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Autores: Jonathan Stalin Merchan Sornoza
Jean Carlos Tigre Chango.
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RESUMEN

La presente investigacion busco obtener celulosa bacteriana por
inoculacion del hongo Gluconacetobacter xylinus presente en la bebida
Kombucha mediante un cultivo estatico y con la sustitucion del té negro por una
infusion de céscara de café. Se evaluaron dos concentraciones de 20 y 10 % de
azucar y 5 tratamientos de 0, 25, 50, 75 y 100 % de sustitucion del té de
cascaras de café. Los reactores rectangulares usados fueron de 1.5 L de
capacidad. Estos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 dias hasta
la cosecha de la celulosa. Tanto el liquido fermentado como la membrana fueron
evaluados en las propiedades fisicas, quimicas, mecénicas y funcionales. Se
realizo el analisis de varianza y los resultados indican que la mayor produccion
de celulosa fue con 10 % de azucar y con una sustitucion del 75 % de la infusion
de cascaras de café. Este tratamiento mostré un rendimiento quincenal de 25 %
de produccion de celulosa, con mejores propiedades de dureza y estructura

firme respecto a los demas tratamientos.

Palabras claves: Kombucha, celulosa bacteriana, medios de cultivo, té

negro, cascara de café.
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“OBTAINMENT OF BACTERIAL CELLULOSE THROUGH ON KOMBUCHA, BY
SUBSTITUTION OF BLACK TEA BY TEA OF COFFEE HUSK”

Authors: Jonathan Stalin Merchan Sornoza
Jean Carlos Tigre Chango.

Advisor: Ing. Augusta Jiménez Sanchez MSc

ABSTRACT

The present investigation sought to obtain bacterial cellulose by inoculation of
the Gluconacetobacter xylinus fungus present in the Kombucha drink by means
of a static culture and with the replacement of black tea with an infusion of coffee
husk. Two concentrations of 20 and 10 % sugar and 5 treatments of 0, 25, 50, 75
and 100 % substitution of coffee husk tea were evaluated. The rectangular
reactors used were 1.5 L capacity. These were kept at room temperature for 15
days until the cellulose harvest. Both the fermented liquid and the membrane
were evaluated for physical, chemical, mechanical and functional properties. The
analysis of variance was carried out and the results indicate that the highest
production of cellulose was with 10 % sugar and with a 75 % replacement of the
coffee husk infusion. This treatment showed a biweekly yield of 25 % cellulose
production, with better hardness properties and firm structure compared to the

other treatments.

Keywords: Kombucha, bacterial cellulose, culture media, black tea, coffee husk.
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Cascara de cafe fue evallada mediante s tratamientos con 3 repeticiones en cada cascara de cafe fue evaluadamediante S con 3Tepeticionesen cada ry

uno, en donde se aumento la concentracion del café y simultineamente se
disminuy6 la propercion del té, aplicandose los medios de cultivo HS y HB durante
seis siembras experimentales a lo largo de la investigacion. El resultado obtenido
en el tratamiente 4 (75 % cascara de café y 25 % té negro), usando el medio de
cultivo HB, mostré un rendimiente quincenal del 25 % de produccion de celulosa,

una alta cristalinidad, dureza y estructura firme, respecto a los demés tratamientos.

Se analizo estadisticamente los resultados mediante el software informatico
“SPSS” , cuyo aporte permitié demostrar gréficamente y numéricamente la
diferencia entre cada tratamiento y la optima influencia de a cascara de café en la
produccion de un polimero biologico. Palabras claves: Kombucha, celulosa
bacteriana, medies de cultivo, té negro, cscara de café.

2 ABSTRACT The purpose of this research is to obtain a bacterial cellulose using the
inoculation of the fungus present in the Kombucha drink by means of a static

culture. The substitution of black tea with aninfusion of coffee husk was evaluated
by 5 treatments with 3 repetitions in each one, where the coffee concentration was

uno, en donde se aumentd la concentracion del café y simultaneamente se
disminuyo la proporcion del té, aplicandose los medios de cultivo HS y HB durante
seis siembras experimentales a lo largo de la investigacion. El resultado obtenido
en el tratamiento 4 (75 % cascara de caféy 25 % té negro), usando el medio de
cultivo HB, mostré un rendimiento quincenal del 25 % de produccion de celulosa,
una alta cristalinidad, dureza y estructura firme, respecto a los demés tratamientos.
Se analizo estadisticamente los resultados mediante el software informatico
“SPSS” , cuyo aporte permiti6 demostrar gréficamente y numéricamente la
diferencia entre cada tratamiento y la 6ptima influencia de la cascara de café en la
produccién de un polimero biologico. Palabras claves: Kombucha, celulosa
bacteriana, medios de cultive, té negro, cascara de café.

2ABSTRACT The purpose of this research is to obtain a bacterial cellulose using the
inoculation of the fungus present in the Kombucha drink by means of a static

culture. The substitution of black tea with an infusion of coffee husk was evaluated
by 5 treatments with 3 repetitions in each one, where the coffee concentration was
increased and the proportion of the tea was simultaneously decreased, with the HS

Ing. Augusta Jiménez Sanchez, MSc.
TUTOR DE TRABAJO DE TITULACION
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De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a |a REVISION FINAL del Trabajo de
Titulacién
OBTENCION DE CELULOSA BACTERIANA A BASE DE KOMBUCHA POR SUSTITUCION
DE TE NEGRO POR TE DE CASCARA DE CAFE” de los estudiantes JONATHAN STALIN
MERCHAN SORNOZA, # CEDULA 0951 753953, JEAN CARLOS TIGRE CHANGO,
#CEDULA 092163723-7. Las gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue
revisado considerando todos los parametros establecidos en las normativas vigentes, en el
cumplimento de los siguientes aspectos:
Cumplimiento de requisitos de forma:

* Eltitulotiene un maximode 19 palabras.

* Lamemoria escrita se ajusta a la estructura establecida.

¢ Eldocumento se ajusta alas normas de escritura cientifica seleccionadas porla

Facultad.
e Lainvestigacion es pertinente con Ia linea y sublineas de investigacion de la
carrera.

e Lossoportes tedricos son de maximo 5 afos.

* Lapropuesta presentada es pertinente.
Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:

e Eltrabajo es el resultado de una investigacion.
El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.
Eltrabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.
Elnivel de argumentacién es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado, el certificado de porcentaje de similitud, la
valoracion del tutor, asi como de las paginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que el
trabajo de investigacion cumple con los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revision, considero que los estudiantes JONATHAN STALIN
MERCHAN SORNOZA, # CEDULA 0951 753953, JEAN CARLOS TIGRE CHANGO,
#CEDULA 092163723-7. estan aptos para continuarel proceso de titulacion. Particularque
comunicamos a usted para/l.os fines pertinentes.

Atentamente, ;,

Ing. Cecilia Uzca Sornoza. C.1. 0921160214
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RESUMEN

La presente investigacion buscO obtener celulosa bacteriana por
inoculacién del hongo Gluconacetobacter xylinus presente en la bebida
Kombucha mediante un cultivo estatico y con la sustitucion del té negro por una
infusion de céscara de café. Se evaluaron dos concentraciones de 20 y 10 % de
azucar y 5 tratamientos de 0, 25, 50, 75 y 100 % de sustitucion del té de
cascaras de café. Los reactores rectangulares usados fueron de 1.5 L de
capacidad. Estos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 dias hasta
la cosecha de la celulosa. Tanto el liquido fermentado como la membrana fueron
evaluados en las propiedades fisico, quimicas, mecéanicas y funcionales. Se
realizé el analisis de varianza y los resultados indican que la mayor produccién
de celulosa fue con 10 % de azucar y con una sustitucion del 75 % de la infusion
de cascaras de café. Este tratamiento mostré un rendimiento quincenal de 25 %
de produccion de celulosa, con mejores propiedades de dureza y estructura

firme respecto a los demas tratamientos.

Palabras claves: Kombucha, celulosa bacteriana, medios de cultivo, té

negro, cascara de café.



ABSTRACT

The present investigation sought to obtain bacterial cellulose by inoculation of
the Gluconacetobacter xylinus fungus present in the Kombucha drink by means
of a static culture and with the replacement of black tea with an infusion of coffee
husk. Two concentrations of 20 and 10 % sugar and 5 treatments of 0, 25, 50, 75
and 100 % substitution of coffee husk tea were evaluated. The rectangular
reactors used were 1 L capacity. These were kept at room temperature for 15
days until the cellulose harvest. Both the fermented liquid and the membrane
were evaluated for physical, chemical, mechanical and functional properties. The
analysis of variance was carried out and the results indicate that the highest
production of cellulose was with 10 % sugar and with a 75 % replacement of the
coffee husk infusion. This treatment showed a biweekly yield of 25 % cellulose
production, with better hardness properties and firm structure compared to the
other treatments.

Keywords: Kombucha, bacterial cellulose, culture media, black tea, coffee husk.



INTRODUCCION

Los polimeros eran considerados como el mejor componente estructural para
diversos usos y aplicaciones (Guerrero, 2011). Sin embargo, con el paso de los
afos, sus efectos tuvieron un gran impacto ambiental provocando un sin nimero de
problemas econdmicos y demograficos (Billmeyer, 2015). Esto ha provocado la
busqueda de nuevos materiales amigables con el ambiente y que posean similares

caracteristicas de funcionamiento.

En los ultimos afios la produccién de celulosa bacteriana ha sido objeto de estudio
en diferentes ramas de la ciencia. En medicina, se ha aplicado la biocelulosa para el
tratamiento de quemaduras de diferentes tipos, sustituyendo los costosos métodos
convencionales (Batista-Cruzado, 2015). En ingenieria en alimentos se ha usado
biopolimeros para el recubrimiento de comestibles dejando atrds el uso de

materiales sintéticos y compuestos contaminantes (Caicedo, 2012).

Si bien existe un sin nimero de bacterias productoras de biopolimeros, el género
Acetobacter Xylinum ha sido considerado como el mejor microorganismo para
obtener celulosa (Miranda, 2014), ya que su comportamiento simbionte junto a otras
bacterias y levaduras permite desarrollarse de excelente manera en cualquier medio
de cultivo (Malamud, 2011).

La presente investigacion tiene como fin sustituir el té de la cdscara de café por el
té negro en la bebida Kombucha se espera una produccion aceptable de celulosa y
asi abaratar costos en la preparacion del medio de cultivo en donde se desarrolle la
bacteria, dar un valor agregado a los residuos del café y contribuir con el medio

ambiente.



CAPITULO |

1. EL PROBLEMA
1.1 Tema

Obtencién de celulosa bacteriana a base de Kombucha por sustitucion

de té negro por té de cdscara de cafe.

1.2 Planteamiento del problema.

Actualmente se fabrica alrededor de 380 millones de toneladas de plastico
cada afo (PlasticEurope, 2018), donde el 9 % ha sido reutilizado, 12 %
quemado y 79 % ha precipitado en rellenos o esta afectando al medio ambiente
(Geyer, 2017). Los altos costos, la disponibilidad y los desechos generados a
partir de estos polimeros sintéticos son una problematica en las industrias

alimentarias (Neira, 2016).

Para contrarrestar la contaminacion de plasticos se ha empleado el uso de
materiales biodegradables formados con celulosa vegetal, a fin de evitar la
contaminacion y extender la vida util de los productos (Klemm, 2005). Con igual
composicidbn quimica que la celulosa bacteriana, pero diferentes en
conformacion estructural (Gonzalez, 2017), la produccién de celulosa bacteriana
se presenta segun Xu Liu (2018), como una alternativa al material de origen
vegetal mejorando su composicion fisica y quimica, ya que la celulosa
bacteriana se produce en estado puro (libre de otros polimeros como lignina) y
en forma cristalina; ademas de presentar una alta resistencia mecanica

especifica y una estructura de red muy fina (Nava, 2016).

La celulosa desarrollada a partir de bacterias se la obtiene como un producto
adicional de la Kombucha o bebida de té negro fermentada, cuya demanda se
ha incrementado en los ultimos tiempos en Estados Unidos (Billmeyer, 2015).
Sin embargo, para el 2023 se calcula una produccion del 23 % en el mercado de
la Kombucha (View Grand, 2018). Por lo que a nivel mundial se obtendra un



precio elevado de $ 570 millones desde un valor de $ 250 millones (Reports,
2018). Se evidencia entonces el elevado costo que llegara a generar la
produccion de celulosa bacteriana a lo largo de los proximos afios, en donde la
demanda de obtencion de biopolimeros debera ser contestada con bajos precios

de fabricacion (Carreira, 2011).

Ante esta situacion, se debe buscar materias primas alternativas de menor
costo para la produccion del medio de cultivo de las bacterias de interés. Una
materia prima interesante constituye los residuos del café. Las industrias
cafetaleras a nivel nacional, cada afio producen mas de 4800 t de residuos
sélidos, entre ellos la cascara de café, para una produccion de 6000 t del grano,
lo que representa un rubro alto para la contaminacion (Cervantes, 2015). El
aprovechamiento de este residuo organico posibilita una alternativa a esta
problematica, minimizando asi el impacto negativo generado al medio ambiente,
es por eso que, al darle un valor agregado, por ser un residuo de café organico,
se convertiria en una alternativa de negocio por el uso, aprovechamiento y

tratamiento que se esta aplicando (Agudelo, 2014).

En este contexto, se pretende obtener celulosa bacteriana mediante la
fermentacién en una infusion de cascaras de café. se evaluara la inclusion o
sustitucion del té, rendimiento y caracteristicas del producto, con el propdsito de
aprovechar los residuos de las industrias cafetaleras; disminuir costos de
produccién y contribuir con el medio ambiente. De esta forma se propone una
materia prima alternativa para la obtencion de celulosa bacteriana, la misma que

sera caracterizada a través de técnicas fisicas, quimicas y mecanicas.

1.3 Formulacion y sistematizacion de la investigacion

1.3.1 Formulacién del problema de investigacion.

¢El reemplazo del sustrato té negro por té de cascara de café contribuira

en la obtencién de celulosa bacteriana?



1.3.2 Sistematizacién de la investigacién

e (EIl indculo inicial servira para la propagacion y obtencion de celulosa
bacteriana?

e (A la temperatura ambiente se multiplicaran los microorganismos en forma
suficiente que produzcan celulosa bacteriana?

e Las propiedades fisicas, quimicas, mecéanicas y funcionales de la celulosa
bacteriana, obtenida a partir de té negro, son iguales a las obtenidas a partir
de céscaras de café.

e El rendimiento de la celulosa bacteriana de cascaras de café, al menos, sera

igual al obtenido de té negro.

1.4 Justificacion

1.4.1 Justificacion teorica.

La bebida formada por la infusion de té negro, azucar, con una capa de
celulosa, acido acético y fermentada se llama kombucha (Gonzélez, 2017). Esta
bebida cuenta con hongos y levaduras conocidos por sus siglas en inglés como
“Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast”, las cuales conviven por simbiosis y
cuyo acrénimo es “SCOBY” lllana, (2007), que se ubica en la parte superior del
liquido, ocupando toda el area posible de la interfase liquido-aire. Esta
investigacién contribuird al conocimiento sobre los procesos de obtencion de
celulosa bacteriana y una posible nueva materia prima.

La obtencion de polimeros naturales a partir de microorganismos ha sido
tema de estudio en anteriores investigaciones, teniendo como resultados
matrices de celulosa, a las cuales se las han denominado: “Sustancias
poliméricas extracelulares”, las mismas que presentan caracteristicas de alto
peso molecular (Ramirez, 2012). Grenwalt (2000) y Caicedo (2012) recopilaron
una serie de microrganismos, tanto bacterias como levaduras y generaron un
consorcio de distintas especies, capaces de sintetizar azucares en celulosa
bacteriana, tal como el género Acetobacter xylinum, el cual es el principal

microorganismo productor de peliculas (Miranda, 2014).



Para la preparacion del “Hongo de Kombucha”, la sacarosa tiene gran
importancia como sustrato para el crecimiento microbiano (Duarte, 2005). Illana
(2007) sugiere dosificar 50 gramos de azucar por litro de té durante 7 a 10 dias
para lograr un optimo desarrollo del hongo. Ernest (2003) sefiala que es posible
lograr una inoculacion mediante granos, hojas de otras plantas y jugos de frutas
y no solamente a través de la infusion de té negro o verde.

