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RESUMEN

La celulosa es la biomolécula de mayor abundancia en la tierra, se encuentra
mayoritariamente en las plantas, pero también existen microrganismos y algunas
algas marinas que la sintetizan de manera natural. Durante la presente investigacion
se llevd a cabo un analisis sobre las condiciones de produccion de celulosa
microbiana (tiempo, fuente de carbono y temperatura) con el fin de obtener la mayor
producciéon de celulosa bacteriana; en una bebida denominada como Kombucha.
Para esto se utilizo como materia prima una muestra de kombucha de un productor
local y todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para la fermtacion se utilizo té

verde como base, utilizando como fuente de carbono la sacarosa y glucosa, ademas
de incubar a 30,35 y 40°C. La evaluacion de las propiedadesfisicoquimicas de cada

uno de los ensayos fue realizada de manera contante, todos los dias se realizaron

lecturas de pH, espectrofotometria, colorimetria, grados brix, indice de refraccion,

asi como el peso de la celulosa. EI menor rendimiento fue con sacarosa a 30°C, a

diferencia del ensayo con glucosa a 35°C, donde conseguimos la mayor cantidad
de celulosa aproximadamente 3 veces lo obtenido con sacarosa o fructuosa,

recuperando por ensayo hasta 20 gramos de celulosa, tomando su peso en

humedo.
Palabras clave
Celulosa
Temperatura
Fuentes de carbono

Acetobacter



ABSTRACT

Cellulose is the most abundant organic molecule in nature and is of great importance
at anindustrial level; various organisms, including plants, algae, fungi, bacteria, and
animals synthesize it. Gluconacetobacter xylinum is the bacteria with the highest
cellulose-producing capacity. The objective of this study is to measure the influences
of fermentation on the production of scoby in kombucha, for its subsequent
application of cellulose in the medical area, being friendlier to the environment, in
addition to being used in areas such as textile, mechanics, electricity, and leaving
aside plastic products, as well as the felling of trees for the extraction of their
cellulose, ultimately the research question is the following. What is the best carbon
source, fermentation time, and suitable temperatures to obtain more bacterial

cellulose?



INTRODUCCION

La kombucha es una bebida fermentada, no alcohdlica, originaria de china,
su elaboracion data del afio 202 a.C y se propag6 por el mundo en el afio 414 d.C,
esto después de que el médico Kombu se diera cuenta de sus propiedades
curativas, con la cual alivié los problemas digestivos del emperador japonés Inkyo y
fue conocida como “el elixir de la eterna juventud”. Hoy en dia se ha convertido en
una alternativa desintoxicante, tomando en cuenta la fuerte cantidad de toxinas a
las que estamos expuestos, ademas de ser una fuente de microrganismos vivos

gue nos ayudan aregenerar y reforzar el sistema inmune. Son varios los estudios,

tales como la espectrofotometria, cromatografia liquida de alta presion (HPLC) por
mencionar las mas importantes, que demuestran altos niveles de vitaminas,
antioxidantes, prebioticos, acidos organicos y minerales. Pero principalmente
orientadas a la fermentacion de kombucha como bebida no alcohdlica alejada de
aditivos sintéticos y saborizantes como potencial bebida saludable. Sin embargo,
los estudios enfocados en la produccion de celulosa, con el fin de ayudar a sustituir
el plastico, asi como la elaboracion de productos de curacion son escasos. Es por
ello que el objetivo de esta investigacion se enfocd a la produccién del SCOBY
(cultivo simbiotico de bacterias y levaduras) con la posterior purificaciéon de celulosa,
donde se realizaron pruebas modificando las condiciones de fermentacién
replicando los pasos hasta obtener un resultado confiable y concreto, ademas de
llevar un control del crecimiento, desde su fase logaritmica hasta la fase de
decaimiento, llevando asi un control especifico de cuando y cual es el tiempo
necesario de fermentacion, asi como la produccién de scoby durante los dias

analizados.
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JUSTIFICACION

La celulosa bacteriana cada dia gana terreno en las aplicaciones
industriales dada su eficaciay utilidad que se vuelve mas viable y econémica,
ademas de amigable con el medio ambiente, haciendo posible que se emplee
con mayor facilidad en el grado industrial y dejando de lado los
contaminantes que se usan hasta hoy en dia que facilmente pueden ser
sustituidos por la celulosa en sus subproductos, donde los recursos que
realmente afectan ala naturaleza pueden dejar de ser explotados y llegar a
ésta nueva era industrial, como lo es la industria papelera, textil, eléctrica,

solo por mencionar algunas.

Asi mismo se busca implementar la investigacion de la celulosa
bacteriana en México, para asi mejorar dia con dia la calidady la produccion
en masa, creando mas conciencia medioambiental y orientarla con éxito

hacia el area biomédica y alimentaria
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OBJETIVOS

General

Medir la influencia de las condiciones de fermentacién en la kombucha sobre la
produccion de scoby, por medio de las diferentes fuentes de carbono, temperatura
y relacién al tiempo de fermentacion.

Objetivos especificos

e Determinar la influencia de las condiciones de fermentacién sobre el
rendimiento de obtencién de celulosa

e Determinar la influencia del pH en el proceso de fermentacién de la
kombucha

e Determinar las condiciones optimas de produccion de celulosa

12



HIPOTESIS

La produccién porcentual de celulosa difiere por cada variable previa ala que
es sometida la fermentacion, considerando concentracion, fuente de carbono y

tiempo de fermentacion.

Variables
A. Variables dependientes.

Rendimiento porcentual de la celulosa bacteriana

B. Variables independientes
Fuentes de carbono
Temperatura

Tiempo de fermentacion

Definicion de variables

A. Variables dependientes

¢ Rendimiento porcentual de la celulosa bacteriana

Definiciébn porcentual: peso de la celulosa bacteriana que se obtiene una vez

realizada la fermentacion, restando el peso delinéculo inicial.

