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RESUMEN
La celulosa bacteriana es un biopolimero de gran interés debido a sus propiedades unicas,
como alta pureza, resistencia mecédnica y biocompatibilidad, lo que la convierte en un
material valioso en diversas industrias. El uso de sustratos alternativos, como residuos
agroindustriales, en su produccion permite reducir costos y mejorar la sostenibilidad del
proceso.
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo la optimizacion del tiempo de
cultivo, concentracion de etanol y extracto acuoso de orujo de uva en la produccion de
celulosa bacteriana en cultivo estatico de Komagataeibacter xylinus. El estudio se llevo
a cabo utilizando un disefio compuesto central rotacional, evaluando tres variables
independientes: la concentracion de extracto de orujo de uva (% v/v), la concentracion de
etanol (% v/v) y el tiempo de cultivo (dias). Las variables respuesta consideradas
incluyeron la produccion de celulosa (g/L), la productividad (g/L*dia) y el rendimiento
de sustrato en producto (2 PC0/, ggrato).
Los resultados mostraron una produccion maxima de 9.37 g/L de celulosa bacteriana, con
una productividad de 0.46 g/L*dia y un rendimiento de sustrato en producto de 0.94 &
producto/, o srato bajo las condiciones optimizadas de 20.25 dias de cultivo, 3.29% de etanol
y 38.56% de extracto acuoso de orujo de uva. Ademads, los resultados validaron la
optimizacion estadistica como una herramienta eficaz para maximizar la produccién en
condiciones estaticas. Se concluy6 que el uso de extracto acuoso de orujo de uva y etanol
en el medio de cultivo representa una alternativa viable para la produccion de celulosa
bacteriana.
Palabras clave: Celulosa bacteriana, Komagataeibacter xylinus, optimizacion estadistica,

produccion sostenible, biopolimeros
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ABSTRACT

Bacterial cellulose is a biopolymer of great interest due to its unique properties, such as
high purity, mechanical strength, and biocompatibility, making it a valuable material in
various industries. The use of alternative substrates, such as agro-industrial residues, in
its production helps reduce costs and improve the sustainability of the process.

The objective of this research was to optimize the cultivation time, ethanol concentration,
and aqueous grape pomace extract concentration in the production of bacterial cellulose
under static conditions using Komagataeibacter xylinus. The study was carried out using
a central composite rotatable design, evaluating three independent variables: grape
pomace extract concentration (% v/v), ethanol concentration (% v/v), and cultivation time
(days). The response variables considered included cellulose production (g/L),
productivity (g/L*day), and substrate-to-product yield (2P, gpstrate).

The results showed a maximum production of 9.37 g/L of bacterial cellulose, with a
productivity of 0.46 g/L*day and a substrate-to-product yield of 0.94 £Poduct/, ¢ rate under
optimized conditions of 20.25 days of cultivation, 3.29% ethanol, and 38.56% aqueous
grape pomace extract. Additionally, the results validated statistical optimization as an
effective tool for maximizing production under static conditions. It was concluded that
the use of aqueous grape pomace extract and ethanol in the culture medium represents a

viable alternative for bacterial cellulose production.

Keywords: Bacterial cellulose, Komagataeibacter xylinus, statistical optimization,

sustainable production, biopolymers
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I.  INTRODUCCION
La celulosa es uno de los biopolimeros mas abundantes y renovables en la naturaleza,
destaca por su creciente relevancia en diversas industrias debido a sus multiples
aplicaciones (Choi & Shin, 2020). Naturalmente presente en las paredes celulares
vegetales junto a la lignina, hemicelulosa y pectina, la celulosa requiere métodos de
extraccion quimicos y enzimaticos, los cuales suelen ser costosos y no siempre logran
una recuperacion completa (Naomi et al., 2020; O’Neill et al., 2022). Ademas, diversos
microorganismos, principalmente bacterias, también pueden sintetizar celulosa,
denominada en este caso celulosa bacteriana (BC) (Lahiri et al., 2021).
La celulosa bacteriana (BC) se excreta en forma de microfibras que forman membranas
de espesor variable en el medio de cultivo (Chavez-Pacheco et al., 2004). La BC posee
propiedades como resistencia a la traccion, alta cristalinidad, gran absorcion,
maleabilidad y biocompatibilidad, cualidades que la convierten en un biomaterial ideal
para aplicaciones en la industria biomédica, ambiental, alimentaria, textil y cosmética
(Atta et al., 2021; Choi et al., 2022; Rachtanapun et al., 2021).
El género Komagataeibacter se destaca entre las bacterias productoras de celulosa por su
alta capacidad para generar grandes cantidades de este polimero (Barud et al., 2016). Por
ejemplo, se han reportado producciones de 7.5 g/L y 8.45 g/L en cultivos estaticos
(Rodrigues et al., 2019; Yilmaz & Goksungur, 2024).
Ademas, la composicion del medio de cultivo juega un papel clave, ya que la produccion
depende directamente de la cantidad de azicares presentes. De hecho, se ha observado
que las mayores producciones de celulosa coinciden con el consumo de hasta el 87% de
los azucares iniciales (Rodrigues et al., 2019). Por ultimo, Komagataeibacter xylinus fue
originalmente descrita por Brown (1886) como Acetobacter xylinum durante su

investigacion de bacterias productoras de celulosa. Posteriormente, esta especie fue
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reclasificada como Gluconacetobacter xylinus (Liu et al., 2018). Recientemente, Yamada
et al., (2012) identificaron nuevos genes de Komagataeibacter con 12 combinaciones
basadas en sus caracteristicas taxonomicas, lo que llevd a la reclasificacion de
Gluconacetobacter xylinus como Komagataeibacter xylinus.

Ademas de un modelo bacteriano eficiente, la biosintesis del biopolimero depende de la
composicion del medio. Asimismo, alcanzar una alta productividad exige
concentraciones elevadas de nutrientes, principalmente fuentes de carbono, lo cual
incrementa el costo del proceso (Fernandes et al., 2020). En la produccién de BC, la
mayor inversion se destina al medio de cultivo, que representa entre el 30% y el 60% del
costo total de produccion, restringiendo la comercializacion del biopolimero (Raiszadeh-
Jahromi et al., 2020).

Asimismo, la adiciéon de etanol al medio de cultivo en la produccion de celulosa
bacteriana se ha demostrado como una estrategia efectiva para mejorar significativamente
el rendimiento de este biopolimero. Estudios como el de Sharma et al. (2024),
evidenciaron un incremento en la produccion de celulosa de 0.73 g a 3.7 g de peso seco
utilizando etanol como aditivo. Este efecto se debe a que el etanol actiia tanto como fuente
de energia alternativa como inductor metabolico, promoviendo la formacion de UDP-
glucosa y reprimiendo la glucdlisis, lo que redirige el metabolismo hacia la biosintesis de
celulosa en lugar de la adquisicion de energia (Rezazadeh et al., 2020; Ryngajto et al.,
2019).

El uso de residuos agricolas, ricos en azucares fermentables, es una alternativa
prometedora para reducir los costos de produccién y mejorar la viabilidad econdmica del
proceso (Carreira et al., 2011), y el etanol, como inductor metabolico, aumenta el
rendimiento de produccion (Ryngajtto et al., 2019), ambos factores resultan prometedores

para optimizar el bioproceso.
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Estudios han evaluado la optimizacion de parametros en la produccion de BC, destacando
el uso de residuos agricolas frutales como fuente de carbono y tiempo de cultivo, tal es el
caso de Khan et al. (2021), quienes utilizaron un extracto de cdscaras de pifia como fuente
carbonada, y evaluaron la concentracion del extracto junto con el tiempo de cultivo como
factores importantes de la produccion de BC. Del mismo modo, Barshan et al. (2019),
evaluaron la vinaza, un subproducto de la industria vinicola, como fuente de carbono y el
tiempo de cultivo en la produccion de BC, ambas variables determinantes para la
produccion, y logran la optimizacion del bioproceso.

Ademas, se ha estudiado el uso de etanol como inductor analizando el comportamiento
de la cepa bacteriana productora a nivel transcripcional (Ryngajtto et al., 2019), y en
diferentes concentraciones para evaluar qué tanto puede aumentar la produccion de
celulosa (Cielecka et al., 2021a). Alin con la informacion disponible por las recientes
investigaciones solo se registra el trabajo de Calderon Toledo (2022) que evalia las tres
variables presentes en el estudio, una fuente de carbono alterna como es extracto de
mango, la concentracion de etanol como inductor de la produccion de celulosa, y el
tiempo de cultivo como variable determinante del proceso. Sin embargo, no se ha
registrado un estudio evaluando el potencial del extracto acuoso de orujo de uva como
fuente de carbono en combinacion con etanol como inductor y el tiempo de cultivo como
variable clave del proceso.

La relevancia de las variables estudiadas radica en su impacto previamente reportado en
la biosintesis de celulosa bacteriana (CB) y en la viabilidad econémica de su produccion.
El etanol ha demostrado mejorar significativamente la produccion de CB al actuar como
precursor metabolico (Cielecka et al., 2021b), mientras que el orujo de uva, por su riqueza
en nutrientes esenciales, se presenta como un sustrato economico y sostenible (Lopez-

Astorga et al., 2023; Nufex Aravena, 2019). Este estudio se llevo a cabo bajo condiciones
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de cultivo estatico, una metodologia que ofrece ventajas como simplicidad operativa y
menor costo, siendo adecuada para aplicaciones industriales. Finalmente, se evaluo la
influencia del tiempo de cultivo, la concentracion de etanol y el extracto acuoso de orujo
de uva en el rendimiento de CB utilizando cultivos estaticos de Komagataeibacter
xylinus.
Este estudio tuvo como objetivo optimizar las condiciones de cultivo para maximizar la
produccion de BC mediante un disefio experimental de superficie de respuesta (RSM). Al
establecer la combinacion Optima de tiempo de cultivo, concentracion de etanol y extracto
de orujo de uva, no solo se mejoro la eficiencia del proceso, sino también se validé un
enfoque de viabilidad y aprovechamiento de residuos agroindustriales.
Por tanto, este estudio ampli6 el conocimiento sobre la produccion de BC en condiciones
estaticas y propone una metodologia viable para la integracion de desechos
agroindustriales en procesos biotecnologicos sostenibles.
1.1. Problema de investigacion
(Cuales son los valores optimos del tiempo de cultivo, concentracion de etanol y extracto
acuoso de orujo de uva que maximizan la produccion de celulosa bacteriana en cultivo
estatico de Komagataeibacter xylinus?
1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general
Determinar los valores 6ptimos del tiempo de cultivo, concentracion de etanol y extracto
acuoso de orujo de uva que maximizan la produccion de celulosa bacteriana en cultivo
estatico de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758.

1.2.2. Objetivos especificos

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo de uva.
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e Evaluar la cinética de formacion de biomasa, consumo de sustrato y produccion
de celulosa bacteriana por K. xylinus en cultivo estatico en matraces a nivel de
laboratorio, utilizando medio comercial Hestrin-Schramm, evaluando los
parametros cada 24 horas, y determinando el parametro cinético de crecimiento
(W)

e Evaluar el efecto del tiempo de cultivo (dias), concentracion de etanol (% v/v) y
extracto acuoso de orujo de uva (% v/v) en la produccion de celulosa bacteriana
por Komagataeibacter xylinus en cultivo estatico a nivel de laboratorio.

e Determinar la produccion de celulosa (g/L), el coeficiente de rendimiento de

sustrato en producto (Yp, ), y la productividad volumétrica de la celulosa (Qp) en
/s

las corridas que indican la matriz de disefio experimental.
e Determinar los valores 0ptimos de las variables para maximizar la produccion de
celulosa mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta.
e Validar el 6ptimo estadistico experimentalmente en cultivo estatico.
e Ajustar los resultados obtenidos a modelos matematicos.
1.3.  Hipaotesis
Los niveles de tiempo de cultivo, concentracion de etanol y extracto acuoso de orujo de
uva, determinados mediante la metodologia de superficie de respuesta, para optimizar la
produccion de celulosa bacteriana por Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
condiciones estaticas, seran 20 dias, 3.0% (v/v) y 35% (v/v), respectivamente.
1.4.  Justificacion e importancia
La produccion de celulosa bacteriana (CB), generada por bacterias como
Komagataeibacter xylinus, destaca por su biocompatibilidad, resistencia y capacidad de
absorcion, cualidades esenciales para su aplicacion en sectores como el biomédico, textil

y alimentario. Sin embargo, su produccion enfrenta un desafio econdémico significativo,
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ya que los nutrientes del medio de cultivo pueden representar hasta el 60% del costo total,
limitando su uso comercial y su integracion en la economia circular. El orujo de uva, un
subproducto agroindustrial generado en grandes cantidades durante la produccion de
vino, representa un problema ambiental debido a su disposicion inadecuada, que puede
causar contaminacion del suelo y del agua. No obstante, este residuo tiene el potencial de
convertirse en una fuente de carbono renovable, rica en nutrientes, que podria ser
aprovechada para la produccion de CB, disminuyendo asi los costos de produccién y
ofreciendo una solucién mas sostenible. Por otro lado, el etanol ha demostrado ser un
inductor eficaz en la sintesis de CB, pero su efectividad depende de optimizar tanto su
concentracion como el tiempo de cultivo. Estas variables son clave, ya que el tiempo de
cultivo influye directamente en la actividad metabolica del microorganismo y en el
rendimiento del proceso. En este contexto, esta investigacion busca maximizar la
produccion de CB mediante un disefio experimental de superficie de respuesta (RSM),
explorando la combinacion Optima de tiempo de cultivo, concentracion de etanol y
extracto acuoso de orujo de uva. Este enfoque contribuye al desarrollo de un proceso mas

rentable y sostenible en cultivos estaticos de K. xylinus.
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II. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes

La presente investigacion busca la optimizacion de la produccion de celulosa bacteriana
a partir del orujo de uva, como un sustrato de bajo costo; el etanol, como inductor de la
produccion de celulosa, y el tiempo, que es un parametro que influye en la produccion.
En este contexto, diversos autores han realizado multiples investigaciones sobre estas
variables, entre ellas se encuentran investigaciones nacionales como la presentada por
Cruz Zuiiiga (2015), propuso el aislamiento y caracterizacidon bioquimica de cepas
bacterianas de Gluconacetobacter sp. para la produccion de celulosa microbiana en medio
sintético y un medio de pifia formulado a partir de residuos frutales de desecho, utilizando
un disefio factorial, el autor determind la mayor cepa productora de celulosa y compard
la producciéon en medio comercial Hestrin-Schramm y el medio alternativo formulado
con desecho de pifa. Se obtuvo una produccion de 7.58 g/L de celulosa bacteriana de la
cepa denominada VM, y la cepa denominada K, produjo 8.74 g/L de celulosa, ambas
producciones se realizaron en medio alternativo de pifa en cultivo estatico por 10 dias.
Asimismo, Quifiones (2021), plante6 obtener celulosa bacteriana por Komagataeibacter
xylinus a partir de residuos hidrolizados de bracteas de alcachofa y peladilla de esparrago,
usando un disefio factorial comparé la produccion de celulosa usando medio de cultivo
de residuo hidrolizado de bréacteas de alcachofa y residuo hidrolizado de peladilla de
esparrago, ademas, evalu6 el tiempo de cultivo como variable influyente. Se logré obtener
1,73 g/L de celulosa en 21 dias de cultivo estatico a partir de peladilla de esparrago que
inicialmente tuvo 13.53 g/L de azlicares reductores. Del mismo modo, Quifiones-Cerna
et al. (2024), ahondaron en la investigacion buscando evaluar la produccion de celulosa
bacteriana a partir residuos de céascara de esparrago por Komagataeibacter rhaeticus

QK23, estudi6 diferentes dosis de indculo y tiempo de incubacidn, utilizando la
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metodologia de superficie de respuesta para determinar dosis de inoculo y tiempo de
incubacion en valores Optimos para la produccion de celulosa a partir de residuos de
cascara de esparrago. Se obtuvo como resultado una produccion de 2,57 g/L en una
produccion que tuvo un indculo inicial del 10.5% del volumen de reaccidn, y en un tiempo
de incubacién de 25 dias.

Calderon Toledo (2022), realizo un trabajo de optimizacion de la produccién de celulosa
bacteriana por Komagataeibacter sp. SU12 utilizando extracto de Mangifera indica como
medio de cultivo, etanol como un aditivo en el medio y buscando el tiempo de
fermentacion 6ptimo. La optimizacion la logrd utilizando un disefio Plackett Burman, y
se determind que los valores optimos fueron 50% v/v de extracto de mango respecto al
total del volumen de fermentacion, 3% de etanol y un tiempo de fermentacion de 21 dias
para alcanzar una produccion de 25.34 g/L de celulosa bacteriana.

En el 4mbito internacional se tienen investigaciones como la realizada por Barshan et al.
(2019), quienes realizaron su investigacion en la produccion de celulosa bacteriana por
Komagataeibacter xylinus PTCC 1734 a partir de vinaza como medio de cultivo de bajo
costo, utilizaron un disefio compuesto central con diferentes concentraciones de vinaza y
distintos niveles de tiempo de cultivo buscando los valores optimos, determinaron que
para la produccion 6ptima de celulosa se utilizé 49% de vinaza en 10 dias de cultivo.
Khan et al. (2021), investigaron la produccion de celulosa sintetizada por
Komagataeibacter xylinus IITR DKH20 influenciada por variables como concentracion
de extracto de céscaras de pifia y tiempo de incubacion, mediante el disefio de Plackett-
Burman de la metodologia de superficie de respuesta, como resultado obtuvieron 11.44
g/L de celulosa bacteriana en medio de cultivo compuesto por el 70% de extracto de

cascara de pifia en un cultivo estatico durante 384 horas o 16 dias.
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Asimismo, Cazon et al. (2022), realizaron un estudio para evaluar la viabilidad de un
medio de cultivo alternativo a base de orujo de uva o bagazo de vino y desechos de papa
para la biosintesis de celulosa bacteriana, mediante un disefio factorial se determin6 que
la produccion méaxima de celulosa bacteriana por Komagataeibacter xylinus se alcanz6
en medio de cultivo de orujo de uva y residuos de papa hidrolizados, logrando una
produccion de 4.0 g/L de celulosa en 6 dias de cultivo estatico, siendo 5 veces superior a
la producida en medio Hestrin-Schramm
Del mismo modo, Mardawati et al. (2023), evaluaron el potencial del nticleo de pifia de
los desechos industriales de enlatado, y el tiempo de cultivo en la produccion de celulosa
bacteriana, utilizaron un disefio factorial con diferentes concentraciones de azlcares
presentes en el extracto de ntcleo de pifia y diferentes tiempos de cultivo. Se logré la
mayor produccion de 2.55 g/L de celulosa bacteriana con una concentracion de 2.5 g/L
de azucares presentes en el medio de nucleo de pifia en 15 dias de cultivo estatico.
Patel et al. (2024), evaluaron niveles de etanol y dias de incubacion para obtener una
mayor produccion de celulosa bacteriana a partir de Komagataeibacter saccharivorans
APPKI en cultivo estatico. Utilizando el disefio de Plackett-Burman de la metodologia
de superficie de respuesta se determin6 que la mayor produccion (38 g/100 mL) se obtuvo
con el medio de cultivo de cascara de pifia suplementado con 3 mL de etanol en 10.5 dias
de cultivo.
2.2. Marco conceptual

2.2.1. Celulosa

2.2.1.1. Definicion
La celulosa es considerado uno de los compuestos organicos mas abundantes en la tierra,
ya que constituye aproximadamente el 40% de la materia vegetal, formando parte de la

estructura celular junto con hemicelulosa, lignina, pectina y otras moléculas que se
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adhieren entre si (Elsayed et al., 2020), también es sintetizada por microorganismos, en
su mayoria, bacterias (Blanco et al., 2021). Se trata de un biopolimero natural compuesto
de moléculas de glucosa unidas en largas cadenas lineales, que, debido a sus propiedades
fisicas y mecanicas, tiene aplicaciones en sectores industriales, como la fabricacion de
papel, textiles, materiales de construccién y bioplasticos, ademas de su potencial en
biotecnologia (Aldosari et al., 2023; Naomi et al., 2020).
2.2.1.2. Estructura

La celulosa estd compuesta por unidades de celobiosa (disacéarido de glucosa) enlazadas
a través de enlaces glucosidicos B-1,4 (Lebrilla et al., 2022). Este polimero cuenta con un
grupo terminal que presenta un extremo reductor y otro no reductor (Thomas et al., 2018).
Su férmula molecular es (CsH100s), (ver Figura 1). Ademds de las plantas, la celulosa
puede obtenerse de organismos de los reinos fungi, monera, animal y de ciertas especies
bacteriana (Heinze, 2016; Molina-Ramirez et al., 2017). La celulosa bacteriana destaca
por su alta pureza, ya que no se encuentra unida a otras sustancias, y se produce como un
metabolito extracelular insoluble, lo que facilita su extraccion del medio de cultivo

(Heinze, 2016; Yi et al., 2020).
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Figura 1. Estructura quimica de la celulosa. (Molina & Florez-Castillo, 2020)
2.2.1.3. Celulosa vegetal

La pared celular de las plantas se compone principalmente de celulosa, lignina,

hemicelulosa y pectina, y en una menor proporcion contiene proteinas, enzimas, fenoles

de bajo peso molecular y minerales (O’Neill et al., 2022; Ye et al., 2020). La biomasa
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vegetal se compone de aproximadamente el 45% de moléculas de celulosa, las cuales se
encuentran unidas por enlaces de hidrogeno intermoleculares en estado nativo (Anwar et
al., 2014). La presencia de celulosa en la pared celular vegetal permite la restriccion de la
presion de turgencia, proteccion contra patdogenos y herbivoros, y cohesion estructural, lo
que permite que la planta mantenga una interfaz adhesiva entre las células (Pedersen et
al., 2023).

