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INTRODUCCION

Fuente renovable

Kéfir considerado como
biomasa.

Fermentacion
Proceso donde se
formara la matriz
polimérica.

Celulosa Microbiana

Es un polimero presenta
cristalinidad e hidrofilia.

| Tibicos de Kéfir

Fuente para obtener

celulosa microbiana. Desarrollo de Biomateriales

Aplicacion nanotecnologia,
biomedicina e industria alimentaria.
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INTRODUCCION

Figura 1

Estructura quimica de la celulosa .
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Nota. La grafica muestra representa la estructura de la celulosa obtenida de forma natural. Tomado de Produccion de celulosa por

Figura 2
Estructura quimica del kéfir .

®

Komagataeibacter sp. SU12 usando extracto de Mangifera indica (mango) para su potencial aplicacién biotecnoldgica (p.18), por Calderdn,
V.,2022, https://hdl.handle.net/20.500.12672/17780
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OBIJETIVOS /

Objetivo Obtener celulosa microbiana, como subproducto de un
hongo kéfir, para el desarrollo de biopeliculas.

General

Optimizar el proceso para obtener celulosa microbiana, mediante revision
bibliografica y experimentacion; para obtener la mayor cantidad en peso de
celulosa.

Analizar las biopeliculas, mediante pruebas estructurales y mecanicas.
Objetivo
Especificos

Evaluar los efectos de la proporcion de celulosa microbiana, estabilizante, y
3 . plastificante en propiedades fisicoquimicas de la biopelicula formada.

Determinar una aplicacion innovadora y potencial a partir del biomaterial
obtenido para la evaluacién potencial en el ambito comercial.
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METODOLOGIA NaOH a 0.5

Proceso obtencion de
celulosa.

Empleo de CI
al 5%

Secado a 45°C
por 24h .

- Luego de

) 'IEI,II;!COS de fermentacion Materia prima. ‘
éfir. : " ,
- Medio (agua) y Activar thICO.S. - Sjtzazrljedlas . Preparacion de cultivo.
Fuente de C - Agregar medio "
- Fuente de N. - Agregar fuentes. cultivo CM. Extraccion de celulosa.
' - Cubrir cultivo. . o _
Obtencion de Purificacion, blanqueamiento y secado.‘
- Etapade

., Celulosa
fermentacion
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METODOLOGIA NaOH a 0.5M

Proceso obtencion
kefiran.

Refrigerar a -20°C

durante 8 h
- - - Centrifugar el
TIbIC.OS de kéfir I caldo a 4000 Materia prima. ‘
Medio (leche) Activar tibi .
Fuente de C 2 A;rgggr lmI(:((:i)lso erm por 40 min. Preparacion de cultivo.
- - Recoger
Fuente de N - Agregar fuentes.  sobrenadante. Centrifugacion.
- Cubrir cultivo. .. o
Obtencidn de Precipitacion. ‘
- Ftapade kefiran

fermentacion. @ ESpE
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METODOLOGIA

Proceso obtencion
kefiran.

- Centrifugar el
refrigerado.

- Recoger el
precipitado.

Disolver precipitado
con agua a 80°C.

- Precipitar con etanol

- Realizar nuevamente

- Paso4y3.

Secado a 45°C
por 48 h.

Obtencion de
kefiran.

Centrifugacion.

Disolucion.

Secado.

Polisacarido
polvo.
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METODOLOGIA 12

Proceso formacion de

Biopeliculas.
[ Materia prima. ] KEFIRAN.
CELULOSA.
Pesar materia primay
aditivo
Agregar materia prima .

,aditivo y agua destilada.

Agitar solucion a 4000
rom durante 30 min.

Agregar plasficante.

Secar durante 12h a

& ESPE
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RESULTADOS

Tabla 1

Disefno de factores y niveles de estudio utilizados.

Factores

Niveles de estudio

Cantidad de Endulzante

(gr).
Cantidad de fuentede N

(gr).

60

15

+1
80

25

14
Diseno experimental- Cultivo de
celulosa.
Figura 3 Tabla 2
Cultivo de hongo kéfir Rendimiento de celulosa y

= polisacdrido kefiran.