Definicion de operacional: Peso en seco de la celulosa recolectada de cada uno de
los ensayos con distintas fuentes de carbono, concentracion y con relacion al tiempo

de fermentacion.

Definicion operacional: Cantidad de fuente de carbono en gramos: glucosa,

sacarosa, asi como el monitoreo del tiempo y temperatura para al final por medio
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de las pesadas calcular el scoby obtenido en cada una de las alteraciones

presentadas.
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MARCO TEORICO

A. Celulosa

La celulosa es la molécula biologica de mayor abundancia en la tierra, éste
componente no solo se encuentra mayoritariamente en las plantas, existen
microrganismos y algunas algas marinas que la sintetizan de manera natural (Jonas
y Farah,1998). La celulosa esta conformada molecularmente de 2000 a 14000
unidades de B (1,4) glucosa en cadenas ramificadas, ademas de presentar formas
cristalinas, dando polimorfismo de la célula (Chavez et. al.,2004).

Existe una serie de maneras en la cual se puede obtener celulosa, actualmente
se maneja una campafia mundial de ecologia, desplazando a la tala de arboles o
algunos otros recursos naturales que causan un impacto social y ecolégico

importante, dentro de los cuales se pueden mencionar:

e Por sintesis quimica in vitro utilizando fuentes de carbono como glucosa o
sacarosa

e De origen vegetal

e Por sintesis enzimatica

e Delreino fungi

La celulosa es uno de los materiales mas utilizados en diversas areas de las
empresas, principalmente en la industria papelera, textil, alimenticia, farmacéutica
entre otras que utlizan sus derivados como empaques en diferentes
presentaciones, sin dejar de lado su aplicacion en areas de la medicina y en

investigaciones como en ésta se muestra.

B. Celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana es un polimero producido por microrganismo propios

de los géneros Acetobacter, Rhizobium, Agrobactery Sarcina (Jonas y Farah,1998).
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Su estructura estd formada a base de enlaces covalentes de carbono
formando asi cadenas glucanos lineales, estas son asociadas a las fuerzas de Van

der Waals.

La celulosa bacteriana es similar a la celulosa vegetal, en cuanto a su
conformacién quimica, pero presenta diferencias fisicas y estructurales, es
importante mencionar el grado de pureza que presenta, ya que no cuenta con
contaminantes naturales como la hemilcelulosa vy la lignina, ademas de su alto grado
de cristalinidad.

Los monofilamentos pueden tener un ancho de 20 a 60 nm una vez
completada la cristalizacion en la union completa de los enlaces, a ésta red se le

llama cristalizacién, dando origen a una red tridimensional caracteristica de la

celulosa bacteriana.

Figura | (A) Imagen de la estructura de la celulosa bacteriana por MEB (B) Enlace

intra-hidrégeno de la celulosa bacteriana (L., Santiago M. A 2023)

La celulosa bacteriana tiene un sinfin de ventajas respecto a la celulosa
vegetal, la primera y mas importante es que es biodegradable y no se necesita la
tala de arboles para su produccion, no es toxica, no provoca alguna reaccion
alérgica, ademas de ser biocompatible (Pineda, Caicedo, Martinez, 2012).

En la siguiente tabla veremos la comparacion de la composicion de las diferentes
celulosas obtenidas de a partir de materias primas distintas a la nuestra, observando

que el rendimiento de la celulosa bacteriana es mayor, asi como su nivel de pureza.
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Fuente Composicién

Celulosa hemilcelulosa | Lignina Extracto
Bacteriana 98 0 0 0
Almidén 95 2 1 0.4
Henequén 78 4-8 13 2
Ixtle 73 4-8 17 2
Madera 43-47 23-35 16-24 2-8
Bagazo 40 30 20 10

Tabla I. Contenido de celulosa de diferentes fuentes vegetales en comparacion con la celulosa
bacteriana (Adaptado de Klemm et al., 2019).

C. Scoby

La palabra scoby es de las siglas en inglés Symbiotic Consortium of Bacteria
and Yeast (cultivo simbidtico de bacterias y levaduras) es una masa celulésica
plana, su forma varia dependiendo el recipiente donde se realizd la fermentacion,
en diversas partes del planeta también es conocido como hongo chino o

cientfficamente como Manchurian fungus, éste es usado como medio de inoculacién

para la fermentacion, ya que en éste medio de encuentra una serie de bacterias y
hongos que hacen la biosintesis de la fermentacion del té verde para la produccion

de la kombucha. (Granda y Esturpifidm, 2019)

Existe una serie de investigaciones y debates sobre el porqué de la
produccién de scoby en la parte superior del medio. Uno de los mas aceptados es
que los microorganismos crean esto como barrera para evitar contaminantes
bilégicos como lo es la lignina o la hemilcelulosa, u objetos extrafios en el caldo de
cultivo, interrumpiendo asi su fase logaritmica y reacciones de la biosintesis misma,
ademas de que se protegen de la luz solar principalmente, que como que afecta su
proceso con una exposicion directa a la luz, es una de las razones principales de

que ésta celulosa sea de color marron-amarillento (Aguilar, A. M 2020)
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Como ya se reviso, en el scoby existen microorganismos propios del medio de
cultivo que llevan a cabo ésta tarea entre los cuales podemos mencionar a dos de

los més importantes, tales como Acetobacter, Rhizobium, Agrobacter y Sarcina

éstas pertenecen al tipo de bacterias del acido acético, por lo que pueden sintetizar
acido aceético por medio de las fuentes de carbono o alcohol etilico, por ello derivan

productos como: vinagre o celulosa (Fuentes et al.,2003)

D. Kombucha

La Kombucha es una bebida que durante siglos ha sido considerada como
una bebida con propiedades medicinales, fue elaborada por primera vez en china,
su elaboracién data del afio 202 a.C y se propag6 por el mundo en el afio 414 d.C,
esto después de que el médico Kombu se diera cuenta de sus propiedades
curativas, con la cual alivié los problemas digestivos del emperador japonés Inkyo y
fue conocida como “el elixir de la eterna juventud” ya que gracias a sus propiedades
una vez consumida desintoxica el cuerpo, lo que es de suma importancia teniendo
el conocimiento a los grados de intoxicacion al cual estamos sometidos dia con dia,

ademas de que la alimentacion asi como la produccién agricola no son las mejores.