Las sustancias alcaloides presentes en el té y cafe, tales como: la teofilina,
teobromina y cafeina conocidas como metilxantinas rigen esta investigacion, ya
que, debido a sus propiedades estimulantes, podrian ser materias primas de
bajo costo para la produccion de celulosa bacteriana, por lo que se desea saber
si las cascaras de café contribuyen a la produccién de la celulosa, debido a la
presencia de cafeina en las cascaras de café (Mohamed, 2018). Para ello, se
evaluara la inclusion desde cero hasta la sustitucion total de cascara de café por

7z

te.

1.4.2 Justificacion metodologica

La metodologia de investigacion se basa en la accesibilidad que presentan
las materias primas y los procesos cuantitativos para la determinacion de las
propiedades fisicas, quimicas y funcionales. Entre los analisis que se realizaran
estan: determinacion de humedad, ceniza, espesor, tension, rendimiento, pureza
de celulosa, caracterizacion por espectrofotometria infrarroja (FTIR),

caracterizacion por microscopia y electrénica de barrido (MEB).

Las propiedades funcionales de los microorganismos son el eje de estudio
durante esta investigacion ya que no interviene ninguna sustancia quimica
nociva que altere las propiedades de la celulosa, mientras que los métodos
convencionales implican técnicas de refinamiento y extraccion usando
reacciones tales como: hidrélisis acida o neutralizacion con bases, las cuales se

deben aplicar a altas concentraciones (Duarte, 2005).

La accion biolégica estimulante por parte de las metilxantinas durante la
obtencion de la membrana permite producir celulosa de alto peso molecular
(Nazar, 2017), es por eso que durante la formacién del biopolimero, se necesita

considerar caracterizaciones fisico-quimicas tales como: la capacidad de



absorcién de agua y pureza de las peliculas de celulosa mediante técnicas de
analisis como la Espectroscopia FTIR, método de Kushber y Hoofer y entre otras
(Resquin, 2004).

1.4.3 Justificacion practica

En la actualidad la produccion de celulosa proviene de diversas fuentes
como algas, que tradicionalmente son aplicadas en areas que requieren

productos y compuestos sintéticos (Carreira, 2011).

La celulosa de origen biolégico es muy requerida en la medicina como uso
de tejido vivo en el tratamiento de quemadura. El tratamiento tecnoldgico de
alimentos conlleva a obtener plasticos capaces de retener una gran cantidad de
agua y humedad para evitar el deterioro comestible mediante la reduccion de
agua y oxigeno disponible necesarios para el crecimiento de microorganismos

que reducen la vida util de los alimentos.

Por tal razon, el propésito de este trabajo es la obtencion de celulosa
bacteriana sustituyendo el té negro por té de cascara de café, debido a que este
altimo es mas economico que el primero. Se determinard la mayor inclusion
posible para la maxima obtencion de celulosa bacteriana. La experimentacion se
realizara en el laboratorio de quimica analitica de la Universidad de Guayaquil

durante los meses de abril y mayo del 2019.

1.5 Objetivos de la investigacion

1.5.1 Objetivo general.

Obtener celulosa bacteriana a partir de la produccion de Kombucha por

sustitucién del té negro por infusién de té de cascara de café.



1.5.2 Obijetivo especifico

e Evaluar el efecto de la sustitucion del té negro por té de cascara de café

para la produccién de celulosa bacteriana.

e Caracterizar las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de la
celulosa bacteriana obtenida a través de analisis cuantitativos vy

cualitativos.

e Estimar los costos de produccion de celulosa bacteriana para su posible

comercializacion.
1.6Delimitacion de la investigacion
1.6.1 Delimitacion temporal.

Tres meses tomd la investigacion experimental y dos meses la
redaccion del trabajo. Se realizaron ensayos, pruebas e investigaciones
tedricas necesarias. En el periodo de experimentacion se realizaron 6 cultivos
diferentes, cosechando las membranas de celulosa después de quince dias
de su siembra. Posteriormente se dio lugar al acondicionamiento de las
membranas durante 10 dias, registrando los parametros experimentales

obtenidos para la caracterizacion de las peliculas de celulosa.
1.6.2 Delimitacién espacial.

Esta investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Quimica Analitica
de la facultad de Ingenieria Quimica, en el campus de la Universidad de
Guayaquil, ubicado en la ciudadela Salvador Allende, donde se realizaron la
mayor parte de los estudios gravimétricos y en laboratorio de investigaciones
tecnoldgicas de la mencionada facultad de Ingenieria como se muestra en la
ilustracion 1. El analisis estructural con microscopia electronica de barrido se
realizd en la empresa publica INSPI (Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Pdudblica) como se muestra en la ilustracion 2. El andlisis de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y la prueba de tension
se realizaron en el laboratorio de materiales de la Division de ciencias
naturales exactas de la Universidad de Guanajuato, en la ciudad de

Guanajuato-México, como se muestra en la ilustracion 3.
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1.6.3 Delimitacion del contenido.

El cultivo estatico se escogio para el desarrollo microbiano usando los
géneros Acetobacter y Gluconobacter como principales productores de
membranas. El método y los medios de cultivo fueron considerados por el
rendimiento de celulosa y el aporte de sustancias quimicas para el 6ptimo
crecimiento bacteriano, tomando como referencia a los avances tecnoldgicos
publicados en los dltimos afos en revistas, articulos cientificos y trabajos de

tesis.

1.7 Hipotesis

La obtencion de celulosa bacteriana a partir de la infusién de té de
cascaras de café permitira producir un biopolimero con iguales o mejores
caracteristicas fisicas, quimicas, funcionales y propiedades mecanicas que

las de una celulosa elaborada a partir de la infusion de té negro.

1.7.1 Variables independientes.

Porcentaje de sustitucion de té negro, porcentaje de sustitucion de té

cascara de café y porcentaje de azucar.

1.7.2 Variables dependientes.

Rendimiento obtenido de produccion de celulosa bacteriana y

caracteristicas del medio fermentado.
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1.7.3 Operacionalizacion de las variables

Tabla 1. Operacionalizacion de Variables

Variable Definicion Dimensiones Definicién operacional Unidad Medicién Método/ Equipo
conceptual
Independiente Porcentaje de té Porcentaje de Porcentaje de % Volumen delté ~  --—-mmmee-
cascara café sustitucion. sustitucion del
té.0,25,50, 75, 100
Componentes quimicos  Solidos solubles Grados Brix. Contenido de Refractometro
solidos solubles
Potencial hidrégeno pH Acidez Test universal
Humedad % Contenido de Por estufa
humedad / g de
muestra
Porcentaje de té Porcentaje de Porcentaje de % Volumen delté -
negro sustitucion sustitucion del té.
100, 75, 50, 25,0
Componentes quimicos  Solidos solubles Grados Brix Contenido de Refractémetro
solidos solubles
Potencial hidrégeno pH Acidez Test universal
Humedad % Contenido de Por estufa
humedad / g de
muestra
Porcentaje de Cantidad de azucar Contenido de azlcar Grados Brix Contenido de Refractémetro

azUcar

solidos solubles
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Dependiente

Producciéon de Rendimiento de Gramos de celulosa %

celulosa celulosa. obtenida por un
volumen determinado y
en un tiempo
determinado (diario-
quincenal).

Caracterizacion quimica Caracteristicas que %

determinan las
mediciones, calidad y mm
pureza de las peliculas
de celulosa. %

%

Propiedades Capacidad de absorcion %

funcionales del agua.
Propiedades Medicién de fuerza N
mecanicas.
Propiedades épticas. Espectroscopia 1/ Aem*
infrarroja
MEB pHm
Caracteristicas del ~ Componentes quimicos  Solidos solubles Grados Brix.
medio fermentado.
Potencial hidrégeno pH

Contenido de
celulosa por masa
y por tiempo de
fermentacion

Humedad
Espesor

Determinacion
de Celulosa

Determinacion de
Cenizas.

Capacidad de
absorcién del agua.

Tensién

Identificacion de la
celulosa.

Estructura
morfoldgicos de las
fibras

- Contenido de
solidos solubles

Acidez

Balanza

Estufa
Micrémetro

Kushner y Hoofer

Mufla

Balanza

Texturbmetro

Espectro FTIR

Microscopia

Refractdémetro

Test universal

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019).
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CAPITULO I

2. Marco referencial

2.1 Antecedentes de la investigacion.

La obtencidon de celulosa, en las ultimas décadas ha sido un proceso muy
empirico que tuvo como fin, la produccion de polimeros estructurales a partir de
plantas, cuya demanda incrementd exponencialmente con el paso del tiempo
(Billmeyer, 2015).

El efecto invernadero, la contaminacion medio ambiental, la reduccion del
oxigeno disponible y la falta de recursos econdmicos y demogréficos fueron las
consecuencias que hicieron la basqueda de un polimero, el cual fue la celulosa
sintética, para contrarrestar estos inconvenientes, y sustituir a los plasticos de
forma parcial o en determinadas aplicaciones. Si bien la demanda y las
aplicaciones de los polimeros obtenidos a partir de la celulosa no podian ser
reducidas, se comenz6 a restructurar las investigaciones en busca de otras
fuentes biodisponibles en la naturaleza (Saizar, 2010).

La fabricacion de plasticos, los altos costos y la disponibilidad de la celulosa
sintética también se volvié una problematica para las industrias debido al uso de
sustancias quimicas y al desgaste que presentaban en su estructura. Fue
entonces que para contrarrestar los problemas que se estaban presentando, se
realizé la basqueda de un nuevo material que sea de mayor eficacia, libre de
procesos quimicos y de contaminantes que pueda afectar al medio ambiente
(Orellana, 2015).

En 1953, los doctores Hestrim y Schramm realizaron investigaciones acerca
de la obtencion de celulosa a partir de la bacteria Acetobacter Xylinum. Estos
principios fueron sustentados bajo los estudios propuestos por Hestrin, Aschner
y Mager seis afos antes, los cuales indicaron que las bacterias de este género,
en presencia de oxigeno, lograban sintetizar celulosa a partir de células no
proliferativas usando un sustrato de carbono, fue entonces que Hestrim y
Scharamm elaboraron un medio de cultivo ideal para este tipo de bacteria, en
donde la glucosa se definio como fuente de carbono basico para el crecimiento

microbiano. Ademas, los investigadores postularon en sus estudios el uso de
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nitratos, fosfatos y extracto de levadura como nutrientes para la bacteria,
ademas del uso de compuestos de bajo pH para acondicionar el medio de
cultivo, cuyo acronimo fue establecido como “HS” (Hestrin, 1954).

Posteriormente, las investigaciones buscaron aumentar el rendimiento de la
produccion de celulosa manejando las proporciones del sustrato y nutrientes.
Los doctores Hassid y Barker por su parte propusieron el uso de sacarosa
dentro del medio de cultivo ya que, de acuerdo con sus investigaciones, este
azucar es quimicamente mas estable respecto a la glucosa. Sin embargo, los
nutrientes no fueron modificados (Lestari, 2013).

Zhou (2007) consideré el uso de glucosa y sacarosa variando sus
proporciones entre si, ademas de usar el licor de maiz y compuestos sulfatados
como nutrientes.

Por su parte, Son propuso usar etanol en bajas concentraciones manteniendo
el medio de cultivo creado por Zhou (Son, 2001).

De acuerdo a los estudios de Cakar (2014), Gomes (2012) y Pacheco (2017)
se propuso sustituir la fuente de carbono basica usando desechos agricolas, con
la finalidad de aumentar rendimientos de produccién de celulosa sin necesidad
de recurrir a nutrientes externos.

La consideracion de la cascara de café conlleva a ser sustituto del té negro,
ya que, al ser un desecho de bajo valor econébmico, aporta con alcaloides de
igual aplicacion funcional dentro de la bebida tales como: la cafeina, teobromina
y entre otros (Rani, 2011).

A partir de este ultimo principio, las investigaciones se enfocaron en evaluar
sustratos de carbono y nutrientes propios de una sola fuente. De acuerdo con
lllana (2007), la bebida de Kombucha creada a partir del té negro es considerada
como un buen medio de cultivo, ya que cuenta con un 6ptimo sustrato y
alcaloides presentes en el té, tales como la teina que le ayudan al desarrollo de

la membrana de celulosa durante la incubacion.
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2.2 Marco teorico.

Actualmente existe un sin numero de ejemplos de sociedades microbianas
con gran importancia biotecnologica, lo cual se ha denominado Kombucha, que
es una asociacion simbidtica principalmente de varios tipos de bacterias y
levaduras (Neil Stevens, 2018). Esta sociedad microbiana se desarrolla en
medio liquido azucarado, como es el caso del té chino, cuyo consumo ha llegado
a varios paises europeos como Rusia, Alemania, y Francia volviéndose muy
popular (Gordillo, 2018).

Se ha encontrado que la Kombucha posee una accién como antibiético
natural y mantiene la capacidad para reparar el dafio causado por
contaminantes ambientales como el tricloroetileno y a su vez presenta efectos
hipocolesterolémico y antioxidantes. Aparte de estas caracteristicas, el consorcio
microbiano presente en la Kombucha es capaz de sintetizar membranas de
celulosa con la finalidad de proteger el medio de cultivo de agentes externos

tanto fisicos como quimicos (Lescano, 2015).

2.2.1 Lacelulosa bacteriana

Es un polimero extracelular sintetizado por la fermentacion de
microrganismos conformados principalmente por bacterias del género
Acetobacter. Este microrganismo fue descubierto por primera vez en 1886 por
Adrian J. Brown denominandolo como “una membrana gelatinosa traslucida que
crece en la superficie del medio de cultivo”. Sin embargo, también existen otras
bacterias capaces de producir celulosas pertenecientes al género Rhizobium,
Agrobacterium y Sarcina. La razon por la cual los microorganismos producen
biopolimeros ha sido discutida en diversos reportes (Higuchi, 1990). Un
postulado sefala que los microorganismos aerobios producen una membrana
para mantener su posicion cerca de la interfase aire-medio de cultivo. Otro
postulado propone que los microorganismos generan celulosa para evitar su
contacto directo con los rayos UV, y una ultima teoria indica que las bacterias
forman un “armazén” para protegerse de agentes externos como iones de
metales pesados, en tanto que los nutrientes pueden ser asimilados de mejor

manera por difusion (Gonzalez, 2017).
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Esta celulosa de origen bacteriano es similar en composicion quimica, a la
celulosa vegetal, aunque presenta diferencias significativas respecto a su
conformacion estructural (Adnan, 2015). La caracteristica mas importante que
diferencia a ambas celulosas, es el grado de pureza que presenta el biopolimero
microbiano ya que no se encuentra asociado a la hemicelulosa y lignina como
ocurre en la celulosa vegetal (Gomes, 2012). La estructura de la celulosa

bacteriana se encuentra formando cristales de celulosa la y IB (Gonzalez, 2017).

2.2.2 Propiedades de celulosa bacteriana

Otras propiedades que caracterizan a las membranas de celulosa son: La
alta capacidad para retener agua, una Optima estabilidad mecanica y térmica, su
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Vinita, 2002). Estas propiedades hacen
de la celulosa bacteriana un biopolimero de suma importancia para distintas
aplicaciones en industrias papeleras, textiles, alimentarias y de biomateriales
para la medicina y cosmética. Las membranas bacterianas no tienen Unicamente
propiedades en condiciones normales sino también al incluirle componentes al
medio de cultivo donde puede modificarlas y potenciarlas. Derivados de la
celulosa, sulfatos, fosfatos de alquilo y otros polisacéaridos son elementos que,
incluidos en el medio cultivo, alteran la morfologia macroscopica, la resistencia a
traccién, la densidad éptica y sus propiedades de absorcién. Simultaneamente,
la combinacion con otras sustancias es posible, tal como celulosa seca,
obteniendo compuestos con propiedades fisicoquimicas particulares (Jaramillo,
2012).