Rendimiento Porcentaje

Celulosa 2,31%
microbiana
Kefiran 90%

Nota. Se realizoé varios cultivos para
obtendrd mayor cantidad de celulosa
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RESULTADOS N,

Grafica de Contorno

Figura 4 Figura 5
Diagrama de Pareto sobre las variables de cultivo. Grdfica de contorno peso en seco de celulosa en relacion a los factores de
cultivo.
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Grafica de contorno de Peso vs. Cantidad de fuente N.; Cantidad de end
(la respuesta es Peso; a = 0,05) -
—r Peso
Término <10
Factor Nombre 010 - 12
A Cantidad de endulzante w12 - 14
B Cantidad de fuente N. . 20 W14 - 16
A z |6 - 18
2 [ | > 18
c
(]
=
g5
B )
@©
o
)
c
@©
O oo
AB
! ! ! ! ! ! ! 5 T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 50 60 70 80
Efecto estandarizado Cantidad de endulzante
Nota. El grafico de Pareto las variables significativas y su interaccion en el estudio. Nota. El grafico de contorno muestra la relacion de factores con la variable de respuesta
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RESULTADOS .

Andlisis de contenido de humedad.

Figura 6
Diagrama de barras del contenido de humedad en la pelicula Figura 7
de celulosa microbiana. Diagrama de barras del contenido de humedad en la pelicula
de celulosa microbiana.
CELULOSA MICROBIANA PELICULAS DE CELULOSA MICROBIANA.
2 . _ . g 0= _ >
EN “‘ m [a) <
[a) << S ~ et Q
< [a) s < he )
2 5 = - -
= ° =) “
-] T
T 0 w
[ 1 o
o “' n o
2 4 =
MA10 MA11 MA12 MA13 MA14 MA15 MA16 MA17 MA18 MA19 MA20 MC12 MC14 MC15 MCl6 MC17 MC18 MC19 MC20
TIPO DE MUESTRA TIPO DE MUESTRA

Nota. El grafico respecto al contenido de humedad de biopeliculas de celulosa

microiarn {g) i
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Nota. El grafico respecto al contenido de humedad de peliculas de celulosa microbiana.




RESULTADOS

Figura 8
Diagrama de barras del contenido de humedad en la pelicula
kefiran.

PELICULAS DE POLISACARIDO KEFIRAN.

)
n
o
o
o
Q ©
~N ~

MK14 MK15 MK16 MK17 MK18 MK19
TIPO DE MUESTRA

CONTENIDO DE HUMEDAD (%)

I 6,08
I 6,38

I 4,09

I 503
7< I 347

<
=
N
<
=
N

Nota. El grafico respecto al contenido de humedad de pelicula kefiran.

17

Analisis de contenido de humedad.

Tabla 3

Andlisis de humedad de muestras de celulosa,
pelicula de celulosa y kefiran.

Muestra Contenido %
MA1 0 1,69

MA1 2 1,58

MA1 3 1,55

MC14 5,689540E-09
MC15 5,74895E-09
MC19 6,739540E-09
MK14 6,891120E-09
MK15 7,289420E-09
MK19 7,995120E-09
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RESULTADOS

Figura 9
Diagrama de barras del andlisis de permeabilidad al vapor de agua

9,000000E-09
8,000000E-09

7,000000E-09
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5,000000E-09
4,000000E-09
3,000000E-09
2,000000E-09
1,000000E-09
0,000000E+00 -

MA1 MC14 MC15 MC19 MK14 MK15

Peliculas

WVPR (g*h-1*m-1*MPa

Nota. El grafico respecto a la cantidad de absorcion de agua de las peliculas

MK19
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Analisis de permeabilidad al vapor de

Tabla 4

agua.

Datos de las diferentes peliculas, con su valor de

permeabilidad.

Muestra WVPR (g*h-1*m-
1*Mpa-1

MA1 1,506780E-10
MA2 1,53680E-10
MA3 1,663685E-10
MC14 5,689540E-09
MC15 5,74895E-09
MC19 6,739540E-09
MK14 6,891120E-09
MK15 7,289420E-09
MK19 7,995120E-09
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RESULTADOS 19

) FTIR — Pelicula de celulosa MA
Figura 12

FTIR de celulosa microbiana.

Espectro FT-IR de la celulosa microbiana.
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Nota. Resultado del andlisis por espectroscopia FT-IR de pelicula de celulosa CMA. @ E S p E



RESULTADOS 20

Tabla 6 FTIR — Celulosa microbiana

Numeros de onda obtenidos en el espectro FT-IR de la celulosa
microbiana MA

Grupos principales celulosa

Apariencia Referencia (cm-1) Experimental (cm-1)
3400 -3200 3400 Identifica vibraciones de tension de
Fuerte, amplia grupos
O-H
Fuerte 2950-2850 2892 Identifica vibraciones de tension
asimétrica .
C-H
Media y alta 1750-1650 1594 Identifica vibraciones de flexion
O—-Hy agua.
Débil y alta 1456 — 1300 1456 Identifica la flexion
—CH?2
Débil y media 1300 — 1280 1280 Identifica la flexion
—CH
Débil y media 1160 — 980 1054 Bandas de estiramiento
C-0-CycCo