Existen un sinfin de investigaciones orientadas a ésta bebida, pero surgieron dos
corrientes importantes las cuales son: fermentacion de kombucha como bebida no
alcohdlica alejada de aditivos sintéticos y saborizantes, asi como la produccion de
celulosa o scoby, ésta con el fin de ayudar a sustituir el plastico, asi como la
elaboracion de productos de curacion. (MAPFRE. 2022)

E. Condiciones de cultivo

La previa preparacion del material y el medio de cultivo es un punto

fundamental, ya que si existe algun error en los gramos o incluso la mala
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esterilizacién traera consigo un resultado nada favorable, tales como la
contaminacion y proliferacion de microrganismos ajenos a los del medio deseado

en la investigacion.

Todo comienza con la esterilizacion de los frascos, la kombucha es
fotosensible, por ello se necesita manejar equipos de fermentacion ambar o en su
defecto material envuelto en papel aluminio, una vez caliente el agua destilada se
coloca en frascos donde se llevara la infusién del té verde, una vez frio se puede

agregar el cultivo.

La fuente de carbono es cuestionada por diferentes investigadores, pero las
mas factibles son: sacarosa y glucosa, aunque la mejor produccion es glucosa a
35°C durante 11 dias de fermentacion, el pH es inicialmente de 3 finalizando con
1.8 (Moniri et al, 2017).

Durante la fermentacion se mantiene en reposo sin agitacion, ademas de
mantener a temperatura constante, el uso de las diferentes temperaturas nos dio la

estandarizacion adecuada, asi como las concentraciones.
Existen 2 tipos de técnicas de fermentacion.

F. Técnicas de fermentacion

Las técnicas para la produccion de celulosa son el cultivo estatico y el

agitado, en ambas se obtiene la celulosa con morfologia diferente.

En la técnica de agitado se obtiene celulosa en formas amorfas, regularmente
es empleado en reactores industriales giratorios airlift, pero la productividad de
celulosa es demasiado baja en comparacion al estatico, esto ocurre ya que el
sustrato es utilizado por células que no producen éste polimero (Carrefio, Caseido
y Martinez, 2012).

La técnica de cultivo estatico la celulosa se obtiene en forma de gel, en una especie
de nata de consistencia gelatinosa, en la cual la celulosa es un total del 1%, el
aumento del estado logaritmico aumenta a través del oxigeno, solo los

microorganismos que se encuentran cerca de la interface aire/medio mantienen su
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produccion, manteniéndola activa y produciendo celulosa, cada capa se sobrepone
una tras otras como una especie de cebolla, con el paso de la fermentacion aumenta

pOCo a poco su grosor, el principal problema de ésta técnica es el tiempo prolongado

de fermentacién y para mayor cantidad se requiere mayor volumen y espacio.
(Aguilar, A. M. 2020)

Figura Il. (A) Celulosa en cultivo estatico. (B) Celulosa en cultivo agitado
G. Fuentes de carbono

Para la produccion de celulosa es indispensable contar con una fuente de
carbono para poder desarrollar un buen producto mediante la sintesis de glucosa
por medio de la via de la gluconeogénesis, la mayoria de las bacterias utilizan
sacaridos o carbohidratos como los monosacaridos, disacaridos, polisacéaridos y
oligosacaridos, ademas de que para que se lleve a cabo ésta sintesis deben estar
presentes compuestos como; nitrégeno, oxigeno, azufre, fésforo, asi como una
serie de iones como el hierro, sodio, magnesio, potasio y calcio, esto para
asegurarse una buena nutricion en el medio. En caso de existir un exceso de
glucosa causaria una inhibicion en la produccion de la celulosa debido a la
acumulacion de acidos ceto-glucénicos y causa la alteracién del pH haciendo un
medio basico (Aguilar, A. M. 2020)

En la siguiente tabla se mencionan las fuentes de carbono en su clasificacion, asi

como sus ejemplos.

Fuentes de carbono Ejemplos

Monosacaridos Glucosa, fructuosa, galactosa
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Disacaridos

Sacarosa (azlcar de mesa), lactosa,

maltosa

Polisacaridos

Almidén, glicogeno (almidén animal),

Celulosa

Tabla Il. Fuentes de carbono y sus ejemplos de los cuales se pueden utilizar como fuente de

energia para la fermentacion de la kombucha de acuerdo a la necesidad o disponibilidad.

H. Biosintesis de la celulosa

Las bacterias del genero Acetobacter producen celulosa a traves de fuentes

de carbono como sacarosa, glucosa, manitol (Aguilar, A. M. 2020). Este proceso se

lleva a cabo por dos vias anfibdlicas: el ciclo de pentosas fosfato y el ciclo de Krebs

(Moniri et al, 2017).

