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Resumen

La celulosa bacterial (CB) es un biopolimero de alta pureza y calidad utilizada en
campos, como medicina, alimentacion y biotecnologia. En este contexto, se ha
investigado la posibilidad de obtener CB a partir de extractos de hojas de Musa spp.,
para aprovechar un recurso renovable y abundante en el Ecuador. Sin embargo, para
lograr una produccion eficiente y de alta calidad, es necesario analizar estos extractos
fisicoguimicamente y evaluar su impacto en la obtencion de celulosa bacterial. Este
estudio busca la caracterizacion fisicoquimica de los extractos de hojas de Musa spp.
y su influencia en la obtencién de celulosa bacterial. Se procesaron hojas de banano
y platano en un trapiche para obtener su extracto, como fuente de carbono para
formulaciéon de medios fermentados por 14 dias. Se midié °Brix, pH, densidad,
conductividad, contenidos de azucares reductores, salinidad de Haash, resistividad
de Haash, color y rendimiento de la produccién de celulosa bacterial de extractos y
medios. El tamizaje fitoquimico fue positivo para flavonoides, carbohidratos, azticares
reductores, taninos, saponinas, alcaloides y fenoles. Se obtuvo mayores rendimientos
de produccién de nanocelulosa al 40% con el EHB con 0,275 (g*L*h?) frente al EHV
con 0,227 (g*L*ht). Se corroboré la obtencién celulosa bacterial por FTIR y TGA.
Esta investigacion se alinea con los principios de la economia circular y la
bioeconomia, que promueven el uso eficiente y sostenible de los recursos naturales.
Este estudio contribuye al cumplimiento de los ODS al fomentar la produccion de
biopolimeros a partir de recursos renovables, pudiendo impactar significativamente

en la industria y la sociedad en general.

Palabras clave: Nanocelulosa bacterial, extracto, hojas de banano y platano verde.
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Abstract

Bacterial cellulose (BC) is a biopolymer of high purity and quality used in fields such
as medicine, food and biotechnology. In this context, the possibility of obtaining BC
from Musa spp. leaf extracts has been investigated in order to take advantage of a
renewable and abundant resource in Ecuador. However, to achieve efficient and high
guality production, it is necessary to analyze these extracts physicochemically and
evaluate their impact on obtaining bacterial cellulose. This study seeks the
physicochemical characterization of Musa spp. leaf extracts and their influence on
obtaining bacterial cellulose. Banana and plantain leaves were processed in a mill to
obtain their extract as a carbon source for the formulation of fermented media for 14
days. The °Brix, pH, density, conductivity, reducing sugar content, Haash salinity,
Haash resistivity, color and yield of bacterial cellulose production of extracts and media
were measured. Phytochemical screening was positive for flavonoids, carbohydrates,
reducing sugars, tannins, saponins, alkaloids and phenols. Higher yields of
nanocellulose production at 40% were obtained with EHB with 0.275 (g*L-1h-1) versus
EHV with 0.227 (g*L-1h-1). Bacterial cellulose was corroborated by FTIR and TGA.
This research is aligned with the principles of circular economy and bioeconomy,
which promote the efficient and sustainable use of natural resources. This study
contributes to the fulfillment of the SDGs by promoting the production of biopolymers
from renewable resources, which can have a significant impact on industry and society

in general.

Keywords: Bacterial nanocellulose, extract, banana and green banana leaves.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Introduccion

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) reporta que en 2020 se registré un incremento del 3,5% en la produccion
mundial de platanos y bananas, alcanzando un total de 117 millones de toneladas, de
las cuales el 90% se destin6 al consumo interno en los paises productores y el 10%
restante se desting a la exportacion (Chamba et al., 2021). Ademas, en 2020 el valor
total de las exportaciones de banano en todo el mundo fue de aproximadamente
14,700 millones de délares estadounidenses, segun la Conferencia de las Naciones
Unidas sobre Comercio y Desarrollo (UNCTAD) (FAO, 2022) . Los principales paises
productores de banano son Ecuador, Filipinas, Costa Rica, Colombia y Guatemala, y
los principales importadores son Estados Unidos, la Union Europea y China (Mayon,
2020). Aunque se registro una disminucion en las exportaciones mundiales de banano
en 2021, se espera que la demanda siga creciendo en el futuro debido a su
importancia como alimento basico en muchas regiones tropicales y su popularidad en

otros mercados internacionales (Masqués et al., 2021).