2.2.3 La kombucha

La bebida de Kombucha se prepara tradicionalmente al fermentar té negro,
endulzado con sacarosa, con una capa de celulosa donde existe una simbiosis
de levaduras y bacterias del acido acético, y un 10 % de in6culo del hongo de
Kombucha ya preparado. Durante la fermentacion se produce una nueva capa
de celulosa sobre la anterior, donde las levaduras transforman la sacarosa en

fructosa, glucosa y etanol (Reiss, 2008). Luego las bacterias del acido acético
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convierten la glucosa en &cido glucénico y la fructosa en 4cido acético (Sievers,
2014). El té negro y la azlcar blanca son los mejores sustratos para la
preparacion de kombucha, aunque también se puede utilizar té verde (Reiss,
2008). Por otro lado, la cafeina y las xantinas relacionadas de la infusion de té
favorecen a la sintesis de celulosa por la bacteria. El &cido acético estimula a las
levaduras a producir etanol, y el etanol por su parte ayuda a las bacterias del
género Acetobacter a crecer y producir acido acético (Liu, 2002).

Se ha reportado que el etanol y el acido acético tienen actividad
antimicrobiana contra bacterias patogénicas y consecuentemente proveen
proteccion contra la contaminacion de la kombucha (Teoh, 2004). Los mayores
metabolitos que se obtienen de la fermentacion de la kombucha incluyen:
monosacaridos, varios tipos de acidos organicos y vitaminas. En la preparacion
tradicional de kombucha los Unicos nutrientes provienen del té y de la sacarosa,
que estdn compuesto de polifenoles, cafeina, aminoacidos, carbohidratos,
ceniza, vitaminas, minerales, y compuestos insolubles como proteinas (Ruiz,
2018).

El cultivo se lleva a cabo en condiciones estéticas, manejando parametros
ideales para las bacterias procedentes de la kombucha, a una temperatura de
28-30°C. Sin embargo, algunos autores han observado que la maxima
produccion de celulosa tanto para glucosa como para sacarosa se logra a 30°C.
A 25°C y 35°C los rendimientos son similares entre si, pero menores que a
30°C, mientras a 40°C no existe crecimiento del microorganismo vy

consecuentemente no se obtiene el biopolimero (Tadao, 2017) y (Pineda, 2012).

2.3 Sustratos

2.3.1 Té negro

La planta de té es un arbusto frondoso perteneciente a la familia de las
teaceas. Primordialmente se denomina “Té” al fruto capsular que lo caracteriza,
siendo de amplias variedades tales como: té negro, té verde o té rojo (Castro,
2017). Sus hojas proceden de la planta Camellia Sinensis y su diversidad radica

en los tipos de oxidacion procedentes de las fermentaciones, provocando en la
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mayoria de ellas un alto contenido de cafeina y otorgandoles tonalidades
oscuras con sabores fuertes (Casalins, 2017). Sin embargo, no todos los brotes
de té tienen la misma relacién en cuanto a rendimientos tras las cosechas, ya
gue inicialmente se obtienen brotes verdes que posteriormente pasan a una
etapa de marchitado, en donde el contenido de materia se reduce a un 65 o 70
% de su etapa inicial y posteriormente van hacia un proceso de fermentacion, lo
cual provoca un pardeamiento enzimatico que origina las distintas tonalidades
del té. La produccion del té negro conlleva precisamente una alta etapa de
oxidacion, en donde las enzimas polifenoloxidasas incurren en el color oscuro

del mismo, ademés de concentrar los alcaloides presentes (Bernardi, 2017).

En Sudamérica, la provincia de Misiones, en la Republica de Argentina,
con el 95.2 % de zona es el principal productor y comerciante de esta planta
llegando a alcanzar 81.279,3 toneladas/hectareas/afo; lo cual es destinado en

exportaciones hacia paises vecinos (Quifiones, 2013).

2.3.2 Produccién mundial de té negro

Para el afilo 2017 mundialmente se obtuvo una produccién de 4.7 millones de
toneladas, donde el 75 % de la cosecha fue la variedad de té negro, indicando
una alta demanda de exportaciones y consumos. Si bien existe 40 paises que
tienen un alto indice de cultivo, India y China son lideres mundiales como

productores de té con el 53 % de elaboracion (Buryaile, 2017).

Tabla 2. Produccién Mundial de Té Negro

Ciudad Produccion (%) Ciudad Produccion (%)

China 28 Vietnam 5
India 25 Argentina 4
Kenia 10 Indonesia 4

Sri Lanka 9 Iran 3

Turquia 6 Japobn 2

El 4 % restante corresponde a los demas paises
Fuente: UPASI Tea Research Foundation, 2018
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No obstante, estos porcentajes cambian de acuerdo con el tipo de agricultura
que se maneje y a las condiciones climéticas en donde se desarrolle (Bernardi,
2017).

2.3.3 Produccién nacional de té negro

Como infusion el té sigue siendo la bebida mas consumida después del
agua con 5.3 millones de toneladas métricas. En sudamérica, Ecuador se ubica
como penultimo consumidor con tan solo 3 gramos de té por habitante al afio y
su demanda es muy baja teniendo en cuenta que existen zonas propicias para
su desarrollo acompafiado de variedades climéaticas (Lobsang, 2003). La
provincia de Pichincha cuenta con el mayor nimero de agricultores que destinan
la hoja hacia proveedores que procesan este producto. Tal es el caso de
compafiias como: Compafiia Ecuatoriana del Té C.A. (CETCA) y Ecuatoriana del
Té ubicados en Morona Santiago y Quito respectivamente. No obstante, CETCA
cultiva su materia prima como tal, teniendo en cuenta que el crecimiento del té

es propio en climas tropicales y subtropicales (Silva, 2017).

Referente a los productores nacionales, “Casa Cayambe - Asociacion de
campesinos de Olmedo”, ubicado en Quito, logra anualmente 437.000 kg en 115
hectareas, de lo cual solo el 10 % es destinado al mercado internacional

mientras que, el 90 % tiene destino al mercado local (Castro, 2017).

Existen empresas dedicadas a la produccién de bolsas de té con caracter
medicinal, tal es el caso de “La Surenita S.A” e “Hierbas Pusiqui S.A.” ubicadas
en la provincia de Loja y Quito respectivamente, teniendo costos entre los $1.05

hasta los $ 2.50 por caja de 30 unidades de bolsas de té (Bernardi, 2017).

Sin embargo, estos valores van en aumento, ya que nuestros principales
importadores son China y Argentina, este ultimo pais con un destino del 1.2% de

74.9 mil toneladas promedio (Bernardi, 2017).

2.3.4 Composicion del té negro.

Como antes se habia mencionado, una de las propiedades que hace

caracteristico el té negro, es su alto grado de oxidacién, lo cual favorece a la
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liberaciobn de la teina durante la infusién. Ademas, es propio dentro de su
composicion el hierro, fésforo, flaor, zinc, manganeso y algunos minerales. Si
bien la cafeina tiene altas concentraciones como tonificante y estimulante, la
teofilina y teobromina se conjugan como los principales alcaloides vy

catalizadores bioldgicos dentro del mismo (Clark, 2015).

Tabla 3. Composicion quimica del té negro

Elementos Unidades Produccion
Teaflavinas % 0,78
Tearubiginas % 8,02
Sustancias altamente 11,19
polimerizadas %
Polifenoles totales % 20
Cafeina % 3,51
Aminoacidos % 1
Proteinas % 20,60
Lipidos % 2,50
Carbohidratos % 32,10
Humedad % 6
Calcio (mg/100 gr.) 470
Fésforo (mg/100 gr) 320
Hierro (mg/100 gr) 17,40
Sodio (mg/100 gr) 3
Potasio (mg/100 gr) 2000
Vitmana A 900
Vitamina B1 0,10
Vitamina B2 0,80
Niacina (mg/100 gr) 10
Acido Gélico % 0,15
Epigalato de Catequina % 0,57
(+) Catequina % 0,18
Galato de epicalocatequin% 2,86
Galato de epicatequina % 0,30

Fuente: UPASI Tea Research Foundation, 2018
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Es muy importante entender las funciones de las teaflavinas y tearubiginas
dentro del té negro, las cuales dan el sabor y aroma caracteristico. Este hecho
se da cuando los polifenoles oxidasas entran en contacto con los flavonoides en
la etapa de enrulado de las hojas. EI 30 % de los brotes secos del té lo
conforman también &cidos fendlicos y glucésidos, quienes varian en porcentaje

segun sea la oxidacion (Santander, 2015).

Por otra parte, las catequinas generalmente se encuentran en un 80 — 90
% en hojas verdes que no han pasado procesos posteriores. Sin embargo, en el
té negro estas proporciones se reducen de 20 a 30 % debido a las altas

temperaturas a las que fue sometida la materia prima inicial (Luis, 2008).

De acuerdo con Gonzalez (2003), los polifenoles presentes en el té tienen
una buena interaccion con proteinas ricas en prolina tales como la caseina,

extractos de levaduras y cualquier componente que presente aminoacidos.

2.4 El café

La planta de café conocida como cafeto, es un arbusto frondoso del
género Coffea, perteneciente a las familias de los rubiaceos. Como tal, su
Optimo crecimiento se da en climas tropicales y subtropicales principalmente
en zonas ecuatoriales. Su composicion fisica esta dada por un fruto carnoso
denominado cereza de café en donde se concentra altos porcentajes de
alcaloides (Alulima, 2012). Las cascaras 0 envolturas que contienen a la
semilla se las conoce como pergamino y mucilago, las cuales contiene altas
concentraciones de azlcares, y ligeras concentraciones de metilxantinas en
comparacion con la cereza. La pulpa se halla en mayor proporcion y es
quien determinara las distintas variedades de esta planta a través de su

estructura quimica (Arcila, 2010).

Cascara

Pergamino
Pulpa
Grano

Muclago

llustracién 4. Parte de un grano de café

Tomado de (Manals, 2017)
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2.4.1 Cascarade café

En la actualidad grandes cadenas de EEUU, tales como Starbucks, Nestle y
Stumptown coffee se encuentra introduciendo una variedad de productos con la

cascara secada del Coffea Ardbica (Romero, 2018).

Como la cascara del Coffea Ardbica comunmente se desecha hasta ahora o
se le daba poco uso como fertilizante barato, las grandes cadenas de cafeterias
en EE. UU. Se encuentran comercializando o introduciendo productos con
nuevos sabores y caracteristicas diferentes al tradicional café, como bebidas

endulzadas con jarabe de cascara, té y bebida carbonatada (Romero, 2018).

2.4.2 Nutrientes de la cascara de café

Dentro de los beneficios y propiedades que tiene la infusion de cascara de café,
presentan un contenido bajo de cafeina, una capacidad antioxidante relacionada
con los flavonoides, una concentracion total de compuestos fenélicos similar a la
de otro té. Presenta una elevada actividad prebidtica y antioxidante, incluso

mayor a la de la vitamina ¢ (Gémez, 2004).

La cascarilla del café representa aproximadamente el 12 % del grano de café
en base seca, esta constituida como una excelente fuente de celulosa, lignina,
pentosanos, silice, cenizas y otros compuestos en menor proporcién
(Rathinavelu, 2005).

Dentro de la composicion fisica y quimica de la céascara de café segun

Fonseca (2011) se encuentra:

Tabla 4. Composicion fisica y quimica de la cascara de café.

Biomasa Humedad Volatiles Ceniza C H (@] N

(%) (%) (%) (%) (%) () (%)
Cascara de 10,1 82 1,2 50,3 5,3 43,8 0,39
café

Tomado de Fonseca (2011)
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2.4.3 Variedad Coffea Arédbica Caturra

A pesar de la amplia diversidad del Coffea, solo dos géneros se usan
en infusiones o bebidas. Uno de ellos es la especie Coffea Arabica quien
predomina con un 75 % la produccién de café en el mundo, mientras que el
Coffea Canephora junto a otras variedades complementan la produccién
restante con un amplio consumo. Histéricamente se conoce que sus
origenes predominan en Asia y todo el mediterraneo como cultivos silvestres
(Aguilar, 2018). Mas tarde los franceses asentaron las primeras plantaciones
de Coffea Arabica atribuyéndose como pionero de la agricultura del café. A
partir de los primeros cultivos de Coffea Arabica, se originaron otras
variedades de café dandose a notar el café Bourbon o Borbon conocido
tipicamente de esa manera por el lugar en donde se desarroll6 Quintero
(2012). Dicho cultivo de café fue predominante en zonas altas mejorando su
composicidbn quimica en comparacion con su predecesor. Mas tarde fue
llevado a Africa y América Latina debido a las caracteristicas geograficas
gue presentan ambos continentes para lograr buenas cosechas vy

producciones de este género de café (Santander, 2015).

No obstante, cuando el café se introdujo por las colonias espafiolas, se
lograron buenos asentamientos de cultivos desde centro Ameérica hasta
Sudamérica (Areny, 2012). Sin embargo, en una provincia de Brasil, se logré
desarrollar una mutacion del gen de la variedad de Bourbon, teniendo como
resultado el grupo Caturra dentro del cual se puede obtener cerezas mas
pequefias de lo normal, con una amplia demanda nutricional para su
crecimiento, pero conservando su disefio de cultivo similar al de sus
predecesores (Garcia, 2012). Ademas, esta variedad, en comparacién con el
Coffea Arabica, presenta una mejor concentracion de cafeina y otros
alcaloides comunes en los cafés, logrando ser el género con mayor indice de
produccion en Ameérica Latina gracias a sus propiedades caracteristicas
(Casalins, 2017).
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2.4.4 Composicion del café género Coffea Arébica.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la variedad Caturra
proveniente del género Bourbon conserva la mayoria de sus caracteristicas
quimicas de su predecesor, Coffea Arébica (Carriel, 2012). Por otra parte, en
el tostado de café se originan mas de cien compuestos volatiles que aportan
al aroma y sabor durante las infusiones, tales como: &cido acético, acido
cafeico, acetaldehidos, cetonas, compuestos provenientes del furfural, furanos
y ésteres que en su mayoria desaparecen debido a las altas temperaturas, a
los cuales se someten normalmente los granos de café (Balcazar, 2011). Por
otra parte, las bebidas del café alcanzan un pH 6ptimo que oscila entre los 4.9
y 5.2 haciéndolas ligeramente acidas.

La siguiente tabla muestra la informacién nutricional del café arabica
como infusion:

Valor nutricional por cada 100g de infusion de cafe.

Tabla 5. Composicion quimica del Coffea Arabica

Nutriente Valor Unidades
Carbohidratos 0
Grasas 0,02 g
Proteinas 0,12 g
Agua 99,40 g
Cafeina 40 mg
Tiamina (vit. B1) 0,014 mg
Riboflavina (vit. B2) 0,076 mg
Niacina (vit. B3) 0,191 mg
Acido pantoténico (vit. B5) 0,254 mg
Vitamina B6 0,001 mg
Vitamina E 0,01 mg
Calcio 2 mg
Magnesio 3 mg
Manganeso 0.023 mg
Fosforo 3 mg
Potasio 49 mg
Zinc 0,02 mg

Fuente: Tomado de USDA, 2018
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Aunque la mayoria de estos componentes se concentran en la pulpa, la
cascarilla aporta con un porcentaje de 14,76 % de furfural y lo restante lo
complementa la lignina con un 41,86 % ademas de grasas y pentosas en la
misma. Ademas, se puede encontrar concentraciones de nitrogeno y fésforo
de 0,39 % y 28 mg respectivamente (Jiménez, 2014).

Por cada 100 g de cereza de café en fresco se tiene la siguiente

composicién (Arcila, 2010), donde el 6 % corresponde a la cascara.

COMPOSICION FiSICA DEL GRANO DE CAFE
Cascarilla
6%

Fruto
39%

43%

Grafico 1. Composicion fisica del grano de café.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019).

2.4.5 Produccion a nivel mundial

Como antes se ha mencionado, mas del 70 % de la produccién mundial de
café lo ocupa el género Coffea Arabica y en menor proporcion lo complementa la
variedad Coffea Robusta. En general cada afio se producen aproximadamente
7,7 millones de toneladas de café ocupando un éarea de 10,5 millones de
hectareas, distribuidas en mas de 50 paises (Hernandes, 2014). En América
Latina, el principal productor es Brasil con 2,2 millones de toneladas anuales
mientras que Colombia y México suplen la produccion restante. Por otra parte, el
cultivo de la especie Coffea Robusta se refleja el 10 % en Asiay el 5 % en
Africa, destacandose Vietnam e Indonesia principalmente, produciendo entre 0,6
-1 millén de toneladas (Arcila, 2010)
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Sin embargo, estos valores pueden verse afectados debido a los
constantes cambios climaticos que presentan las distintas zonas de cultivo. Las
latitudes de Vietnam hacen favorable la produccion del café robusta gracias los
cambios de humedad que se dan en dicho continente, posesionandolo como

segundo productor a nivel mundial con el 16.8 % (Greenwalt, 2000).