En la primera esta se lleva a cabo la conversion de la fuente de carbono a

uridin difosfarto, éste es el sustrato con el que se produce la celulosa, en la segunda

etapa se lleva a cabo la formacion completa de la celulosa en el medio de cultivo,

asi hasta el agotamiento de la fuente de carbono y en la fase de decaimiento de los

microorganismos. (Aguilar, A. M. 2020)

CELULOSA GLUCOSA Extenior celular
CS GP Membrana plasmatica
UCP-glucosa ATPF)' GC Citoplasma
JTP FGTﬂD
glucosa-1-P +— gluc‘nrsa-E—F'mr fosfogluconata
FGI
FC
fructosa — fructosa-G-P
FTS l FBP .
F1FC
fructosa-1.P —s fryctnsa 16
™, bifosfata Gluconeo-
ATP  ADP génesis

Figura Ill. Rutas metabdlicas para la

sintesis de la celulosa (Zaar K 1977).
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Como bien se menciond, la participaciéon de éstos ciclos es de suma
importancia, ya que en cada uno de ellos se lleva a cabo un paso vital para la
produccion de la celulosa, el ciclo de las pentosas fosfato cumple con la misién de
oxidar los carbohidratos, mientas que el ciclo de Krebs oxida los acidos organicos.
Las bacterias son capaces de producir glucosa nuevamente a partir de sustratos
como el glicerol, asi como utilizando otros intermediarios del ciclo de Krebs

mediante gluconeogénesis (Zaar K 1977)

La mayor parte de la energia es obtenida del metabolismo aerobio, por ende, la
cadena respiratoria es de suma importancia para la produccion de celulosa
bacteriana (Ross., M. 1991)

I. Usoy aplicaciones de la celulosa

La celulosa es utilizada en una amplia gama industrial, tal como se muestra en la

siguiente tabla, siendo las de mayor relevancia.

Aplicaciones de la celulosa en las diferentes areas

Farmacéutica

Medicina

Alimenticia
Texitil

Electronica

Cosmética

Industria papelera

Biotecnologia e investigacion

Tabla Ill. Areas de la industria donde se utilizada la celulosa para produccién de materiales.
(Celulosa, s,f. 2020)
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La celulosa es utlizada en diversas areas, ya que por sus propiedades y
composicion es aprovechada, desglosaremos la aplicacionen cada una de las areas

ya mencionadas.

En la farmacéutica se utiliza como agente adhesivo en las tabletas o en la formacién
de capsulas, asi como para dar cuerpo a medicamentos en emulsion. En la medicina
se han realizado diversas investigaciones, ya que se ha demostrado que la celulosa
puede ser una buena opcion para sustituir la piel por un momento temporal a causa
de guemaduras, ulceras o complicaciones cutaneas, en la actualizad es una de las
areas con mayor interés médico en la celulosa bacteriana, que como ya se
menciond trae consigo una opcion para la regeneracion del tejido cartilaginoso
(Aguilar. A. M. 2020)

En el area alimenticia la celulosa se sirve como un postre llemado “nata” que se
agrega a bebidas, yogures y gelatinas, el sabor puede variar dependiendo de la
forma de fermentacién, asi como de las técnicas empleadas, ademas de esto es
que los alimentos tienen un sabor marcado y las calorias son menores (Liny Lin
2006). Tambien se han desarrollado modelos para embutidos, pesto con la finalidad
de eliminar los residuos plasticos de nuestro dia a dia que son de un solo uso,
ademas de que se demostro que la vida de anaquel se alarga al usar este empaque

de celulosa (Zun et al., 2010)

Los avances en el area textil se han desarrollado modelos para la creacion de una
imitacion de cuero a base de celulosa, siendo asi empaticos con la vida de los
animales sacrificados para la obtencién de su piel, asi como de recurrir menos al
uso de los recursos naturales que cada vez se ven mas afectados por la nula
moderacion de los mismo. Siendo asi una buena alternativa ademas de ética. Con
relaciéon a la electronica, se han creado modelos de celulosa bacteriana en la cual
se agregan algunos mentales en la estructura de la celulosa, ha resultado una
membrana con alta conductibilidad eléctrica, algunos modeles poco desarrollados y

gue aun siguen en investigacion son los traductores acusticos (Aguilar A. M. 2020)

La aplicacion de la celulosa se extiende a las areas como la cosmetologia, donde

es utilizada como agente estabilizante en las emulsiones, asi como en la creacion
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de ufas postizas, ya que se convierten de cierta manera en una parte ecoldgica, ya

gue no se emplea el plastico como se hacia anteriormente (Paximada, P.K. 2016)

A OH B

H
@] O
0 O
O O—(CH>)»

HO OH HO OH
B 4 n

Andiilan -

Figura IV. (A)Estructura quimica de la celulosa bacteriama. (B) Estructura quimica del Tereftalato
de polietileno (plastico comun) (Celulosa, s.f).

La estructura de la celulosa con respecto a la del plastico (tereftalato de polietileno)
es un tanto pequefia, mas se han mejorado los estdndares logrando asi la
resistencia similar al plastico con la gran diferencia del impacto ambiental, ahora

hablaremos de una de las aplicaciones masivas en el mundo con la celulosa.

La industria del papel es de las méas grandes e importantes del mundo, produciendo
408.6 millones de toneladas de papel afio (Sector. P.2021) siento asi un problema
ecoldgico de importancia mundial, ya que para producir papel del tradicional que
usamos dia con dia se requiere la materia prima principal que es la celulosa, pero
esta es obtenida de los arboles, dando lugar a una deforestacién para asi poder
cubrir la demanda mundial de papel, se calcula que al afio 4.000 millones de arboles
son talados, sumandole la pésima forma de reciclar en distintos paises, por ello se
trabaja con celulosa bacteriana, el problema de ésta es que el tiempo es muy largo
y la produccion se ve reducida en un porcentaje considerable, pero esto no ha
detenido las investigaciones, ya que el uso de la celulosa bacteriana es amigable
con el medio ambiente y no se ven afectados los recursos naturales de manera

importante como en la forma tradicional (MAPFRE. 2022).

