™

a

20 A
0 "_l LI B | L) L) T L) L) LI B L) L) T L) L) T
0 7 14 21 28 35

Tiempo (dias)



82

ANEXO B. MANTENIMIENTO Y ACTIVACION DE LA
CEPA (Acetobacter xylinum)

EVALUACION DE LA
*Transferencia a 20 ‘ PUREZA DE LA CEPA

mL de medio cultivo

Cepa de A. xylinum

/N B

*
Transferencia a 50
mL de medio

SN\

©)

*
Transferencia a
200mL de medio

*
Transferencia a 2000mL de

/N

e — S
* . * .
Transferencia a Transferencia a l
500mL de medio 1000mL de medio

*EVALUACION DE LA VIABILIDAD DE LA

CEPA DE A. xylinum: OBSERVACION EN
FRESCO Y TINCION DE GRAM

Fuente. PERNA O., 2012

Siembra en Inoculo Final
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ANEXO C. LOTE DE BIORREACTORES DE 3
LITROS, CON 1 LITRO DE MEDIO MELAZA (MZA)-
PRELIMINARES

Fuente. PERNA O. 2012
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ANEXO D. BIORREACTOR CON PELICULA DE
CELULOSA EN EL MEDIO MELAZA.

E™ 3

Fuente. PERNA O. 2012
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ANEXO E. PELICULAS DE CELULOSA HUMEDA Y
SECA SINTETIZADAS EN (MEDIO MELAZA), EN
CONDICIONES ESTATICAS EN EL LABORATORIO
DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD DE SUCRE

Fuente. PERNA O. 2012
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ANEXO F. BIORREACTORES CILINDRICOS
PLASTICOS DE 6 LITROS CON 2 LITROS DE
MEDIO MZA (AIREACION)

FUENTE. PERNA O. 2012
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ANEXO G. PELICULA DE CELULOSA SINTETIZADA
EN LOS BIORREACTORES CILINDRICOS CON 2
LITROS DE MEDIO MZA (AIREACION)

Fuente. PERNA O. 2012



88

ANEXO H. ANALISIS DE VARIANZA OBTENIDOS
CON EL SOFTWARE STATGRAPHICS CENTURION
XVLI

Anélisis de Varianza para Peso humedo - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 3,18156E6 5 636311, 36,04 0,0000
B:Volumen 796796, 2 398398, 22,57 0,0000
C:Aireacion 92081,9 1 92081,9 5,22 0,0258
RESIDUOS 1,11217E6 63 176534

TOTAL (CORREGIDO) 5,97238E6 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Peso humedo en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se
ha escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P
son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Peso humedo con un 95,0% de
nivel de confianza.

Anélisis de Varianza para Peso Seco - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 15179,0 5 3035,8 36,58 0,0000
B:Volumen 3816,84 2 1908,42 23,00 0,0000
C:Aireacion 387,434 1 387,434 4,67 0,0345
RESIDUOS 5228,34 63 (82,9895

TOTAL (CORREGIDO) 282243 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Peso Seco en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Peso Seco con un 95,0% de nivel de
confianza.

Analisis de Varianza para Volumen Sobrante - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 5,03714E6 5 1,00743E6 29,56 0,0000
B:Volumen 1,86617E7 2 9,33083E6 273,75 0,0000
C:Aireacion 417101, 1 417101, 12,24 0,0009
RESIDUOS 2,14738E6 63 [34085,4

TOTAL (CORREGIDO) 2,94582E7 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor
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La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Volumen Sobrante en contribuciones debidas a varios factores. Puesto
que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los
efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3
valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Volumen Sobrante
con un 95,0% de nivel de confianza.

Andlisis de Varianza para Espesor - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 4985,78 5 997,157 82,57 0,0000
B:Volumen 438,489 2 219,244 18,16 0,0000
C:Aireacion 127,502 1 127,502 10,56 0,0019
RESIDUOS 760,779 63 (12,0759

TOTAL (CORREGIDO) 6862,57 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Espesor en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Espesor con un 95,0% de nivel de
confianza.

Analisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tiempo 0,616407 5 0,123281 64,40 0,0000
B:Volumen 0,330478 2 0,165239 86,31 0,0000
C:Aireacion 0,132011 1 0,132011 68,96 0,0000
RESIDUOS 0,12061 63 [0,00191444
TOTAL (CORREGIDO) 1,1326 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de pH en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demads factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre pH con un 95,0% de nivel de
confianza.

Analisis de Varianza para Compresibilidad - Suma de Cuadrados Tipo I11

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 5097,07 5 1019,41 958,60 0,0000
B:Volumen 0,12037 2 0,0601852 0,06 0,9450
C:Aireacion 11,1111 1 11,1111 10,45 0,0020
RESIDUOS 66,9965 63 [1,06344

TOTAL (CORREGIDO) 5178,97 71

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Compresibilidad en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisidn), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos
de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2
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valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Compresibilidad con
un 95,0% de nivel de confianza.