En las plantas, las caracteristicas de la celulosa y la proporcion de ella, presente en la
estructura vegetal, se encuentran estrictamente reguladas. La variabilidad en el contenido
de celulosa depende el tipo de célula vegetal, asi como la etapa de desarrollo en la cual
se encuentra el vegetal (Li et al., 2014). La extraccion de celulosa vegetal requiere de
procedimientos quimicos de purificacion, cuyo objetivo es eliminar la hemicelulosa, la
lignina y otros compuestos adheridos a la celulosa en las células vegetales (Naomi et al.,
2020). Estos procedimientos requieren del uso de sustancias quimicas como el tolueno,
etanol, peréxido de hidrégeno, 6xido de titanio, acido sulfurico, etc., y requieren de
temperaturas de hasta 250°C (Gupta et al., 2019). Asimismo, se ha reportado la utilizacién
de liquidos id6nicos y disolventes eutécticos (Verdia Barbard et al., 2023), asi como
métodos bioldgicos con microorganismos conocidos como biodeslignificacion (Anwar et
al., 2014).

2.2.1.4. Celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana o BC (Bacterial Cellulose), es producida por bacterias,
especialmente por el género Komagataeibacter (Barud et al., 2016). Formada por cadenas
de moléculas de B-D glucosa unidas por enlaces B (1—4)-O-glucosidico, se forma como
microfibrillas, las cuales presentan una region amorfa y una region cristalina (Figura 2
(A)). Las microfibrillas fortalecen la pared celular, favorecen la retencion de agua y

biocompatibilidad (Mishra et al., 2018). Asimismo, el tamafio y forma de la celulosa
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bacteriana depende de la cepa productora, tiempo de cultivo, la forma del reactor y tipo
de fermentacion, y en condiciones estaticas tiene una apariencia de cinta transparente

gelatinosa (Figura 2 (B)) (Aditya et al., 2022).
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Figura 2. Celulosa bacteriana (BC). (A) Region cristalina y amorfa (Adaptada de
Aditya et al., 2022). (B) Vista macroscopica (Costa et al., 2017).

La BC es libre de componentes simbidticos, a diferencia de la celulosa vegetal que se
encuentra adherida a hemicelulosa, lignina y pectina (Naomi et al., 2020). Al formarse la
celulosa en la interfaz liquido-aire del fermentador se pueden adherir células bacterianas,
nutrientes residuales del medio y subproductos metabolicos de las células, sin embargo,
estos componentes son facilmente removidos obteniendo un biopolimero puro (Chavez-
Pacheco et al., 2004).

La celulosa producida por fermentacion bacteriana generalmente presenta un grado de
polimerizaciéon mas alto a comparacion de la celulosa vegetal (Lahiri et al., 2021; Peng et
al., 2020), esta, junto a otras propiedades y caracteristicas del biopolimero dependen de
la cepa bacteriana y de factores propios del bioproceso. La cristalinidad es otra
caracteristica que varia entre la BC y la celulosa vegetal, llegando hasta 90% en la BC
(Nie et al., 2022) y sin superar 77% en la celulosa vegetal (Aldosari et al., 2023).
Asimismo, la porosidad, llega hasta un 60% en la BC presentando uniformidad en la
distribucion y tamafio de poros (Pereira et al., 2020), mientras que, en la celulosa vegetal
no supera el 24% debido al poco espacio entre fibrillas de celulosa incrustada entre otros

componentes (Andy Huatatoca, 2020).
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2.2.1.5. Aplicaciones Industriales de la celulosa bacteriana

La BC tiene el estatus GRAS (generalmente reconocido como seguro) emitido por la FDA
desde el afio 1992, desde entonces se ha involucrado el uso del compuesto en diversos
papeles dentro de la industria alimentaria (Shi et al., 2014). Un uso muy prometedor de
ello es como suplemento de fibra dietética, Zhai et al. (2018), descubrieron que la BC,
empleada como suplemento de fibra dietética, logr6 reducir la obesidad inducida por una
dieta rica en grasas en ratones. Esto se logra mediante la disminucion de la resistencia a
la insulina, la proteccion contra el dafio hepéatico y la reduccion de la inflamacion, ademas
de mejorar el sistema antioxidante y regular la secrecion de adipocitoquinas y proteinas
relacionadas con la formacion de tejido adiposo.

Ademas, la BC es la base de alimentos tradicionales, uno de ellos es la nata de coco, se
trata de celulosa formada en la fermentacion del agua de coco, un postre muy popular en
China y el sudeste asiatico por su agradable sabor, alto contenido de fibra y bajas calorias
(Qin et al., 2024). Otro producto es la kombucha, una bebida que resulta de la
fermentacion del té endulzado, la fermentacion del té es producto de una comunidad
simbiotica de bacterias y levaduras (SCOBY) que se encuentran instaladas en una pelicula
de celulosa (Coelho et al., 2020). También la BC se emplea como aditivo alimentario
funcional, como un agente espesante y estabilizador, estos aditivos patentados por
CPKelco, San-Ei Gen y Kusano Sakko han tenido gran éxito en el mercado mundial
(Zhong, 2020).

También se considera un compuesto importante en la industria cosmética actual debido a
que la celulosa logra reemplazar las materias primas derivadas del petréleo que han
mostrado propiedades toxicas en pieles sensibles, y, ademds, su obtencion causa un
impacto negativo en el ecosistema (Oliveira et al., 2022). La BC actia como un sistema

de suministro de nutrientes y compuestos beneficiosos para la piel, debido a su alta
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capacidad de adherencia y absorcion de agua (Almeida et al., 2021). Se ha utilizado para
la administracion de vitamina B (Chantereau et al., 2020), y administraciéon de
antioxidantes provenientes de Epilobio angustifolium, mostrando resultados
satisfactorios y casi nula citotoxicidad (Nowak et al., 2021).

El mismo biopolimero en si ha demostrado beneficiar la textura de la piel, (Perugini et
al., 2020) aplicaron mascarillas de BC durante un mes, el resultado fue la mejora de la
firmeza y elasticidad de la piel. Estas propiedades de hidratacion junto con la
administracion de compuestos beneficiosos para la regeneracion de la piel han
demostrado resultados eficientes, desarrollandose asi parches de BC cargados de acido
hialurénico que demostraron resultados satisfactorios (Fonseca et al., 2021).

En la misma linea de la administracion de compuestos, la industria biomédica ha utilizado
la BC para la administraciéon de medicamentos tdpicos y agentes bioactivos, esta
aplicacion se dio cargando membranas de BC con antibidticos y antiinflamatorios para el
cuidado de heridas y tratamientos postoperatorios (Maver et al., 2020; Ossowicz-
rupniewska et al., 2021). Una aplicacion mas avanzada de la BC en la industria biomédica
es la regeneracion de tejido Oseo, se trata de utilizar la BC como soporte junto a otros
compuestos que sirven de material para impresiéon 3D, material aceptable debido a la
biocompatibilidad que presenta la BC (Aki et al., 2020; Bayir et al., 2019); las mismas
propiedades descritas son la base para la aplicacion de utilizar la BC para injertos
vasculares (Hobzova et al., 2018), desarrollo de vasos sanguineos artificiales (Ma et al.,
2022), regeneracion de 6rganos (Gongalves et al., 2016) y coérneas artificiales (Jia et al.,
2018).

Dentro de la industria de materiales electronicos, la BC ha demostrado potencial en la
mejora de materiales de interferencia electromagnética al desarrollar compuestos de BC

magnetizada (Da et al., 2023), ademads se ha demostrado que la misma pelicula de BC sin

30



adicion de compuestos metalicos puede servir como diodos flexibles organicos emisores
de luz (Rahmadiawan et al., 2023). En la industria ambiental, se ha estudiado el potencial
de la BC como soporte de portadores de afinidad para la eliminacién de estradiol,
eliminacion de Escherichia coli presente en aguas residuales mediante biofiltros de
celulosa bacteriana modificada, hidrogel de BC como floculante (Kog et al., 2023; Rini
et al., 2023).

2.2.2. Bacterias productoras de celulosa
Las bacterias productoras de celulosa son aerobicas y no patdgenas pertenecientes a
géneros Acetobacter, Gluconobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Sarcina 'y
Komagataeibacter que requieren una fuente de carbono, generalmente azucares, para la
acumulacion de celulosa (Choi et al., 2022; Faria et al., 2022; Kadier et al., 2021), siendo
las bacterias del género Komagataeibacter las que han obtenido resultados mas
satisfactorios (Barud et al., 2016; Fernandes et al., 2020).
La BC producida en los cultivos bacterianos cumple la funcion de proteger a las células.
En el caso de las bacterias del acido acético que producen 4cidos que disminuyen el pH
del medio que llega a inhibir su crecimiento, la BC debilita el efecto de reduccion de pH
por los é4cidos organicos alargando la vida de las bacterias (Nascimento et al., 2021).
Asimismo, en aquellas bacterias que crecen en la superficie de frutas expuestas al sol, las
membranas de celulosa producida las protegen de los rayos UV y promueven su
crecimiento (Li et al., 2022).
La biosintesis de celulosa inicia en el interior de las células bacterianas generando
moléculas de B-D-glucosa. Estas moléculas se van uniendo por enlaces B(1—4)-O-
glucosidicos, y de este modo se forman cadenas de -1,4-glucano, las cuales se exportan
de la célula a través de poros de membrana. Las cadenas de B-1,4-glucano se unen en el

exterior de la célula formando nanofibras de celulosa con un didmetro aproximado de 2 a
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4 nanometros. Al unirse las nanofibras formadas se ensamblan microfibras de celulosa
que poseen diametros de aproximadamente 80 nandmetros, al seguir la produccion
bacteriana de celulosa se llega a formar la membrana o pelicula que consiste en una red
tridimensional en la superficie del medio de cultivo (Moniri et al., 2017; Popa et al.,
2022).

La produccioén y trasporte de celulosa a través de la membrana se logra debido al complejo
celulosa sintasa, un complejo proteico multicomponente que consta de cuatro
subunidades, BcsA, BesB, BesC y BesD. Las subunidades BesA 'y BesB se encuentran
entre la membrana plasmadtica interna y el periplasma celular, al unirse con el activador
monofosfato de diguanosina ciclico (c-di-GMP), regulador alostérico positivo, estas
subunidades polimerizan cadenas de B-1,4-glucano. BesC se encarga de la formacion de
poros en la membrana celular externa para expeler las cadenas de B-1,4-glucano que
formaran la celulosa, mientras que BesD se encarga de expulsar las cadenas de B-1,4-
glucano (Blanco et al., 2021; Lustri et al., 2015; Nascimento et al., 2021; Ramirez-Mata
et al., 2014).

Al interior de la célula bacteriana, la celulosa se sintetiza implicando actividad catalitica
de diferentes enzimas, tales como la enzima glucoquinasa, que cataliza la conversion de
glucosa en glucosa-6-fosfato (Glucosa-6-P) y la enzima fosfoglucomutasa que cataliza la
conversion de-glucosa-6-fosfato (Glucosa-6-P) en glucosa-1-fosfato (Glucosa-1-P). La
siguiente reacciéon es la conversion de glucosa-1-fosfato (Glucosa-1-P) en uridina
difosfato glucosa (UDP-glc) que se lleva a cabo por la enzima UDP-glucosa
pirofosforilasa (UGPT). La UDP-glc es el precursor directo de la celulosa, se sintetiza
por el complejo celulosa sintasa que se activa por la presencia de c-di-GMP como se
menciond anteriormente (Moniri et al., 2017; Singhania et al., 2021; Swingler et al.,

2021).

32



MICROFIBRAS DE NANOFIBRAS DE
MEMBRANA DE CELULOSA CELULOSA CELULOSA
BACTERIANA
s T
FRUCTOSA GLUCOSA

R

RRANNN

it

!
y
FRUCTOSA GLUCOSA

!

FRUCTOSA-1-P

|

FRUCTOSA-6-P ==—p GLUCOSA-6-P

| !

FRUCTOSA Acioo
1,6-DIFOSFATO

RARAURARQRRAARNRANNRNQNN YN

UGPT

PGM

/

FOSFOGLUCGNICO

GLUCOSA-1-P ==———p |JDP-Glc

u

/""\

\

/
/

S~

1

cicLo
TCA

CADENA LINEAL
DE B 1,4-Glucano

Figura 3. Esquema de la biosintesis de celulosa bacteriana.

2.2.2.1. Factores que influyen en la produccion

Para la produccion de BC se emplean dos métodos de fermentacion, la fermentacion en

condiciones estaticas y en condiciones agitadas. La fermentacion en condiciones estéticas

produce celulosa en forma de membrana o hidrogel formada en la interfaz liquido-aire

del reactor, mientras que en condiciones agitadas se obtienen pellets de forma y tamafio

irregular que varian de acuerdo con la velocidad de agitacion del cultivo (Wang et al.,

2019).

Generalmente, los cultivos estaticos, se llevan a cabo en periodos de 5 a 21 dias llegando

a superar los 13 g/L de BC (Machado et al., 2018; Saavedra-Sanabria et al.,

2021;

Soemphol et al., 2018). Mientras que, los cultivos agitados se desarrollan en periodos de

3 y 16 dias y su rendimiento no supera los 7 g/L (Akintunde et al., 2022; Andritsou et al.,

2018; Ye et al., 2019).
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Figura 4. Celulosa en condiciones estaticas y agitadas. (A) BC obtenida en condiciones
estaticas (Costa et al., 2017), (B, C) BC obtenida en condiciones agitadas (Revin et al.,

2018; Zhong, 2020).

Ademas del microorganismo productor y los métodos de fermentacion, existen diversos
factores que influyen en el rendimiento de la produccion de celulosa bacteriana. Las cepas
del género Komagataeibacter producen acido glucoénico y/o acido acético, dependiendo
de la fuente carbonada presente en el medio de cultivo, como subproductos de la
produccion de celulosa, estos en el medio disminuyen el pH y como resultado se han
evidenciado rendimientos de produccion bajos (Fernandes et al., 2020; Li et al., 2021).
Hutchens et al. (2007), estudiaron la influencia de diferentes factores en la produccion de
celulosa bacteriana en cultivo estatico, se concluyd que el pH por si solo no afecta
significativamente la produccion, sin embargo, la interaccion del pH con la fuente de
carbono influye en los rendimientos de produccion, esto se evidencid también en el
trabajo realizado por Ye et al. (2019).

Asimismo, se ha demostrado que la adicion de etanol al medio de cultivo en la produccion
de celulosa bacteriana mejora significativamente el rendimiento de la celulosa bacteriana.
Esto se evidencia en trabajos como el de Sharma et al. (2024), quienes adicionaron etanol
en el medio de cultivo en la produccion de celulosa bacteriana por Gluconacetobacter

kombuchae, y lograron aumentar la produccién de celulosa de 0.73 g a 3.7 g de peso seco.
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Del mismo modo Mohammad et al. (2021), determinaron que al utilizar etanol como
aditivo en el medio de cultivo, aumentd la produccion de celulosa en un 115% en
comparacion con la produccion de celulosa en el medio Hestrin-Schramm estandar. El
etanol actia como una fuente de energia alternativa e inductor metabolico que induce
genes relacionados con la formacién de UDP-glucosa y reprime los genes relacionados
con la glucolisis, dirigiendo asi la glucosa hacia la biosintesis de la celulosa (Ryngajio et
al., 2019), es decir, redirige el metabolismo hacia la biosintesis de la celulosa en lugar de
hacia la adquisicion de energia.

La figura 5 muestra el diagrama de flujo metabdlico de Komagataeibacter xylinus durante
la produccion de celulosa bacteriana en condiciones de cultivo estatico. Se destacan las
principales vias metabdlicas involucradas, como la glucdlisis, la via de las pentosas
fosfato (PPP), el ciclo de Krebs y las reacciones asociadas al metabolismo del etanol. El
etanol es convertido en acetaldehido y luego en acetato, actuando como una fuente de
energia alternativa que redirige el metabolismo hacia la sintesis de celulosa. Ademas, se
muestran los balances de NADH, NADPH y ATP, junto con los precursores claves como
UDP-glucosa, necesarios para la biosintesis de celulosa. También se indica la distribucion
de los flujos hacia la formacion de biomasa, celulosa y otros productos secundarios como

el acetato y el didxido de carbono (Rezazadeh et al., 2020).
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Figura 5. Diagrama de flujo metabdlico de la produccion de celulosa bacteriana
por Komagataeibacter xylinus (Rezazadeh et al., 2020).

A partir de los datos observados, se plante6 la ecuacion estequiométrica del bioproceso:

CeH1206 + 0.5C,Hg0 + 1.50, — C4H;05 + CO, + 2.5H,0]
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Donde se observan los elementos de entrada: Glucosa (CgH;,0), etanol (C,HgO) y
oxigeno (0,); asimismo los productos de la reaccion: dioxido de carbono (C0,), celulosa
(CeH1¢05), y agua (H,0). A partir de la ecuacion estequiométrica se realizo el calculo del
coeficiente estequiométrico de rendimiento tedrico de sustrato en producto (Yps),
obteniendo un rendimiento de 0.9 &/,.
El tiempo de cultivo y temperatura también se consideran factores ambientales que
afectan la produccion de celulosa, inicialmente se determind que la temperatura 6ptima
para la produccion de celulosa bacteriana se encontraba entre los 20°C y 30°C (Teoh et
al.,, 2004), sin embargo, en un estudio realizado por Aswini et al. (2020), donde se
evaluaron diferentes factores en la produccion de BC con la cepa 4. senegalensis se
alcanzo con 37°C una produccion de BC de aproximadamente el 200% en comparacion
con temperaturas entre los 25 y 30°C, la temperatura influye directamente en la célula
debido a que una temperatura superior a la temperatura maxima de incubacion bacteriana
puede provocar una desnaturalizacion de acidos nucleicos y proteinas necesarias para el
metabolismo . Respecto al tiempo, AL-Kalifawi & Hassan (2014) concluyeron que entre
los dias 17 y 18 se agota por completo la fuente de carbono, sin embargo en multiples
trabajos se ha evidenciado que el tiempo de cultivo va a depender de la fuente de carbono,
la afinidad de la bacteria hacia el sustrato disponible en el medio y la disponibilidad de
oxigeno, teniendo tiempo de cultivo que varia desde los 5 hasta los 21 dias (Giizel &
Akpinar, 2019; Machado et al., 2018; Rodrigues et al., 2019; Saavedra-Sanabria et al.,
2021).
2.2.2.2. Komagataeibacter xylinus

Nombre y clasificacion taxondmica

Dominio : Bacteria

Familia . Acetobacteraceae
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Género . Komagataeibacter

Especie . Komagataeibacter xylinus

Nombre cientifico : Komagataeibacter xylinus (Brown

completo (PNU) 1886) Yamada et al. 2013

Sinénimos . Komagatabacter xylinus,
Acetobacter xylinus,

Bacterium xylinum,

Acetobacter aceti subsp. xylinum,

Gluconoacetobacter xylinus,

Gluconacetobacter xylinus
Fuente: Reimer et al., 2022.
Komagataeibacter xylinus fue descrita por primera vez por Brown (1886), quien se
dedico a la busqueda de cepas bacterianas productoras de celulosa y la describié como
Acetobacter xylinum, anos mas adelante esta bacteria seria reconocida como
Gluconacetobacter xylinus (Liu et al., 2018), y posteriormente Yamada et al., (2012)
descubrié nuevos genes de Komagataeibacter con 12 combinaciones en base a sus
caracteristicas taxondmicas, clasificando a Gluconacetobacter xylinus como
Komagataeibacter xylinus.
K. xylinus es una bacteria aerobica, gran-negativa, no patogena, en forma de bastoncillos
que puede crecer en el suelo, agua, flores, miel, frutas y verduras podridas, y otras fuentes
que contengan azucares fermentables (Raiszadeh-Jahromi et al., 2020). Esta especie tiene
gran capacidad de producir altas cantidades de BC a partir de diferentes fuentes de
carbono y nitrogeno en medio liquido (Liu et al., 2018), esto debido a que una sola

bacteria es capaz de polimerizar 200,000 moléculas de glucosa en cadenas de B-1,4
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glucanos, mientras organiza las cadenas de polimeros en nanofibras de celulosa en tan
solo un segundo (Zhong, 2020).