Respecto a la biotecnologia e investigacion son muchas las tesis de diferentes
grados académicos que hablan sobre el interés cientifico de la celulosa bacteriana,

ya que es la ciencia del futuro, esimportante resaltar los avances realizados durante
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ésta investigacion ya que se estandarizO cada una de las temperaturas y

concentraciones con respecto al tiempo.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio de la investigacion

Las muestras se analizaron por triplicado utilizando un andlisis de varianza (anova)
y comparacién de medias por Tukey .Como primera parte fue estructurado un
disefio de la investigacion, contemplando el material, equipos, materia prima y
medio de cultivo (microorganismos) el cual se muestra en la imagen IV, en un

esquema general

materiales - Glucosa/sacarosa

- Frascos de fermento

- Equipos de
laboratorio

De vidrio
- \. J

' e . ~
[ Seleccion de las ] - Té verde

madre

Obtencion del medio de
cultive

] [-Produccién del fermento

-Obtencion de la muestra
inicial
.

/

Disefio de la | | /—Produccic‘m dela \

celulosa a distintas
condiciones

investigacion

-Recoleccion,
purificacion y
procesamiento de la
celulosa

[ Fermentacion del cultivo ]_‘

-Analisis de fermentos

\en los distintos equiposJ

-Andlisis del producto en
los distintos equipos

[ Analisis del producto ] —

Tabla IV. Disefio de investigacion 26



3.2 Seleccion de materias primas

El té que se eligié es un té verde comercial que procede de la Camellia
sinensis L, es originaria del norte de la india, por sus propiedades resultd ser una
pieza muy importante para ésta investigacion, no hubo variante alguna para
mantener un control bien estandarizado, asi como el azicar de la marca ‘La
Posada” siendo ésta refinada, como ya se menciond, no se modificaron las marcas

para no alterar resultados.

3.2.1 Seleccién de materiales y equipos.

La seleccion de materiales se llevd a cabo de acuerdo a las necesidades que se
fueron presentando, durante las pruebas se utilizaron recipientes de cristal con una
capacidad de 250 ml, tela de venta comercial como la mantilla blanca de algodoén, y
ligas de plastico parael cierre de los frascos. Ademas, se utilizaron distintos equipos
para el desarrollo de éste proyecto como; estufa de calentamiento de la marca
(felisa), horno de secado (ECOSHEL), balanza analitica (EMYR), potenciémetro
(MILWAUKEE), espectrofotometro (VELAB), refractometro (ABBE), colorimetro
(BYK), asi como materiales de cristaleria como; matraces Erlenmeyer, vasos de
precipitados. Los reactivos utilizados de grado analitico fueron: agua destilada
(TQE), hidroxido de sodio (MEYER), acido peracético (MERCK), almidon (MEYER),
glicerina, etanol (J.T.BAKER).

3.3 Obtencién del medio de cultivo
3.3.1 Obtencién del té de Kombucha

Inicialmente se prepardé un fermento madre, utilizando los mismos materiales, pero
a mayor concentracién, siendo 4 litros de agua, 7 bolsas de té, 450 gr de sacarosa
y 300 gr de inéculo previamente obtenido de una marca comercial, posterior a esto,
se deja fermentar hasta obtener las primeras capas de celulosa, cada ensayo lleva
un volumen de 18.1 ml de té de arranque, 18.1 gr de indculo, 18.1 gr de fuente de
carbono y 1 sobre de té verde (esto por la capacidad del recipiente en el que se
desarrollo), estas cantidades en especifico fueron necesarias para desarrollar la
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investigacion durante el tiempo requerido, para ello se trabajéo con una muestra de

kombucha previamente prepara de un productor local de la ciudad de Morelia.

3.3.2 triplicado de muestra inicial

Cada uno de los frascos de cristal fueron previamente esterilizados con agua,
jabon, etanol y colocados en un horno a 70°C, durante 15 minutos.

Se colocaron en cada frasco de 125 ml un sobre de té verde, una vez fria la infusién
se agregaron 18.1ml de Kombucha, 18,1 gr de sacarosa, 18.1 gr de scoby, y

finalmente se afora a 125 ml con agua destilada a temperatura ambiente cada uno
de los frascos tal como se muestra en la tabla V.

Esterilizar los frascos de cristal con agua, jabén etanol y
secar a 70°C por 40 min

Agregar a c/u de los frascos; 18.1 ml de fermento, 18.1 ml de
agua destilada, 18.1 gr de sacarosa, 1 sobre de té verde,
aforar el resto con agua destilada.

L

[ Cubrir con una tela fina y sujetar con ligas c/u de los frascos ]

o5

[Incubar a 25+35°C durante 1 semanas y mantener en]

observacion

Tabla. V Proceso de muestras iniciales.
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3.4 Produccidon de celulosa con diferentes tratamientos

Inicialmente se utilizd sacarosa y se incubdé a 25°C, posteriormente se
cambiaron las condiciones de temperatura, para ello se estandarizaron 3 diferentes
temperaturas, y la fuente de carbono fue sustituida por glucosa ya que tras varios
andlisis e investigaciones se determind que el uso de glucosa aumentada la
produccién de scoby en un tiempo similar al de la sacarosa, para ello se mantuvieron
en observacion todo ello para seleccionar cual es la temperatura 6ptima, asi como
la fuente de carbono adecuada, y analizar con cual obtuvimos mayor produccién de

celulosa.

Para ello las temperaturas analizadas fueron; 25°C (temperatura ambiente), 30°C y
35°C, el proceso se manejo por triplicado, se agreg6 a cada recipiente; un sobre de
té verde, una vez fria la infusiébn se agregaron 18.1ml de Kombucha, 18,1 gr de
glucosa, 18.1 gr de scoby, y finalmente se afora a 250 ml con agua destilada a
temperatura ambiente cada uno de los frascos, cada ensayo fue sometido a las 3

distintas temperaturas con diferente fuente de carbon.
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Ensayo de sacarosaa 25,30y 35°C

El proceso por el cual se lleva a cabo la preparacion del cultivo es un tanto sencilla,
todo esto se representa a través de diagrama de bloques con las concentraciones

y temperaturas correspondientes a cada ensayo

Inicio

Esterilizar los frascos de cristal con agua, jabén etanol y
secar a 70°C por 40 min

o

[Agregara c/u de los frascos; 18.1 ml de fermento, 18.1 ml de

agua destilada, 18.1 gr de glucosa, 1 sobre de té verde ,
aforar el resto con agua destilada.