A continuacién, se reflejan datos histéricos de produccion de Coffea
Arabica en los ultimos afios en base de los principales cafeteros del mundo.

Tabla 6. Produccidn total de paises exportadores de Coffea Arabica

Produccion total de Paises exportadores

En mil bolsas de 60 kg.

Afio de 2010/ 2011/ 2012/ 2013/ 2014/ 2015/ 2016/ 2017/
Cosecha 11 12 13 14 15 16 17 18

Bolivia 130 143 115 128 106 89 81 85
Brasil 53.428 50.592 55.420 54.698 52.299 52426 56.764 51.000
Ecuador 854 825 828 666 644 644 645 624
Paraguay 20 20 20 20 20 20 20 20
Peru 4.069 5.373 4.450 4.106 2.883 3.304 4,223 4.280
Cuba 108 100 88 107 101 100 103 100
Haiti 350 349 350 345 343 341 342 340

Colombia 8.523 7.652 9.927 12163 13.339 14.009 14.634 14.000
Costa Rica 1.614 1.831 1.823 1.552 1.475 1.440 1.372 1.560

El Salvador  1.873 1.164 1.240 515 665 565 610 740
Guatemala 3.950 3.850 3.763 3.189 3.310 3.410 3.684 3.800
Guyana 9 10 10 2 9 11 10 10
Honduras 4.331 5.882 4.686 4.583 5.268 5.786 7.457 8.349
Jamaica 21 24 24 20 21 20 18 17
Panama 114 106 116 113 106 127 120 106
Venezuela 1.202 902 952 804 650 500 525 550

Tomado © International Coffee Organization, 2018

La especie Caturra, producida a partir del género Bourbon, es insignia
cafetera en dicho pais, debido a las bajas latitudes que presentan las zonas
brasileras y temperaturas que oscilan entre los 20 — 27 °C, eventualmente estas
condiciones se aplican de igual manera en los demas paises de Latinoameérica
en donde su rendimiento oscila los 1500 a 3000 kg de café por hectarea
(Escamilla, 2017).
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246 Produccién a nivel nacional

A continuacién, se presentan las superficies cafetaleras en el Ecuador
distribuidas por los géneros Coffea Arabica y Coffea Robusta. Ademas, cabe
destacar que el género Caturra comprende mas del 90 % de las variedades

existentes en el pais (Gutiérrez, 2008).

Tabla 7. Produccién de Coffea Arabica y Coffea Robusta en Ecuador

Provincias ,C(_)ffea Coffea robusta
arabica (ha) (ha)
Manabi 70.050 0
Santa Elena 1.800 0
Guayas 11.195 425
Los Rios 4,770 6.610
El Oro 9.730 0
Carchi 195 0
Imbabura 300 0
Pichincha 1.300 1.300
Santo Domingo 0 5.300
Cotopaxi 2.000 1.600
Tungurahua 0 0
Bolivar 3.410 3.780
Chimborazo 880 0
Cafar 370 0
Azuay 420 0
Loja 29.345 0
Sucumbios 0 17.320
Orellana 0 20.000
Napo 120 4.800
Pastaza 150 0
Morona Santiago 290 120
Zamora Chinchipe 6.350 0
Galapagos 1.100 0

Adaptado de Aguilar (2018)

En el 2016 los cultivos del género Coffea Arabica descendieron en
comparacion al afio 2015, teniendo 3.905 toneladas. Sin embargo, la produccion
de café en el afio 2017 increment6 en un 12 % debido al ingreso de cafetales
nuevos con el “Proyecto de Reactivacion de la Caficultura Ecuatoriana”, donde la
variedad de este producto antes nombrada fue ingresada a provincias cuyas

condiciones climaticas eran 6ptimas para su desarrollo, destacandose Loja y
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Manabi. En datos histoéricos, el Ecuador era quinto productor y exportador a nivel
mundial de café hasta el afio 2015; sin embargo, en la actualidad se ubica en el
puesto 28 (Carrefio, 2011).

2.4.7 Precio del café en el mercado internacional y nacional

A continuacién, se muestran los precios pagados por café arabico en los

principales paises exportadores

Tabla 8. Precios pagados a productores en paises exportadores.

Precios pagados a productores en paises exportadores. En centavos (US/Ib)

Calendario anual 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Costa Rica 180,22 160,73 124,65 130,77 145,84 129,11 138,09
Cuba 70,71 70,71 221,96 235,71 235,71 235,71 235,71
Dominican R 191,07 147,81 140,98 183,53 170,98 177,13 173,19
Ecuador 227,21 183,90 122,24 100,45 120,45 123,23 121.40
El Salvador 186,74 120,12 95,28 117,01 87,45 89,53 87,62
Guatemala 212,41 165,98 127,06 152,83 139,22 135,47 134,12
Honduras 200,02 141,15 101,80 118,94 110,97 93,17 90,77
India 228,46 161,98 117,06 175,65 157,10 132,21 135,75
Uganda 147,03 93,68 70,03 103,70 81,27 71,09 77,00
Brasil 224,26 152,29 102,14 134,70 104,49 107,83 110,47
Ethiopia 145,46 102,79 73,30 83,24 76,03 87,31 84,38
Colombia 8.523 7.652 9.927 12.163 13.339 14.009 14.634
Ghana 18,43 17,72 21,36 15,94 24,12 38,48 40,89

Tomado © International Coffee Organization, 2018

Como cultivo de alta demanda en el mundo, el café ocupa el segundo lugar
como mercancia sobrevalorada en exportaciones e importaciones. Los precios
del Coffea Arabica dependen anualmente de la bolsa de valores de New York,
ademas de otros factores (Quintero, 2014). No obstante, el afio 2011 fue el
periodo que obtuvo el mayor precio del café arabico de la ultima década,
alcanzando los 299,35 dolares americanos por quintal en el mes de abril (Uraga,
2014)
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En el Ecuador, el valor minimo de un quintal de café estd en los 27 $
promedio, cuyo precio varia de igual manera por la bolsa de valores de New
York. Sin embargo, en el afio 2013 se registré un precio de 2.81 $ por kilogramo
de café arabigo, lo cual marcé el punto mas bajo del valor nominal. A pesar de
ello, para el 2016 el precio ascendi6 a 3,87 $ el kilo, aumentando su demanda

de produccién en comparacién con el café robusta (Cifuentes, 2016).

2.5 Medios de cultivos

Uno de los Medio de cultivo empleados es el denominado Hassid — Barker
(HB) desarrollado inicialmente por el Dr. William Hassid, quien en colaboracion
con Horace Barker dedicé sus estudios a la sintesis quimica de la sacarosa. En
1965 lograron desarrollar un cultivo microbiano aislando la bacteria Acetobacter
Xylinum en un medio rico en carbono y mejoraron alin mas al emplear el acido
acético dentro de su composicion variando los porcentajes de sacarosa en el
cultivo (Ballou, 1979).

Luego de varias investigaciones se plantea con Optimos resultados un
porcentaje de sacarosa del 10 %, extracto levadura 0,25 %, sulfato de calcio
0,25 % y fosfato de potasio 0.5 %. Eventualmente, dichas proporciones lograron
un mejor acondicionamiento del medio para el crecimiento éptimo de la bacteria
ya que no altera su estructura celular a diferencia de los elementos empleados
en el método Hestrin and Schram (HS) convencional. El sulfato de Magnesio y el
sulfato de amonio con porcentajes del 0.2 % y 0.6 % respectivamente,
complementan el cultivo desarrollado ya que logran sintetizarse en el mismo
gracias a los iones sulfatos (Lestari, 2013).

La Tabla 9 muestran las diversas formulaciones empleadas en la
obtencion de celulosa bacteriana y el autor correspondiente, mientras que la
Tabla 10 muestra el tipo de microorganismo seleccionado y el rendimiento

obtenido en la produccién de celulosa bacteriana.
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Tabla 9. Composicion de medios de cultivo para celulosa bacteriana segun sus autores

Tipo de Composicion
medio
Glucosa Extracto de Peptona Fosfato de Sodio Acido Citrico (Hestrin M.
HS (20 g/L) levadura (5g/L) (2.7 g/L) (1.115g/L) S., 1954)
(5 g/L)
Glucosa Extracto de Peptona Fosfato de Sodio Acido citrico Vitamina C
HAS (20 g/L) levadura (5alL) (2.7 g/L) (1.115g/L) (549/L)
(Gal)
Sacarosa Extracto de Sulfato de Fosfato de Potasio  Sulfato de Magnesio Sulfato de Calcio (Lestari,
HB (100 g/L) levadura amonio (5 g/L) (2 g/L) (2.5 g/L) 2013)
(2.54g/L) (8.25 g/L)
Extracto de Sulfato de Fosfato de Potasio  Sulfato de Magnesio (Yamanaka,
Yamnaka Sacarosa levadura amonio (3 g/L) Heptahidratado 2000)
(50 g/L) (59/L) (5 g/L) (0.05 g/L)
Sulfato de (Zhou, 2007)
Glucosa Sacarosa Sulfato de Licor de maiz Fosfato de Potasio Magnesio
Zhou (18 g/L) (21 g/L) amonio (20 g/L) (2 g/L) Heptahidratado
(4 g/L) (0.4 g/L)
Fosfato de Sodio Sulfato de (Son, 2001)
SON Glucosa } Etanol Sulfato de Fosfato de Potasio dodecahidratado Magnesio Nicotinamida
(15 g/L) (6ml/L) amonio (3g/L) (3g/L) Heptahidratado (0.0005 g/L)
(2 g/L) (0.8 g/L)
Glucosa Extracto de Peptona Acido acético Acido Succinico (Park, 2003)
Park (20 g/L) Levadura (10 g/L) (1.5 mliL) (2 glL)
(7 9/l
SOC Glucosa Medio LB Cloruro de Cloruro de Potasio  Cloruro de Magnesio Sulfato de (Lin, 2014)
(3.6 g/L) (20 g/L) Sodio (0.5g/L) (0.18 g/L) (0.95g/L) Magnesio
(2.5 g/L)
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FM

YPD

GYB

AB

MHS

Joseph

AHS

Glucosa
(15 g/L)

Glucosa
(20 g/L)

Glucosa
(20 g/L)

Glucosa
(20 -60 g/L)

Glucosa
(20 g/L)
Fructuosa

(20 g/L)

Glucosa
(50 g/L)

Extracto de carne

(3g/L)

Extracto de
levadra
(5g/L)

Extracto de
levadura
(5a/L)

Extracto de
Levadura
(5alL)

Licor de maiz
(20 g/L)

Licor de maiz
(80 ml/L)

Extracto de
Levadura
(4g/)

Peptona Cloruro de Sodio

(59/L) (59/L)

Peptona

(G alL)

Peptona Acetato de Sodio
(5g/L) (5.772 g/L)
Fosfato de Acido Citrico
Sodio (1.54glL)

(2.7 g/L)

Sulfato de Fosfato de Potasio
amonio (2 g/L)

(3.3 g/L)

Fosfato de Potasio
Etanol (2 g/L)
(2 g/L)

Acido Acético
(1.778 g/L)

Sulfato de Magnesio Poliacrilamida -
heptahidratado acido acrilico
(0.8 g/L) (10 g/L)

Sulfato de Magnesio
heptahidratado
(0.73 glL)

(Okiyama,
1992)

(Ramirez,
2012)

(Cakar,
2014)

(Xu Liu,
2018)

(Carreira,
2011)

(Joseph,
2003)

(Gonzalez,
2017)

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019).
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Tabla 10 Rendimiento de celulosa bacteriana segun sus autores

Autor Microrganismo Rendimiento Condiciones Comentarios Referencia
Hestrin and Acetobacter xylinum 18 g/L El pH optimo esta en 4.5 a 5. Temperatura de (Hestrin M. S.,
Schram(HS) por semana incubacién del medio 30 C. Mejora el rendimiento en 1954)

cultivos estaticos.
Joseph Acetobacter xylinum 2.7g/lL Se ajusta el pH a 5. Su tiempo de cultivo es de 7 dias. Modifica el medio HS por (Joseph, 2003)
por semana Su temperatura optima es de 28 C. fructuosa como fuente de carbono
y adicionalmente afiade acido
acrilico (1%V/V)
Park Gluconacetobacter 231g/L Se ajusta el pH a 5 con solucién de NaOH Parte del medio de cultivo HS (Park, 2003)
hansenii por 5 dias La temperatura ideal son los 30 grados. adicionando Unicamente etanol (1
% VIV)
Zhou Acetobacter xylinum 6 g/L Tiene como proposito de afiadir alginato de sodio para ~ Compara sus resultados con los (Zhou, 2007)
por semana aumentar la viscosidad e impedir la coagulacién de la del medio HS
BC para promover la trasferencia de oxigeno y
nutrientes hacia las células.
SON* Acetobacter xylinum 15.2 g/L La temperatura optima de crecimiento son los 30 C, (Son, 2001)
por semana pero al llegar a los 35 la produccion de celulosa
decrece. Maneja un pH de 4. Sugiere el uso de etanol
(0.2 %VIV).
Carreira Gluconacetobacter 2.7glL Maneja una temperatura optima de 30 C. Ajusta un pH Modifica el medio HS por la (Carreira, 2011)
sacchari. durante las 96 hde  oOptimo de 4.5 en su medio de cultivo. El lavado de las sustitucion de la glucosa por
Proveniente del cultivo membranas de celulosa lo realiza con una solucién de galactosa, xilosa, lactosa y
SCOBY 0.5 M de NaOH a 90 C por 30 min. gricerol manteniendo la
concentracion de 20 g/L.
El secado de las membranas
purificadas lo realiza a 105 C
Lin Gluconacetobacter 7.02 g/lL El lavado de la membrana de celulosa lo realizan con Maneja concentraciones de 5,10, (Lin, 2014)
hansenii en una semana una solucién de 0.1 M de NaOH a 50 C cada 6 horas. 15y 20 % de residuos de
levadura como Unico nutriente.
Cakar Gluconacetobacter 0.406 g/L Temperatura 6ptima de crecimiento de cultivo:30 C. La  Modifica el medio de cultivo (Cakar, 2014)
xylinus por semana melaza fue tratada con una concentraciéon de 6 M de propuesto por Zhou, afiadiendo
H2S04 y posteriormente calentada a 60 C por una melaza como fuente de carbono
hora hasta ajustar un pH de 3. menos costosa.
Trovatti Gluconacetobacter 2.7 g/L durante las Sugiere el uso de etanol dentro del cultivo Maneja el medio de cultivo HS (Trovatti, 2011)

sacchari

96 h de cultivo

(20 glL).
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Gomes

Adnan

Rani

Pacheco

Keshk

Castro

Gluconacetobacter
sacchari

Gluconacetobacter
xylinus

Gluconacetobacter
hansenii

Komagataeibacter
rhaeticus

Gluconacetobacter
xylinus

Gluconacetobacter
swingsii

1,34 g/L
por semana

10,01 g/L
por semana

8.2 g/L
por semana

6 g/L
por semana

6.35 g/L
por semana

5.9 g/L
por semana

El Medio de cultivo HS se mantiene respetando sus
concentraciones de fuentes de carbono, sin embargo,
considera otros azucares tales como la galactosa,
fructuosa o sacarosa segun un medio de cultivo
estético.

Sustituye la fuente de carbono convencional del medio
de cultivo de Zhou por distintas concentraciones de
glicerol (10,20,30,40 y 50 g/L). El pH del medio se
ajusta a 6.8 con NaOH a 6 M.

Ajusta un pH de 4.5. Temperatura optima: 27 C
Afiade etanol (1.0, 1.5 and 2.0 % v/v) y acido acético
(0.25,0.5, 1.0y 1.5 % v/v).

La Temperatura optima esté en los 28 C. Sugiere
afiadir al cultivo 20 g/L de etanol

Temperatura optima de 28 C. Se ajusta un pH de 6

Las peliculas de celulosa son lavadas con KOH a 5 M.
Varia el medio de cultivo HS con desechos de frutas
citricas como fuentes de carbono

Recomiendo el uso de desechos
de aceite de oliva como fuentes
de nitrégeno y fosforo para el
medio de cultivo

Considera otras concentraciones
de fuentes de nutrientes para el
cultivo

Considera el medio de cultivo HS
por dos semanas

Usa el medio de cultivo HS
sustituyendo total o parcialmente
la fuente de carbono comun por
los residuos de arboles de
anacardo (25 g/L de glucosa mas
25 g/L de cualquier residuo).
Estima un costo de $18.90 para la
produccién de este cultivo.