Komagataeibacter xylinus produce celulosa como un mecanismo de supervivencia
debido a que es aerobia estricta, y la formacién de una membrana de celulosa le permite
la retencion de células cercanas a la interfaz aire-liquido donde la concentracion de
oxigeno es alta y existe acceso a los nutrientes del medio, esto se puede observar
claramente en los cultivos estaticos (Ryngajtto et al., 2020), ademas, la celulosa también
le confiere proteccion frente al acceso de bacterias competidoras, los rayos UV y
ambientes no propicios (Rezazadeh et al., 2020).

2.2.3. Residuos y subproductos agroindustriales

En la industria agroindustrial solo entre el 9 y 30% de la materia prima es utilizada para
la produccién principal, obteniéndose un elevado porcentaje de material lignocelulosico
cuya disposicion final representa un reto tecnoldgica y ambiental (Grande Tovar, 2016;
Morén Guillén & Zamora Fuentes, 2018). Los residuos generados en la agroindustria se
componen de hojas, céscaras, pulpas, semillas, raices y tallos, y constituyen una valiosa
fuente de azicares fermentables, los cuales pueden utilizarse como fuentes de carbono y
energia para procesos fermentativos (Montagner et al., 2022). Asimismo, cuentan con
proteinas, fibras, antioxidantes vitaminas, minerales, polifenoles, etc., en cantidades
significativas (Tomar et al., 2023). A partir de estos residuos ricos en diferentes
compuestos se puede obtener una gran cantidad de productos, tales como la produccion
de etanol de segunda generacioén (Penalva Santos et al., 2023), la extraccion de pectina
(Sabater et al., 2022), produccién de biogas (De Oliveira & Negro, 2019), produccion de
hidrocarburos (Alcazar-Ruiz et al., 2021), desarrollo de envases biodegradables (Fuentes

et al., 2021), entre otros.
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2.2.4. Generalidades de la uva
La uva (Vitis vinifera) es uno de los frutos mas cultivados a nivel mundial y es
fundamental en la industria agroalimentaria, especialmente para la produccion de vino,
jugos, pasas y otros productos derivados (Fernandes et al., 2013). Debido a su alto
contenido en azlcares, vitaminas y antioxidantes, la uva es valorada tanto en la
alimentacion humana como en aplicaciones industriales (Esser et al., 2024). Esta fruta
contiene diversos compuestos beneficiosos como antocianinas, taninos y d4cidos
fenolicos, los cuales han sido ampliamente estudiados por sus propiedades antioxidantes
y sus posibles aplicaciones en la salud y la biotecnologia (Pereira et al., 2020).
2.2.4.1. Residuos derivados de la actividad industrial de l1a uva

La industria vitivinicola genera una cantidad significativa de subproductos en cada etapa
de su proceso productivo. La transformacion de uva en vino resulta en la generacion de
diversos residuos so6lidos y liquidos, cuya composicioén y cantidad varian segtn el proceso
de vinificacion empleado. En términos cuantitativos, por cada 100 kilogramos de uva
procesada, se generan entre 20-25 kilogramos de residuos solidos, distribuidos
aproximadamente de la siguiente manera, orujo (55-65% del total de residuos):
compuesto por hollejos, semillas y restos de pulpa, escobajos (15-20%): estructura lefiosa
del racimo, lias (15-20%): sedimentos de levaduras y otros materiales solidos, Otros
residuos (5-10%): incluyen materiales de filtracion y lodos de clarificacion (Amaya
Chantaca et al., 2021; Bertran et al., 2004; Evtuguin et al., 2024). La valorizacion de estos
residuos no solo contribuye a la sostenibilidad ambiental de la industria vitivinicola, sino
que también representa una oportunidad para el desarrollo de bioprocesos de bajo costo

(Evtuguin et al., 2024; Frincu et al., 2023).
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2.2.4.2. Caracteristicas del orujo de uva

El orujo de uva es el principal residuo so6lido de las industrias vitivinicolas, se obtiene
después que las uvas han sido prensadas para extraer el mosto (jugo de las uvas) durante
la produccién de vino o jugo, siendo compuesto de hollejos, semillas, restos de pulpa y,
en algunos casos, tallos (Pereira et al., 2019), se ha demostrado que constituyen alrededor
del 60% de los residuos generados en la vinificacion y representan entre el 20 y 25% del
peso inicial de las uvas utilizadas en la produccion, las caracteristicas fisico-quimicas del
orujos de uva depende de la variedad de uva producido, tipo de vino producido y el
proceso de elaboracion (Gorostiza Sdez de Abad, 2022).

En un estudio realizado por Salgado-Ramos et al. (2023), se demostro la presencia de
hexosas en el orujo de uva, principalmente glucosa, pero también se vio presencia de
sacarosa y fructosa en menor concentracion. Ademas, en la investigacion realizada por
Canalejo et al. (2022) se determinaron las concentraciones de azlcares principales en
extractos de orujo de uva blanca y tinta como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Concentracion de azucares principales presentes en el orujo de uva

blanca y orujo de uva tinta.

Azlcares (mg carbohidratos/g de Extracto de orujo de uva Extracto de orujo de

extracto) blanca uva tinta
Arabinosa 3.9 16.1
Ramnosa 24 9.9
Fructosa 0.14 0.65
Xilosa 1.1 6.3
Manosa 2.9 19.3
Galactosa 120.3 70.1
Glucosa 224.3 126.7

FUENTE: Adaptado de (Canalejo et al., 2022).
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2.2.5. Medios de cultivo para la produccion de celulosa bacteriana

2.2.5.1. Medios de cultivo comerciales
En la produccién de BC, la eleccion del medio de cultivo es esencial debido a que la
composicion del medio, definira el rendimiento de la produccion (Hussain et al., 2019).
Comercialmente, existen medios de cultivo testeados en la produccion de BC que generan
altos rendimientos, puesto que contienen las cantidades necesarias de nutrientes para la
sintesis de la BC. En el mercado se pueden encontrar medios como Hestrin-Schramm,
Heo & Son, Souza. H&S alterado y H&S con é4cido ascorbico que utilizan glucosa como
fuente de carbono y energia llegando a tener 50 g/L de dicho compuesto (de Souza et al.,
2019; Heo & Son, 2002; Hestrin & Schramm, 1954; Hussain et al., 2019; Keshk, 2014).
Sin embargo, los medios comerciales utilizados actualmente representan un
inconveniente en la produccion de BC puesto que representa entre el 30% y 60% del costo
de produccion total (Fernandes et al., 2020; Kadier et al., 2021), por ello en las ltimas
décadas se han realizado estudios sobre la utilizacién de residuos agroindustriales como
medios de cultivo para reducir los costos de produccion (Fernandes et al., 2020).

2.2.5.2. Medios de cultivo a partir de residuos agroindustriales
Los residuos agroindustriales que se generan a partir del procesamiento de alimentos, en
este caso se pueden obtener frutas y hortalizas residuales, y cdscaras u orujos; para estos
residuos es tratamiento es diferente y mas simples, debido a que contienen los azucares
fermentables listos para su utilizacion como sustrato y los tratamientos para la
fermentacion constan de homogeneizar los residuos con una porcion de agua y calentarlos
para obtener un clarificado con los azlicares presentes en el residuo sin la parte sélida, de
este modo se prepara un extracto acuoso del residuo. De este modo Gilizel & Akpinar
(2019), realizaron extractos acuosos a partir cdscaras de limon, mandarina, naranja y

pomelo, y evaluaron la produccion de celulosa bacteriana con cada uno de los extractos
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preparados sin adicion de ningun otro nutriente en el medio obteniendo un rendimiento
maximo de 3,92 g de BC/g de cascara con el extracto acuoso de cascaras de mandarina.
También se generan residuos liquidos, como la vinaza que fue usada por Nasresfahani et
al. (2024), sin realizar ningun tipo de tratamiento previo, y suplementandolo con jarabe
de glucosa comercial, logr6 producir 13,3 g/L de BC.

Su alto volumen de generacion, la disponibilidad de nutrientes de los mismos y la
facilidad de obtencién, por ser materias primas renovables, convierten a los residuos
agroindustriales en fuentes de carbono y energia de interés para la produccion de BC

mediante procesos fermentativos, tal como se detalla en el cuadro 2.
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Cuadro 2: Produccion de BC a partir de residuos agroindustriales en condiciones estaticas.

Cepa bacteriana Produccion de Tiempo de Residuo
Temperatura Nutrientes adicionales Referencia
productora BC cultivo agroindustrial
Komagataeibacter 2,06 g BC/100 Céscaras de (Giizel &
21 dias 28-32°C Sin nutrientes adicionales.
hansenii GA2016 g de cascara limén Akpinar, 2019)
Komagataeibacter 3.92 g BC/100 Céscaras de (Giizel &
21 dias 28-32°C Sin nutrientes adicionales.
hansenii GA2016 g de céascara mandarina Akpinar, 2019)
Komagataeibacter 2,33 g BC/100 Cascaras de (Gtizel &
21 dias 28-32°C Sin nutrientes adicionales.
hansenii GA2016 g de céascara naranja Akpinar, 2019)
Komagataeibacter 2,68 g BC/100 Cascaras de (Glizel &
21 dias 28-32°C Sin nutrientes adicionales.
hansenii GA2016 g de cascara pomelo Akpinar, 2019)
Gluconacetobacter Céscara de Peptona y extracto de
4,11 g/L 8 dias 30°C (Kuo et al., 2019)
xylinus naranja levadura
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Sulfato de amonio, fosfato

Komagataeibacter Melaza y licor (Rodrigues et al.,
7,5 g/L 9 dias 30°C disédico, acido  citrico,
xylinus BPR 200 de maiz 2019)
etanol.
Komagataeibacter (Cazén et al,
4 g/L 10 dias 30°C Bagazo de vino  Sin nutrientes adicionales.
xylinus 2022)
Komagataeibacter Temperatura (Mardawati et al.,
2,52 g/L 15 dias Centro de pifia  Sin nutrientes adicionales
xylinus ambiente 2023)
Peptona, extracto de
Komagataeibacter Cascara de (Quifiones-Cerna
2,57 g/L 25 dias 30°C levadura, fosfato disddico y
rhaeticus QK23 esparrago et al., 2024)
acido citrico, acido acético
Acetobacter  xylinum (Nasresfahani et
13,3 g/L 7 dias 30°C Vinaza Jarabe de glucosa comercial
BPR2001 al., 2024)
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2.2.6. Produccion de etanol en el Peru
La produccion de etanol en el Pert se fundamenta principalmente en el cultivo de caia
de azlcar, una actividad con gran tradicion en la costa peruana. Segtn la FAO (2010), la
produccion de etanol a partir de cafia de azlicar en el Peru utiliza un modelo participativo
donde el 40% de la materia prima proviene de pequefios agricultores y el 60% de la
produccion comercial de ingenios. Este enfoque permite integrar a los pequefios
productores en la cadena de valor, generando empleo y fortaleciendo la economia rural.
Los costos de produccion de etanol en el pais oscilan entre 0.27 y 0.51 USD por litro,
dependiendo de la escala de produccion y la procedencia de la materia prima (FAO, 2010).
Un aspecto relevante de la produccion de etanol en el Pert es el aprovechamiento de los
residuos agricolas, como el bagazo de cafia de azuicar, que tiene un alto potencial
energético. Segun estudios, el bagazo puede ser utilizado como fuente complementaria
de energia en el proceso de produccion, mejorando su eficiencia y reduciendo su impacto
ambiental (Marcelo Aldana et al., 2016). Esta practica no solo refuerza la sostenibilidad
del sistema productivo, sino que también maximiza el uso de los recursos disponibles,
alineandose con los principios de la economia circular y, a la implementacion de politicas
publicas, como la Ley de Promocién de los Biocombustibles Liquidos, lo cual, ha sido
clave para impulsar la produccion de etanol en el pais (FAO, 2010).
2.2.7. Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) constituye una herramienta estadistica
avanzada que ha revolucionado la optimizacion de procesos biotecnologicos (Cox, 2007,
Montgomery & St, 2022), esta metodologia permite evaluar sistematicamente las
interacciones entre multiples variables de proceso, facilitando la identificacion de
condiciones 0ptimas de operacion, en el contexto de la produccion de celulosa bacteriana,

la MSR ha demostrado ser particularmente valiosa para optimizar factores criticos, la
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capacidad de esta metodologia para generar modelos predictivos robustos ha permitido
mejorar significativamente la eficiencia de los procesos de produccion, reduciendo el
tiempo y los recursos necesarios para la experimentacion (Manojkumar et al., 2022). La
aplicaciéon de MSR no solo facilita la optimizacién de procesos existentes, sino que
también proporciona un entendimiento sobre las interacciones entre diferentes variables
de proceso, contribuyendo al desarrollo de procesos mas eficientes y econdmicamente
viables (Cox, 2007; Montgomery & St, 2022).

Esta metodologia consta principalmente de dos disefios, el Disefio Compuesto Central
(CCD), que utiliza 5 niveles; y el Disefio Box-Behnken (BBD) que utiliza tres niveles
(Manojkumar et al., 2022). El Disefio Compuesto Central (CCD) es un disefio factorial
estandar a dos niveles que tiene como extra dos corridas adicionales para cada factor, las
corridas adicionales se localizan a la misma distancia del nivel bajo y nivel alto
permitiendo la estimacion de la curvatura con respecto a cada factor, los niveles se
denominan -1 para el nivel bajo del factor, +1 para el nivel alto del factor, y, -a y +o para
los puntos axiales de los niveles bajo y alto (Manojkumar et al., 2022; STATGRAPHICS,
2006). Un Disefio Compuesto Central Rotacional es uno de los disefios mas eficientes,
cuenta con una excelente previsibilidad, mayor eficiencia, menor nimero de ensayos
experimentales y cuenta con el mismo numero de factores que otros disefios

experimentales de la metodologia de superficie respuesta (Joshi et al., 2018).
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III. METODOLOGIA

3.1. Enfoque de la investigacion
Este estudio fue experimental y cuantitativo, ya que se baso en la medicion objetiva de la
produccion de celulosa bacteriana, productividad y rendimiento de sustrato en producto,
bajo diferentes condiciones de cultivo y en la manipulacién de variables independientes
(tiempo de cultivo, concentracion de etanol y extracto acuoso de orujo de uva) para
observar su efecto en las variables dependientes.
3.2. Localizacion de estudio
El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Quimica Orgénica del
Departamento de Agroindustria y Agronomia; y, en el laboratorio de Bioprocesos y el
laboratorio de nutricion y toxicologia del Instituto de Investigacion Tecnologico
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Santa en el distrito de Nuevo Chimbote,
departamento de Ancash, Peru.
3.3. Materiales

3.3.1. Microorganismo
La cepa bacteriana fue seleccionada y proporcionada por la coleccion de cultivos del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos USDA-ARS (NRRL). La cepa
bacteriana Komagataeibacter xylinus (Gluconacetobacter xylinus — Brown 1886) con el
codigo NRRL B-758 y codigo de acceso ATCC 4939, es una cepa Gram negativa, del
género Acetobacter y la especie Acetobacter xylinum estudiada inicialmente por Brown
(1886). Se realiz6 una tincion Gram convencional para observar su morfologia. La cepa
bacteriana se obtuvo liofilizada, con lo cual se rehidratd con solucién salina 5% y se

activé en medio Hestrin-Schramm (Garcia Hernandez, 2019).
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Figura 6. Microfotografia de la cepa Komagataeibacter xylinus NRRL B-758.
Donada por la coleccion de cultivos del Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos USDA-ARS. (Aumento 100x con aceite de inmersion en microscopio 6ptico).

3.3.2. Orujo de uva
El orujo de uva utilizado en este estudio fue obtenido del vifiedo Abuelo Severo, ubicado
en la localidad de Moro, region Ancash, Pert. Este orujo proviene especificamente de la
produccion de vino tinto de cosecha joven elaborado a partir de uvas de tipo Borgofia,
variedad caracteristica de la zona. El orujo fue recolectado inmediatamente después del
proceso de prensado para asegurar la maxima conservacion de sus propiedades
fisicoquimicas, especialmente en cuanto a su contenido de azlcares, que resultan de
interés para la produccion de celulosa bacteriana. El material recolectado se proceso

inmediatamente y se refriger6 hasta su utilizacion en los experimentos.

Figura 7. Orujo de uva sin tratamiento utilizado en el experimento.
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3.4. Métodos
3.4.1. Activacion de la cepa bacteriana y conservacion

La activacion de la cepa bacteriana se llevo a cabo rehidratando el liofilizado con solucion
salina al 5%, para ello se rompid la ampolla en un area desinfectada y con un mechero
cerca, con la ayuda de una jeringa se hidrat6 el liofilizado. Luego se inocul6é un matraz
Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio Hestrin-Schramm y en placas de Agar
Hestrin-Schramm, se incubo a 30°C. Al cabo de 72 horas se observo el crecimiento.
Finalmente se prepar6 -cultivo -crio-conservado siguiendo la metodologia de

crioconservacion de Garcia Hernandez (2019).

Figura 8. Activacion de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758. A) Ampolla con
cepa deshidratada. B) Hidratacion de la cepa bacteriana. C) Cultivo después de 72 h de

siembra. D) Placa Petri con la cepa activada. E) Criovial con cultivo de K. xylinus.

3.4.2. Preparacion y caracterizacion de extracto acuoso de orujo de uva
Para obtener una sustancia liquida fermentable a partir del orujo de uva se preparé un
extracto acuoso de orujo de uva, este extracto se prepard moliendo 500 g de orujo de uva
en un mortero con ayuda de un pilén hasta que se obtuvo una pasta fina, lo que se obtuvo
de la molienda se mezcld con agua destilada en una proporcion de 1:2 (p:v), una vez
unificada la parte solida y liquida se procedio a filtrar. Se preparé un filtro casero
colocando algodon prensado en un embudo de vidrio, el algodon retiene particulas
solidas; el embudo se colocd sobre un matraz limpio de 1000 mL asegurando su apoyo
para evitar derrames; luego, se procedio a verter lentamente el extracto de orujo preparado
sobre el algodon en el embudo, de este modo se filtrd por gravedad. Para lograr precipitar
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por completo los solidos del extracto se utilizé un agente coagulante alimentario (colapiz)
que clarificé por completo el extracto, luego se ajustd el pH a 6,0 con NaOH 0.1M;
finalmente, se almaceno el liquido completamente clarificado en un frasco con tapa y se

esterilizo el extracto clarificado a 121°C durante 15 minutos.

Figura 9. Preparacion de extracto acuoso de orujo de uva. A) Molienda del orujo de
uva. B) Mezcla del orujo con agua destilada. C) Filtrado del extracto de orujo de uva.

D) Extracto acuoso de orujo de uva completamente clarificado y esterilizado.

Para la caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo de uva preparado, la
densidad se determino utilizando un picnémetro a 21°C. La medicion de pH se realizo
con un pH-metro digital, previamente calibrado para valores de pH 7.01 y 4.01. La
concentracion de solidos solubles totales (°brix) en el extracto acuoso de orujo de uva a
21°C se midi6é mediane un refractometro digital. Utilizando la ecuacion 1 (Machado et

al., 2024), se calcul6 los so6lidos solubles a partir de la medida de °brix.
Soélidos solubles (g) = °brix X Densidad (i) X 10 (D
L mL

Para la determinacion de azlicares reductores se empled el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico, cuantificando la concentracion de aztcares reductores mediante la curva
de calibrado de glucosa previamente realizada (Anexo 01). Ademas, se determind la
cantidad de glucosa utilizando un test de glucosa enzimatico (Valtek test) mediante una
curva de calibrado de D-glucosa (Anexo 02). Los andlisis de caracterizacion se realizaron
por triplicado para garantizar la fiabilidad de los datos.
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3.4.3. Cinética bacteriana en medio Hestrin Schramm
Para determinar los parametros cinéticos del microorganismo, se realizé una cinética de
Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en matraces en condiciones estaticas, se
determind la curva de produccioén de celulosa en el cultivo por lotes, el objetivo fue
observar el comportamiento de la produccion de celulosa respecto al crecimiento celular
en todas sus fases, ademads, se cuantificd el consumo de la fuente de carbono (glucosa).
Se utiliz6 el medio Hestrin-Schramm para la preparacion del indculo y la cinética en
condiciones estaticas.