.

[ Cubrir con una tela fina y sujetar con ligas c/u de los frascos ]

Incubar cada triplicado a distintas temperaturas, 25°C 30°C y
35°C durante 1 semanas y mantener en observacion

7

Recuperar el scoby inicial y pesar el producto para analizar
diferencias de produccion

Tabla VI. Fermentacion a diferentes temperaturas y sacarosa
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Ensayo de glucosaa 25,30y 35°C

Las modificaciones en las concentraciones, temperatura y tiempo marcan una
produccion significativa en la obtencion de la celulosa, mas su proceso de

elaboracion es el mismo. Todo esto a manera de diagrama de bloques

especificando cada una de ellas.

= >
L

Esterilizar los frascos de cristal con agua, jabén etanol y
secar a 70°C por 40 min

~>

Agregar a c/u de los frascos; 18.1 ml de fermento, 18.1 ml
de agua destilada, 18.1 gr de glucosa, 1 sobre de té negro,
aforar el resto con agua destilada.

~

Cubrir con una tela fina y sujetar con ligas c/u de los frascos ]

7

.

-

~
Incubar cada triplicado a distintas temperaturas, 25°C 30°C y

35°C durante 1 semanas y mantener en observacion
A\

-

p
Recuperar el scoby inicial y pesar el producto para analizar
L diferencias de produccién

-

Tabla VII. Proceso de fermentacién con glucosa y diferentes temperaturas.
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3.4.1 Recoleccién y procesamiento de la celulosa

Una vez pasado el tiempo 2 semanas consecutivas, se procedi6 a la recoleccion del
scoby, todos los pesos se tabularon de acuerdo a las lecturas, los cuales se
realizaron cada 3 dias para monitorear los avances progresivos, asi como las
propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo. Para la purificacion se llevé acabo
el secado de la celulosa a 70°C durante 24 horas, posteriormente se triturd y se
coloco en agua caliente, una vez realizado éste paso se agrego a hidroxido de sodio
al 5% durante 4 horas a 60°C, se filtr6 y por Ultimo se agreg6 a una solucion de
acido peracético durante 24 horas a 50°C con agitacioén contante con ayuda de un
agitador magnético a (800 rpm) y con un monitoreo contante de la temperatura.
Finalmente se recuperd la celulosa ya purificada para ser secada y pesada

nuevamente en cada uno de los ensayos se realizaron €stos pasos.

T

2 B
Recolectar y pesar la celulosa obtenida de cada uno de los

L ensayos

{ R
Registrar los pesos de la celulosa de cada uno de los ensayos

I para proximos analisis

Preparar y aforar dos soluciones, una solucion de acido
peracético (C,H,0;) y otra de hidréxido de sodio al 5%

(NaOH)
<~

p
Si la celulosa esta seca triturar, si esta fresca solo cortar en
e pedazos muy pequenos

- N
Colocar la celulosa en un matraz con agua caliente a 50°C

s durante una hora

4

N\

J
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[ Filtrar la muestra y recolectar la celulosa J

S

[Colocar la celulosa en un matraz con hidroxido de sodio J

(NaOH) al 5% durante 4 horas a 60°C con agitacion contante

L

[ Filtrar la muestra y recolectar la celuiosa ]

2

[Colocar la celulosa en un matraz con acido peracetica

(C.H,O3) durante 24 horas a 50°C con agitacion,
temperatura y monitoreo constante.

e

Filtrar la muestra y recuperar la ceiulosa

e

Secar la celulosa purificada a 70°C durante 24 horas y
guardar para su posterior proceso y estudio

\

L

Tabla VII. Purificacion de la celulosa.
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3.5 Andlisis de las propiedades fisicoquimicas del scoby

Una vez analizados los datos que se requirieron se procedio a la seleccion
de los diferentes equipos, inicialmente se uso la estufa, en éste equipo se mantenian
los frascos en fermentacion a una temperatura constante y estable esto ayud6 a
llevar los registros de la temperatura correcta para la fermentacién y producciéon
adecuada, posteriormente se utilizaron una serie de equipos como lo fueron;
refractometro, espectrofotometro, balanza analitica, potencidometro, plancha de

calentado.

3.5.1 Determinacién del pH

Se realizd de manera directa con el uso de un potenciometro (MILWAUKEE
MAX151), ésta lectura se realiz6 de manera individual a cada uno de los ensayos
cada 3 dias. Se llevo un registro donde se observo el cambio de pH respecto a los
dias, éste parametro se llevd acabo con monitoreo contante, hasta obtener los

cambios exactos por dia.
3.6 Analisis del material

Una vez que se realizé todo el procedimiento de produccién, purificacion y secado
se analizaron las muestras de scoby seco, para posteriormente analizar sus

propiedades y elaborar productos con la celulosa.

3.6.1 Andlisis del peso

Se realizaron las lecturas del peso en éste apartado, se llevd acabo con el scoby
fresco, para ello cada 3 dias se recolectaba la biomasa nueva y se almacené en
empaques marcados e identificado para cada ensayo, posteriormente se obtuvo el

peso al final de la produccion en el dia 9.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El té fermentado de kombucha y su respectivo scoby se obtuvieron replicando

las condiciones indicadas por su productor, 4 litros de agua, 450 gr de sacarosa y

300 gr de inéculo previamente obtenido de una marca comercial, posterior a esto,

se deja fermentar hasta obtener las primeras capas de celulosa. para incrementar

el volumen de muestra y obtener una alicuota central y primaria. En un primer

experimento se realizd una evaluacion de la fuente de carbono utilizada para el

consorcio microbiano y su impacto en la produccion del scoby. Se utilizé6 glucosa,

sacarosa y tres temperaturas una alta (35 °C), una media (30 °C) y una baja (25 °C).