Se afiade una concentracion de
0.5 % de acido ascorbico.

El medio se cultiva después de 13
dias de incubacion

(Gomes, 2012)

(Adnan, 2015)

(Rani, 2011)

(Pacheco G.,
2017)

(Keshk, 2013)

(Castro C. ,
2010)

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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2.6 Marco conceptual

2.6.1 Té negro

La planta de té es un arbusto frondoso perteneciente a la familia de las
teaceas. Primordialmente se denomina “Té” al fruto capsular que lo caracteriza,
siendo de amplias variedades tales como: té negro, té verde o té rojo (Castro,
2017). Sus hojas proceden de la planta Camellia Sinensis y su diversidad radica
en los tipos de oxidacion procedentes de las fermentaciones, provocando en la
mayoria de ellas un alto contenido de cafeina y otorgandoles tonalidades

oscuras con sabores fuertes (Casalins, 2017).

2.6.2 Cafe

La planta de café conocida como cafeto, es un arbusto frondoso del género
Coffea, perteneciente a las familias de los rubidceos. Como tal, su 6ptimo
crecimiento se da en climas tropicales y subtropicales principalmente en zonas
ecuatoriales. Su composicion fisica estda dada por un fruto carnoso denominado
cereza de café en donde se concentra altos porcentajes de alcaloides (Alulima,
2012).

2.6.3 Cascarade café

Las cascaras o envolturas que contienen a la semilla se las conoce como
pergamino y mucilago, las cuales contiene altas concentraciones de azlcares, y
ligeras concentraciones de metilxantinas en comparacion con la cereza. La
cascarilla del café representa aproximadamente el 12 % del grano de café en
base seca, esta constituida como una excelente fuente de celulosa, lignina,
pentosanos, silice, cenizas y otros compuestos en menor proporcion
(Rathinavelu, 2005).

2.6.4 Lacelulosa bacteriana

Es un polimero extracelular sintetizado por la fermentacion de
microrganismos conformados principalmente por bacterias del género
Acetobacter. Este microrganismo fue descubierto por primera vez en 1886 por

Adrian J. Brown denominandolo como “una membrana gelatinosa traslucida que
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crece en la superficie del medio de cultivo”. Sin embargo, también existen otras
bacterias capaces de producir celulosas pertenecientes al género Rhizobium,

Agrobacterium y Sarcina (Gonzélez, 2017).

2.6.5 Kombucha

La bebida de Kombucha se prepara tradicionalmente al fermentar té negro,
endulzado con sacarosa, con una capa de celulosa donde existe una simbiosis
de levaduras y bacterias del acido acético, y un 10 % de in6culo del hongo de

Kombucha ya preparado (Reiss, 2008).

2.6.6 Medio HB

Uno de los Medio de cultivo empleados es el denominado Hassid — Barker (HB)
desarrollado inicialmente por el Dr. William Hassid, quien en colaboracién con Horace
Barker dedicé sus estudios a la sintesis quimica de la sacarosa (Ballou, 1979).

Luego de varias investigaciones, se plantea con 6ptimos resultados un porcentaje de
sacarosa del 10 %, extracto levadura 0,25 %, sulfato de calcio 0,25 % y fosfato de
potasio 0.5 %. Eventualmente, dichas proporciones lograron un mejor acondicionamiento
del medio para el crecimiento 6ptimo de la bacteria ya que no altera su estructura celular
a diferencia de los elementos empleados en el método Hestrin and Schram (HS)

convencional (Lestari, 2013).

2.6.7 Fuentes de carbono

La fuente de carbono es el carbohidrato o sacarido utilizado como nutriente
principal en un medio. Los carbohidratos son bloques de construccion para
macromoléculas. Estos se pueden dividir en monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos, y polisacaridos. Los monosacaridos y disacaridos que tiene

menor peso molecular son conocidos como azucares (Carriel, 2012).

2.6.8 Sacarosa

La sacarosa es un disacarido compuesto de dos monosacéaridos, glucosa y
fructosa. La glucosa y la fructosa estan enlazadas por medio de un enlace entre
C1 de la glucosa y C2 de la fructosa. Este es un enlace glicosidico. Una hidrolisis
puede romper el enlace glicosidico, separando la glucosa y fructosa. Por accion

de las levaduras presentes en la Kombucha, la sacarosa es hidrolizada en
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glucosa y fructosa (Barreto, 2018).

2.6.9 Glucosa

La glucosa es un monosacarido. Tiene seis atomos de carbono por lo que es
clasificada como una hexosa. Es el monosacérido més abundante. La glucosa se
puede obtener como hidrolisis de varios carbohidratos, como la lactosa,
sacarosa, maltosa, celulosa, glucogeno, etc. Por accion de las bacterias del acido

acético en la Kombucha, la glucosa es convertida en acido glucénico (Adnan, 2015).

2.6.10 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La espectrofotometria infrarroja provee vibraciones fundamentalmente
caracteristicas que sirven para elucidar la composicion quimica y estructural de
una membrana mediante espectros infrarrojos. Se mide a través de movimiento
que presentan las particulas al recibir una carga eléctrica. La vibracion es
activada cuando las moléculas generan una absorcion de la energia. Dicha
radiacion se identifica en funcién de su longitud de onda caracteristica y es una

técnica excelente para una cuantificacion rapida y exacta (Contreras, 2010).

2.6.11 Traccién

Método o ensayo que permite medir el maximo de fuerza que resiste un
material, cuando el material es sometido a dos fuerzas estaticas en direccion
opuesta en sus extremos. Siguiendo el procedimiento de la norma ASTM D882
(Pacheco, 2002).

2.6.12 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Procedimiento o técnica que permite el andlisis con mayor facilidad de los
cambios morfologicos de las fibras, se realiza por medio de un microscopio de
barrido, en donde su principal caracteristica es la comunicacion biunivoca entre

la muestra y la imagen formada (Ruka, 2012).
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2.7 Marco contextual

El proyecto es parte del proyecto de investigacion de fondos competitivos de
la universidad de Guayaquil denominado “Elaboracion de recubrimientos
comestibles con inclusion de aceites esenciales”. Esta investigacion se desarrollo
en el laboratorio de Quimica Analitica de la facultad de Ingenieria Quimica en el
campus de la Universidad de Guayaquil, ubicado en la ciudadela Salvador
Allende, donde se realizaron la mayor parte de los estudios gravimétricos y en
laboratorio de investigaciones tecnoldgicas de la mencionada facultad de

Ingenieria.
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CAPITULO 1l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Disefio de la investigacion

Se llevo a cabo mediante el siguiente plan de trabajo: Ver diagrama 1

Diagrama 1. Disefio de la investigacion del trabajo.

1. Seleccién de materia prima

-Obtencién del té de

2. Obtencién del medio de cultivo % ka,tl’_U_Cha-_ - oot
-Analisis microscopia 6ptica.

-obtencion de muestra inicial

Disefo de

la ,-f .,
-Produccion de celulosa en

investigacion diferentes tratamientos.

3. Fermentacion del cultivo L< -cosecha y procesamiento de
la celulosa.

-planteamiento de disefio
experimental.

—\_ J

— 4. Analisis de producto terminado

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

3.2 Seleccién de materias primas.

La cascara de café se la obtuvo de café organico Caturra de sembrios de la
ciudad de Loja-Ecuador. El azucar y el té negro provinieron del mercado local de
la ciudad de Guayaquil. Los reactivos para los analisis quimicos fueron de grado
reactivo, facilitados por los laboratorios de Quimica Analitica y de biotecnologia

de la Universidad de Guayaquil.
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3.2.1 Seleccion de materiales y equipos

Como reactores se emplearon recipientes plasticos sin tapa de capacidad de
1500 mL. Se usaron gazas esterilizadas de uso médico, tela lienzo de venta
local y ligas plasticas para el cierre. Ademas, se usaron varios equipos como
calentador eléctrico, papel indicador universal pH 0-14, balanza analitica
Sartorius cp224s, balanza gramera, refractdmetro, autoclave, estufa, mufla,
desecador, medidor de espesor digital rango 0.001 mm hasta 12.7 mm,
espectrofotometro infrarrojo Perkin-Elmer Septum 100, microscopio electrénico
de Barrido Jeol, modelo JSM y materiales de laboratorio. Los reactivos usados
fueron grado analitico, tales como: agua destilada, hidréxido de sodio al 0.1 N,
acido nitrico, etanol 96 %, extracto de levadura, sacarosa, sulfato de amonio,

fosfato de potasio, sulfato de magnesio y sulfato de potasio.

3.3 Obtencién del medio de cultivo

3.3.1 Obtencién del té de kombucha

El té de kombucha con una muestra de celulosa bacteriana provino de una
muestra de un trabajo de investigacion anterior desarrollada por Aguilar y Espin.
El medio a recibir fue preparado con 1 litro de agua, 10 gramos de té negro y
200 gramos de azucar de acuerdo a medio de Hestrin and Schram(HS). Se dejo
fermentar en un lugar con poca iluminacién y con acceso al oxigeno, durante 15
dias a temperatura ambiente, hasta observar la presencia de la membrana. La
presencia de Acetobacter xylinum se verifico a través de microscopia Optica.

3.3.1.1 Microscopia 6ptica del té de kombucha.

Se tomo6 una muestra de 2 mL del medio de cultivo del tratamiento 1 (100 %
té negro) perteneciente al experimento 1. Posteriormente se realizd un analisis
morfologico a través de una tincibn de Gram, en donde se identifico el tipo de
microorganismo a través de su coloracion especifica. De acuerdo a Mirabal
(2012), las bacterias pertenecientes al género “Acetobacter” son Gram negativa

adquiriendo un color violeta — fucsia tras la tincion, y cuyas caracteristicas
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morfolégicas van desde formas ovoides hasta varillas rectas o curvadas

formando parejas en cadenas cortas (Kowser, 2016).

3.3.2 Obtencién de muestra inicial para réplica

El medié de cultivo inicial consistio en la infusion de 4 g/L de té negro con
200 g de sacarosa. Diez gramos de celulosa obtenida del té de kombucha se
introdujo en el reactor con el medio preparado. Mediante un lienzo y ligas se
taparon los recipientes y se mantuvieron al ambiente a una temperatura de
25+3° C, durante 15 dias para que se produzca la fermentacién y asi obtener
cinco peliculas de celulosa bacteriana, una para cada tratamiento. Ver diagrama
2.

Diagrama 2. Procedimiento de obtencion de cultivo iniciador de celulosa

Obtener el in6culo del té Kombucha

3

Cortar 10 gramos de la membrana de
Kombucha inicial para cada recipiente

5 4

\
Agregar 10 g de fragmentos de
membranas de celulosa y 50 mL del
liguido fermentado del té de kombucha.
J

( N
Cubrir con tela fina y sujetar con ligas.

1 |

( N
Incubar durante 15 dias a 25+3° C.

.
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3.4 Fermentacion del cultivo

3.4.1 Produccion de celulosa en diferentes tratamientos

Para la sintesis de kombucha se tomé del recipiente inicial T1 (100 % de
infusion de té negro) la membrana de celulosa. De dicha pelicula de celulosa se
procedio a cortar aproximadamente 10 gramos de membrana, con un volumen
de 50 mL del liquido fermentado y se colocaron en cada recipiente de 1500 ml.
La infusion correspondiente se realiz0 en recipientes limpios previamente
desinfectados con alcohol y agua caliente. La mezcla de la infusiones y sacarosa
se realizd en caliente. La fermentacion se realizO a temperatura ambiente
durante 15 dias. El ensayo se realizd por triplicado para evaluar repetibilidad.

Ver diagrama 3.

Diagrama 3. Procedimiento de multiplicacion del hongo

( N
Tomar el recipiente inicial T1, 100 % té

negro
\ J

1 1

4 N
Cortar 10 gramos de la Kombucha inicial
para cada recipiente

\ J

|

Agregar los Fragmentos de peliculas de
celulosa y 50 mL del liquido fermentado

del T1.
‘ |

Cubrir con tela fina y sujetar con ligas.

 §

Incubar durante 15 dias a 25+3° C.

7
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3.4.2 Cosechay procesamiento de la celulosa

Después de los 15 dias de fermentacion, se retir6 la capa de celulosa
formada en la superficie del medio de cultivo. Se realizé un lavado con hidroxido
de sodio al 1N para purificar la celulosa, es decir para lavar o blanquear la
membrana. Para esto la celulosa cubierta de NaOH al 1N se calentd por 1 hora
a 90°C. Posteriormente se realiz6 3 lavados con agua caliente y 3 con agua
destilada para llegar a un pH neutro. La celulosa purificada se sec6 a
temperatura ambiente de 25+3° C por 5 dias y se pesoé la celulosa obtenida. Ver

diagrama 4.

Diagrama 4. Procedimiento de la extraccion y purificacion de celulosa

( N
Retirar la capa de celulosa en la

superficie del medio de cultivo.
\ S

L |

4 N
Purificar la celulosa al 1IN de NaOH a

90°C por 1 hora

\. — J
, 3 ,
Realizar 3 lavadas con agua caliente

1 §

Realizar 3 lavadas con agua destilada

]

Secar la celulosa purificada a temperatura
ambiente de 25+3°C por 5 dias.

2

Pesar la celulosa obtenida
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3.5 Planteamiento del disefio experimental.

La evaluacion de la sustitucion del té se realizé a través de los siguientes
experimentos: En el primer experimento se vario el porcentaje de sustitucion de
té negro por el té de cascara de café, siendo los valores de 25, 50, 75y 100 %.
Se usaron 200 g de sacarosa segun Aguilar y Espin (2019), modificandose en el
segundo experimento la concentracion de sacarosa y se afiadi6 como control la
formulacién del medio HB (extracto levadura 0,25 %, sulfato de calcio 0,25 %, fosfato
de potasio 0.5 %, Sulfato de amonio 0,83 % Yy sulfato de magnesio 0.2 %) porque
presenta un mejor acondicionamiento del medio para el crecimiento O6ptimo de la
bacteria ya que no altera su estructura celular. Las variables que se mantuvieron
constantes en los dos experimentos fueron las siguientes: tiempo de incubacion
15 dias, temperatura de incubacion 25+3°C, pH inicial 3.5, y cantidad de in6culo.
El contenedor fue igual para cada tratamiento tanto en forma, volumen y material.
El primer experimento se realizé en cinco cultivos, de los cuales hubieron 5
tratamientos con tres repeticiones cada uno (Ver tabla 11) y el segundo
experimento se realiz6 en dos cultivos, con cinco tratamientos diferentes

manejando tres repeticiones en cada uno. (Ver tabla 12).

Tabla 11. Condiciones de experimento 1. 20 % azlcar

Identificaciones Sustitucion de infusion de té
El (%)
Denominacion del tratamiento T1 T2 T3 T4 T5
Concentracién de té negro (%) 100 75 50 25 O
Concentracion de infusion de cascaras de 0 25 50 75 100
café (%)

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

Los reactivos usados para el control del segundo experimento fueron
grado reactivo y su formulacion se efectud segun el contenido del medio HB. La

Tabla 12 muestra las condiciones planteadas.

Tabla 12. Condiciones del experimento 2. 10 % azucar

Identificaciones Sustitucién de infusion de té
E2 (%)

Denominacién del tratamiento Control(HB) T1 T2 T3 T4 T5

Concentracion de té negro (%) 0 100 75 50 25 0

Concentracion de infusion de 0 0 25 50 75 100

cascaras de café (%)

Concentracion del medio HB 100 O 0 0 O 0

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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3.6 Evaluaciéon analitica

3.6.1 Analisis de materia prima

Las materias primas café y té fueron evaluadas en su contenido de humedad
segun la norma NTE INEN 1114 y cenizas a través de gravimetria mediante la
norma TAPPI T 211 para celulosa en la prueba de ceniza. Se realiz6 por 3

repeticiones.
3.7 Anadlisis de producto terminado

Como producto terminado se considera al liquido fermentado y a la
membrana de celulosa. El liquido fue evaluado en el contenido de: pH y sdlidos
solubles. Mientras que la celulosa fue evaluada en: peso en base hiumeda, peso
en base seca, rendimientos diarios y quincenales, humedad, cenizas, espesor,
tension, permeabilidad, absorcién, determinacion de porcentaje de celulosa,

caracterizacion de espectros FTIR, microscopia de electronica de barrido (MEB).