Nota. Bandas caracteristicas para los principales grupos funcionales de la celulosa obtenidos de (Avcioglu et al., 2021)

& ESPE
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RESULTADOS 21

FTIR — Pelicula de biopelicula de

Figura 13
g celulosa

FTIR de biopelicula celulosa microbiana MC15

Espectro FT-IR de la biopelicula de celulosa microbiana.
120
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Nota. Resultado del andlisis por espectroscopia FT-IR de biopelicula de celulosa. @ E S p E



RESULTADOS

22

FTIR —Biopelicula de celulosa

Tabla 7
Numeros de onda obtenidos en el espectro FT-IR de la biopelicula
de celulosa MC15
Apariencia Referencia (cm-1) Experimental (cm-1) Grupos principales celulosa
3400 -3200 3342 Identifica vibraciones de tension de
Fuerte, amplia grupos
O-H
Media, débil 2950-2850 2920 Identifica vibraciones de tensidn
asimétrica .
C-H
Alta y media 1645-1450 1728 Identifica vibraciones de flexion
O—-Hy agua.
Débil y alta 1456 — 1300 1418 Identifica la flexidn
—CH?2
Débil y alta 1300 — 1280 1254 Identifica la flexion
—CH
Media 1160 -980 1090 Bandas de estiramiento

C-0-CyCO

Nota. Bandas caracteristicas para los principales grupos funcionales de biopelicula de celulosa obtenidos de (Avcioglu et al., 2021)

& ESPE
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RESULTADOS
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FTIR- de polisacarido Kefiran

Figura 14
FTIR de kefiran
Espectro FT-IR del polisacarido kefiran.
120
=0 O-H C-0-C; C-OH; C-H
100 B
80
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0
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Nota. Resultado del andlisis por espectroscopia FT-IR de polisacarido de kefiran
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RESULTADOS 24

FTIR —Biopelicula de kefiran

Tabla 15
Numeros de onda obtenidos en el espectro FT-IR de polisacdrido de
kefiran MK15.
Apariencia Referencia (cm-1) Experimental (cm-1) Grupos principales celulosa
3000 - 3600 3398 Identifica vibraciones intramolecular de
Media, amplia modos de estiramiento.
O—-H
Fuerte 3000-2800 2918 Identifica modos de estiramiento
simétrico y antisimétrico.
C-H
Fuerte, alta 1750-1580 1740 Identifica modo de flexién (agua).
O-H
Débil y alta 1500 — 1300 1462 Identifica la flexién
—CH
Débil y alta 1200 — 900 1000 Bandas de estiramiento
C-0-C, COy CH

Nota. Bandas caracteristicas para los principales grupos funcionales kefiran obtenidos de (Marangoni Junior et al., 2020) @ E S p E
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Weight (%)

RESULTADOS

Figura 12
Andlisis termogravimétrico TGA de la muestra MCA1

25

TGA — Pelicula Celulosa (CMA1)

TGA Celulosa Microbiana A Tabla 9
100, , . Resumen de IR-celulosa microbiana.
I Perdida de peso: 0.837 mg 622.12 °C
% Perdido de peso: 12.529 % '
\ Pérdida de peso: 0.255 pig - Eta pa Ra ngO (OC) Pérdida %W
il % Perdido de peso: 3.813 % O
80. \ | Pérdida de peso: 0.817mg -1 %
\ | % Perdido de peso: 12.224 %
\ § 1,2y 16.26-309.29 12,529%,
' 1 / I,' i 3 3,813%
60 T/ III Pérdida de peso: 2.338 mg 2 E 12,224%
" | % Perdido de peso: 34.981 % - L:E_lj
' = 4 309.29-553.49 34,981%
\ —
\ =
<022 °C 28023°C | =
401 ' \ T 553.49 - 650 23,208
Pérdida de peso: 0.856 mg II',I ./ \ N
% Perdido de peso: 12.801 % II'. — 353.55 °C Residuo: 1.551 mg \
\L— % Residuo: 23.208 %
20. T T T T T T 4. ——
16.26 113.94 211.61 309.29 406.97 504.65 602.32 700.00

Temperature T (“C)

Nota. La imagen presenta los resultados obtenidos para los puntos de degradacion la pelicula de celulosa.