Se escalaron las cantidades (tabla IX) con el fin de optimizar tiempos y espacio. La

masa de scoby (imagen V) producida se determind después de 28 dias de

incubacion.

Condiciones generales a escala

Fuente de Carbono (sacarosa)

Té de arranque
Bolsade té
Scoby de arranque

18 gr
18 gr

1 bolsa (1.5gr)

18 gr

Tabla IX. Condiciones generales para produccion de celulosa bacteriana

Muestra Identificador Fuente de Temperatura Peso Scoby
Carbono total final

Kombucha S1 Sacarosa 30°C 43.23 +2.918
Kombucha G1 Glucosa 30°C 54.75 +3.75A
Kombucha S1 Sacarosa 35°C 4750 +2.468
Kombucha G1 Glucosa 35°C 61.16 +2.75A
Kombucha S1 Sacarosa 25°C 32.10 +£0.62A
Kombucha Gl Glucosa 25°C 35.00 +3.8A

Tabla X. Influencia de la fuente de carbono en la produccion de Scoby. Las medias

no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente

diferentes. (T Student p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.
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En la tabla (X) se observé que el efecto de usar glucosa se debe a que es el
principal metabolito con el que fabrican la celulosa las bacterias y al usar sacarosa
requeririan de un paso mas en la hidrolisis de la sacarosa, la sacarosa es un
discéarido y ocupa una discaridasa, ademas de que existe la simbiosis del scoby de
con las levaduras las cuales hidrolizan la sacarosa, ahorrando todo éste proceso a
las bacterias del género Acetobacter. Estos resultados coinciden con lo reportado u
observado por Armando Matoso Aguilar en su articulo “la celulosa bacteriana, un
material del futuro” en el cual se trabaja con diferentes concentraciones,
temperaturas y fuentes de carbono, el cual demuestra que se puede hacer uso de
fuentes de glucosa como los desechos de frutas o verduras, que con ayuda de los
diferentes microorganismos se lleva a cabo una simbiosis importante para ésta
fermentacion, coincidimos en que la temperatura adecuada es de 35 grados
centigrados, ya que se trata de microrganismos mesofilos, y el control de ésta
temperatura es primordial, ademas de que la mejor forma de realizar la fermentacion
es de manera estatica, no agitada, con esto obtendremos celulosa mas soélida y con

una estructura para realizar las investigaciones pertinentes con éste material.

Con relacion a la cantidad en peso de celulosa que se obtuvo, coincide con
articulos tales como “técnicas de fermentacion y aplicacién de celulosa bacteriana”
de la autora Luz Dary Carrefio Pineda, la cual habla de la importancia del buen
medio de cultivo, ya que como hablamos anterior mente, el exceso de la fuente de
carbono trae consigo una inactivacién de la biosintesis de la celulosa, ya que ésta
afecta el medio por Ph haciéndolo mas alcalino, y por ende la nula produccién de

celulosa y actividad microbiana.

Son muchos los articulos e investigaciones que hablan sobre la importancia
y aplicaciones de la celulosa bacteriana, que es coronada como una alternativa
nueva y e incluso es llamada “el material del futuro” ya que sus aplicaciones son
tan diversas en areas como medicina, mecanica, eléctrica, tal como lo dicen los
autores Sara M. Santos y José M. Carbajo en su articulo “Celulosa bacteriana” en

el cual coincidimos en la importancia de ésta investigacion, asi como en los
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parametros a medir para la obtencion de pureza, aqui se habla a grandes rasgos

sobre la determinacién de celulosa con ayuda de rayos X.

En un segundo experimento utilizando glucosa y sacarosa como fuente de carbono
se evalud la influencia de la temperatura en la produccién de celulosa, se utilizaron
tres temperaturas una alta (35 °C), una media (30 °C) y una baja (25 °C). La masa
de scoby (tabla X) producida se determind después de 28 dias de incubacion. Se
obtuvo como resultado que hay mejores rendimiento utilizando, Ruben Jaramillo L.
en su articuo “Efecto de la sacarosa en la produccién de celulosa
por Gluconacetobacter xylinus en cultivo estatico” asi como la tesis de “produccion
de celulosa bacteriana a partir de diferentes fuentes de carbono ” de la autora Sofia
Tzorin Herrera abordamos y comprobamos éstos planteamientos, dejando marcado
que debe ser a 35 grados y el limite de la obtencién de celulosa sera hasta que el
medio comience a perder un exceso de agua, después de ello el ciclo6 de la

biosintesis de rompera y comenzara la fase de decaimiento bacteriana.

s

Figura V. Membranas de celulosa producidas (SCOBY)

Muestra Identificador Fuente de Temperatura Peso Scoby
Carbono total final

Kombucha S1 Sacarosa 25°C 32.10 +0.62B

Kombucha S2 Sacarosa 30°C 47.50 +2.46A

Kombucha S3 Sacarosa 35°C 43.23 +2.91A
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Kombucha Gl Glucosa 25°C 35.00 +3.88
Kombucha G2 Glucosa 30°C 54.75 +3.75A
Kombucha G3 Glucosa 35°C 61.16 +2.75A

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente

diferentes. (Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

Tabla XI. Influencia de la temperatura en la produccion de Scoby

La diferencia de temperaturas entre 30 y 35°C no representa mucha
diferencia, esto se debe a que son varias bacterias y género que habitan el inéculo
y no es impactante el rango de temperatura, considerando que son bacterias
mesofilas y pueden crecer en varios rangos de temperatura. Mas el cultivar a
temperatura ambiente, donde ésta temperatura es de 25°C, la fermentacion es lenta
y los resultados no consecutivos, esto ya que esta wulnerable al cambio de clima,

por
ende, es mejor el control de incubacion.