3.7.1 Determinacion del pH

Se realizé a través de la lectura directa del papel universal indicador de
potencial H* humedecido en el liquido fermentado de la kombucha. Este
pardmetro se midi6 al inicio y luego de 15 dias una vez que se dio por terminado

el proceso de fermentacion.
3.7.2 Determinacién de soélidos solubles

Los sélidos solubles fueron medidos con ayuda del refractometro 6ptico grado
alimenticio, cuyos rangos de medicion oscilan entre 0-99 °Brix, a una

temperatura de 25 °C.
3.7.3 Determinacion de peso en la membrana humeda.

Transcurrido los 15 dias de cultivo se retird6 cuidadosamente la membrana
hameda de celulosa bacteriana para tomar la medicién de peso en una balanza

gramera.
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3.7.4 Determinacién de peso en la membrana seca.

Cada una de las membranas se secaron a temperatura ambiente durante 5
dias, segun Barreto (2018) porque en ese tiempo dejo de existir diferencia
significativa en los pesos de la membrana. Con una balanza analitica (Sartorius)

se midio el peso correspondiente a la membrana seca.

3.7.5 Rendimientos diarios y quincenales.

Para el calculo de rendimiento quincenal, se tomé el peso en gramos de la
membrana de celulosa seca y se lo dividié por la cantidad de sustrato afiadido
en un litro. Dicho sustrato vari6 en peso de acuerdo con el experimento 1y

experimento 2. Se uso la siguiente formula.

o ) Masa de celulosa en membrana seca (g)
Rendimiento quincenal = * 100% (Ec.1)
Masa de sacarosa (g)

El rendimiento diario del medio de cultivo se calculd a través de dividir el

resultado de la Ec. 1 para el nimero de dias de siembra (15 d).

. L Rendimiento quincenal
Rendimiento diario = -~ - * 100% (Ec.2)
dias siembra

3.7.6 Determinacion de humedad

Se realizo a través del método gravimétrico por diferencia de peso, segun
la norma NTE INEN 1114 (Ecuatoriana, 2010). Consistié en secar un recipiente
con su tapa durante 1 hora en la estufa a la temperatura de secado del producto.
Empleando pinzas, se traslado la capsula tapada al desecador y se dejo enfriar
durante 5 a 10 minutos. Se pesoé el recipiente con tapa (ml). Se coloco la
muestra en el recipiente de aluminio y se registr6 (m2). La muestra con el
recipiente destapado y tapa se colocaron en la estufa a 105°C durante 4 horas.
Luego de este tiempo, la muestra tapada se retir6 de la estufa y enfrio en un

desecador durante 5 a 10 minutos. Se repitio el procedimiento de secado hasta
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qgue las variaciones entre dos pesadas sucesivas sean constantes. Se registra
(m3). La determinacion se realiz6 por triplicado. La humedad del producto se

expreso en porcentaje con la Ec 3:

won = AL 00 Ee3)
* T Im2] = [m1] '

Donde:
H = Humedad
[m1]= peso del recipiente vacio con tapa.
[m2]= masa del recipiente tapado con la muestra antes del secado.

[m3] = masa del recipiente con tapa mas la muestra despues del secado.

3.7.7 Determinacion de cenizas

Se utilizo el procedimiento de la norma TAPPI T 211 para celulosa en la
prueba de ceniza (TAPPI, 2002). Por ello, se tom6 un gramo de muestra seca de
las peliculas en un crisol previamente pesado, se medi6 su peso inicial y se
procedi6 a calcinar en una mufla a 525 °C. El crisol con la muestra de cenizas se

dej6 enfriar en un desecador para luego apuntar su peso final.
El porcentaje de ceniza se calculé mediante la Ec 4:

G, +C,)—C
Y%cenizas = [((Cr+ Me)) — Cr] x 100 (Ec.4)
T u T

Donde:
[C,]=masa del crisol
[C.]=masa de cenizas (final)

[M,, ]=masa de muestra (inicial)
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3.7.8 Determinacién de espesor

El espesor se determind con la ayuda de un micrometro digital marca
Mitutoy TPM-H-2781, que posee un rango de medicion de 0.001 mm. hasta
12.7 mm. En las membranas secas y de forma directa se midio la superficie lisa
y rugosa de cada pelicula por diferentes lugares hasta un total de 10

mediciones y determinar promedio.

3.7.9 Capacidad de absorciéon de agua

El ensayo fue realizado segun el método descrito por Joaquil (2014).
Laminas de celulosa de 2 cm x 2cm fueron evaluadas durante 30 min, a fin de
determinar cuanta agua absorben. Para ello, se registré el peso de cada lamina
de celulosa (M1) con ayuda de balanza analitica. En un vaso de precipitacion
con 50 ml de agua destilada se coloco la lamina y en agitacién constante se
mantuvieron durante 3 horas. Con pinza se retir0 la lamina a un vidrio de reloj.

Se registrod el nuevo peso (M2). Se analizaron por triplicado.

M2 — M1
Capacidad de absorcion de agua = —ML X 100% (Ec.6)

En donde:
M2 = Peso de muestra humeda.
M1 = Peso inicial de la muestra seca.

3.7.10 Determinacién de porcentaje de celulosa

La cuantificacion de celulosa se realiz0 mediante el método Kurschner y
Hoffer (Hernao, 2009). Que consiste en pesar 0.1 g de material seco libre de
extractos en una balanza analitica y colocarlo en un matraz, se le adiciona 20 ml
de la mezcla &cido nitrico-etanol (1:4) es decir 4ml de acido nitrico en 16 ml de
alcohol. Se acoplé el matraz a un tubo refrigerante para reflujo y se calent6
durante 1 hora. Se retir0 la muestra, se enfrio y se dej6 que se decante.
Posteriormente se retir6 el liquido y se le volvié afiadir nuevamente 20 ml de la
mezcla 4cida y se dejé hervir por 1 hora mas. La muestra es filtrada en un crisol

Gooch y lavada con alcohol caliente realizando varias repeticiones y finalmente
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se lava con agua destilada caliente por 4 veces. La muestra se sec6 a 105°C por

4 horas para ser enfriada en un desecador y luego pesada. Ver diagrama 5.

El porcentaje de celulosa se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Peso residuo seco
Celulosa (%) = X 100 Ec.7
Peso seco de la muestra

Diagrama 5. Procedimiento para determinaciéon de celulosa.

Pesar material seco libre de extractos.

! |

( N
Anadir 20ml de la mezcla acido nitrico-
etanol en una relacién 1:4

\ S

1 §

4 N
Calentar y hervir suavemente en reflujo

durante 1 hora
\ J

|

Retirar, enfriar y dejar que decante
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( N
Anadir 20ml de la mezcla acido nitrico-
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Filtrar en un crisol de Gooch.

-

( )

Lavar con alcohol caliente repitiendo los
lavados

\

=

Lavar con agua caliente por 4 veces

.

Secar a 105° C por 4 horas.

¥

Pesar la celulosa obtenida
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3.7.11 Determinacién de la fuerza de traccién

En esta prueba se utilizaron 3 probetas por cada muestra, cuyas
condiciones corresponden a la norma estandar ASTM D-882. La resistencia a
traccidbn maxima se determiné con una maquina universal de ensayo SHIMADZU
modelo AGS-J, utilizando celda de carga de 200 N, a una velocidad de 5
mm/min y una distancia entre mordaza de 22 mm. Se elaboraron peliculas con
dimensiones de 2,5 cm de largo por 0.5 cm de ancho en forma de hueso para
gue sea mas facil sostener por medio de las mordazas, las cuales fueron

cargadas al equipo.

Los resultados se obtuvieron directamente mediante el uso del software

Trapezium 2.24. Las mediciones se realizaron por triplicado.

3.7.12 Determinacion de espectroscopia infrarrojo (FTIR)

La caracterizacion estructural de celulosa bacteriana se realizé en el
laboratorio de la Divisién de Ciencias Naturales Exactas en la Universidad de
Guanajuato, usando un espectrofotometro infrarrojo FTIR de la marca
PerkinElmer Spectrum 100, aplicAndose una espectroscopia de absorcion ATR
de diamante en un ancho de banda de 4000 a 400 cm™ a cada tratamiento del
Experimento 1. Los resultados obtenidos fueron comparados con otros analisis
realizados, y se realiz6 una lectura de los numeros de las bandas de
alargamientos para determinar los grupos funcionales y enlaces presentes en

la muestra para cada tratamiento.

3.7.13 Microscopia de electrénica de barrido (MEB)

Se utilizé microscopia electrénica de barrido para observar la presencia de
los microorganismos, su distribucién en la membrana y la estructura fisica de la
membrana. Las peliculas fueron removidas del medio, deshidratandolas a

temperatura ambiente. Las secciones fueron cortadas usando un microtomo
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rotatorio hasta que se obtuvo una lamina fina. Posteriormente la muestra fue
recubierta con oro con ayuda de un recubridor de muestras, marca JEOL,
modelo JF-12000 y modelo JSM operado a 20 kV para observar, finalmente, la

estructura microscopica de las membranas.

3.8 Andlisis estadisticos de los resultados

El promedio de tres repeticiones de rendimiento de celulosa, contenido de
sélidos solubles, humedad, y cenizas fueron reportados. Los resultados de los
experimetnos E1 y E2 fueron evaluados a través de un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias usando el sofwtare estadistico SPSS. El analisis de cada
parametro fisico, quimico y mecéanico por tratamiento, fue realizado a través de
un (ANOVA) de una via o de un factor mediante el test de Tukey a fin de
conocer las diferencias significativas entre los tratamientos.

El valor mayor de medias estadisticas del rendimiento del experimento 1 (E1)
serd evaluado frente al valor mayor de medias estadisticas del experimento 2
(E2), a través de una prueba T de medias usando un alfa de 0,5 % que nos

indique la diferencia significativa de los datos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 ldentificacion morfolégica de la bacteria Acetobacter xylinum.

De acuerdo con la ilustracion 5 y 6, se observa varias colonias de bacilos
alargados con diversas estructuras. En ambas imagenes se puede apreciar una
coloracion violeta — fucsia, lo cual nos permite inferir que dichas bacterias son
Gram negativas pertenecientes al género “Acetobacter”, cuyas agrupaciones

estan dadas por medio de cadenas largas y de forma ovoide.

En la ilustracion 5, se realizd un acercamiento 10X usando el microscopio
Optico con una baja intensidad de luz. La ilustracion 6 presenta un acercamiento

40x, en donde se puede apreciar de mejor manera la morfologia estructurada del

&t

llustracién 5. Microscopia 6ptica de la bacteria
Acetobacter xylinum en aumento de 10x.

género bacteriano.

llustracién 6. Microscopia éptica de la bacteria
Acetobacter xylinum en aumento de 40x

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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4.2 Resultados de materia prima

Los resultados de humedad y cenizas estdn presentados en la Tabla 13, se
observa que los valores de cenizas de la cdscara de café son similares a los
obtenidos por Manals (2017). El valor de humedad presenta una materia prima

seca libre de posibilidad de contaminacion por crecimiento de hongos.

Tabla 13. Resultado de humedad y cenizas del té negro y la cascara de café.

Humedad (%) y cenizas (%) de la materia prima
*CC1 cC2 CC3 XS **TN1 TN2 TN3 Promedio
10.08°+ 10,07+ 10.39%t 10,075+ 6,14°% 6,13% 6,12% 6,13+
0.13 0.06 0.61 0,007 0.04 0.04 0.024 0,009
1,37+ 1,71°+ 2,04 1,706+ 4,56 4,67+ 4.70°+ 4,685+
0.467 0.418 0.1621 0,335 0.15 0.03 0.04 0,067
*CC representa a cascara de café, ** TN representa a té negro

%Humedad

% Cenizas

*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre ellas a un nivel de
significancia del 0,05.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

4.3 Analisis de producto terminado

Se obtuvieron dos productos como resultado de la fermentacion de la
Kombucha, uno es el liquido fermentado y otro es la membrana de celulosa.

El grafico 2 muestra la variacion de los resultados en referencia al pH vy
solidos solubles del jarabe fermentado de Kombucha. El valor del pH entre los
tratamientos del experimento 1 es constante, al igual que los valores del pH del
experimento 2. El valor menor de pH es igual a 2,20 + 0,50, mismo que
corresponde al control del experimento 2, mientras que el valor mayor de pH es
de 3,25 = 0,27 y corresponde al tratamiento T3 del E1. De acuerdo con Lestari
(2013) los valores de un pH Optimo para el crecimiento de bacterias productora
de celulosa se encuentran entre 2.0-3.0, indicando que, en estas condiciones,
los microorganismos se desarrollan de mejor manera. La tabla 14 muestra un pH
constante en todos los tratamientos, pero que difiere entre cada experimento. En
el experimento 1, el pH supera el intervalo 6ptimo antes mencionado, volviendo
al medio de cultivo menos acido. Por otra parte, en el experimento 2, la media de

acidez es Optima en todos los tratamientos.

53



De acuerdo al grafico 2, el valor de soélidos solubles del T1 es mayor que los
valores de T2, T3, T4 y T5 del experimento 1; mientras que los valores de los
tratamientos del Experimento 2 no son significativamente diferentes. El valor de
los sélidos solubles (SS) del T1IE1 es mayor que el de los otros tratamientos del
E1, el cual no contiene la infusion de la cascara de café. Por tanto, mientras
mayor sea el valor de sélidos disueltos significa, mayor presencia de sacarosa y
menor consumo por parte de los microorganismos y con ello menor produccion
de celulosa. Es decir, la fuente de carbono o sacarosa es asimilada de mejor
forma en los tratamientos donde existe la presencia de la cascara de café.

Tabla 14. pH y sélidos solubles (ss) en ensayos E1y E2

No Parametro T1 T2 T3 T4 T5 Control
SS 20,03%+ 18,03+ 17,73+ 17,94+ 17,17+
(°Brix) 1,09 1,59 1,35 0,17 015 T
El a a a a a
H 3,08% + 3,08 3,25 3,17 308
P 0,20 +0,20 +0,27 +0,26 +0,20
SS 10,17 11,33+ 15,33 9,00% 8,832 12,50°
(°Brix) +0,76 0,38 0,58 +0,50 +0,29 +0,50
E2 2,33% + 2,33% + 2,50° 2,33% 2,33° 2,20% +
pH 0,58 0,29 +0,50 +0,61 +0,62 0,50

*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre ellas a un nivel de
significancia del 0,05.

Elaborado por: (Merchéan & Tigre, 2019)

pHy Solidos Solubles en ensayos E1y E2
25
20 -
I SS (°Brix) E1
15
EpHEL
10 - 1SS (°Brix) E2
5 - W pH E2
0 .
T1 T2 T3 T4 5 Control

Gréafico 2. pHy sélidos solubles (SS)de E1y E2
Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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La Tabla 15 muestra la media de resultados de las tres repeticiones de todos
los cultivos, tras el andlisis de la membrana de celulosa una vez que ésta fue
cosechada, lavada y secada. Estos resultados corresponden al experimento 1y
2, con sus respectivos tratamientos. En ésta se observa que el T5 de ambos
experimentos, que contiene una infusion solamente de cascara de café, exhibe
el mayor contenido de cenizas de 7,56 % mientras que el valor menor de
cenizas de 3,23 % corresponde al T1 solo infusion de té negro, existiendo
diferencia significativa entre estos tratamientos. Este resultado permite inferir
que una mayor concentracion de café produce membranas de celulosa con mas

altos contenidos de minerales y componentes inorgéanicos.

Tabla 15. Composicion de las membranas de celulosa: humedad, cenizas y

espesor de membranas secas.