Residuo

@ ESPE
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RESULTADOS 26

Figura 16 TGA de Biopelicula (MC15)

Andlisis termogravimétrico TGA de la muestra MC15

100. { ] Tabla 10
' Pérdida de peso: 1.153 mg . Ylici _
T e ey e | _ Resumen de andlisis IR-MC15
_._'__._'__F_._-—-——-"‘-——-—-—- = 0.
80. B f\ ’ .
| / / Pérdida de peso: 3.705 mg E Eta pa Ra ngO (OC) Perdlda %W
% Perdido de peso: 55.931 % =
N/ / F2
' \/ / :
80. 1 ' % ly2 16,26-309,29 17,385%vy
- -4
3 15,674 %
335.63°C g
40.- s = 3 309.29 - 400 55,931%
1 Pérdida de peso:1.039 mg - :5
| 64.84°C % Perdido de peso: 15.674 % =
\ _ 3
20.- s 4 400 a 650 3,333
Pérdida de pes0:0.221 mg i
4 035 % Perdido de peso: 3.333 %
Residuo:1. mg 29"
% Residuo 15.674 % 228297 \\“hi——-_.______________ I
- -10.
0. T T T T T T T T T - T
26.86 123.02 219.19 315.35 411.51 507.67 603.84 700.00
Temperature T (°C) Residuo

Nota. La imagen presenta los resultados obtenidos para los puntos degradacién la pelicula de celulosa. @) E S p E
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Weight (%)

RESULTADOS

Figura 17
Andlisis termogravimétrico TGA de la muestra MK15
Pelicula de kefiran
100. ' 0.
-‘\"‘--\_ _ﬁ;;—i_ | — ____————ﬂ—"“f ]
T | / Pérdida de peso: 0.905mg —
Perdida de peso: 0.485 mg \ / % Perdido de peso: 11.965 %
J % Perdido de peso: 6.420 % [
80. { -2.
81.90°C
264.54 °C
Weight Loss: 4.460 mg
Weight Percent Loss: 58.997 %
60. - -4.
40. - -6.
20. | 369.55°C xl -8.
Pérdida de peso: 0.752 mg Il, |I
% Perdido de peso: 9.942 % II'UII/ Residuo: 0.936 mg |
% Residuo: 12.385 %
0. T T T T T T L T T 7 T T T T T T T T T -10.
18.12 115.53 212.94 310.35 407.77 505.18 602.59 700.00

Nota. La imagen presenta los resultados obtenidos para los puntos degradacién la pelicula de celulosa.

Temperature T (°C)

(Moradi et al., 2019).

27

TGA - Pelicula Kefiran

Tabla 11
Resumen de andlisis IR-kefiran 15.

Etapa Rango (°C) Pérdida %w
©
= 1 18,1-147,7  6,420%
f;%' 2 147,7-245,6  11,965%
s 3 245,6— 537,7 58,997%
= 4 537,7 — 650 12,385%
Pelicula Ceniza
CMA 23,208 )
Residuo
CM15 3,33

CK15 12,385 ==
wr—o P E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
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RESU LTADOS DSC - Celulosa. 28

Figura 9
Termograma de la pelicula de celulosa
microbiana. [ — _— , _
(O Temperatura de transicidn vitrea
' OTemperatura de degradacion.
£,5600 mg
3
W / Tabla 12
Resumen de andlisis termogravimétrico.
‘ Etapa Temperatura
) (°C)
1 78,5 O
2 220 O
-;D | -ZIIJ | i;' | Elﬂ | -1I£l | IEIIZI | B:i} | 1|IIHZI | ‘:EID | 1-1I~l2=l | léf} | lﬂlﬁ | Eﬁﬂ

Nota. La figura muestra los resultados del analisis DSC con respecto a la celulosa microbiana.
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RESU LTADOS DSC - Celulosa. 29

Figura 18
Termograma de la pelicula de celulosa MC15.

[ . . ,
O Temperatura de transicion vitrea.
’|
O Temperatura de degradacion.
\ 15, 6,6000 mg
|
|
10°C
" \ Tabla 13
| 1§ Resumen de andlisis termogravimétrico
A 0~ Etapa Temperatura
(°C)
e, 4 1 53,44 O
2 220 O
L
-‘;0 | -ZID ' IlJ I ZIO ‘ 40 | 6I0 I 8I0 ‘ 1(110 1&0 ' 1‘;0 l lé(]l léO . ZﬁU
For Help, press F1 STARe Default DB V13.00: METTLER 1366 x686 |X:3161Y:-1,

Nota. La figura muestra los resultados del andlisis DSC con respecto a la biopelicula de celulosa microbiana.
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RESULTADOS

Figura 19
Termograma de la pelicula de celulosa MK15.

&MKH4 ‘
MKI4, 6,170 |

10

DSC - Celulosa. 30

O Temperatura de transicion vitrea

(O Temperatura de degradacion.