3.4.3.1. Preparacion del indculo para la cinética bacteriana
Se realiz6 un preindculo que consto de inocular 10 mL de medio Hestrin-Schramm en un
matraz de 50 mL con el contenido de un criovial, se dej6 crecer por 3 dias. Posteriormente,
se tomaron 5 mL de cultivo en fase de crecimiento activo y se inocularon en un matraz
con 50 mL de medio Hestrin-Schramm, y se dejo crecer por 3 dias a 30°C. Al finalizar el
tiempo de incubacidn, se agitd constantemente el matraz para desprender las células
bacterianas de la membrana de celulosa, se retird la celulosa con ayuda de unas pinzas
metalicas, y se midio, del caldo de cultivo, la longitud de onda a 600nm, para determinar
la concentracion de biomasa se utilizé una curva de calibrado de biomasa previamente
realizada (Anexo 03) obteniendo una concentracion de 0.5 g/L de biomasa. Finalmente,
se inoculd los matraces con 5 mL del caldo de cultivo preparado para obtener un volumen
final de 50 mL y una concentracion inicial de 0.05 g/L de biomasa.

3.4.3.2. Cinética bacteriana en medio comercial Hestrin-Schramm
La cinética se realizd con el objetivo de conocer el comportamiento de la cinética de
crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y formacion de celulosa de la cepa
bacteriana en el medio comercial Hestrin-Schramm. Esto permitié analizar el

comportamiento de la cepa en un medio con glucosa pura como fuente de carbono y el
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tiempo de mayor formacion de celulosa, asi se pudo comparar los mismos parametros
respecto con el medio optimizado que se obtuvo.
La cinética se llevd a cabo en 20 matraces de 125 mL con volumen util de 50 mL, cada
uno de ellos con una concentracion inicial de biomasa de 0.05 g/L. El medio inicial
(Hestrin-Schramm) se compuso de 20 g/L de glucosa, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto
de levadura, 2,7 g/L de fosfato disodico y 1.15 g/L de 4cido citrico, con un pH inicial de
6.0. La temperatura de incubacion fue de 30°C en condiciones estaticas durante 20 dias
donde cada matraz se consider6 como una muestra de la cinética tomado una muestra
cada 24 horas. A cada muestra tomada se realizé un andlisis de cuantificacion de biomasa
(Anexo 03), DNS para determinar azicares reductores (Anexo 01) y celulosa (Anexo 04).
3.4.4. Estudio preliminar de la influencia de la concentracion del extracto acuoso
de orujo de uva y etanol en la produccion de celulosa bacteriana
Con el objetivo de delimitar los niveles de concentracion de orujo de uva y etanol que
favorecen el crecimiento de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 y la produccion de
celulosa bacteriana, para el estudio de optimizacion de los pardmetros experimentales en
el disefio central compuesto rotacional (DCCR) del estudio principal.
Se realizd una produccion previa de celulosa bacteriana probando diferentes
concentraciones de extracto acuoso de orujo de uva (10%, 30%, 50%, 70%) y de etanol
(1%, 3%, 5%, 7%). El experimento se realizd durante 10 dias a 30°C en condiciones
estaticas siendo el medio Hestrin-Schramm el medio basal, para evaluar la influencia de
la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva se prepar6 el medio Hestrin-Schramm
sin glucosa; y para el caso del etanol solo se adicion6 las concentraciones de etanol sobre
el medio Hestrin-Schramm. El experimento se realizd en matraces de 125 mL
conteniendo en cada matraz 5 mL de in6culo y 45 mL de medio de cultivo (50 mL de

volumen util), cada matraz inicié la fermentacién con una concentracion de biomasa
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inicial de 0.05 g/L. Al finalizar el experimento se cuantifico el crecimiento de biomasa
(Anexo 03), consumo de azlicares reductores (Anexo 01) y consumo de etanol mediante

cromatografia de gases (Anexo 05).

Figura 10. Estudio preliminar de condiciones de cultivo. (A) Matraces
correspondientes a la evaluacion de distintos niveles de etanol (1, 3, 5, 7% v/v) al
finalizar los 10 dias de cultivo. (B) Matraces correspondientes a la evaluacion de

distintos niveles de extracto acuoso de orujo de uva (10, 30, 50, 70% v/v) al finalizar los

10 dias de cultivo.

3.4.5. Diseiio experimental para la optimizacion de la produccion de celulosa
Luego de haber realizado la cinética bacteriana y conocer el comportamiento de su
crecimiento en el tiempo, y determinar los niveles mas adecuados en un experimento de
produccion de celulosa con diferentes niveles de extracto acuoso de orujo de uva y etanol
individualmente, se procedi6é a ejecutar el disefio experimental donde se evalué6 como
influyen las variables de estudio en la produccién de celulosa (g/L), productividad de

celulosa bacteriana (g/L*dia) y rendimiento de sustrato en producto (Ypss). Se trabajé con
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el medio Hestrin-Schramm sustituyendo la glucosa con diferentes variaciones de extracto
acuoso de orujo de uva, y con adicion de etanol en diferentes tiempos de cultivo.

Se utiliz6 el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) con tres variables
independientes: concentracion de extracto acuoso de orujo de uva (% v/v), concentracion
de etanol (%v/v) y tiempo de cultivo (dias); y 3 variables respuesta: la produccion de
celulosa bacteriana (g/L), la productividad de celulosa bacteriana (g/L*dia), rendimiento
de sustrato en producto (Ypss); los niveles de las variables independientes se muestran en
el Cuadro 3. Teniendo un disefio con 17 experimentos mostrados en el Cuadro 4, de los
que corresponden 8 a una factorial 23, 3 tratamientos a los puntos centrales y 6
tratamientos a los puntos axiales con a =+ 1.68179, los cuales fueron calculados mediante
el software Statgraphics 19 Centurion. Se trabajé 3 réplicas de cada uno de los
experimentos y las respuestas que se reportaron como el promedio de estos.

Cuadro 3. Valores de las variables independientes de estudio a los diferentes niveles

del disefio experimental.

Niveles codificados

Variables independientes Simbolo

-0 -1 0 +1 +a
Tiempo de cultivo (dia) X1 489 100 175 25.0 30.11
Extracto acuoso de orujo de uva (% v/v) X2 9.77 20.0 350 50.0 60.23
Etanol (% v/v) X3 132 20 30 40 468

Cuadro 4. Disefio compuesto central rotable 23 con 3 puntos centrales.

Variables Variables Respuesta
Nivel ] o
. Nivel original P Yeris Qr
codificado
Prueba
(9
X2 (% X3 (W .
X1 Xz Xz X (dia) (g/L) celulosa/g (g/L*dia)
v/v) v/v)
sustrato)
1 0O 0 0 175 35 3 - - -
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2 -1 -1 -1 10 20 2 - - -

3 +1 -1 -1 25 20 2 - - -
4 -1 +1 -1 10 50 2 - - -
5 +1 +1 -1 25 50 2 - - -
6 -1 -1 +1 10 20 4 - - -
7 +1 -1 +1 25 20 4 - - -
8 -1 +1 +1 10 50 4 - - -
9 0 0 0 175 35 3 - - -
10 +1 +1 +1 25 50 4 - - -
11 -0 0 O 488655 35 3 - - -
12 +a 0 0 30.1134 35 3 - - -

13 0O -« 0 175 9.77311 3 - - -

14 0 4o 0 175 60.2269 3 - - -

15 0 0 -a 175 35 1.31821 - - -
16 0 0 +a 175 35 4.68179 - - -
17 0O 0 0 175 35 3 - - -

Xi: Tiempo de cultivo, X Extracto acuoso de orujo de uva, X3. Etanol. P: Produccién de
celulosa bacteriana (g/L), Qp: productividad de celulosa bacteriana (g/L*dia), Ypss:
rendimiento de sustrato en producto (g celulosa/g sustrato).
3.4.6. Preparacion del inéculo para la ejecucion del disefio experimental

El indculo para los experimentos se prepard a partir de las muestras crio conservadas en
los crioviales y almacenadas a -20°C.

Para los experimentos se realizé primero un preindculo, se vertio el contenido del criovial
en un matraz de 50 mL con 10 mL de medio Hestrin-Schramm, se dejo crecer 3 dias a

30°C en condiciones estaticas; luego se inoculd 2 matraces de 500 mL con 200 mL de
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medio de cultivo Hestrin-Schramm, y se sembré el 10% de indculo y se dejé crecer
durante 3 dias a 30°C en condiciones estaticas hasta que se obtuvo una concentracion de
0.5 g/L de biomasa. Cada matraz de 125 mL se agreg6 5 mL de in6culo y 45 mL de medio
de cultivo (50 mL de volumen util), cada experimento inici6 con una concentracion de
0.05 g/L de biomasa. Ademas de los 17 experimentos descritos en el Cuadro 4, se prepard
5 blancos correspondientes a 1 blanco por cada nivel de tiempo de cultivo, los cuales se
prepararon con medio Hestrin-Schramm para comparar la produccion en medio comercial

con las variaciones del medio modificado en cada experimento.

Criovial Indcula: & mL
Medio de cultiva: 45 mL

Matraz 125 mL
Matraz 50 mL

Por [7 experimentos
y 0 blancos

Matraz 500 mL

Figura 11. Esquema de inoculacion de los experimentos.

3.4.7. Fermentacion de los experimentos del disefio experimental
Para la ejecucion del disefio experimental se utiliz6 matraces de 125 mL con 50 mL de
volumen util, cada uno con las concentraciones de extracto acuoso de orujo de uva y
etanol que se muestran en el Cuadro 4, el etanol fue agregado al inicio de la fermentacion,
y fueron suplementados con 5 g/L. de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 2,7 g/L. de
fosfato disédico y 1.15 g/L de acido citrico (medio comercial Hestrin-Schramm sin
glucosa). Se prepar6 5 blancos, cada uno correspondiente a cada nivel de tiempo de
cultivo, los cuales se prepararon con medio Hestrin-Schramm para comparar la
produccion en medio comercial con las variaciones del medio modificado en cada

experimento. Cada experimento fue inoculado con 5 mL de in6culo con una
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concentracion de 0.5 g/L de biomasa completando los 50 mL de volumen ftil de
fermentacion y generando una biomasa inicial de 0.05 g/L cumpliendo una relacion del
10% entre el inoculo y el volumen util de la fermentacion. Finalmente, se inicid la
fermentacion con un pH de 6,0, y se dejo incubar a 30°C en condiciones estaticas durante

los tiempos de cultivo indicados en el Cuadro 4.
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Figura 12. Ejecucion del disefio experimental para la optimizacion de las variables
de estudio en la produccion de BC por K. xylinus. A) Esterilizacion de componentes
de medio de cultivo para cada experimento del disefio experimental. B) Preparacion de

medios de cultivo. C) Inoculacion de experimentos. D) Incubacion de experimentos.

3.4.8. Recoleccion de datos
Al finalizar el periodo de incubacién de cada matraz se agitd constantemente para
desprender las células bacterianas de la membrana de celulosa, se retird la celulosa con
ayuda de unas pinzas metalicas, y se midio, del caldo de cultivo la longitud de onda a
600nm para determinar la concentracion de biomasa (Anexo 03). Luego, se centrifug6 el
caldo de cultivo a 4500 rpm por 15 minutos, y del sobrenadante se determiné la
concentracion de azucares reductores por el método DNS (Anexo 01) y la concentracion
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de etanol por cromatografia de gases, para lo que se filtr6 el sobrenadante de la
centrifugacion con un filtro para jeringa de Nylon con poros de 0.22 pum, la muestra
filtrada se colocd en viales ambar de 2mL para cromatografia y se analizd en el
cromatografo de gases (Anexo 05). La membrana de celulosa retirada de cada matraz se
cuantifico por gravimetria luego de su purificacion (Anexo 04).

3.4.9. Analisis de Datos
Los datos recolectados se analizaron en Microsoft Excel 2019, donde se procedio a
calcular los datos de produccion de celulosa (g/L), productividad de celulosa bacteriana
(g/L*dia) y rendimiento de sustrato en producto (Ypss). Los calculos obtenidos se
procesaron en el Software Statgraphics 19 Centurion, a través de la prueba t de Student,
se determino el valor de las significancias estadisticas de los coeficientes de regresion,
ademas, se determiné la ecuacion que describe el proceso. Ademas, se realizo un analisis
de la varianza (ANOVA) y un coeficiente de determinacion multiple R? aceptable.
Finalmente, se determind el valor 6ptimo para cada una de las variables del experimento,
y se determind también, el valor dptimo de variables multiples mediante el Software
Statgraphics 19 Centurion. Finalmente, se utilizo la funcién de deseabilidad para obtener
el valor 6ptimo de respuestas multiples para las 3 variables de respuesta.

3.4.10. Validez de la optimizacion estadistica
Para validar la optimizacion estadistica que se obtuvo del disefio experimental se realizo
un experimento donde se utilizé el nivel 6ptimo de las variables de estudio: concentracion
de extracto acuoso de orujo de uva (% v/v), concentracion de etanol (%v/v) y tiempo de
cultivo (dias). El experimento se realiz6 a 30°C y con un pH inicial de 6.0 en condiciones
estaticas. Se recolectaron datos de cuantificacion de biomasa, azucares reductores,
celulosa y etanol, mediante la medicion de densidad Optica, método del acido

dinitrosalicilico (DNS), gravimetria y cromatografia de gases respectivamente.
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Este experimento se realizd con el objetivo de verificar que los niveles optimos de las
variables en el Software estadistico resultan el nivel predictivo de las variables de
respuesta.

3.4.11. Cinética bacteriana en medio de cultivo optimizado
Para analizar el comportamiento de la bacteria K. xylinus en el medio de cultivo con
niveles 0ptimos de extracto acuoso de orujo de uva y etanol se realizd una cinética de
crecimiento bacteriano. La cinética del medio con niveles 6ptimos de extracto acuoso de
orujo de uva y etanol se realiz6 a una temperatura de 30°C con un pH inicial de 6.0, este
experimento se llevo a cabo en 20 matraces de 125mL con volumen util de 50 mL, cada
uno de ellos con una concentracion inicial de biomasa de 0.05 g/L. En la cinética
bacteriana se analiz6 el crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y formacion de
celulosa.

3.4.12. Ajuste de datos a modelos matemadticos
Para analizar los datos obtenidos en la produccion de celulosa bacteriana bajo condiciones
estaticas, se ajustaron los resultados experimentales a modelos matematicos ampliamente
utilizados en cinética microbiana. El crecimiento de biomasa se modelé empleando los
modelos, logistico y de Gompertz, los cuales describen adecuadamente el
comportamiento sigmoidal del crecimiento microbiano. La ecuacion logistica (Verhulst,

1845) descrita mediante la ecuacion 2.

u=umax<1— X ) 2

Xmax

Donde p expresa la velocidad especifica de crecimiento bacteriano. Al derivar la ecuacion

(2) se puede expresar de la siguiente manera (Kargi, 2009).

Xoelimaxt
X=—— 3)
1— X 0 (1 — e#maxt)
max
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Donde X, representa a la concentracion de biomasa inicial, X4, a la biomasa maxima
obtenida, ., a la velocidad médxima crecimiento bacteriano, y t al tiempo de
incubacion.
La ecuacion de Gompertz aplicada a crecimiento bacteriano es la siguiente (Hussein et
al., 2017):

C = Cpare % H 4)
Donde C,4 €s la produccion médxima de biomasa o producto, a es un pardmetro
relacionado con la condicién inicial del cultivo, u a la velocidad méxima crecimiento
bacteriano, y t al tiempo de incubacion.
El consumo de sustrato fue evaluado mediante el modelo de Monod (Monod, 1978), que

permite relacionar la velocidad de consumo con la concentracion de sustrato disponible

mediante la ecuacion 5 (Kargi, 2009).

X-X
S=S,— 4 (5)
Yy/s

Donde S es el sustrato, S, es el sustrato inicial, X es la biomasa, X, es la biomasa inicial,
y Yx /s es el rendimiento de biomasa en sustrato.

Ademas, el consumo de etanol se modeld de acuerdo a la ecuacion del modelo logistico
de estudios de dinamica poblacional y bioquimica cinética, en funcién a la tasa de
consumo (Verhulst, 1845), como se muestra en la ecuacion 6:

Cmax

1 4 e~ "(t-tiag)

ct) = (6)

Donde C(t) es la concentracion de etanol en funcion del tiempo, C,y, 4, €5 12 concentracion
de etanol méaxima, r es la tasa de consumo de etanol y t;,4 €s el tiempo en que dura la
fase lag.

Por ultimo, la produccion de celulosa bacteriana se ajustd al modelo de Gompertz

previamente descrito, dado su capacidad para describir procesos de acumulacion de
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productos secundarios en funcion del tiempo. El ajuste de los datos experimentales a estos
modelos permitié identificar los parametros cinéticos clave y evaluar la dindmica del
proceso, validando la efectividad de las condiciones dptimas obtenidas a través del disefio
experimental. Los ajustes a modelos matematicos fueron realizados utilizando Python

version 3.11.11 en el entorno Google Colab.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo de uva
En el Cuadro 5 se presenta la caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo
de uva.

Cuadro 5. Propiedades fisicoquimicas del extracto acuoso de orujo de uva.

Parametros Cuantificacion
pH 4.11 +0.04
Sélidos solubles (°brix) 344+0.1
Densidad (g/mL) 1.015 + 0.005
Azlcares reductores (g/L) 32.1+1.77
Glucosa (g/L) 20.9+1.49

La caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo de uva revela que presenta
una cantidad significativa de azacares reductores como de glucosa, elementos
importantes para su aplicacion biotecnologica como medio de cultivo para la obtencidén
de biopolimeros. El valor del pH del extracto acuoso de orujo de uva en este estudio se
clasifica como acido (pH de 4.11). Este resultado coincide con lo obtenido por Machado
et al. (2024) que obtuvo pH 3.69, y por los resultados obtenidos por Nicolai et al. (2018),
que obtuvo pH entre 3.77 y 4.52. El pH acido del orujo de uva se debe a la presencia de
acidos naturales propios de los subproductos derivados de la uva.

La cantidad de so6lidos solubles del extracto acuoso de orujo de uva de este estudio es de
3,44 °brix, lo que corresponde a una concentracion de 3,44 g de sélidos solubles por cada
100 g de solucion. Que, teniendo en cuenta la densidad del extracto que midi6 en 1.015
g/mL, se obtuvo una cantidad de 34.9 g/L de sélidos solubles. Estos solidos solubles
incluyen tanto azlcares como otros compuestos disueltos como 4cidos organicos,

minerales, entre otros, presentes en el orujo de uva (Machado et al., 2024).
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La cantidad de glucosa determinada (20.9 g/L) coincide con lo reportado por Carreira et
al. (2011) quienes encontraron 26.0 g/L de glucosa tinicamente el hollejo del orujo de uva,
para obtener este resultado utilizd la cuantificacion por HPLC. Sin embargo, estos
resultados difieren con los obtenidos por Jin et al. (2019) que obtuvieron niveles entre
2.09 g/kg y 6.18 g/kg de glucosa presente en el orujo de uva post-fermentacion, teniendo
en cuenta que utilizaron orujo de uva roja, y se cuantifico por HPLC; ademas de glucosa
se detecto la presencia de sacarosa y fructosa, la sacarosa oscilo entre 1.15 g/kg y 1.70
g/kg, mientras que la cantidad de fructosa lleg6 hasta los 10.9 g/kg.

El presente estudio muestra una cantidad de 32.1 g/L de azucares reductores totales, y una
cantidad de 20.9 g/L de glucosa. De acuerdo con lo establecido por Jin et al. (2019), y
Machado et al. (2024), los aztcares fermentables predominantes en el orujo de uva son la
glucosa y fructosa, debido a que las uvas tienen baja concentracion de sacarosa, y la
presente, en el proceso de vinificacion llega a hidrolizarse; debido a ello se considera que
los azucares reductores totales del presente estudio son la glucosa y fructosa.

La diferencia de las concentraciones de azlicares presentes en el orujo de uva depende de
diferentes factores, uno de ellos es el tipo de uva, se ha reportado mayor concentracion
de azlicares en orujo de uva blanca respecto al orujo de uva roja (Carreira et al., 2011; Jin
et al., 2019; Machado et al., 2024), sin embargo, el factor predominante es el tipo de vino
que se produce al obtener el orujo de uva, dependiendo del tipo de vino habrd un mayor
o menor consumo de azucares, el vino joven suele tener una cantidad alta concentracion
de aztcares residuales debido a que se mantiene el dulzor y el sabor afrutado en el vino,
por el contrario, el vino afejo tiene un tiempo de fermentacién mas prolongado que
permite a las levaduras consumir los azicares por completo volviendo su sabor més seco

(Yildirim, 2020). En este estudio se utilizdé un orujo de uva producto del proceso de
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elaboracion de vino tinto de cosecha joven, debido a ello contiene una cantidad moderada
de azucares.
4.2.  Cinética de crecimiento bacteriano, consumo de sustrato y formacion de
producto en medio Hestrin Schramm

Se evaluo el crecimiento de K. xylinus, el consumo del sustrato, y la produccion de
celulosa en medio Hestrin Schramm durante 20 dias de cultivo estatico a 30°C con un pH
inicial de 6.0.