Tratamientos

Experimentos Parametros T1 T2 T3 T4 T5

(E)

Humedad (%) 17,21% + 10,38" + 10,41° + 18,11% + 10,14° +

0,87 0,21 0,76 2,33 0,68

1 Cenizas (%) 323+ 572"+ 6,34 4,81 7,56° +

1,49 2,31 +1,95 +0,84 0,57

Espesor (mm) 0,16% + 0,26° + 0,26° + 0,73+ 0,38 +

0,02 0,01 0,001 0,04 0,02

Humedad (%)  12,614% 17,65°+  14,044° + 17,02+  18,648°+

0,47 0,189 0,306 0,284 0,289

5 Cenizas (%) 3,098+  5992% + 4,616+  4,214% + 7,56° +

0,75 0,75 1,30 0,635 0,883

Espesor (mm) 0,694% + 0,766° + 0,533" + 0,733°+ 0,493 +
0,15 0,29 0,076 0,12 0,15

*Letras iguales determina que no existe diferencia significativa entre ellas

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

Respecto al espesor, la Tabla 15 muestra que no existe diferencia significativa
entre T2 y T3, mientras que frente y entre T1, T4 y T5 si existe diferencia. El
espesor de cada membrana le permite comportarse de una manera especifica,

siendo menos flexible mientras el espesor es mayor. El T4 presenta una
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estructura mas firme y solida en donde se puede inferir que hubo un mayor

grado de polimerizacion por parte de la celulosa.

El grafico 3 muestra las redes de humedad, cenizas y espesor de las
membranas terminadas tanto del E1 como de E2, en cada tratamiento. El
contenido de humedad en el E1 de los tratamientos T1 y T4 no varia de manera
significativa entre si, sin embargo, es significativamente diferente a los valores
de los tratamientos T2, T3 y T5. Las membranas fueron sometidas al mismo
tratamiento de secado, sin embargo; el valor mayor de humedad de la
membrana del T4 con 18,11 % indica que debe ser secada adicionalmente ya

que de lo contrario seria vulnerable para el crecimiento de levaduras y hongos

Humedad, cenizas y espesoren E1y E2

T1 T2 T3 T4 T5

B Humedad (%) E1 B Cenizas (%) E1 Espesor (mm) E1

20
18
1
1
1

=
o N B O

o N B O

B Humedad (%) E2 = Cenizas (%) E2 Espesor (mm) E2

Grafico 3. Humedad, cenizas y espesor de membranas

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

En la Tabla 16, se presentan los valores del E1 en relacion a: Rendimiento
diario de la membrana una vez que se sec6é (RDMS), Rendimiento diario de la
membrana recién cosechada o humeda (RDMH), Rendimiento quincenal de la
membrana una vez seca (RQMS) y Rendimiento quincenal de la membrana
recién cosechada (RQMH), peso de la membrana seca (PMS), peso de la

membrana seca (PMS),
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Tabla 16.

Resultado de produccion de celulosa del experimento 1.

Produccion de celulosa cultivo de 200 gramos

T1 T2 T3 T4 T5
0,19% + 0,20° 0,25%

RDMS (%) 0,01 +0,01 +0,01 0,53 0,29°
+0,003 +0,003

RDMH (%) 4,78 5,01° 7,12% 9,93 7,87°
+0,13 +0,13 +0,10 +0,17 +0,55

RQMS (%) 2 88° 2.08% + 3,67 g 431°
+0,61 1,43 +0,73 +1,22 +0,38

RQMH (%) 71,67 75.17° 106,83 149,00 118,00°
+1,89 +1,89 +1,44 +2,60 +8,26

PMS (9) 5,75° 5,95 7,33% 15,99° 8,62°
+0,41 +0,40 +0,34 +0,11 +0,09

PMH (g) 143,33° 150,33% 213,67% 298,00° 236,00
+3,79 +3,79 +2,89 +5,20 16,52

*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre ellas a un nivel de

significancia del 0,05.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

La Tabla 16 muestra los valores de produccion de celulosa, ya sea en forma

de rendimiento diario, quincenal, peso en hiumedo o en seco del E1. Esta tabla

indica que la produccion de celulosa del T1, T2 y T3 no difieren entre ellos,

mientras que con respecto a los tratamientos T4 y T5 si existe diferencia

significativa entre estos tratamientos.
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Experimento 1. Con 20 % de azucar
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Grafico 4. Experimento 1 utilizando 200 gramos de azucar

Elaborado por: (Merchéan & Tigre, 2019)

El tratamiento 4 exhibe los mayores resultados de produccién de celulosa,

mientras que el resultado del tratamiento 3 es similar al del tratamiento 5.

La produccion de T1 y T2 son similares y a pesar de que T2 y T3 no
presenten diferencias significativas, se observa el incremento de la produccién
quincenal y diaria debido a la inclusién de mayor contenido de infusion de café.
El efecto positivo de la infusion de cascaras de café en la kombucha se empieza
a analizar desde la susticion del 50%, sin embargo, se observa que al sustituirse
al 100 % el valor resultante de celulosa disminuye, por lo cual conviene
mantener un porcentaje entre 50 a 75 % de infusion de té negro para obtener
mejores resultados. El valor medio de rendimiento de T4 es superior al valor de
6 % de rendimiento presentado segun Zhou (2007), mientras que las demas

pruebas superan al 3 % de rendimiento obtenido por Joseph (2003).

A pesar de que el analisis estadistico general fue realizado por un (ANOVA)
de dos vias, el analisis del porcentaje de celulosa comprende un (ANOVA) de
solo un factor, el cual es el porcentaje de celulosa por cada tratamiento
realizado. A través del Test de Tukey se conoce que en el tercer cultivo del
experimento 1, el porcentaje de celulosa de los tratamientos T1 (62,83 +0,31),
T3 y T5 expresan que T1 es significativamente diferente de T3 y T5 (llustracién
7). Sin embargo, entre T3 y T5 no existe deferencia significativa, lo cual permite

inferir que con respecto a T4 no habria diferencia significativa en este parametro,
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ya que su valor estard comprendido entre ambos tratamientos. Los valores altos
de pureza de celulosa en los tratamientos con la inclusion del té de céscara de

café indica el efecto favorable de la adicién con respecto al que no tiene.
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llustraciéon 7. Porcentaje de Celulosa

Elaborado por: (Merchéan & Tigre, 2019)

Se podria indicar ademas que a medida que se incluye una mayor
proporcién de cascara de café en el medio de cultivo como infusién, las

membranas de celulosa presentan una mejor pureza.

Tabla 17. Capacidad de absorcién de peliculas de celulosa bacteriana.

Propiedades Funcionales

T1 T2 T3 T4 T5
gg‘spj‘ri'%id (‘32) 86,87°+  89,79°  8575°+  90,58"+ 82,43
0,82 £0,86 2,37 1,68 2,87

*Letras diferentes determinan una diferencia significativa para un nivel de significacion del
0,05.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

La capacidad de absorcion de agua fue independiente del contenido de
infusion de té o de cascaras de café, sin embargo; el valor de las peliculas de T4
y T2 son similares, por lo que se afirma que estas membranas tienen una mayor
capacidad para receptar y contener fluidos externos como el agua. Este valor es

reciproco al peso de las membranas humedas del tratamiento 4, indicado en la
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tabla. De acuerdo con Costa (2015) un biopolimero tiene una capacidad de

absorcion de agua del 80 a 85 %, valores similares a los obtenidos en esta

investigacion.

La Tabla 18 muestra los resultados de produccion de celulosa en sus

diferentes “presentaciones.

Tabla 18. Resultados de produccion de celulosa del Experimento 2

Produccion de celulosa cultivo de 100 gramos

T1

T2

T3

T4

T5

control
1,19% + 0,79 + 1,44 + 1,64° + 0,58°  0,1466°
0 1 1 1 1 1 b
RDMS (%) 011 0.30 0.10 005  +0,01 0,045
22,05% + 16,82° + 8,13% + 26,18" + 9,60° 8,51 +
0 b 1 1 1 1 1
RDMH (%) 037 024 0112 033  £020 0.19
. 17,85° 12,065  21,65%° 25 02° 8,77° 2,209 +
RQMS (%)
+0,84 +2,23 +1,57 +0,79 +0,15 0,09
330,67  252.33° 123,000  392,67° 1440  127.67°
+ + by + 0%+ +
RQMH (%) 5,51 3,51 1,73 5,03 3,00 2,08
PMS 17,85° 12,065 21,65%° 25 03" 8,77° 220% +
+1.68 +4.29 +1,57 +087  +0,15 0,09
330,67  252.33° 122,000  392,67° 1440  127.67°
PMH + + by + 0%+ +
551 3,51 1,73 5,03 3,00 2,08

*Letras diferentes determinan una diferencia significativa para un nivel de significacion del

0,05.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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Produccion de celulosa E2
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Gréafico 5. Produccién de celulosa. Experimento 2
Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
La produccion de celulosa en E2 o con 10 % de azucar varia con respecto a
E1l. De acuerdo con el andlisis de varianza de dos factores que se indica en la

Tabla 19, existe diferencia significativa entre E1 y E2 en el rendimiento a un nivel
de confianza del 95%.

Tabla 19. Anova de dos factores. Rendimiento quincenal.

Variable dependiente: Rendimiento_Quincenal

Origen Tipo Ill de suma de cuadrados gl Cuadratico promedio F Sig.
Modelo corregido 1998,452% 10 199,845 675,090 ,000
Interceptacion 2594,795 1 2594,795 8765,390 ,000
Experimento 1210,847 1 1210,847 4090,323 ,000
Tratamiento 943,764 5 188,753 637,619 ,000
Experimento * Tratamiento 198,718 4 49,679 167,821 ,000
Error 6,513 22 ,296

Total 5271,993 33

Total corregido 2004,964 32

a. R al cuadrado = ,997 (R al cuadrado ajustada = ,995)

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

Al realizar un ANOVA en el experimento (E2), en relacion a produccion de
celulosa, se observa que existe diferencia significativa entre los diversos
tratamientos. El test de Tukey indica la diferencia entre los diversos tratamientos,
lo cual esta indicado en la Tabla 17. Sin embargo, el tratamiento 4 se mantiene
con la mayor media de rendimientos, ajustandose al valor quincenal del 30 % de
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produccion de celulosa descrito segun Son (2001). Este tratamiento T4 supera
los rendimientos presentados por Illana (2007) con un medio de cultivo que tiene

como unico sustrato a la infusion del té negro.

A través del ANOVA de dos factores se observd que en la produccion de
celulosa existe diferencia significativa entre los experimentos E1 y E2 a un nivel
de confianza del 95 %. El analisis de resultados observado de las tablas 15y 17
demuestra que los tratamientos T4 (75 % céscara de café — 25 % té negro) son
los que presentaron una mayor producciéon en cada experimento. Con el afan de
verificar la similitud o diferencia de tratamientos, se realizé la prueba de
significancia de T de student a nivel de significancia del 95 % para establecer el

mejor tratamiento — experimento.

Se seleccionaron como variables de comparacién al peso de las membranas
y el rendimiento quincenal de la membrana seca. En la Tabla 20 se muestran los

valores de analisis.

Tabla 20. Evaluacién comparativa de peso y rendimientos del E1 y E2

Evaluacién comparativade de peso y rendimiento del E1 y E2

Desviacion Media de error
ElyE2 N Media estandar estandar
Peso Con 200 azucar E2 3 15,9939 ,06355 ,03669
con 100 azucar E1 3 25,0330 ,87413 ,50468
RQMH Con 200 azicar E2 3 7,9970 ,03176 ,01834
con 100 azucar E1 3 25,0330 ,87413 ,50468

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

De acuerdo a la Tabla 20, los valores maximos de peso y rendimiento
corresponden al tratamiento T4 experimento 2 y a través de la prueba T se
verifica que existe una diferencia significativa frente al tratamiento T4 del
experimento 1. A través de esto se rechaza la hipotesis nula planteada y se
acepta la alternativa, en el sentido de que si existe diferencia significativa en el

rendimiento de produccion de celulosa al incluir la infusién de cascaras de café.
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De acuerdo a la Tabla 21, el valor de F de la prueba de Levene indica que el

valor p (probabilidad) es menor del valor de la significancia 0,05 por lo que se

rechaza la hipotesis de varianzas iguales y se analiza segun varianzas

desiguales. Al ser el valor de p obtenido menor que 0,05 se rechaza la igualdad

de la hipoétesis o igualdad de tratamientos en los experimentos E1 y E2.

Tabla 21. Prueba T de medias.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene de
calidad de

varianzas

pruebat para la igualdad de medias

Diferencia Diferencia

95% de intervalo de

confianza de la

F Sig. T Gl Sig. de de error diferencia
(bilateral) medias  estandar  Inferior  Superior
Peso  Se asumen
. . 13,397 ,022 -17,863 4 ,000 -9,03913 ,50601 -10,44405 -7,63422
varianzas iguales
No se asumen
-17,863 2,021 ,003 -9,03913 ,50601 -11,19465 -6,88362
varianzas iguales
RQMH Se asumen
14,522 ,019 -33,734 4 ,000 -17,03603 ,50501 -18,43817 -15,63389
varianzas iguales
No se asumen
-33,734 2,005 ,001  -17,03603 ,50501 -19,20345 -14,86861

varianzas iguales

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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La caracterizacion FTIR de las muestras de celulosa demostrd espectros

tipicos de una celulosa vegetal.

Si se traza una perpendicular en el nimero de onda correspondiente a
1500 cm™!, se obtiene dos regiones en el plano de espectros infrarrojos
correspondientes a la zona de diagnostico en el lado izquierdo, y la zona de

huella dactilar en el lado derecho.

Dentro de la espectroscopia FTIR, la banda de onda que caracteriza a una
celulosa estd comprendida entre los 3335 y 3290 cm™! (Contreras, 2010). En
todos los tratamientos analizados se observan picos comprendidos en esos
valores, lo cual muestra que todas las membranas tienen una estructura igual a
la celulosa vegetal pero libre de lignina. Ademas, existen picos comprendidos
entre 1000 - 1100 cm™?! , lo cual demuestra la presencia de enlaces C-O-C, y
cuyos compuestos forman las moléculas beta glucosa que dan lugar a la

celulosa (Mondragon, 2017).

Ademas, todas las peliculas de celulosa presentan espectros en una
longitud de banda de 1630 cm™?, lo que es muy caracteristico en celulosas con
un alto porcentaje de humedad, contenidas en la pulpa del papel (Contreras,
2010).

De acuerdo con Rosma (2012), la estructura de la celulosa bacteriana a
base de Kombucha comprende bandas desde 891.59 - 1424.18 cm™!
comparandola con una micro celulosa comercial y corroborando los picos

obtenidos en todas las muestras.

La zona de huella dactilar permite diferenciar la estructura de cada
membrana, en donde los tratamientos 4 y 5 son los Unicos resultados que
muestran espectros comprendidos entre 1227, 1159 y 1028 cm-1, y cuyas
vibraciones pertenecen a los enlaces C-O-C, C-OH y pB-glucopiranosa de
celulosa. Sin embargo, este hecho no se cumple en los demas tratamientos, lo
cual permite afirmar que las altas concentraciones de la infusion de cascara de
café en la composicion de la celulosa, aumenta la cristalinidad y dureza de las

membranas (Zara, 2017).
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Analizando nuevamente la zona de diagndstico se puede observar que no
existe ningln pico entre las bandas de absorcion de 1740 — 1850 cm™!,
descartando la presencia de anhidridos de acidos y cloruros de acilo y cuyas
vibraciones estan comprendidas en dichas longitudes de bandas (Mondragon,
2017). Por otra parte, el nimero de onda promedio correspondiente a las
cetonas y acidos carboxilicos es 1715 cm™1, por lo cual se descarta de igual
forma su presencia dentro de las muestras al no existir ningdn pico que

corrobore su composicion (Rosma, 2012).

La ausencia de estos compuestos demuestra que se llevdé acabo un buen
tratamiento de las membranas al realizar el lavado con hidroxido de sodio al 0,1
N y agua destilada a 80 °C, principio por el cual fue eliminar la presencia de

dichos componentes organicos (Soriano, 2018).
4.5 Resultados de microscopia de electrénica de barrido (MEB)

Actuales investigaciones indican que un pardmetro que afecta a la
produccion de celulosa bacteriana es la temperatura, teniendo valores 6ptimos
para el crecimiento entre 28 y 30° C (Ruka, 2012), logrando producciones de
celulosa de hasta 1 cm de espesor y 20 x 20 cm de é&rea, por lo cual, para la
realizacion de la microscopia fue necesario cortar laminas muy finas con el

micrétomo.