Tabla 14

Resumen de andlisis termogravimétrico

k) \

Temperatura

(°C)

Etapa
Glass Transition
/| Onset 101,37/°C
/ Midpoint IS0 93,51 9C 2
- N Endpoint  126,51|°C

Delta Cp 4,208 Jg"-1K~-1
Heating Rate 10,00 9Cmin~-1

L

93,51- 126,51 O

200 O

20 40 60 80 100 120 140 160

180 200 220 240 °€
For Help, press F1

STARe Default DB V13.00: METTLER
Nota. La figura muestra los resultados del andlisis DSC con respecto a la pelicula de kéfir.

1366 x686 |X:80,25 Y: 3,99 CAP INUM
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RESULTADOS

Figura 15
Grdfica de resistencia a la traccion de la peliculas..

Ensayo de traccion.

31

Muestra Espesor(mm) Area (mm?) Fuerza (N) Elongacion ( %) Esfuerzo (Mpa)
Maximo.

MCA 0,19 2 14,57 5,20 7,3 Mpa

MC15 0,33 4,2 10,17 12,77 2,4 Mpa

MK15 0,38 4 55,53 35 14 Mpa

B
ol L

o 1 2 3 3 M M 00 05 10 15 20
Desplazamiento (rmm) Desplazamiento (mm)

Nota. La figura muestra los resultados del ensayo de traccion en funcidn de la fuerza aplicada y desplazamiento de las
muestras de ensayo.

2.3

20

10 1

0

Fuerza Maxima

T
05

T T T
15 2.0 25
Desplazamiento (mm)

T T T
30 335 40
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RESU LTADOS Diseino experimental -Gréfi_;a de Contorno

Figura 10 Figura 11
Grdficos de Contorno pelicula Grdficos de Contorno- kefiran MK15
Tabla 5 celulosa MC15. 5 Regmeanilidad

Permeabilidad

Factores y variables significativas evaluadas para 1

el desarrollo de biopeliculas.
35

o

0.5 é
Factores Niveles de estudio —_ =
) o]
o R
= ©

I e 2
s ° g
-1 C +1 k) 3
. E E
Cantidad de celulosa = 3
- N

(gr) 05 05

Cantidad de CMC
(gr)
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Nota. El grafico de contorno muestra la relacion de
factores con la variable de respuesta
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CONCLUSIONES

Los cultivos realizados a una temperatura de 25°C con 80 gr de sacarosa en un medio de 800 mL y 25 gr cascaras
de pina que fue la fuente nitrédgeno, se obtuvo valores mayores en peso de celulosa microbiana seca con un valor
promedio de 1,85 g y un rendimiento total de proceso de 2,3125 %, revelando una produccién baja en funcion al
tiempo de fermentacion del caldo de cultivo ; por tanto en este trabajo se realizd de forma alternativa un
polisacarido que revela altos rendimientos 85% y gran potencial.

En el analisis de espectroscopia infrarroja IR, permitié identificar los picos caracteristicos de los componentes
conformacionales de la estructura de CM evidenciando bandas tipicas de absorcion infrarroja a 3400 cm-1, 3300
cm-1y 3234 cm-1 indican picos caracteristicos de la celulosa microbiana e indican vibraciones de estiramiento OH
.Las bandas a 2846 cm-1, 2892 cm-1vy 2945.74 cm-1 corresponde a |la presencia de CH de estiramiento; ademas de
que los valores obtenidos son similares a los revisados por bibliografia.

El disefo experimental desarrollado en funcién del analisis de varianza y grafica de contorno para el proceso de
obtencién de celulosa microbiana y biopeliculas, posibilita la identificacion de los tratamientos deseables en
funcion a los valores comparativos de pruebas fisicas, mecanicas y estructurales.

La busqueda de fuentes alternativas marca una necesidad regente de la demanda de biomateriales, a partir de
ello se desglosan una variedad de aplicaciones entre las mas interesantes y viables partiendo de la celulosa
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RECOMENDACIONES =

e Se recomienda activar los indculos de kéfir, para que el cultivo inicie con éxito y se logre la secrecion la celulosa
microbiana en la superficie del caldo de fermentacion.

e Realizar el cultivo a una temperatura constante de 30°C, debido a que a tal temperatura el proceso de fermentacion
se acelera permitiendo la formacién de celulosa microbiana en menor tiempo.

e Especificar las cantidades de fuente carbono y fuente de nitrégeno para asegurar un mayor rendimiento en peso de

celulosa.

e Esaconsejable realizar pruebas de microcopia electrénica de barrido, con el de evidenciar y analizar las cualidades
estructurales de la estructura de la celulosa microbiana.
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