4.2.1. Cinética de crecimiento de biomasa en medio Hestrin Schramm
Para evaluar el crecimiento de biomasa en el tiempo, se realiz6 una cinética durante un
periodo de 20 dias (Figura 13) en medio Hestrin Schramm. El crecimiento celular inici6
con una concentracion de 0.05 g/L de biomasa. Teniendo en cuenta que se utilizé glucosa
como fuente principal de carbono, K. xylinus logr6é un crecimiento maximo de 4.11 g/L.
En los resultados obtenidos se puede apreciar una fase lag corta de 2 dias, en este tiempo
las bacterias se adaptan al medio y sintetizan las enzimas necesarias para su crecimiento.
A partir de este tiempo comenzo0 la fase exponencial hasta el dia 10 donde las condiciones
de cultivo son Optimas y las bacterias se dividen a una tasa maxima alcanzando un
crecimiento de 3.524 g/L. Finalmente, se puede observar la fase estacionaria del cultivo
donde la curva se aplana indicando que la tasa de crecimiento celular se asemeja a la tasa
de muerte, debido a la limitacion de nutrientes, disminucion de oxigeno o
sobreproduccion de metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento celular, durante
esta fase hubo un crecimiento bajo hasta que se alcanz6 una concentracién de biomasa de

4.11 g/L (Maier & Pepper, 2015).
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Figura 13. Cinética de formacion de biomasa de Komagataeibacter xylinus NRRL
B-758 en medio Hestrin Schramm. Ajustando pH inicial de 6.0, temperatura de 30°C

en condiciones estaticas durante 20 dias.

Cruz Zuniga (2015), identifico dos cepas productoras de celulosa de los géneros
Gluconacetobacter 'y Acetobacter, estas cepas alcanzaron el crecimiento méximo a los 10
dias de cultivo en medios complejos, un resultado muy similar al obtenido, debido a que
las acetobacterias que son productoras de celulosa presentan un crecimiento relativamente
lento, en comparacién con otras bacterias, por ello el tiempo de su crecimiento se mide
en dias.

A partir de los datos obtenidos experimentalmente, se realizd6 un ajuste al modelo
matematico de ecuacion logistica (Verhulst, 1845) y ecuacion de Gompertz (Xu, 1987).
La ecuacion logistica es un modelo matematico formulado por Pierre Frangois Verhulst
como una ecuacion que describe el crecimiento poblacional de un sistema biologico

dindmico que crece en un ambiente bajo ciertas restricciones (Kalman, 2023).
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Ajuste del modelo logistico para crecimiento de biomasa

® Datos experimentales de biomasa ®
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Figura 14. Crecimiento de biomasa de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
medio Hestrin Schramm ajustado al modelo de ecuacion logistica. (—) Crecimiento
de biomasa en medio Hestrin Schramm de acuerdo con el modelo matematico de
ecuacion logistica. (o) Datos de crecimiento de biomasa en medio Hestrin Schramm

experimentales en condiciones estaticas a 30°C con un pH inicial de 6.0.

La ecuacion de Gompertz es un modelo matematico que, al igual que la ecuacion
logistica, se formul6 para describir el crecimiento de sistemas bioldgicos, sin embargo,
se caracteriza por seguir comportamiento asimétrico que inicia con un crecimiento rapido

pero luego, se desacelera de manera progresiva (Wang & Guo, 2024).
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Figura 15. Crecimiento de biomasa de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
medio Hestrin Schramm ajustado al modelo de ecuacion de Gompertz. (---)
Crecimiento de biomasa en medio Hestrin Schramm de acuerdo con el modelo
matematico de ecuacion de Gompertz. (o) Datos de crecimiento de biomasa en medio

Hestrin Schramm experimentales en condiciones estaticas a 30°C con un pH inicial de

6.0.

Teniendo en cuenta las implicaciones de la ecuacion logistica y ecuacion de Gompertz,
se procedidé a modelar el crecimiento de K. xylinus con ambos modelos. El perfil de
crecimiento ajustado al modelo de la ecuacion logistica y de la ecuacion de Gompertz se
presenta en la figura 14 y figura 15, respectivamente. Realizando el modelamiento
matematico, a partir de los datos obtenidos experimentalmente (figura 13), en Python
version 3.11.11 en el entorno Google Colab, se obtuvieron datos estimados de X4, ¥
Umasx- Ademas, se obtuvo el R?, el cual se compard para establecer el modelo que se ajusta
mejor a los datos experimentales, el cual fue el modelo de la ecuacion de Gompertz. Los

datos mencionados se observan en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Reporte de Jupyter Colab del ajuste a la ecuacion logistica y de

Gompertz.
Modelo matematico
Parametro _ — _
Ecuacion logistica Ecuacion de Gompertz
Xmax (9/1) 3.96 4.229
Umax (dia™1) 0.723 0.457
R? 0.965 0.996

Xmax: Blomasa maxima alcanzada. p,,..: velocidad especifica de crecimiento

bacteriano. R?: coeficiente de determinacion.

Ademas de un R? mayor, el ajuste al modelo de Gompertz se asemeja més a los datos
experimentales en comparacion con el ajuste al modelo de la ecuacion logistica. El
modelo de la ecuacion de Gompertz permite también obtener un estimado del tiempo que
dura la fase lag del cultivo, de acuerdo con el modelo la fase lag dura del tiempo cero
hasta los 1.205 dias, este dato coincide con lo observado en los datos experimentales
mostrados en la figura 13, donde se evidencia que la fase lag dura hasta antes de los 2
dias de cultivo.

El parametro de p,,4, obtenido en este estudio fue en condiciones estéticas, concuerda
con el obtenido por Cruz Zuiiga (2015) quien utiliz6é dos cepas productoras de celulosa
bacteriana: VM, aislada de vinagre de manzana, y K, aislada de kombucha; las cuales
obtuvieron un f,g de 0.0143 h™! y 0.0168 h™1, respectivamente, lo cuales
corresponden a 0.3432 dia™! y 0.4032 dia™!. Ambas cepas fueron caracterizadas como
del género Gluconacetobacter, y el calculo del p,,,, experimental se realizé a partir de
cinéticas individuales en condiciones estaticas en medio Hestrin-Schramm.

4.2.2. Cinética de consumo de sustrato en medio Hestrin Schramm
Se utilizo el medio Hestrin-Schramm sin modificacién con una concentracion de glucosa

de 20 g/L, adicionalmente a la glucosa residual del indculo, se inicid la fermentacién con
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una concentracion de sustrato inicial (Sy) de 20.89 g/L de glucosa. Pasados los 20 dias
de cultivo se lleg6 a una concentracion de sustrato (S f) de 1.129 g/L, representando un
consumo de sustrato del 95% de la fuente de carbono, un total de 19.76 g/L de sustrato
consumido. Se observd que la mayoria del sustrato se consumi6 en los primeros 8 dias de
cultivo, a partir del dia 8 hasta 16 dias existe un crecimiento lento, y desde el dia 16 hasta
el dia 20 se mantiene casi estatico el consumo, como se describe en la figura 16.

Se han reportado estudios similares como el realizado por Lasagni et al. (2024), quienes
registraron un consumo de sustrato de 17 g/L en el dia 11 de cultivo, teniendo en cuenta
que utilizaron el medio Hestrin-Schramm y la cepa Komagataeibacter xylinus K2G30
para obtener estos resultados. Otras cepas bacterianas productoras de celulosa han
mostrado un consumo de sustrato del 80% en 15 dias de cultivo (Mardawati et al., 2023),
y el 90% para el dia 12 de cultivo (Andritsou et al., 2018), esto demuestra que la capacidad

de consumo de sustrato depende de la cepa bacteriana utilizada en la sintesis de celulosa.
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Figura 16. Cinética de consumo de sustrato y formacion de biomasa de
Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en medio Hestrin Schramm. ()

Concentracion de sustrato en el tiempo. () Concentracion de biomasa en el tiempo.
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Ajustando pH inicial de 6.0, temperatura de 30°C en condiciones estaticas durante 20

dias.

A partir de los datos experimentales (Figura 16), se relacion¢ la velocidad de consumo de
sustrato con la biomasa y las concentraciones de sustrato de acuerdo con el Modelo de

Monod (Monod, 1978).

Ajuste del modelo de Monod para consumo de sustrato
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Figura 17. Consumo de sustrato de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
medio Hestrin Schramm ajustado al modelo de Monod. (—) Sustrato de acuerdo con
el modelo de Monod. (e) Datos de sustrato obtenidos experimentalmente en condiciones

estaticas a 30°C con un pH inicial de 6.0 en condiciones estaticas.

El ajuste realizado mediante el modelo de Monod obtuvo un R? de 0.99, lo cual es
aceptable debido a que se encuentra por encima del 0.95, y, ademds, se muestra
claramente en el grafico descriptivo del modelo de Monod (Figura 17). El ajuste mostrado

se realizd mediante un codigo de programacion en Jupyter Colab, donde se determin6 un

Ksde 0.1 g/L.

71



4.2.3. Cinética de formacion de producto en medio Hestrin Schramm
Ademas del crecimiento de biomasa, y el consumo de sustrato, se cuantifico la formacion
de producto en el tiempo. La evaluacion se realizo midiendo la celulosa producida cada
dia durante 20 dias de cultivo. Se determind la concentracion del biopolimero mediante
el método gravimétrico, mostrando resultados de gramos de celulosa bacteriana seca por
cada litro de cultivo. La formacién de producto se ve en aumento durante los 20 dias de
cultivo, se puede notar que la celulosa se produce de manera exponencial, siendo los
primeros 15 dias en donde se produce la mayor parte de la celulosa, y en los siguientes
dias hasta el dia 20 la produccion es lenta, tal como se muestra en la Figura 18. Al concluir
los 20 dias de cultivo en medio Hestrin Schramm se logrd una concentracion de celulosa
de 7.88 g/L de celulosa bacteriana, con una productividad de 0.394 g/L*dia, y un

rendimiento de sustrato en producto de 0.399 g/g.
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Figura 18. Cinética de formacion de biomasa, consumo de sustrato y produccion de
celulosa por Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en medio Hestrin Schramm.
(+) Concentracion de biomasa. () Concentracion de sustrato. (¢) Concentracion de
celulosa. Ajustando pH inicial de 6.0, temperatura de 30°C en condiciones estaticas

durante 20 dias.
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La produccioén de celulosa bacteriana (BC) con el medio Hestrin Schramm sintetizada por
Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 alcanzé una producciéon méxima de 7.88 g/L.
Lasagni et al. (2024), reportaron una produccién de 4 g/L de BC sintetizada por
Komagataeibacter xylinus K3G30 a partir del medio Hestrin Schramm durante 11 dias,
no existen otros reportes de sintesis de BC por K. xylinus a partir del medio Hestrin-
Schramm, sin embargo, Mohammad et al. (2021), al aislar K. rhaeticus N1MW32270
obtuvo una produccion de 4.3 g/L de BC a partir del medio Hestrin-Schramm en el dia
10 de cultivo. Teniendo en cuenta que en presente estudio se obtuvo una produccion de
4.320y 5.027 g/L de BC en el dia 10 y 11 de cultivo, respectivamente, se considera que
a pesar de ser diferentes cepas de Komagataeibacter el medio Hestrin-Schramm genera
resultados homogéneos respecto a la formacion de producto.

La formacion de celulosa se modeldé mediante la ecuacion de Gompertz anteriormente
descrita, donde se obtuvo el comportamiento mostrado en la Figura 19.

Modelado de la formacién de producto usando la ecuacion de Gompertz

81 @ Datos experimentales de producto

Modelo Gompertz
P_max=8.60, p_m=0.626, lag=2.98

Concentracion de Producto (g/L)
-
L

T T T
0.0 2.5 5.0 1.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Tiempo (dias)

Figura 19. Produccion de BC sintetizada por Komagataeibacter xylinus NRRL B-
758 en medio Hestrin Schramm ajustado al modelo de Gompertz. (—) Formacion de

producto segun modelo de Gompertz. () Datos de producto obtenidos
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experimentalmente en condiciones estaticas a 30°C con un pH inicial de 6.0 en

condiciones estaticas.

El ajuste matematico a la ecuaciéon de Gompertz mostrd que se puede llegar a una
produccion de 8.6 g/, ademas que existe una fase lag de produccion durante 2.98 dias,
con un valor de R? de 0.998, se determind que el modelo se ajusta a los datos
experimentales. El modelamiento de producto en el tiempo ajustado a la ecuacion de
Gompertz también fue utilizado por Lasagni et al. (2024), debido a ello se puede
determinar que la ecuacion de Gompertz es el mejor modelo que puede ajustarse a la
produccion celulosa sintetizada por Komagataeibacter.

En la figura 20, se presenta la modelizacion de biomasa, sustrato y producto. La biomasa,
ajustada con el modelo de Gompertz, muestra un decrecimiento rapido al principio,
seguido por una fase de estabilizacion que refleja un crecimiento bacteriano que se va
limitando por la disponibilidad de nutrientes y otras condiciones del entorno. Los puntos
experimentales muestran un comportamiento coherente con esta tendencia, ya que la
biomasa se incrementa de manera exponencial al principio y luego se nivela, lo que es
tipico en los procesos de crecimiento microbiano.

En cuanto al sustrato, ajustado con el modelo de Monod, la curva refleja la disminucion
de la concentracion de este a medida que las células lo consumen para su crecimiento.
Los puntos experimentales siguen esta tendencia, confirmando que el consumo de
sustrato es un factor clave para el crecimiento bacteriano. La caida en la concentracion de
sustrato es gradual, lo cual es caracteristico cuando el sustrato se agota parcialmente y las
células microbianas comienzan a entrar en una fase de limitacion.

El producto, ajustado mediante el modelo Gompertz, muestra una acumulacion mas lenta
al principio, pero su concentracion crece de manera sostenida a medida que avanza el

bioproceso. Aunque el aumento en la concentracion del producto esta correlacionado con
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el crecimiento de la biomasa, no es un crecimiento paralelo, ya que la acumulacion de
producto esta asociada a la actividad metabdlica de las células, la cual continua incluso
después de que el crecimiento de la biomasa se estabiliza. Los puntos experimentales
también siguen esta tendencia, sugiriendo que la produccién del producto esta
directamente vinculada al metabolismo de las células durante su fase de crecimiento y
mantenimiento.

Modelamiento de Biomasa, Sustrato y Producto
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Figura 20. Crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y formacion de celulosa
sintetizada por Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en medio Hestrin Schramm
ajustado a modelos matematicos. (¢) Datos experimentales de crecimiento de
biomasa. (---) Ajuste a modelo matematico de biomasa segun el modelo de Gompertz.
() Datos experimentales de consumo de sustrato. (---) Ajuste a modelo matematico de
consumo de sustrato segun el modelo de Monod. (¢) Datos experimentales de formacion
de producto. (---) Ajuste a modelo matematico de producto segun el modelo de

Gompertz.
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4.3. Estudio preliminar de la influencia de la concentracion del extracto acuoso
de orujo de uva y etanol en la produccion de celulosa bacteriana

Al evaluarse la influencia de diferentes concentraciones de etanol y extracto acuoso de
orujo de uva, se recolectaron datos de consumo de sustrato (g/L), biomasa final (X f) y
producto en g/L. El cuadro 7 muestra los datos recogidos de la influencia de distintas
concentraciones de extracto acuoso de orujo de uva en la produccion de celulosa
bacteriana en 10 dias de cultivo, se puede observar que las mayores producciones se
alcanzaron con las concentraciones del 30% y 50% llegando a 3.74 g/L y 3.007 g/L de
BC, respectivamente. Con la concentracion de 70% de extracto acuoso de orujo de uva
se muestra una producciéon muy baja (0.13 g/L), esto se debe a la presencia de otros
compuestos que contiene el orujo de uva, se puede notar que en altas concentraciones de
dichos compuestos existe una inhibicion tanto de la biomasa como de la produccion de
celulosa. En la Figura 21 se puede mostrar claramente que las concentraciones del 30% y
50% del extracto acuoso de orujo de uva fueron las que dieron mejores resultados, con lo
obtenido se determin6 que los niveles a evaluar en el disefio experimental principal se
encuentran entre el 20% v/v de extracto acuoso de orujo de uva como nivel bajo y 50%
v/v de extracto acuoso de orujo de uva como nivel alto.

Cuadro 7. Influencia de 4 concentraciones distintas de extracto acuoso de orujo de
uva sin adicion de etanol en la produccion de BC luego de 10 dias de cultivo a 30°C

con un pH inicial de 6.0.

Sustrato inicial (g/L Sustrato final (g/L Biomasa final Producto

Concent. azucares red.) azucares red.) (g/L) (g/L)

10% viv  3.34 +0.47 1.06 £0.13 1.31+£0.03 0.92+0.13
30%v/iv 9.71+0.17 3.23+0.36 3.14 £ 0.13 3.74+0.19
50% v/v  16.28 £ 0.39 10.72+0.73 2.92+0.19 3.00+0.48
70% v/v 22.83 +0.58 20.84 £ 0.15 1.57+£0.25 0.13+0.14
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Figura 21. Influencia de la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva en el

crecimiento de biomasa y sintesis de celulosa.

Los niveles elegidos se determinaron también por referencia de trabajos previos como el
realizado por Carreira et al. (2011), quienes determinaron que una concentracion del
extracto de orujo de uva del 25% v/v (1:4) es el nivel optimo para la produccion de
celulosa sintetizada por Gluconacetobacter sacchari llegando a obtener 0.68 g/L de BC
en 4 dias de cultivo. A pesar de no haber mayores referencias del uso de orujo de uva en
diferentes concentraciones para la produccion de BC, se tuvieron en cuenta trabajos como
el realizado por Navarro Zurita (2018) quien trabajoé con un extracto de ardndano de
descarte como medio alternativo, y se determind que la concentracién Optima de
produccion fue de 30% v/v.

De acuerdo con los datos mostrados en el cuadro 8, la adicién de 3% v/v de etanol en el
medio fue la concentracion que obtuvo una mayor produccion de celulosa, llegando a
8.96 g/L de BC luego de los 10 dias de cultivo. Comparando lo obtenido con lo producido
en medio Hestrin-Schramm sin adicion de etanol, el etanol al 3% v/v logré6 maximizar la
produccion en un 150%. Otras concentraciones como la de 1% v/v y 5% v/v también

muestran un aumento de la produccioén de celulosa, pero en menor proporcion, por el
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contrario, un nivel de 7% v/v de etanol inhibe tanto el crecimiento de biomasa y la sintesis
de celulosa.
Cuadro 8. Influencia de 4 concentraciones distintas de etanol en la produccion de

BC luego de 10 dias de cultivo a 30°C con un pH inicial de 6.0.

Concentracion Biomasa final (g/L) Producto (g/L)
1% viv 3.58+0.13 5.70+£0.33
3% viv 3.69+0.11 8.96 £ 0.30
5% v/v 4.20+0.14 5.90 £ 0.27
7% viv 1.11+0.05 1.07 £ 0.12
9
8
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4
3
2
1
. 1
Ethol Ethol Ethol Ethol
1% 3% 5% 7%

Biomasa m Celulosa

Figura 22. Influencia de la concentracion de etanol en el crecimiento de biomasa y

sintesis de celulosa.

El nivel de etanol tolerable por las cepas productoras de celulosa depende de cada especie,
la especie K. xylinus K2G30 llega a la maxima produccion de celulosa cuando se adiciona
1% v/v de etanol en el medio llegando a duplicar la producciéon de BC (Lasagni et al.,
2024), al igual que la cepa K. xylinus E25 (Cielecka et al., 2021b). Por otro lado, la cepa

K. rhaeticus presenta una mayor produccion cuando se adiciona 1.5% de etanol
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(Mohammad et al., 2021), y se ha reportado que la cepa K. uvaceti FXV3 tolera niveles
de etanol de hasta 7.5% v/v (Nascimento et al., 2021).
A partir de lo obtenido, se determind que los niveles de etanol ideales a evaluar en el
disefio experimental principal se encuentran entre 2% v/v de etanol como nivel bajo y 4%
v/v de etanol como nivel alto.
4.4. Diseiio experimental para la optimizacion de tiempo de cultivo, extracto
acuoso de orujo de uva y etanol
Dados los resultados de los estudios previos, cinética de cepa bacteriana y estudio
preliminar de la influencia del extracto acuoso de orujo de uva y etanol en la produccion
de celulosa bacteriana, se procedio a ejecutar el disefio experimental del estudio con el
objetivo de optimizar las variables independientes (tiempo de cultivo, extracto acuoso de
orujo de uva y etanol) que influyen directamente en las variables de respuesta (celulosa
producida, productividad y rendimiento de sustrato en producto).
La biotecnologia ha avanzado significativamente gracias a la incorporacién de métodos
matematicos y estadisticos que permiten optimizar procesos microbioldgicos (Panke &
Wubbolts, 2002). Uno de los procedimientos mas destacados para la optimizacioén de
procesos biotecnoldgicos es el disefio experimental de superficie de respuesta, siendo el
disefio compuesto central uno de los mas empleados y efectivos (Cox, 2007; Montgomery
& St, 2022). Este método facilita la identificacion de condiciones 6ptimas que maximizan
0 minimizan una respuesta de interés, permitiendo predicciones sistematicas y una alta
capacidad de validacion en procesos fermentativos (Manojkumar et al., 2022).
En el presente trabajo, se investigd la optimizacion simultanea del tiempo de cultivo, la
concentracion de etanol y el extracto acuoso de orujo de uva para la produccion de
celulosa bacteriana en cultivos estaticos de Komagataeibacter xylinus. Este enfoque

metodoldégico es ampliamente utilizado en estudios relacionados con la optimizacion de
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la produccion de biopolimeros microbianos como la celulosa bacteriana, ya que permite
evaluar la interaccion entre variables clave como fuentes de carbono y coadyuvantes en
el medio de cultivo (Patel et al., 2024).