Anélisis de Varianza para UFC - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 2,10133E21 5 4,20267E20 9,27 0,0000
B:Volumen 1,97743E19 1 1,97743E19 0,44 0,5123
C:Aireacion 1,88926E21 1 1,88926E21 41,66 0,0000
RESIDUOS 2,08589E21 46 |4,53453E19

TOTAL (CORREGIDO) 6,47489E21 53

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de UFC en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre UFC con un 95,0% de nivel de
confianza.

Anélisis de Varianza para Sacarosa - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tiempo 5925,13 3 1975,04 138,30 0,0000
B:Aireacion 92,3825 1 92,3825 6,47 0,0162
RESIDUOS 442,717 31 (14,2812

TOTAL (CORREGIDO) 6454,96 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Sacarosa en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisidén), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Sacarosa con un 95,0% de nivel de

confianza.

Anélisis de Varianza para Fructosa - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:B.Tiempo 468,387 93,6773 1859,76 0,0000
B:B.Aireacion 5,913 1 5,913 117,39 0,0000
RESIDUOS 1,46075 29 10,0503706

TOTAL (CORREGIDO) 475,76 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Fructosa en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisidén), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Fructosa con un 95,0% de nivel de
confianza.

Andlisis de Varianza para Glucosa - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio
EFECTOS PRINCIPALES

Razon-F  |Valor-P




A:Tiempo 1085,36 217,072 1586,41 0,0000
B:Aireacion 5,81614 1 5,81614 42,51 0,0000
RESIDUOS 3,96815 29 10,136833

TOTAL (CORREGIDO) 1095,15 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Glucosa en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo III (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de los
demds factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Glucosa con un 95,0% de nivel de

confianza.
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ANEXO J PARTICIPACION EN ELXLVI CONGESO
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA ACCB 2011,
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54 POR CTER XTI INTH IFS EN FRESEN{LA
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AIRE INTERMITENTE
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eelule, & sendmnigaln del prodecio, geeeod, pH, compreribilidal, vwelusen, UFC v
comciEitn do glucom, Fotlea, v asames o ke salicsd remascnied del coltvo &
difisrenis Haiajd. La produccetn 82 lis Biopliculis hists ks 2F dis de incobadatn 6 ¢l
mcdio BEA (Eadbeg-Almacida) & et éa wn rasgs &l Tl 5% ca mlacidn & L
chighidid & & fabe MIA (Edlico) sasiisms o oofiuiss e iuiliels [Sacdsdd
Fruciea v (lusom) scidd dnsdanmsnis ea li prodecidn de s polizulis de celulosa
diisile o Bedgo & callim.

Palabrds {livec Coluksa  hatenans, Aocodochr Sdisses,  mcleos,  aifcsds
mlemnnlenis, coms s e sustraks cullivs sdalien.

SATURACTON DEL MAPA GENETIOD DE UNA POBLACION INTRA-ACERYVO
DE FRIJOL iFhasesler vlparis L) EMPLEANIN MARCADORES
MOLECULARES TIPO S5R ¥ 550P

Matilis Frismcs Hesrer, Mallhss w.mymw-:-m
'Estudisnie Bealogis - Universdad &l Quadio ali36e sl com
¥ Phl enpecialeis on cfudd & drverndad penttics ' Docente Lisvesaidad del

Dumdio suleensligueridpnnil com




ANEXO K CARTA DONDE CONSTA QUE SE VA A
SOMETER UN ARTICULO CIENTIFICO A LA
REVISTA MVZ CATEGORIA A1.

Hncaiala, Junka 4 da 2013

Safloras

Comileltn da Masetria an Disaflo y gestion de procascs.
Facultad de Ingenlaria

UHNER SIDAD DELA 35BANA

CHIA-CUNDMNAMA RCA-COLOMBLA

Estmados Safiores

02 3 manya mas Jiana, me panmiiohacar anirega 9 bomade dal Artlcula
clEmifca  dEnominadl  “Sintesis de  Celulosa en  melaza por
Acetobscter xyfinwm IFD bajo condiciones estétices y/fo
sirescion intermitente”. Qus va 3 sar presentado 3 13 Ravisla MVE d2 3
Univarsidad de Cdrdoba, Caleganla Al para & meas de Julla de 2013, debido 3
U agarician cuairimsasiral.

Aulxr 13 Esfudiame de 13 Masstrla an Disafio v Gestdn de procssos OLGA
PERNA MANRIKIUE Codiga 200520517

Adumia Manusariia,

Agradadianda 3 3iancian prasiada.
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RUBEHN JARAMILLO LANCHERO
HMRECTOR TESIS

FhD IBB - UNAM

Director Grupe GIBM

Par Evaluador Colclenclas - CHA