7
20kU X508 Sokn; 66085 20kU X2.000 10rm 000096

llustracion 13. . Bacterias xiylinum llustracion 14, Bacterias xiylinum,
ovaladas y cilindricas
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286kV X158 109rm OOBB36

llustracién 15. . Fibras de celulosa

Las micrografias MEB de las llustraciénes 13 y 14 presentan las bacterias
Gluconacetobacter xylinum, de tamafio menor a 10 um con una morfologia
ovalada, cilindrica y similar a un grano de arroz. La caracterizacion estructural
morfologica de las fibras de celulosa se muestra en la microgafia MEB 15, donde
se observa una red fina de fibras de celulosa con una morfologia similar a hilos,

alargada, tamafio variable, diametro de 20 um y una longitud de 100 a 1.200 pm.

4.6 Resultados de propiedades mecénicas-tension

Tabla 22. Resultados de prueba de traccion de membranas de tercer cultivo en el
experimento 1.

Propiedades mecanicas

12,6000% +
Fuerza de 2,68 26,4166°+ 151333+ 83,5333°+ 48,4000+

traccion (N) 6,27 0,71 0,68 7,69

*Letras diferentes determinan una diferencia significativa para un nivel de significacion del
0,05.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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Gréafico 6. Pruebas de traccion de peliculas de celulosa bacteriana.

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

De acuerdo con Pacheco (2002), los indices de traccibn maximo que
pueden llegar a alcanzar las pastas de una celulosa vegetal fluctian entre los 50
y 60 N. Sin embargo, el tratamiento 4 logra obtener una carga de resistencia de
85 N, lo que indica que estas membranas son mas resistentes al desplazamiento

de la traccion.
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4.7 Resultados de estimaciéon de costos.

Tabla 23. Determinacion de costo de produccion.

Determinacién del costo de produccion

Producto Celulosa bacteriana
Unidades 15 membrana de celulosa de 22 cm largo x 11 cm de ancho.
producidas
Unidad de Elementos del Costo Precio Costo Costo
Cantidad medida total Fijo Variable
(%) (%) (%)
3 Kilogramos Sacarosa (Azucar de 3,15 3,15
mesa)
1 Kilogramos Hidréxido de Sodio grado 6,00 6,00
reactivo
1 Kilogramos Hongo de Kombucha 4,50 4,50
4 Galon Agua destilada 8,00 8,00
15 Unidad Envases plasticos para 17,25 17,25
medio de cultivo
1 Paquete Ligas 1,50 1,50
5 metros Tela de recubrimiento 10,00 10,00
2 m? Agua Potable 1,10 1,10
4 Unidades Mascarillas y Guantes 5,00 5,00
300 Gramos Té negro 11,00 11,00
600 Gramos Céscara de Café - -
18 Horas Energia Eléctrica 0,93 0,93
Totales 68,43 0,93 67,50

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

Tabla 24. Costo por unidad de membrana celulosa bacteriana.

Costo por unidad Costo (%)

Costo fijo unitario = 0,06
Costo variable unitario = 450
Costo total de venta = 4 56

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)
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Tabla 25. Determinacion del precio de venta de la membrana de celulosa
bacteriana.

Determinacion del Precio de Venta por membrana de

celulosa
Producto Cto. Total Precio de Precio
de Venta Utilidad Venta de Venta
(CTV) Sin IVA Con IVA
$) (%) (%) (%)
Membrana $ 5,86 S 1,75 $7,61 $ 8,53
de Celulosa
Porcentaje 30%
de utilidad
IVA 12%

Elaborado por: (Merchan & Tigre, 2019)

De acuerdo a Hernandez (2016), los costos de produccion de la membrana de
celulosa a partir del hongo de Kombucha estan en 14,50 $ por unidad, teniendo en
cuenta que dichas celulosas contienen reactivos adicionales que se asemejan a los
porcentajes de rendimientos de produccion obtenidos (25 %). Sin embargo los
costos para obtener la membranas, sustituyendo el té negro por el té de cascara de
café, se reduce a $ 7,05, lo cual favorece a la posible comercializacion del producto
obtenido teniendo en cuenta el beneficio que aporta la cascara de café como

desecho sin valor agregado.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

De acuerdo al analisis de resultados, la sustitucion de té negro por la
infusidon de cascara de café influye positivamente en la produccién de celulosa
bacteriana. ElI T4 (75 % cascara de café y 25 % té negro) mostré los mejores
rendimientos de produccién, con un polimero de mejores caracteristicas
mecénicas que los otros tratamientos, en donde la resistencia a la traccion de
dicho tratamiento fue 85 N “por un alargamiento de 45 mm., presentd un espesor
de 0,788 mm, y los espectros infrarrojos variaron desde 3400 a 1750 cm™?! lo
cual es propio de una membrana de celulosa. Sin embargo a pesar que el
analisis de ceniza fue 4 % y su humedad 17 %, la sustitucion con la infusién de
cascaras de café fue mas efectiva aun con el experimento 2 que permitio la
obtencion del rendimiento mas alto (25 %) y de mayor pureza (87 %) de todos

los tratamientos.

Por otra parte, la ausencia total de éste afecta en el rendimiento de
produccién de celulosa. Esto fue demostrado en el tratamiento 5 (100 %

Céscara de café), cuyo valor promedio fue el 11 %.

La variacion del consumo de sustrato expresado en grados Brix y el nivel
de acidez dado en pH por cada experimento presenta diferencia significativa, sin
embargo, sus valores se mantienen constantes entre tratamientos. Los valores
del pH fluctuan entre los 2 — 2.5, volviendo al medio de cultivo optimo para el

desarrollo del género Acetobacter.

Los costos de produccion para desarrollar la membrana de celulosa estan por
debajo de los 9 $ por pelicula incluyendo el IVA actual. De acuerdo con Nava
(2016), el costo de una membrana fluctia los 11 $ considerando el elevado
costo del in6culo de Kombucha y los sustratos del medio de cultivo. El precio
bajo de la cascara de café proporciona una disminucion proporcional al valor

agregado en la obtencion de la celulosa.
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El uso de la cascara de café en la produccién de celulosa bacteriana permitira
darle un valor agregado a este subproducto y adicionalmente disminuir los

costos de produccion del polimero.

Recomendaciones.

El Ecuador es rico en variedades de café, por lo que seria conveniente
investigar si habria mejores resultados segun las distintas variedades de café

gue se produce.

La ausencia total del té negro en la produccion de las membranas de celulosa
provoca que los rendimientos disminuyan drasticamente. Se sugiere investigar si
existe un componente quimico propio del té que influye al crecimiento

microbiano.

Evaluar el rendimiento de produccion de membranas de celulosa disminuyendo

los porcentajes de sustrato de carbono hasta su minimo valor.

Sustituir el uso del hidroxido de sodio por una sal para el lavado para

incrementar la dureza de las membranas de celulosa

Modificar y evaluar el color de las membranas de celulosa.
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Anexos

Anexo 1: Evidencias del desarrollo de la tesis.

Obtencion del cultivo iniciador a diferentes porcentajes de sustitucion.

Infusioén 2,75 % té negro-25 % té
casc. Café

Hiﬁ
2 = o
= e 2

.
.‘ ; - “5 ,)V

Infusién 1 100 % té negro

Infusion 3, 50 % té negro-50 % té  CAsc. Infusion 4, 75 % té casc. Café-25 % té negro
Café.

Infusién 5, 100 % té casc.café

Estandarizacién del proceso de produccién de celulosa

. L Hervir el agua hasta que exista ebullicion
Pesaje de la materia prima.
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Agregar el té negro, la cascara de café y
la sacarosa indicada. Dejar enfriar y agregar en cada recipiente

de 1 L segln su porcentaje de sustitucién

Cultivar a temperatura ambiente por 15 dias.

Cosechay procesamiento de la celulosa

Wi L[]
Y N

Colocar los recipientes en una aérea

) Retirar las membranas de celulosa formada
despejada.

en cada medio de cultivo.

Pesar y anotar cada peso de las membranas en Colocar cuidadosamente las membranas
base himeda. en un lugar despejado.
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Lavar las membranas de celulosa con hidroxido

Realizar diferentes lavados con agua
de soido al 1% N por 1 hora.

caliente y agua destilada.

Colocar cuidadosamente a secar cada Pesar después de 3 dias para obtener los
membrana por 3 dias. datos de las membranas en base seca.

Membranas de celulosa bacterianas retiradas después de 15 dias de cultivo.
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Obtencién del cultivo de 200 gramos a diferentes porcentajes de sustituciéon

Infusién 2 ,75% té negro-25 % té
casc. Café

Infusién 4, 75 % té casc. Café-25 % té

Infusién 3, 50 % té negro-50 % té
negro

casc. Café.

Infusién 5, 100 % té casc.café.
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Analisis fisicos-quimicos del producto terminado

Membranas de celulosas seca para medir
el espesor

Montaje del equipo para determinar
celulosa por el método kurschner y Hoffer. Determinacién de cenizas a 500° C.

Preparacion de la muestra para analisis de

FTIR. Andlisis en espectrofotémetro infrarrojo
FTIR de la marca PerkinElmer Spectrum 100
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Analisis de microscopia electrénica de barrido (MEB)

Recubrimiento con oro

Acondicionamiento de la muestra

Observacion en el microscopio marca
JEOL.
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Anexo 2: Informe de resultados de MEB, realizados en el instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica.

y Confocal

INFORME DE RESULTADOS
&2 -::ﬁ-'-" 3 we | Macro-Proceso: Plataformas mc:;.fn: 'g::;::n.“ Cédigo:
Compartidas P F-MEC-009

Av. Julidn Coronel 905 entre Esmeraidas y José Mascote

Teid'ono: 6503-4 2288007

« 2287428 - 2280408 Ext 237

Guayaquil - Ecuador

Tipo de Muestra: Celulosa bacteriana Facha y Hora Toma de No aplica
Muestra:
Fecha y Hora Recepcién
Codigo de Muestra: 2082 y 3085 de Muestra Primaria: 165/04/16
Anglisis-invastigacion an
Solicitado Por: Ing. Augusta Jimenez Nombes Angisie Microscopla Electrdnica de
Solicitado: Barrido
Observacion del tamano de
Identificador Unico . las fitras de celulosa y la
del Solicitante: C.1. 1102444484 Motivo de Andlisis: formacion de las pediculas
comestibles elaboradas
Nombre de Paclente Jonathan Merchan Metodo de Analisis Microscopla Electrénica de
y/o Solicitante Jean Tigre Utilizado: Barrido
Contacto del
; Thi
solicitante: Fecha y Hora Informe 26/04/19

Observaciones: Se evidencia en la muestra # 3082 con 32 microfotografias electronicas y muestra #
3085 con 31 microfotografias. Total de microfotografias trabajadas y entregadas # 63,

RESULTADOS DE INVESTIGACION:CARACTERIZACION ESTRUCTURAL MORFOLOGICA DE
BACTERIAS Y FIBRAS DE CELULOSA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO {SEM) JEOL-
JSM 5310, Recubrimiento en Oro 20°. Microfotografias Electroncas De lzquierda a derecha Folos 1y 2
BACTERIAS XIYLINUM. Morfologia ovalada, cllindrica como grancs de arroz Tamafio variable de longitud
Sum y diametro 4dum. Foto 3. FIBRAS DE CELULOSA = Morfologia en barra alargada. Tamano vanable
encontrandose didmetro 20um y longitud 100um, 500um hasta 1.200um

g:i(fé},,.';(-?.'( .".( ,"") “ (‘ v l:" D\J ~h f \ : .L-f’(r
Med Wellington Espinoza Dr. Vtsuj- Amano, PhD Dra. LINDA DIAZ CEVALLOS MSc
Médico de Plataforma r Clentifico Responsable de Plataforma de

Microscopla Electronica
Anahista 3
Aprobado
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Anexo 3 Resultados de traccion

Forma: Flana
Espesor Anchura Longitud calibrada
|nidades (11111 i mm
1-3 0.0010 0.2600 10.0000
Mombre Break Force Elastic EACST Despl FSF Carga FEF Despl
Paramefro 10000, 20000 M 1M 0.1 %FS 0.1 %/FS
Unidadas M Mimma i N mm
1-3 = au 0,05011 . e
Desviacién 0.00000
Estandar
Maximo - . 005011 - -
Minima 0.06011
Mediana 0.06011
Mombre FSF Esfuerzo | FSF Deformacion
Paramefro 0.1 %iFS 0.1 %F3
|Inidades Mimmz2 U
1-3 s “s
Desviacion
Estandar
Maximo a: "
Minimo
Mediang
20
1]
15 r
14
14
12F
z
E ° M_,.J""NJ hﬂdf\
H =
ﬂ =
‘ =
E =
0 i | | | 1 | i
0 0.2 0.4 0.8 0.8 1 1.2 14 15

Alargamiznta{mm)
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75% te negro 25% te cas. cafe

Forma: Flans
Espesar Anchura | Longitud calibrada
IInidades i mim mm
2-3-1 04400 50000 10,0000
Mombre Break Farce Elastic EACST Despl FSF Carga PSF Despl
Parametra 10000, 20000 N 1N .1 %/FS 0.1 %(F3
IInidades M i mim N mm
2-3-2 20,4500 Q05200
Desviacion 0.00000 2.00000
Estandar
Mazdma 20,4500 0.05200
Miniria 20,4500 Q.05800
Madiana 20,4500 0.05300
Mombre FSF Esfuerza | FSF Defarmacion
Parametro 0.1 %FS 0.1 %{FS
IInidades Mirmind o
=33
Desviacicn
Estandar
Maimo
Miniria
Madiana
L1y
23]
Hnr
i2F
28 F
24
B -8
an _ﬂ_,.-f-“'ff Break
8 | f.f“'
s e
_,r-'f
8 r _,,.-/"_FFFFF--'
i F ‘__,.-r'-"'PH-
1 A~ | | i | [ | | |
1 nz 04 0e ne 1 12 14 18 13 2
Alargamienta(mm)
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Forma: Flana

50% teé negro 50% te casc. cafe

Espesar

T cal

Linidades

mm

3-1-2

0.3200

10,0000

[Mombre

Bresk Farce

EACS1 Despl

PSF Carga

PSF Despl

Paramatro

1M

0.1 WFS

0.1 %FS

Linidades

mrm

N

MIm

3-1-2

Desviacién
Estandar

Maxdme

Klinimo

Madiana

[ambre

FSF _Eshusrzo

FSF Defarmacion

Parametro

0.1 %/FS

0.1 %/FS

Linidades

%

3-1-2

Desviacién
Estandar

Maxdme

Klinimo

Madiana

;

20
18
18
14 =
12
10

E -~

—— 31ed

1] 0.2 0.4 0g 08 1 1.2 14 15
Alargamienta{mm)
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Forma: Flang

75% te casc. cafe 25% te negro

Espesar

T

Linidadas

mm

42.2

0.5880

10.0000

Mombre

Break Forge

EACS1 Despl

PSF Despl

Parametra

1N

0.1 %/F5S

Unidades

M

mrm

2.2

24,2000

0.02504

Estandar

Desviacidn

0.00000

0.00000

Maima

84,2000

0.02384

Minimo

84,2000

0.02504

Mediana

84,2000

0.02504

Mombre

FSF Eshierza

FEF Deformacion

Farametra

0.1 %IFS

0.1 %/FS

Iinidadas

b

d-2.3

Desviacion
Estandar

Mazdima

Minimo

Mediana

Canga™)

100
m -
H_D =

i F

| 1

@ Break

— 423

0.5

2 2.5

k.

35 4

Alargamiantaimn)

45
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Forma: Flana

100% te casc. cafe 5-1-2

Espesar

Unidades

Anchura | Longitud calibrada

mm

f-1-2

0.4670

10.0000

Mosbre

Hregk Force

EACS1 Despl

PSF Carga

FSF Despl

Paramefro

1M

0.1 %F3

0.1 %FS

Unidadss

M

mm

N

mm

g-1-2

48,8000

0.02153

Desviacion
Estandar

0.00000

.00000

R

48,2000

002133

Minima

48,8000

0.02153

Mediana

48,8000

002153

Mosbre

FSF Esfuerzg

FSF Deformacion

Paramefro

0.1 %FS

0.1 WFS

Unidsdss

%

g-1-2

Desviacion
Estandar

R

Minima

Mediana

100

m =

= Be1sd

0z 04

0.8 0.

8 1

Alargarmientalrmim)

1.2 14

1.5
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