Los experimentos fueron disefiados utilizando un modelo compuesto central rotacional,
con el objetivo de describir y optimizar la produccion de celulosa bacteriana, lo que
permitio identificar las condiciones Optimas que favorecen la produccion de celulosa
bacteriana, demostrando la utilidad del disefio experimental en el desarrollo de procesos
biotecnoldgicos mas eficientes y sostenibles. Los resultados obtenidos de la ejecucion del
disefio experimental se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Matriz del disefio compuesto central rotable con las variables

independientes con el nivel codificado y las respuestas.

Variables Respuestas
Prueba Nivel codificado P (glL) Or (g/L*dia) Yors (4/0)
X1 X2 X3
1 0 0 0 7.980 0.456 1.051
2 -1 -1 -1 2.040 0.204 0.461
3 +1 -1 -1 2.320 0.093 0.401
4 -1 +1 -1 2.960 0.296 0.393
5 +1 +1 -1 6.980 0.279 0.500
6 -1 -1 +1 2.360 0.236 0.682
7 +1 -1 +1 3.360 0.134 0.611
8 -1 +1 +1 2.940 0.294 0.413
9 0 0 0 8.320 0.475 1.074
10 +1 +1 +1 8.960 0.358 0.684
11 -0 0 0 0.960 0.196 0.301
12 +a 0 0 9.460 0.314 0.836
13 0 -0 0 1.100 0.063 0.351
14 0 +a. 0 4.120 0.235 0.516
15 0 0 -0, 5.500 0.314 0.726
16 0 0 +a 7.100 0.406 0.857
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17 0 0 0 9.060 0.518 1.133

Xi: Tiempo de cultivo, X Extracto acuoso de orujo de uva, X3. Etanol. P: Produccién de
celulosa bacteriana (g/L), Qp: productividad de celulosa bacteriana (g/L*dia), Ypss:
rendimiento de sustrato en producto (g celulosa/g sustrato).
A partir de los datos obtenidos de la ejecucion del disefio experimental, se realizaron
estimaciones de los efectos lineales y cuadraticos de las variables mediante el software
Statgraphics 19 Centurion.

4.4.1. Analisis de variables de respuesta
Al analizar las variables de respuesta del disefio experimental mediante Statgraphics 19
Centurion se mostré la influencia de los factores de estudio (tiempo de cultivo,
concentracion de extracto acuoso de orujo de uva y concentracion de etanol) en las
variables de respuesta (celulosa producida, productividad y rendimiento de sustrato en
producto), se realizaron analisis ANOVA, diagrama de Pareto, modelo de regresion,
estimacion de resultados y graficas de superficie de respuesta de cada una de las variables
de respuesta detallados en los anexos N° 7, 8 y 9. Los andlisis realizados permitieron
optimizar cada variable de respuesta como se observa en el cuadro 10.

Cuadro 10. Valores de los factores que optimizan cada variable de respuesta

individualmente.
Variables de respuesta
Factores )
P (g/L) Qr (g/L*dia) Yers (%)

X1 (dias) 25.42 18.15 19.27
X2 (% viv) 43.37 39.11 35.46
X3 (% v/v) 3.48 3.26 3.29
Valor 6ptimo* 9.92 0.49 1.11

Xj: Tiempo de cultivo, Xo: Extracto acuoso de orujo de uva, Xs. Etanol. P: Produccion de
celulosa bacteriana (g/L), Qp: productividad de celulosa bacteriana (g/L*dia), Yp/s:
rendimiento de sustrato en producto (g celulosa/g sustrato). *Los datos de valor 6ptimo

corresponden a los valores 6ptimos por cada variable de respuesta.
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Los valores optimos mostrados en el cuadro 10 representa un analisis individual de cada
variable de respuesta, sin embargo, en la presente investigacion se busca tener una
optimizacioén de las 3 variables de respuesta en simultaneo, para ello se procedio a realizar
una optimizacion de respuesta multiple.

4.4.2. Optimizacion estadistica de respuesta multiple
Tomando en cuenta el analisis estadistico realizado por cada una de las respuestas, se
realizd un estudio de optimizacion de multiples respuestas. La presente investigacion se
enfoca en optimizar simultineamente tres parametros criticos: la celulosa producida
(g/L), la productividad (g/L*dia), y el rendimiento de sustrato en producto (& Producto/,
sustrato ), Utilizando un disefo experimental que evalaa la influencia del tiempo de cultivo,
concentracion de extracto de orujo de uva y etanol.
Los rangos experimentales observados muestran valores significativos para las tres
variables respuesta: la celulosa producida oscila entre 0.96 y 9.46 g/L, la productividad
entre 0.063 y 0.518 g/L*dia, y el rendimiento de sustrato en producto entre 0.301 y 1.133
g producto/, o rato. El estudio establece objetivos de maximizacion para las tres respuestas,
asignandoles igual importancia (peso 1.0) y un impacto de 3.0, lo que indica un enfoque
balanceado en la optimizacion del proceso.
Los resultados experimentales, presentados en el cuadro 11, revelan patrones interesantes.
Se alcanzaron valores Optimos en varias corridas, destacando la niimero 17 con los
mejores resultados globales (celulosa: 9.06 g/L, productividad: 0.518 g/L*dia,
rendimiento: 1.133 gPproducto/, o). La deseabilidad prevista y observada muestra una
buena correlacion, particularmente en las corridas con mayor produccion, lo que valida
la robustez del modelo de optimizacion.
Cuadro 11. Resultados experimentales y deseabilidad del disefio de optimizacion

multifactorial para la produccion de celulosa bacteriana.
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Celulosa Deseabilidad  Deseabilidad

Fila Productividad Rendimiento
producida Prevista Observada

1 7.98 0.456 1.051 0.918416 0.863136
2 2.04 0.204 0.461 0.188387 0.196368
3 2.32 0.093 0.401 0.164694 0.108235
4 2.96 0.296 0.393 0.186028 0.237068
5 6.98 0.279 0.5 0.548858 0.431635
6 2.36 0.236 0.682 0.254985 0.30609
7 3.36 0.134 0.611 0.355943 0.254151
8 2.94 0.294 0.413 0.232032 0.251563
9 8.32 0.475 1.074 0.918416 0.899774
10 8.96 0.358 0.684 0.706166 0.654916
11 0.96 0.196 0.301 0.166783 0.0

12 9.46 0.314 0.836 0.546573 0.707888
13 1.1 0.063 0.351 0.0 0.0
14 4.12 0.235 0.516 0.28778 0.331157
15 55 0.314 0.726 0.497805 0.531931
16 7.1 0.406 0.857 0.69807 0.713939
17 9.06 0.518 1.133 0.918416 0.984061

En la figura 23, se muestran los graficos de contornos de superficie de respuesta y
superficie de respuesta estimada en funcidén a la concentracion de etanol y tiempo de
cultivo (24.A'y 24.D), en funcion a la concentracion de etanol y concentracion de extracto
acuoso de orujo de uva (24.B y 24.E), y en funcidn a la concentracion de extracto acuoso
de orujo de uva y tiempo de cultivo (24.C y 24.F). En los graficos mostrados se confirma
la existencia de una regidén Optima bien definida donde las 3 respuestas alcanzan sus
valores maximos simultaneamente. Esta optimizacion multiobjetivo es crucial para el
escalamiento industrial del proceso, ya que no solo considera la cantidad de producto
final, sino también la eficiencia del proceso (productividad) y la conversion de sustrato
en producto (rendimiento), factores determinantes para la viabilidad econémica de la

produccion de celulosa bacteriana a escala comercial. El cuadro 12 muestra la
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combinacion de niveles de los factores que maximiza la funcion de deseabilidad (0.95),
asimismo, muestra los valores maximos de las variables respuesta que pueden ser
obtenidos al utilizar los valores dptimos de los factores.

Cuadro 12. Valores optimos de factores y variables de respuestas.

Factores Respuestas
o Valor o Valor
Descripcion o Descripcion o
optimo optimo
Tiempo de cultivo (dia) 20.25 Celulosa producida (g/L) 9.36
Ext. Acuoso de orujo de uva o ;
38.56 Productividad (g/L*dia)  0.48
(% viv)
Rendimiento (9 Producto/,
Etanol (% v/v) 3.29 1.09
sustrato)
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Figura 23. Graficos de contornos y de superficie de respuesta para la deseabilidad de respuestas miltiples. (A y D) Grafico de contorno y
de superficie de respuesta en funcion a la concentracion de etanol y tiempo de cultivo. (B y E) Grafico de contornos y de superficie de respuesta
en funcion a la concentracion de etanol y concentracion de extracto acuoso de orujo de uva. (C y F) Gréfico de contornos y de superficie de

respuesta en funcion a la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva y tiempo de cultivo.
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4.5.  Validacion de la optimizacion estadistica de respuesta multiple

Una vez determinados los valores Optimos de los factores, se procedi6 a realizar un
experimento para corroborar la obtencion de las respuestas calculadas por la funcion de
deseabilidad. En el cuadro 13 se muestra las respuestas maximizadas estadisticamente,
asi como los resultados obtenidos experimentalmente en las condiciones optimizadas.

Cuadro 13. Comparacion de respuestas estadisticas y experimentales

Respuesta Maximizacion estadistica Resultados experimentales
Celulosa producida (g/L) 9.36 9.375
Productividad (g/L*dia) 0.48 0.463

Rendimiento de sustrato en
1.09 0.942
producto (9 POUCtO/y ¢ sirato)

Los resultados obtenidos demuestran una notable correlacion entre los valores predichos
por el modelo estadistico y los resultados experimentales en la produccion de celulosa
bacteriana por Komagataeibacter xylinus.

Para la celulosa producida, el modelo estadistico predijo 9.36 g/L, obteniéndose
experimentalmente 9.375 g/L, mostrando una precision excepcional con una diferencia
de solo 0.16%. Estos valores son significativamente superiores a los reportados por
Quinones-Cerna et al. (2024), quienes obtuvieron una produccion de 2.57 g/L de BC en
25 dias de cultivo utilizando un extracto acuoso hidrolizado de cascaras de esparrago. Del
mismo modo, los resultados superaron los obtenidos por Cerrutti et al. (2016), quienes
obtuvieron 6.7 g/L de BC en un tiempo de 25 dias de cultivo utilizando orujo de uva sin
aditivo de etanol. Los resultados obtenidos son comparables con los de Mohammad et al.
(2021), que alcanzaron 9.2 g/L suplementado el medio H-S con una concentracién de
1.5% v/v de etanol en el medio, y Cruz Zuiiiga (2015), quien obtuvo una produccion de
8.74 g/L de BC. Sin embargo, los resultados fueron superados por los reportados por

Cazobn et al. (2022) quienes obtuvieron una produccion de 11.44 g/L de BC.
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La productividad mostr6 valores de 0.48 g/L*dia (predicho) y 0.463 g/L*dia
(experimental), con una variacion del 3.5%. Estos resultados superan los obtenidos por
Cerrutti et al. (2016), con una productividad de 0.31 g/L*dia, son comparables con los
resultados de Aswini et al. (2020), quienes obtuvieron 0.48 g/L*dia, y fueron superados
por lo obtenido por Cazén et al. (2022), que obtuvieron 0.71 g/L*dia, y por Rodrigues et
al. (2019), que obtuvieron 0.73 g/L*dia experimentalmente. La productividad lograda
sugiere que el extracto de orujo de uva proporciona nutrientes esenciales para la
produccion, y el etanol es un aditivo que acelera el metabolismo bacteriano.

El rendimiento de sustrato en producto alcanzo 1.09 g/g (predicho) y 0.942 g/g
(experimental), con una diferencia del 13.6%. Aunque esta variacion es mayor, los valores
obtenidos son notables comparados con los reportados por Quifiones-Cerna et al. (2024),
quienes reportaron un rendimiento de 0.21 g/g, y los reportados por Guimaraes et al.
(2023), con 0.447 g/g. No existen muchos trabajos que reporten la conversion de sustrato
en producto con rendimiento de sustrato en producto, sin embargo, la eficiencia de
conversion superior a 0.9 g/g indica un excelente aprovechamiento del sustrato. El alto
nivel de rendimiento de la fuente de carbono se debe a la adicién de etanol, estudios
realizados por Ryngajto et al. (2019) demuestra que la adicion de etanol influye en la
expresion génica global de las cepas Komagataeibacter, influyendo en la vias del
metabolismo central con un efecto positivo en la sintesis de proteinas y las reacciones de
aceptacion de electrones, pero con un impacto negativo en la glucoélisis/gluconeogénesis,
el ciclo del TCA, las reacciones de donacion de electrones, la degradacion de proteinas y
la respuesta al estrés. Esto ejerce un fuerte efecto positivo sobre el rendimiento de sustrato
en producto, debido a que cuando el etanol estd presente en el medio de cultivo, el

metabolismo de la glucosa se dirige hacia la produccion de celulosa debido a la induccion
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de genes relacionados con la formacion de UDP-glucosa y la represion de genes
implicados en la glucdlisis.
La precision general del modelo estadistico se valida por las pequefias diferencias entre
valores predichos y experimentales, especialmente en celulosa producida y
productividad. Se considera aceptables las variaciones de hasta 15% en bioprocesos
optimizados (Aswini et al., 2020; Cielecka et al., 2021a; Rodrigues et al., 2019). El uso
de orujo de uva como sustrato alternativo no solo optimiza la produccion, sino que
también contribuye a la valorizacion de residuos agroindustriales, alinedndose con
principios de economia circular (Blanco et al., 2021; Marmol et al., 2021).
4.6. Cinética de crecimiento bacteriano en medio optimizado
Con el objetivo de evaluar el comportamiento de K. xylinus en el tiempo en el medio
optimizado, y compararlo con su comportamiento en medio comercial Hestrin-Schramm,
se realizd una cinética de crecimiento de K. xylinus en medio optimizado (38.56 % v/v de
extracto acuoso de orujo de uva, y 3.29% v/v de etanol).

4.6.1. Cinética de crecimiento de biomasa en medio optimizado
La cinética para evaluar el crecimiento de biomasa en el tiempo se realizo en un plazo de
20 dias (Figura 24). La concentracion de biomasa inicial fue de 0.05 g/L, llegando hasta
4.25 g/L de biomasa en el dia 20 de cultivo. En los resultados obtenidos se aprecia una
fase lag de 2 dias, lo cual se considera corta, luego, se puede apreciar la fase de
crecimiento exponencial que dura hasta el dia 12, en esta fase se observo que el
crecimiento llegd hasta 4.0688 g/L de biomasa. Finalmente, la fase estacionaria se
evidencia con un crecimiento casi nulo debido a que la tasa de crecimiento es semejante

a la tasa de muerte celular, en esta fase el crecimiento lleg6 hasta los 4.252 g/L.
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Figura 24. Cinética de formacion de biomasa de K. xylinus en medio optimizado.
Ajustando pH inicial a 6.0, temperatura de 30°C en condiciones estaticas durante 20

dias.

Los resultados presentados se asemejan al obtenido en la cinética de crecimiento
bacteriano de K. xylinus en medio comercial Hestrin-Schramm. Debido a la similitud del
comportamiento del crecimiento se realizdo un ajuste al modelo matematico segliin la
ecuacion Gompertz (Figura 25). Asimismo, en el cuadro 14 se observa la comparacion de
los principales parametros obtenidos del ajuste al modelo matematico segiin Gompertz de
la cinética de crecimiento bacteriano en medio comercial Hestrin-Schramm y medio
optimizado, ambos obtenidos por el mismo cddigo elaborado en Jupyter Colab.

Al comparar los pardmetros obtenidos por el modelo matematico segun Gompertz en
ambos medios de cultivo, se observa que no existe diferencia significativa entre los
resultados, aunque la cantidad maxima de biomasa y la velocidad especifica de

crecimiento tienden a ser mayores en el medio optimizado.
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Figura 25. Crecimiento de biomasa de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
medio optimizado ajustado al modelo de ecuacion de Gompertz. (---) Biomasa de
acuerdo con el modelo matematico de ecuacion de Gompertz. (o) Datos de crecimiento

de biomasa experimentalmente en condiciones estaticas a 30°C.

Cuadro 14. Comparacion de parametros de crecimiento de K. xylinus en medio

Hestrin-Schramm y medio optimizado segin ecuacion de Gompertz.

Medio Hestrin-Schramm (20  Medio optimizado (13.06 g/L de

Parametro g/L de glucosa) azUcares reductores)
Crar (1) 4.229 4.366
max  (dia™D) 0.457 0.477
R? 0.996 0.996

4.6.2. Cinética de consumo de sustrato en medio optimizado
La cinética en el medio optimizado inici6 con una concentracion de azlicares reductores
de 13.064 g/L, al finalizar la cinética se registré una concentracion de azicares reductores
de 3.065 g/L. La mayor parte del sustrato se consumi6 hasta el dia 10 llegando a 4.616

g/L, luego se consumi6 lentamente hasta que lleg6 a los 3.065 g/L de azticares reductores.
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Se mostré un consumo de sustrato del 76.54% del sustrato total, este resultado es mas

bajo que el reportado en la cinética de consumo de sustrato en medio Hestrin-Schramm.
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Figura 26. Cinética de consumo de sustrato y formacion de biomasa de
Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en medio optimizado. () Concentracion de

sustrato. (+) Concentracion de biomasa. Ajustando pH inicial de 6.0, temperatura de

30°C en condiciones estaticas durante 20 dias.

Se realizd el ajuste a modelo matematico de cuerdo al modelo de Monod descrito
anteriormente (Figura 27), asimismo, se determino que el Ks fue de 1.84 g/L, resultando
mayor al que se obtuvo en medio Hestrin-Schramm, ademas el modelo obtuvo un
coeficiente de correlacion R? de 0.965, lo cual es aceptable debido a que es mayo de 0.95,
sin embargo, el ajuste de los resultados obtenidos en el medio Hestrin-Schramm es mayor

(0.99).
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Ajuste del modelo de Monod para consumo de sustrato

® ® Datos experimentales
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Figura 27. Consumo de sustrato de Komagataeibacter xylinus NRRL B-758 en
medio optimizado ajustado al modelo de Monod. (—) Sustrato de acuerdo con el
modelo de Monod. (e) Datos de sustrato obtenidos experimentalmente en condiciones

estaticas a 30°C.

4.6.3. Perfil de consumo de etanol en medio optimizado
El perfil de consumo de etanol observado durante el experimento evidencid una dindmica
de utilizacion eficiente del sustrato por parte del microorganismo. Inicialmente, la
concentracion de etanol en el medio de cultivo fue de 3.284 % v/v, proporcionando una
fuente clave de carbono y energia para el desarrollo bacteriano. A lo largo de los dias de
cultivo, se registro un consumo gradual de etanol, hasta que al octavo dia el sustrato fue
completamente agotado. Este resultado sugiere un proceso metabdlico activo y eficiente
durante el periodo de cultivo estatico, indicando que las condiciones establecidas fueron
favorables para la utilizacion del etanol como sustrato principal. Estos datos proporcionan
una base relevante para entender la cinética de consumo de recursos en el sistema y su

relacion con la produccion de celulosa bacteriana, tal como se observa en la figura 28.
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Ademas, se realizo el ajuste al modelo matematico de ecuacion Logistica que obtuvo un

R? de 0.997, que es aceptable debido a que se encuentra por encima de 0.95.
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Figura 28. Consumo de etanol (% v/v) en el tiempo en el cultivo de K. xylinus a

20.0

partir de medio optimizado ajustado al modelo de ecuacion Logistica. (---)

Concentracion de etanol ajustado al modelo de ecuacion Logistica. (e) Datos de

concentracion de etanol obtenidos experimentalmente en condiciones estaticas a 30°C.