Ecuador es reconocido a nivel internacional por su capacidad de produccion
de platano y banano, siendo estos cultivos una fuente importante de divisas para el
pais y fundamentales para el desarrollo econémico de la region (Morales et al., 2020).
En cuanto al platano, se cultivan alrededor de seis millones de toneladas anualmente,
con la mayoria destinada a la exportacion. La Union Europea es el principal destino,
seguida por Estados Unidos y otros paises (Ortega et al., 2010). Respecto al banano,
Ecuador es el principal exportador a nivel mundial, con una capacidad de produccién
de 6,8 millones de toneladas, representando el 29% del mercado mundial segun la
FAO (FAO, 2022). A pesar de las dificultades que ha enfrentado la industria en los
ultimos afios, Ecuador sigue siendo un actor importante en la produccién de banano
y platano a nivel global (Sepulveda et al., 2017). Es importante destacar que estos
cultivos son fundamentales para la economia del pais, ya que generan empleo y son

una fuente importante de ingresos para miles de familias (Morales et al., 2020).

La produccion de platano es una actividad vital para las comunidades rurales
de Ecuador, ya que les permite acceder a fuentes de empleo estables y a alimentos

de calidad (UNCTAD, 2016). Sin embargo, los residuos que generan los cultivos de

1
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Musaceas (Banano y Platano) no son aprovechados eficientemente, lo que
representa un potencial problema ambiental y econdémico para los bananeros (Solano
et al., 2022). A través de la transformacion de estas fibras naturales en productos con
valor agregado, como la nanocelulosa, se promueve el concepto de bioeconomia
(Lépez et al., 2020). El correcto manejo de los residuos organicos se logra a través
de tratamientos que implican un reciclaje de estas materias organicas,
transformandolas en productos con valor agregado y generando de paso vias de
descontaminacion y eliminacion de residuos (Solano etal., 2022). La presente
investigacion busca mejorar el rendimiento de la produccion de nanocelulosa a partir
de la biomasa residual de las Muséaceas, principalmente de los extractos de sus hojas
(Garcia, 2017).

Las hojas de banano y platano, residuos de las Musaceas, han sido
reconocidas como una fuente prometedora para la produccion de nanocelulosa
bacterial (NCB). La razén es que las hojas de banano contienen azlcares reductores
gue pueden emplearse como sustrato para la fermentacion bacteriana y la produccion
de NCB (Masqués et al., 2021). No obstante, es necesario investigar la eficacia de

diversos extractos de hojas de Musa spp. como medios para la produccion de NCB.

La NCB es un material con propiedades mecanicas y térmicas excepcionales,
lo que lo convierte en un recurso aplicable en diferentes sectores industriales, como
la alimentacion, farmacéutica, cosmeética, textil, papelera y de materiales compuestos,
entre otros (Behera et al., 2022a; Fiallos et al., 2021; Jacek et al., 2021). Por lo tanto,
esta tesis de maestria se enfoca en evaluar la eficiencia de extractos de hojas de
Musa spp. como medios para la produccion de NCB. Para esto, se llevara a cabo un
estudio experimental que incluira la obtencion de extractos de hojas de Musa spp., la
evaluacion de su composicion quimica y la evaluacion de su capacidad como medio

para la produccion de NCB.

Los resultados de esta investigacion podrian tener un impacto positivo en la
industria de produccion de bananas y platanos, al aprovechar eficientemente los
residuos de las Muséaceas y generar nuevas oportunidades de negocio, a la vez que
contribuyen a la reduccién de impactos ambientales negativos asociados con su

disposicion inadecuada. Ademas, esta investigacién podria contribuir a los Objetivos

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




de Desarrollo Sostenible (ODS), en particular los relacionados con el consumo y la

produccion sostenible, la accion por el clima y la vida submarina.