Una vez obtenida la temperatura y la fuente de carbono con mejores
resultados, los cuales son: Glucosa a 35°C se modificaron algunas condiciones las
cuales fueron condiciones iniciales, exceso de té de arranque, exceso de glucosa y

exceso de glucosa y té de arranque en diferentes experimentos y ensayos.

Se restringid como tiempo maximo de fermentacion 12 dias, se obtuvieron
datos de pH y indice de refraccion y scoby obtenido. La figura x muestra el
incremento de peso de scoby generado a 12 dias (tiempo maximo de fermentacién

gue el volumen de ensayo permite), los experimentos se clasificaron como:

e N= condiciones iniciales
e T= exceso de té de arranque
e G= exceso de glucosa
e M= exceso de glucosa y té de arranque
Se observé que asi mismo, de todas las variables analizadas el exceso de té
de arranque pareceria provocar un aumento significativo de scoby respecto a las
otras muestras; sin embargo, en el modelo estadistico no se obtuvo diferencia

respecto a las condiciones iniciales. Los datos encontrados o el comportamiento
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son similar, menor o parecido, las condiciones en el medio en el cual se utilizd
exceso de glucosa y té de arranque no fue significativo, ya que el resto de
componentes presenten no fueron suficientes para alcanzar un resultado llamativo,
ya que al comenzar con la evaporacion parcial del agua, los microrganismos
interrumpian el ciclo y comenzaban a morir, el incremento de la produccion de scoby
se debe a las condiciones adecuadas del medio, desde luego en relacién al tiempo,
pero para ello las fuentes de carbono, la temperatura con relacion al tiempo de
fermentacion es lo mas importante, ya que si se termina la fuente de carbono el
tiempo es indiferente, y viceversa, todo éste control se lleva a cabo mediante la

recoleccién del scoby

Produccién de SCOBY
25.0

20.0

= 15.0
>-
O 10.0
i [ I
0.0 [ |
N T G M

H 3 dias 6 dias W9 dias M12dias

SCOBY (g

o

Tabla XI. Grafico de las modificaciones en cada ensayo.

T= exceso de té de arranque. G= exceso de glucosa. M= exceso de glucosa y
té de arranque. N= condiciones normales.

Muestra Identificador Temperatura Peso Scoby total final nD pH

Kombucha N 30°C 22.73 £3.014 1.38 2.07
+0.06  +0.01*

Kombucha T 30°C 23.70 £1.83* 1.39 2.0
+0.08  +0.05%8

Kombucha G 30°C 14.84 +2.558 1.43 2.0
+0.03* +0.03"8

Kombucha M 30°C 12.65 +0.34" 141 1.97

+0.0"8  +0.01®
Tabla Xll. Influencia de las condiciones de fermentacién en la produccion de Scoby
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Los valores de pH presentados en los ensayos se observan en la tabla XII.
Se obtuvieron dichos valores como control del proceso, el ph es un parametro
importante en éste tipo de medio, ya que el ambiente que se necesita es acido, de
hecho conforme pasan los dias de la fermentaciéon aumenta considerablemente su
acidez, ya que se trata de bacterias que producen &cido acético para cumplir con
su proceso metabdlico, ademas de que acondicionan su propio ambeinte de
crecimiento con los recursos necesarios presentes, si existe un ph basico éste
proceso nunca se llevara acabo, por ello la importancia del no exceso de glucosa
en todos los casos el pH se encontré dentro del rango esperado entre 3y 2, lo cual
coincide por lo descrito por Rubén Jaramillo L. en su articulo © Efecto de la sacarosa

en la produccion de celulosa por Gluconacetobacter xylinus en cultivo estatico”

Las membranas de scoby se purificaron, se secaron en forma de polvo y se
sometieron a analisis de difraccion de Rayos X (DRX) para compararse con una
celulosa comercial marca Meyer®. Los graficos DRX de los materiales preparados
se muestran en la figura 2. Los difractogramas de celulosa obtenidos muestran tres
picos visibles asignados a los planos cristalograficos (1-10), (110) y (200),
correspondientes a los angulos de difraccion de 14.4° 16.88° y 22.72°
respectivamente. Sin embargo, la intensidad de estos es mayor para la muestra de
celulosa bacteriana con lo que se sospecha de una cristalinidad superior. También
es importante recalcar la ausencia de picosa 12, 1°y 20, 8° que son caracteristicos
de la celulosa tipo I, por lo que se sospecha que las muestras analizadas

pertenecen a celulosa de tipo |.
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Celulosa Comercial

Intensity (a.u)

Celulosa Bacteriana

10 20 30
2 Theta {degree)

Figura VI. Difractograma de rayos X. Obtenido en

Contreras Chavez)

colaboracion con (M.C Rafael
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Conclusién

Durante el desarrollo de ésta investigacion fueron revisados articulos cientificos,
tesis, tesinas y material relacionado a la misma, mas no se hablaba de la
temperatura y tipo de fuente de carbono exacta para obtener una buena cantidad

de scoby.

Se obtuvo una varianza significativa en la obtencion del scoby, con lo cual se
comprob6 que el uso de glucosa como fuente de carbono, asi como la incubacion
de 35°C es la mejor forma de obtener una cantidad buena de scoby comparado con

la sacarosa el incremento de scoby con glucosa de 10-15 gramos.

El uso de la celulosa bacteriana es una materia prima la cual ha modificado
considerablemente el mercado, ya que se esta usando para sustituir al plastico y
para la produccion de papel, con ello el control de la tala de &arboles, por eso es

llama ‘el material del futuro”
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