El etanol en el medio se consumi6 por competo el dia 8, siendo entre los dias 2 y 5 que

se dio el mayor consumo de etanol disminuyendo hasta 0.044% v/v. Estos resultados son

por completo de etanol entre los dias 5 y 6.

similares a los obtenidos por Ryngajtto et al. (2019), quienes reportaron un consumo casi

4.6.4. Cinética de formacion de producto en medio optimizado

La evaluacion de formacion de producto en el tiempo se realizé6 midiendo la produccion

de celulosa por cada dia, durante 20 dias de cultivo. En la figura 29, se puede observar

que, en los primeros dias, la tasa de produccion es moderada, posiblemente debido al

periodo de adaptacion del microorganismo al medio de cultivo. Sin embargo, a partir del

dia 2, se observa una tendencia mas pronunciada de acumulacion de celulosa, indicando

93



que las células bacterianas han entrado en una fase de produccion sostenida. Esta
tendencia persiste hasta el dia 20, con un aumento lineal continuo. Los errores estandar
representados por las barras de error muestran una variabilidad minima en los datos, lo

que sugiere una alta reproducibilidad y consistencia en las condiciones experimentales.
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Figura 29. Cinética de formacion de biomasa, consumo de azucares reductores,
consumo de etanol y produccion de celulosa por Komagataeibacter xylinus NRRL
B-758 en medio optimizado. (+) Concentracion de biomasa. (<) Concentracion de
azucares reductores. () Concentracion de etanol. (¢) Concentracion de celulosa.
Ajustando pH inicial de 6.0, temperatura de 30°C en condiciones estaticas durante 20

dias.

A partir de los datos obtenidos, la formacion de celulosa se modelé mediante la ecuacion
Gompertz que se realizd en Jupyter Colab. La figura 30 muestra el ajuste al modelo
matematico de acuerdo con la ecuacion de Gompertz. De acuerdo con el modelo
matematico se determino una fase lag de 1.28 dias donde la formacion de producto se da
de manera moderada, y el modelo determin6 que puede existir una formacion de producto
maxima de 10.37 g/L. Con un coeficiente de correlacion de 0.993, se acepto el ajuste al

modelo matematico debido a que supera en 0.95. La formacion de celulosa fue
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significativamente mayor que la obtenida en medio Hestrin-Schramm, ademas la fase lag
fue mas corta en el medio optimizado (1.28), en comparacion con la del medio Hestrin-

Schramm (2.98)

Modelado de la formacién de producto usando la ecuacion de Gompertz

® Datos experimentales de producto ®

Modelo Gompertz
P_max=10.37, p_m=0.540, lag=1.28

Concentracion de Producto (g/L)
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Figura 30. Produccion de BC sintetizada por Komagataeibacter xylinus NRRL B-
758 ajustado al modelo de Monod. (—) Formacion de producto segiin modelo de

Gompertz. (o) Datos de producto obtenidos experimentalmente en condiciones estaticas

a 30°C.

En la figura 31, se observa una relacioén dindmica entre la biomasa, el sustrato, el etanol
y el producto, que permite inferir como se vinculan estos parametros en el bioproceso. El
crecimiento de biomasa (representado por la curva de Gompertz) muestra un
comportamiento sigmoideo, tipico de los procesos microbianos. Este crecimiento parece
estar directamente relacionado con el consumo de sustrato, dado que la concentracion de
este ultimo (ajustada con el modelo de Monod) disminuye a medida que la biomasa
aumenta, lo cual indica que el sustrato es utilizado como fuente principal de carbono y

energia para la proliferacion celular.
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En cuanto al producto, su acumulacion (modelada también con Gompertz) muestra una
tendencia que sigue el crecimiento de la biomasa, lo que sugiere que su produccion podria
estar asociada a la actividad metabodlica del microorganismo durante su fase de
crecimiento. Esto indica que la formacion del producto podria depender de la viabilidad
y el metabolismo activo de las células.

Por otro lado, la curva de etanol, ajustada mediante un modelo logistico, muestra un que
se consumi6 radpidamente. Esto sugiere que el etanol podria estar actuando como un
inductor en el metabolismo bacteriano. Su consumo temprano podria estar relacionado

con una regulacion metabdlica que permitié a las células optimizar el uso del sustrato.

Modelamiento de Biomasa, Sustrato, Etanol y Producto
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Figura 31. Crecimiento de biomasa, consumo de sustrato, consumo de etanol y
formacion de producto en medio optimizado con extracto acuoso de orujo de uvay
etanol ajustado a modelos matematicos. () Datos experimentales de crecimiento de
biomasa. (---) Ajuste a modelo matematico de biomasa segun el modelo de Gompertz.
() Datos experimentales de consumo de sustrato. (---) Ajuste a modelo matematico de
consumo de sustrato segun el modelo de Monod. (e) Datos experimentales de consumo

de etanol. (---) Ajuste a modelo matematico de consumo de etanol segin el modelo
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Logistico. () Datos experimentales de formacion de producto. (---) Ajuste a modelo

matematico de producto segiin el modelo de Gompertz.

Al concluir los 20 dias de cultivo del medio optimizado se logré una concentracion de
celulosa de 9.154 g/L de celulosa bacteriana, con una productividad de 0.458 g/L*dia, y
un rendimiento de sustrato en producto de 0.915 g/g, estos parametros son distintos a los
obtenidos en la validacion de la optimizacion debido a que la cinética se realizé hasta el
dia 20 de cultivo, mientras que, la validacion del 6ptimo se realizé en 20.25 dias que se
determind como el tiempo 6ptimo de acuerdo con el disefio estadistico. Al comparar estos
pardmetros de la cinética con medio Hestrin Schramm y la cinética del medio optimizado
con extracto acuoso de orujo de uva y etanol (Cuadro 15), se pudo observar que, el medio
optimizado aun sin tener una alta cantidad de azlcares reductores (13 g/L) en
comparacion con el medio Hestrin Schramm (20 g/L de glucosa), logré mejores
pardmetros esto debido a la adicion de etanol en el medio. Los altos rendimientos
obtenidos se le atribuyen al uso de etanol y otros compuestos carbonados presentes en el
orujo de uva. A partir del andlisis DNS se puede inferir que existen mas azucares ademas
de la glucosa presente en el extracto acuoso de orujo de uva, debido a las referencias se
trataria de fructosa, un azticar reductor que puede ser usado por Komagataeibacter xylinus
en la produccién de celulosa (Jin et al., 2019; A. R. Machado et al., 2024).

Cuadro 15. Parametros obtenidos en cinética con medio Hestrin Schramm, medio

sin optimizacion y medio optimizado con extracto acuoso de orujo de uva y etanol.

Medio sin optimizacion

Medio HS sin ] Medio optimizado (20
) ] (30.11 dias, 11.35 g/L ]
Parametros etanol (20 dias, dias, 13.06 g/L azlcares
azucares red., 3% Vv
20 g/L glucosa) red., 3.29% v/v etanol)
etanol)
u (dial) 0.457 - 0.477
P (g/L) 7.88 9.46 9.154
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Qr
(g/L*dia)
Yeris (%) 0.399 0.836 0.915

0.394 0.314 0.458

u: Parametro cinético de velocidad especifica de crecimiento, P: Produccion de celulosa
bacteriana (g/L), Qp: productividad de celulosa bacteriana (g/L*dia), Yp/s: rendimiento de

sustrato en producto (g celulosa/g sustrato).
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones
Se determinaron los valores Optimos de tiempo de cultivo (20.25 dias),
concentracion de etanol (3.29% v/v) y extracto acuoso de orujo de uva (38.56%
v/v) que permitieron maximizar la produccion de celulosa bacteriana en cultivos
estaticos de Komagataeibacter xylinus, demostrando que estos factores tienen un
impacto significativo en bioproceso.
La caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso de orujo de uva revelo6 32.1
g/L de azlicares reductores y 20.9 g/L de glucosa.
El andlisis cinético mostr6 que la formacion de biomasa, el consumo de sustrato
y la produccion de celulosa bacteriana por K. xylinus en medio Hestrin Schramm
mostr6 una velocidad especifica de crecimiento de 0.457 dia’!, un consumo del
95% de la fuente de carbono, y una produccion de celulosa méxima de 7.88 g/L a
los 20 dias de cultivo.
El tiempo de cultivo, la concentracion de etanol y el extracto acuoso de orujo de
uva influyeron significativamente en la produccion de celulosa bacteriana.
Los resultados obtenidos en el disefio experimental alcanzaron niveles éptimos de
cada variable de respuesta en diferentes combinaciones de los niveles llegando a
9.06 g/L de celulosa, 0.518 g/L*dia en productividad y 1.133 gProducio/, o ato €n
rendimiento, evidenciando la viabilidad del uso del orujo de uva como alternativa
al medio comercial estandar.
Los valores oOptimos de las variables determinadas mediante el disefio
experimental de superficie de respuesta (RSM) mostraron una alta correlacion con

los datos experimentales, validando la robustez del modelo propuesto.
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5.2.

La validacion experimental confirmé la precision del Optimo estadistico,
obteniéndose valores semejantes a los previstos por el modelo, lo que respalda la
aplicabilidad del disefio experimental para optimizar el proceso.

Los datos experimentales se ajustaron con éxito a modelos de Gompertz para
biomasa, Monod para sustrato y de Gompertz para la produccion de celulosa.
Estos modelos describieron de manera adecuada la dinamica del proceso,
proporcionando parametros clave para comprender y optimizar la produccion de
celulosa bacteriana en cultivos estaticos ya sea a partir de medio comercial
Hestrin-Schramm y medio alternativo optimizado.

Recomendaciones

Realizar estudios de escalamiento del proceso, los prometedores resultados
permiten que se realice un escalamiento del proceso para hacerlo mas rentable
industrialmente.

Realizar un analisis de viabilidad economica y ambiental, de este modo se puede
determinar el impacto de costos a partir del reemplazo de fuente de carbono por
sustratos alternativos, ademads, un analisis ambiental permite que se concientice
sobre el impacto ambiental de utilizar residuos como materia prima de produccion
de biopolimeros.

Explorar aplicaciones de la celulosa bacteriana en nuevos campos que puedan
aplicarse en el Peru, de esta manera se podria generar una industria biotecnologica

sostenible nacional.
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VII. ANEXOS
Anexo N° 01: Determinacion de azicares reductores
La determinacion de azlicares reductores se llevé a cabo mediante el método DNS.
Se prepard 100mL de reactivo DNS mezclando agua destilada con 1.6g de NaOH a 38°C,
luego, se anadio a la mezcla 30g de tartrato de sodio-potasio, una vez disuelto el tartrato
de sodio-potasio, se agregd 1g de acido dinitrosalicilico, y se agitd constantemente hasta
que se obtuvo una mezcla homogénea. Finalmente se afor6 en una fiola &mbar de 100mL,
y se almacend el reactivo preparado en un frasco ambar.
Una vez preparado el reactivo DNS, se procedid a realizar una curva de calibrado. Se
prepard una solucion de 2 g/L de glucosa, a partir de ella se realizaron diluciones de 1.6,
1.2,0.8 y 0.4 g/L de glucosa. De cada dilucion se tom6 500 pL, y se adiciond 500 pL de
reactivo DNS. Cada dilucion se llevo a ebullicion por 5 minutos, luego, se retird y colocod
en agua helada durante 3 minutos para cortar la reaccion. Finalmente, se adicioné 5 mL
de agua destilada a cada dilucion, se dejo reposar 15 minutos, y se midi6 la absorbancia
a 540 nm en un espectrofotometro UV-VIS. Los datos de absorbancia obtenidos se
utilizaron para realizar la curva de calibracion (Figura 32). La ecuacion que se obtuvo fue
la siguiente.
y = 0.5201x — 0.0114
Co un coeficiente de correlacion, R? de 0.9996. En el cuadro 16 se muestran los datos de
concentracion y absorbancia que se obtuvo.

Cuadro 16. Datos de concentracion y absorbancia de curva de calibrado DNS.

Concentracion (g/L) Absorbancia (540 nm)
2.0 1.031
1.6 0.822
1.2 0.614
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Figura 32. Curva de calibracion de azicares reductores mediante el método DNS.
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Figura 33. Método DNS para determinacion de azicares reductores. Se observa la

intensidad de color que va en aumento cuando la concentracion de azlcares es mas alta.
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Anexo N° 02: Determinacion de glucosa
Se utilizo el kit enzimatico de determinacion de glucosa marca Valtek. Se preparé una
solucion de glucosa de 2 g/L, a partir de ella, se realizaron diluciones en concentraciones
de 1.6,1.2,0.8,0.4y 0.2 g/L de glucosa. Se tom6 30 puL de cada concentracion de glucosa,
se afiadio 3mL del reactivo enzimatico Valtek a cada muestra y se llevo a incubar a 37°C
durante 10 minutos. Se retiraron las muestras en agua helada, y se midi6 la absorbancia
en un espectrofotdometro UV-VIS a 505 nm. Con los datos obtenidos se realizé una curva
de calibracion (Figura 34). La ecuacion que se obtuvo se muestra a continuacion.
y = 0.2913x — 0.0287

Con un coeficiente de correlacion, R? de 0.9913. En el cuadro 17 se muestran los datos
de concentracidn y absorbancia que se obtuvo.

Cuadro 17. Datos de concentracion y absorbancia de curva de calibrado de glucosa

mediante kit enzimatico de determinacion de glucosa marca Valtek.

Concentracion (g/L) Absorbancia (540 nm)
2.0 0.579

1.6 0.413

1.2 0.197

0.8 0.082

0.4 0.013

0 (blanco) 0
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Absorbancia vs concentracion (g/L)
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Figura 34. Curva de calibracion de glucosa mediante el kit enziméatico de

determinacion de glucosa marca Valtek.

Figura 35. Determinacion de glucosa mediante método enzimatico marca Valtek.
Se puede observar que la intensidad de color aumenta cuando aumenta la concentracion

de glucosa.
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Anexo N° 03: Determinacion de concentracion de biomasa
Se realizd6 una curva de calibrado de biomasa mediante el método gravimétrico. Se
prepar6 un cultivo liquido de Komagataeibacter xylinus en medio Hestrin-Schramm (20
g/L de glucosa, 5 g/L de extracto de levadura, 5 g/L. de peptona, 2.7 g/L. de fosfato
disodico, 1.15 g/L de 4cido citrico) en condiciones estaticas con un pH inicial de 6.0, y
con un ino6culo inicial de 0.05 g/L de biomasa previamente preparado. Se llevd a
incubacion durante 60 h. El caldo de cultivo, al cabo del tiempo de incubacion se mostro
turbio, lo que indicé un crecimiento bacteriano, ademas de la formacion de una pelicula

de celulosa en la superficie (Figura 36).

Figura 36. Caldo de cultivo de K. xylinus luego de 60 h de cultivo. Se observa que al
cabo de 60 h de cultivo existe turbidez de medio, asi como la presencia de la membrana
de celulosa, lo que evidencia el crecimiento bacteriano.

El método gravimétrico consistid en determinar la concentracion de biomasa por
diferencia de pesos (Cuadro 18). Se tom6 10mL de caldo de cultivo, y se centrifugd a
4500 rpm durante 15 minutos. Se desechd el sobrenadante y se conservd el pellet
formado, el pellet se sumergio en agua destilada y se centrifugd, este proceso se realizo6 3
veces para eliminar medio de cultivo y conservar solo biomasa celular. El pellet final se
coloco en capachos previamente pesados y secados. Se dejo secar a 60°C durante 24 horas

en la estufa y, finalmente, se peso cada capacho con la biomasa seca (Figura 37).
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Figura 37. Capachos con biomasa seca luego de secado de 24 h.

Cuadro 18. Determinacion de concentracion de biomasa en g/L. mediante el método

gravimétrico.
Capacho + ) Volumen ) Desv.
Capacho ) Biomasa Biomasa (g/L) ]
0 () Biomasa © de muestra QL) P " media
vacio seca romedio
: (0) J (L) : estandar
70.594 70.5979 0.0039 0.39
47.1538  47.1579 0.0041 0.01 0.41 0.45 0.08
39.9266  39.9321 0.0055 0.55

Simultaneamente, se realiz6 diluciones del caldo de cultivo, las cuales se midieron en el
espectrofotometro UV-VIS a 600 nm (Cuadro 19) utilizando medio de cultivo estéril
como blanco. Al conocer la concentracion de biomasa en g/L, se calculd, mediante una
relacion simple, la concentracion de las diluciones realizadas. Los datos obtenidos
permitieron obtener una curva de calibra de biomasa (Figura 38), obteniendo la siguiente
ecuacion.
y = 2.3222x — 0.112

Con un coeficiente de correlacion, R? de 0.9904. En el cuadro 19 se muestran los datos

de la concentracion de biomasa y sus respectivas absorbancias.
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Cuadro 19. Datos de concentracion de biomasa y absorbancia a 600 nm obtenidos

del método gravimétrico para determinacion de biomasa.

Factor de dilucion 1/FD Absorbancia (600 nm) Biomasa (g/L)
1 1.00 0.919 0.450
2 0.50 0.462 0.225
3 0.33 0.216 0.150
4 0.25 0.118 0.113
5 0.20 0.111 0.090

Absorbancia vs concentracion (g/L)

09 y =2.3222x - 0.112

~ 08 R2=0.9904
< 0.7

@ 0.6
[31
205
S
S04
@ 0.3
0.2
0.1

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500
Concentracion de biomasa (g/L)

Figura 38. Curva de calibrado de biomasa mediante el método gravimétrico para

determinacion de biomasa.
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Anexo N° 04: Método de extraccion y cuantificacion de celulosa
La extraccion de celulosa consistio en retirar la membrana de celulosa de cada matraz al
finalizar su tiempo de incubacion. Cada membrana fue colocada en placas Petri
codificadas donde se realizaron tres lavados con agua destilada para eliminar restos de
caldo de cultivo. Luego, cada membrana fue llevada a un vaso de precipitado con 20mL
de NaOH 0.1 M, y fue llevado a la estufa a 80°C durante 24 h. Pasado el tiempo, se
procedié a realizar constantes lavados con agua destilada hasta obtener un pH neutro
(7.0), esto fue indicador de la eliminacion completa de medio de cultivo y restos de NaOH
en la membrana. Seguido de ello, se colocd cada membrana de celulosa en placas
previamente pesadas, codificadas y secadas. Se llevaron a secar las membranas de
celulosa a 60°C hasta peso constante, y finalmente, se determind la concentracion de

celulosa por diferencia de pesos.

-

Figura 39. Extraccion y cuantificacion de celulosa (BC). A) Celulosa retirada de la

fermentacion. B) Celulosa tratada y purificada. C) Celulosa después del secado.
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Anexo N°05: Cuantificacion de etanol
La metodologia para la determinacion de etanol mediante cromatografia de gases se
realizo utilizando una columna STABILWAX-DA de la marca RESTEK, con dimensiones
de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y un espesor de pelicula de 0.5 pm
(Catalogo #11038). La temperatura de la columna se mantuvo a 55 °C. Para la inyeccion,
se utilizd un volumen de 1 pL, empleando un modo de inyeccion tipo split, con una
temperatura de 200 °C.
El horno comenzé a una temperatura inicial de 55 °C, la cual se mantuvo durante 3
minutos. Posteriormente, se incremento a una velocidad de 10 °C/min hasta alcanzar los
120 °C, donde se mantuvo durante 2 minutos. Como gas portador, se utilizé helio con un
flujo de 1.4 mL/min y una velocidad lineal de 32.9 cm/seg. El sistema oper6 con un ratio
de split de 300:1 y un flujo de purga de 3.0 mL/min.
El detector utilizado fue un FID (Detector de Ionizacion de Llama), configurado a una
temperatura de 200 °C. Los flujos de gases necesarios para el FID fueron los siguientes:
helio a 30 mL/min, hidrégeno (H2) a 40 mL/min y aire a 400 mL/min. Esta configuracién
garantiz6 una adecuada separacion y deteccion del etanol en las muestras analizadas.
Cada muestra llevada a su andlisis en el cromatografo de gases, fue previamente
centrifugada a 4500 rpm por 15 minutos y filtrada con un filtro para jeringa de Nylon con
poros de 0.22 pm. Se coloc6 en viales &mbar de 2mL para cromatografia y se analiz6 con
la metodologia descrita. Previo a la cuantificacion de etanol de las muestras del cultivo,
se realiz6 una curva de calibrado con concentraciones entre 0.02% v/v hasta 8% v/v. La
curva se analiz6 con la funcion Calib. Curve: Linear del cromatdgrado de gases, lo que
result6 en la siguiente ecuacion.

y = 189207.6 x + 0.0
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Con un coeficiente de correlacion, R? de 0.996. La curva de calibrado realizada se muestra

en la figura 40.
N Y=aX+b
rea(x1,000,000)
R a=189207.6
150 b=0.0
RA2 =0.9964268
127 R=0.9982118

1.00

External Standard
Calib.Curve:Linear

. Origin:Force Through
Weight:None

0.75

0.50

Mean RF : 180033.0
RF SD : 10837.21

RF %RSD : 6.019572

O ET W0 Ao e @ 70 dne Date Processed : 01/08/2024 12:16:58

0.25-

0.00-

Figura 40. Curva de calibrado de etanol (% v/v) por Cromatografia de gases.
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Anexo N°06: Datos de biomasa y sustrato de matriz experimental

Cuadro 20: Datos de concentracion sustrato inicial, concentracion sustrato final,

concentracion de biomasa final y concentracion final de etanol en los experimentos

del disefio experimental.

Variables Datos cuantificados
Prueba  Nivel codificado
Si(g/L)  St(g/L)  Xi(g/L)  Ethol (% viv)
X1 X2 X3

1 0 0 0 11.256 3.661 3.867 0
2 -1 -1 -1 6.468 2.046 1.779 0
3 +1 -1 -1 6.430 0.642 2.001 0
4 -1 +1 -1 16.076 8.545 1.935 0
5 +1 +1 -1 16.074 2.123 3.089 0
6 -1 -1 +1 6.487 3.026 1.645 0
7 +1 -1 +1 6.430 0.931 2.588 0
8 -1 +1 +1 16.066 8.948 2.001 0
9 0 0 0 11.236 3.488 3.909 0
10 +1 +1 +1 16.074 2.969 4.053 0
11 -0 0 0 11.198 8.006 1.410 0.045
12 +a 0 0 11.352 0.037 3.944 0
13 0 -0l 0 3.161 0.024 1.436 0
14 0 +o, 0 19.681 11.698 2.797 0
15 0 0 -0, 11.256 3.680 2.808 0
16 0 0 +a 11.275 2.988 3.853 0
17 0 0 0 11.236 3.238 3.912 0

Xi. Tiempo de cultivo, X». Extracto acuoso de orujo de uva, X3. Etanol, S;: Concentracion

de azucares reductores inicial provenientes del extracto acuoso de orujo de uva, S

Concentracién de aztcares reductores final provenientes del extracto acuoso de orujo de

uva, Xr: Concentracion de biomasa final, Ethol: Concentracion final de etanol.
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Anexo N°07: Analisis estadisticos del efecto de los factores en la celulosa producida
Analisis ANOVA

Cuadro 21. Analisis de varianza (ANOVA) para la respuesta celulosa producida

(g/L).
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
A: Tiempo de cultivo | 48.0446 1 | 48.0446 49.65 0.0002
B: Ext.ac. orujo de 20.7627 1 |20.7627 21.46 0.0024
uva
C: Etanol 2.6456 1 |2.6456 2.73 0.1422
AA 17.7655 1 | 17.7655 18.36 0.0036
AB 9.5922 1 |9.5922 9.91 0.0162
AC 0.9248 1 ]0.9248 0.96 0.3608
BB 53.3097 1 |53.3097 55.10 0.0001
BC 0.045 1 |0.045 0.05 0.8354
CcC 8.5322 1 |8.5322 8.82 0.0208
Error total 6.77302 7 10.967574
Total (corr.) 146.838 16

R-cuadrada = 95.3874 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 89.457 porciento
Error estandar del est. = 0.983653

Error absoluto medio = 0.530137

Estadistico Durbin-Watson = 2.24775 (P=0.7265)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0.16711

Diagrama de Pareto

En la figura 41 se muestra el diagrama de Pareto estandarizado muestra la influencia de
los factores de estudio (tiempo de cultivo, concentracioén de extracto acuoso de orujo de
uvay concentracion de etanol) en su efecto lineal, cuadratico y de sus interacciones sobre
la celulosa producida (g/L) con un nivel de significancia de 0.05. En primer lugar, se
observa que el efecto cuadratico del extracto acuoso de orujo de uva (BB) tiene el mayor
impacto significativo en la produccion de celulosa, esto implica que la relacion entre la
concentracion de extracto acuoso de orujo de uva y la respuesta no es lineal, sugiriendo
la existencia de un punto dptimo para este factor en el rango evaluado. Ademas, el efecto
lineal del factor tiempo de cultivo (A) es el segundo més importante, indicando que este

factor afecta directamente la cantidad de celulosa producida de manera significativa y
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positiva. Del mismo modo el efecto lineal del factor extracto acuoso de orujo de uva (B)
se muestra como un efecto que influye directa y significativamente en la cantidad de
celulosa producida. El efecto cuadrético del tiempo de cultivo (AA) muestra que, asi
como el tiempo de cultivo afecta de manera directa la cantidad de celulosa producida, la
relacion cuadratica de la misma también genera un impacto en la variable respuesta. El
efecto de la interaccion de tiempo de cultivo con extracto acuoso de orujo de uva (AB)
también afecta significativamente la cantidad de celulosa producida, al igual que sus
efectos individuales por separado. El efecto cuadratico del etanol (CC) también logrd
cruzar el umbral de significancia, demostrando que a pesar de que el efecto individual no
fuere significativo, llega a influir la variable respuesta de una manera no lineal. En
contraste, las interacciones AC y BC no cruzan el umbral de significancia, esto indica que
su influencia es menos relevante en comparacion con los efectos principales y cuadraticos
mencionados anteriormente. Asimismo, el efecto de etanol (C), no llega a influir de
manera directa en la celulosa producida, sin embargo, su efecto cuadratico si influye como
se menciono previamente.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Celulosa producida

A:Tiempo de cultivo

|
B:Ext.ac. orujo de uva |
LC I —
AB
cc

|
C:Etanol I:]
[
|
0

AC
BC

2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 41. Diagrama de Pareto de los factores y sus efectos estandarizados para la
celulosa producida (g/L). Los factores a evaluar fueron el tiempo de cultivo en dias

A), la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva en % v/v (B) y la
y y
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concentracion de etanol en % v/v (C), ademas de sus efectos cuadraticos y las

interacciones entre las variables. Grafico obtenido con Statgraphics 19 Centurion.

Los resultados observados en el diagrama de Pareto se confirmaron en el analisis de
varianza (ANOVA). Se mostraron significantes 6 efectos, 3 de ellos no se mostraron
significantes y se obtuvo un R? de 95.389%.
Modelo de regresion
El modelo de regresion para la produccion de celulosa revela que el etanol es el factor
mas influyente (4.69), aunque su fuerte efecto cuadratico negativo (-0.86) indica un punto
optimo critico. Las tres variables principales (tiempo de cultivo, extracto de orujo de uva
y etanol) muestran efectos lineales positivos, pero sus términos cuadraticos negativos
sugieren la existencia de maximos especificos para cada una. Las interacciones positivas
entre variables (AB, AC, BC) indican sinergias en el proceso, donde la combinacion de
factores potencia la produccion. La ecuacion resultante, con una constante de -17.72,
permite predecir la produccién de celulosa y optimizar las condiciones operativas,
confirmando las observaciones visualizadas en las superficies de respuesta anteriores.
celulosa producida = —17.72 + 0.55X; + 0.57X, + 4.69X; — 0.02X?
+0.009X, X, + 0.009X% — 0.86X%
Donde X; corresponde al tiempo de cultivo, X, corresponde extracto acuoso de orujo de
uva, X5 corresponde al etanol, X? corresponde al efecto cuadratico del tiempo de cultivo,
X2 corresponde al efecto cuadratico del extracto acuoso de orujo de uva, X2 corresponde
al efecto cuadratico del etanol, y X; X, corresponde a la interaccion de tiempo de cultivo

y extracto acuoso de orujo de uva.
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Resultados estimados

Cuadro 22. Resultados estimados para la respuesta celulosa producida.

Observados Ajustados Inferior 95.0% Superior 95.0%

Fila Valores Valores para Media para Media

1 7.98 8.48488 7.1446 9.82515

2 2.04 2.14621 0.242512 4.04992

3 2.32 3.02747 1.12377 493118

4 2.96 2.27223 0.36853 4.17593

5 6.98 7.53349 5.62979 9.43719

6 2.36 2.19649 0.292784 4.10019

7 3.36 4.43775 2.53404 6.34145

8 2.94 2.6225 0.718802 4.52621

9 8.32 8.48488 7.1446 9.82515
10 8.96 9.24376 7.34006 11.1475
11 0.96 1.77981 -0.0331082 3.59273
12 9.46 8.08867 6.27576 9.90158
13 1.1 0.26058 -1.55234 2.0735
14 4.12 4.40791 2.59499 6.22082
15 55 5.28403 347111 7.09694
16 7.1 6.76446 4.95154 8.57737
017 9.06 8.48488 7.1446 9.82515

Graficas de Contorno y de Superficie de Respuesta Estimada

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 42. Contorno de superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion
gradual desde las zonas de baja produccion (azul) hasta la zona dptima (zona roja), las

zonas verdes y amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta.
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Superficie de Respuesta Estimada
Etanol=3.0
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Figura 43. Superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion gradual desde
las zonas de baja produccion (azul) hasta la zona 6ptima (zona roja), las zonas verdes y

amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta
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Anexo N°08: Analisis estadisticos del efecto de los factores en la productividad
Analisis ANOVA

Cuadro 23. Analisis de varianza (ANOVA) para la respuesta productividad

(g/L*dia)
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
A:Tiempo de cultivo | 0.0001 1 | 0.0001 0.04 0.8524
B:Ext.ac. orujo de uva | 0.0528 1 |0.0528 25.54 0.0015
C:Etanol 0.0067 1 | 0.0067 3.29 0.1126
AA 0.0749 1 |0.0749 36.23 0.0005
AB 0.0084 1 |0.0084 4.09 0.0829
AC 0.0010 1 |0.0010 0.49 0.5066
BB 0.1596 1 |0.1596 77.20 0.0000
BC 0.000002 1 | 0.000002 0.00 0.9761
CC 0.0222 1 |0.0222 10.74 0.0135
Error total 0.0144 7 10.0020
Total (corr.) 0.2698 16

R-cuadrada = 94.6362 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 87.7398 porciento
Error estandar del est. = 0.0454694

Error absoluto medio = 0.0246702

Estadistico Durbin-Watson = 2.61226 (P=0.8993)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0.373497

Diagrama de Pareto

En la figura 44 se presenta el diagrama de Pareto que evalua la influencia de los factores
de estudio (tiempo de cultivo, concentracion de extracto acuoso de orujo de uva y
concentracion de etanol) en su efecto lineal, cuadratico y de sus interacciones sobre la
productividad de la produccion de celulosa bacteriana (g/L*dia) con un nivel de
significancia de 0.05. El efecto cuadratico del extracto acuoso de orujo de uva (BB)
demostr6 tener el mayor impacto positivo en la productividad, esto indica que la relacion
no lineal del extracto acuoso de orujo de uva es altamente relevante. El efecto cuadratico
del tiempo de cultivo (AA) también es significativo, lo que implica que la relacién no
lineal importante con la productividad. El efecto principal de extracto acuoso de orujo de

uva (B) afecta la productividad de forma lineal debido a que cruza el umbral de
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significancia estadistica. El efecto cuadratico del etanol (CC) es relevante, mostrando que
el etanol también tiene un impacto significativo de forma no lineal. Los efectos
principales de tiempo de cultivo (A) y etanol (C) no llegan a sobrepasar el umbral de
significancia, debido a ello se considera que, aunque la relacion cuadratica de los factores
mencionados es importante, su efecto lineal no es significativo. Del mismo modo, las
interacciones de los factores entre si (AB, AC, BC) no llega a cruzar la linea de
significancia, indicando que, en el rango de condiciones evaluadas, las interacciones de
estos factores no son determinantes para la productividad. Se observan los 4 efectos que

tienen un P-valor menor que 0.05, indicando que son significativos con un R? de 94.63%.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Productividad
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Figura 44. Diagrama de Pareto de los factores y sus efectos estandarizados para la
productividad de celulosa en el tiempo (g/L*dia). Los factores a evaluar fueron el
tiempo de cultivo en dias (A), la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva en %
v/v (B) y la concentracion de etanol en % v/v (C), ademas de sus efectos cuadraticos y
las interacciones entre las variables. Grafico obtenido con Statgraphics 19 Centurion.

Modelo de regresion
El modelo de regresion para la productividad muestra que el etanol ejerce la mayor

influencia positiva (0.26), aunque todos los efectos lineales son positivos, pero de menor
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magnitud para el tiempo de cultivo (0.03) y extracto de orujo (0.03). Los términos
cuadraticos negativos, especialmente para el etanol (-0.04), indican puntos Optimos
definidos, mientras que las interacciones entre variables, aunque positivas, son
relativamente débiles. La ecuacion, con una constante de -0.96, sugiere que la
productividad requiere un minimo de condiciones iniciales para ser efectiva, y que la
optimizacién debe enfocarse principalmente en el control preciso del nivel de etanol
mientras se mantienen las otras variables en sus rangos Optimos.

Productividad = —0.96 + 0.03X; + 0.03X, + 0.26X;

—0.001X% — 0.0005X2 — 0.04X7%

Donde X; corresponde al tiempo de cultivo, X, corresponde extracto acuoso de orujo de
uva, X3 corresponde al etanol, X? corresponde al efecto cuadratico del tiempo de cultivo,
X2 corresponde al efecto cuadratico del extracto acuoso de orujo de uva, y X2 corresponde
al efecto cuadratico del etanol.
Resultados estimados

Cuadro 24. Resultados estimados para la productividad.

Observados Ajustados Inferior 95.0% Superior 95.0%
Fila Valores Valores para Media para Media
1 0.456 0.483262 0.421308 0.545216
2 0.204 0.195745 0.107746 0.283743
3 0.093 0.112997 0.0249979 0.200995
4 0.296 0.254117 0.166118 0.342116
5 0.279 0.301369 0.21337 0.389368
6 0.236 0.216871 0.128872 0.304869
7 0.134 0.179122 0.0911238 0.267121
8 0.294 0.277243 0.189244 0.365242
9 0.475 0.483262 0.421308 0.545216
10 0.358 0.369495 0.281496 0.457494
11 0.196 0.248712 0.16491 0.332514
12 0.314 0.256706 0.172904 0.340508
13 0.063 0.0421249 -0.0416771 0.125927
14 0.235 0.251294 0.167491 0.335096
15 0.314 0.320183 0.236382 0.403985
16 0.406 0.395235 0.311433 0.479037
17 0.518 0.483262 0.421308 0.545216
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Graficas de Contorno y de Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 45. Contorno de superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion

gradual desde las zonas de baja produccion (azul) hasta la zona 6ptima (zona roja), las

zonas verdes y amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta.
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Figura 46. Superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion gradual desde

las zonas de baja produccidn (azul) hasta la zona 6ptima (zona roja), las zonas verdes y

amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta.
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Anexo N°09: Analisis estadisticos del efecto de los factores en el rendimiento
Analisis ANOVA
Cuadro 25. Analisis de varianza (ANOVA) para la respuesta Rendimiento de

sustrato en producto (Yepss)

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

A:Tiempo de cultivo 0.0962914 1 |0.0962914 7.38 0.0299
B:Ext.ac. orujo de uva 0.000926679 1 |0.000926679 0.07 0.7976
C:Etanol 0.0535675 1 | 0.0535675 4.10 0.0824
AA 0.424661 1 | 0.424661 32.54 0.0007
AB 0.0323851 1 |0.0323851 2.48 0.1592
AC 0.00292613 1 |0.00292613 0.22 0.6503
BB 0.659208 1 | 0.659208 50.51 0.0002
BC 0.00644112 1 |0.00644112 0.49 0.5050
CC 0.149722 1 |0.149722 11.47 0.0116
Error total 0.0913552 7 10.0130507

Total (corr.) 1.13217 16

R-cuadrada = 91.931 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 81.5566 porciento
Error estandar del est. = 0.11424

Error absoluto medio = 0.0584239

Estadistico Durbin-Watson = 2.73776 (P=0.9361)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0.387364

Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto mostrado en la figura 47, evalta la influencia del tiempo de cultivo,
concentracion de extracto acuoso de orujo de uva y concentracion de etanol, en su efecto
lineal, cuadratico y de sus interacciones sobre el rendimiento de sustrato en producto
(Yrss) con un nivel de significancia de 0.05. El efecto cuadratico del extracto acuoso de
orujo de uva (BB) fue el que tuvo una influencia significativa mayor en el rendimiento de

sustrato en producto, lo que indica que la relacion no lineal del extracto acuoso de orujo
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de uva es de gran importancia. En segundo lugar, se encuentra el efecto cuadratico del
tiempo de cultivo (AA), demostrando que el factor es crucial, sin embargo, su influencia,
en los niveles utilizados en este estudio, no es lineal. Asimismo, el efecto cuadratico del
etanol (CC) es fundamental para el rendimiento de sustrato en producto, mostrando que
su influencia no es lineal, pero si afecta el rendimiento. El efecto principal tiempo de
cultivo (A) fue el tnico factor que demostrd tener una significancia estadistica de manera
lineal. Los efectos principales etanol (C) y extracto acuoso de orujo de uva (B) no
mostraron tener una influencia lineal en el rendimiento de sustrato en producto, sin
embargo, como se menciond anteriormente, si mantienen un efecto cuadratico
significativo. Las interacciones entre las variables AB, AC y BC, llegaron a cruzar el
umbral de significancia, debido a ello se consideran que no existe una influencia de la
interaccion de las variables entre si. Se reflejan 4 efectos que tienen un P-valor menor que
0.05 indicando que son significativos, con un R? de 91.93%.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Rendimiento prod_sust

BB
AA
cc

A:Tiempo de cultivo |
C:Etanol |
| ]
ec | [
ac | []
[l

B:Ext.ac. orujo de uva

4 6 8
Efecto estandarizado

o
N

Figura 47. Diagrama de Pareto de los factores y sus efectos estandarizados para el
rendimiento de sustrato en producto (Ypss). Los factores a evaluar fueron el tiempo
de cultivo en dias (A), la concentracion de extracto acuoso de orujo de uva en % v/v (B)
y la concentracion de etanol en % v/v (C), ademas de sus efectos cuadraticos y las

interacciones entre las variables. Grafico obtenido con Statgraphics 19 Centurion.
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Modelo de regresion
El modelo de regresion para el rendimiento de sustrato en producto muestra que el etanol
como el factor mas influyente (0.77), seguido por el tiempo de cultivo (0.10) y el extracto
de orujo (0.07), todos con efectos lineales positivos. Los términos cuadraticos negativos,
especialmente para el etanol (-0.11), indican puntos maximos definidos. La interaccion
tiempo-etanol (AC = 0.002) es la mas significativa entre las interacciones positivas,
mientras que las interacciones que involucran al extracto de orujo con etanol (BC = -
0.001) muestran efectos antagonistas. La constante negativa (-2.44) sugiere que se
requiere un umbral minimo de condiciones para iniciar el rendimiento efectivo,
confirmando el patron observado en la superficie de respuesta.

Rendimiento = —2.44 + 0.10X; + 0.07X, + 0.77X; — 0.003X?

—0.001X% — 0.11X2

Donde X; corresponde al tiempo de cultivo, X, corresponde extracto acuoso de orujo de
uva, X5 corresponde al etanol, X? corresponde al efecto cuadratico del tiempo de cultivo,
X2 corresponde al efecto cuadrético del extracto acuoso de orujo de uva, y X2 corresponde
al efecto cuadratico del etanol.
Resultados estimados

Cuadro 26. Resultados estimados para rendimiento de sustrato en producto

Observados Ajustados Inferior 95.0% Superior 95.0%
Fila Valores Valores para Media para Media
1 1.051 1.08923 0.933572 1.24489
2 0.461 0.437624 0.216531 0.658717
3 0.401 0.440062 0.218969 0.661155
4 0.393 0.383599 0.162506 0.604692
5 0.5 0.640537 0.419444 0.86163
6 0.682 0.581382 0.360289 0.802475
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7 0.611 0.66032 0.439227 0.881413

8 0.413 0.413857 0.192764 0.63495
9 1.074 1.08923 0.933572 1.24489
10 0.684 0.747295 0.526202 0.968388
11 0.301 0.399052 0.188503 0.609601
12 0.836 0.681493 0.470944 0.892041
13 0.351 0.39142 0.180871 0.601969
14 0.516 0.419126 0.208577 0.629675
15 0.726 0.657944 0.447395 0.868493
16 0.857 0.868602 0.658053 1.07915
17 1.133 1.08923 0.933572 1.24489
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Figura 48. Contorno de superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion

gradual desde las zonas de baja produccion (azul) hasta la zona dptima (zona roja), las

zonas verdes y amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta.
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Figura 49. Superficie de respuesta estimada. Se muestra una transicion gradual desde
las zonas de baja produccidn (azul) hasta la zona Optima (zona roja), las zonas verdes y

amarillas representan niveles intermedios de la variable de respuesta
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