La tesis de investigacion consta de seis capitulos y un anexo. El primer capitulo
presenta la introduccion, donde se presenta el problema, se justifica la importancia
del estudio y se establecen los objetivos de la investigacion. El segundo capitulo es
una revision bibliografica sobre la NCB, su produccién y aplicaciones. El tercer
capitulo describe los materiales y métodos utilizados para la obtencion de los
extractos de hojas de Musa spp y la produccion de NCB. El cuarto capitulo presenta
los resultados obtenidos y su andlisis estadistico. El quinto capitulo discute los
resultados y su relacion con la literatura previa. Finalmente, el sexto capitulo presenta
las conclusiones y recomendaciones. En el anexo se incluye informacion adicional

relevante para la investigaciéon, como tablas de datos y figuras.
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1. Planteamiento del problema

La produccion sostenible de materiales avanzados se ha convertido en un tema
de interés global debido a su potencial para reemplazar a los materiales
convencionales, reducir la huella de carbono y minimizar los impactos ambientales
negativos (Avila et al., 2019; Hodson, 2018). La nanocelulosa bacterial (NCB) es un
material avanzado que se ha destacado por sus excepcionales propiedades
mecanicas y térmicas, lo que lo hace apto para su aplicacion en una amplia variedad
de sectores industriales, incluyendo la alimentacion, farmacéutica, cosmética, textil,
papelera y de materiales compuestos, entre otros (Masqués et al., 2021; Christoph y
Munoz, 2015). Sin embargo, la produccion comercial de NCB es aun incipiente debido
a la falta de un suministro sostenible y econdmicamente viable de materias primas
(Campo, 2017; Masqués et al., 2021).

En este contexto el aprovechamiento de residuos agricolas para la produccion
de nanocelulosa bacterial (NCB) se ha convertido en una alternativa prometedora en
la industria de materiales (Maurat, 2014). Entre estos residuos, las hojas de banano
y platano de la familia de las Musaceas han sido identificadas como una fuente
potencial para la produccién de NCB debido a su alto contenido de azucares
reductores (Masqués et al., 2021). Sin embargo, la eficiencia de distintos extractos de
hojas de Musa spp. como medios para la produccién de NCB aun no ha sido evaluada

exhaustivamente.

Ademas, la produccién de NCB es un proceso complejo y costoso que requiere
la optimizacion de diversas variables, como la seleccion del microorganismo
productor, el tipo de sustrato utilizado, la concentracion de nutrientes, el tiempo de
fermentacion y la temperatura de cultivo (Haro et al., 2017; Lopez et al., 2020). Por lo
tanto, es necesario realizar estudios experimentales que permitan evaluar la eficiencia
de distintos extractos de hojas de Musa spp. como medios para la produccién de NCB

y establecer las condiciones éptimas para la produccién a gran escala.

En este sentido, el problema de investigacion de esta tesis de maestria es la
falta de informacion sobre la eficiencia de distintos extractos de hojas de Musa spp.

como medios para la produccién de NCB y la falta de conocimiento sobre las
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condiciones optimas de produccion. Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ Cual es la eficiencia de distintos extractos de hojas de Musa spp.
como medios para la produccion de NCB y cuales son las condiciones optimas de
produccion? La respuesta a esta pregunta permitird evaluar el potencial de los
residuos de Muséaceas para la produccion de NCB y establecer una base para su
produccion a gran escala, lo que podria contribuir al desarrollo de la industria de
materiales sostenibles y a la reduccion de los impactos ambientales negativos
asociados a la disposicion inadecuada de residuos agricolas.

1.2. Delimitacion del problema

La delimitacién del problema se sitia en el &mbito geogréfico de la ciudad de
Milagro, especificamente en el recinto Tres Postes, durante el periodo de septiembre
a diciembre de 2022. La poblacién de interés esta compuesta por las haciendas
productoras de platanos y bananos de la region, asi como por los residuos generados

por estas actividades.
Las variables que se consideran relevantes para el problema son:

+ La eficiencia de diferentes extractos de hojas de Musa spp. como medios
para la produccién de nanocelulosa bacterial.

« La composicion quimica de los extractos de hojas de Musa spp.

» La capacidad de los extractos de hojas de Musa spp. como medios para la

produccion de nanocelulosa bacterial.

1.3. Formulacién del problema

El problema de estudio se centra en la siguiente pregunta: ¢ Cual es la relaciéon
entre la eficiencia de distintos extractos de hojas de Musa spp., como medios para la
produccion de nanocelulosa bacterial y la composicién quimica de los extractos, en
las haciendas productoras de platanos y bananos del recinto Tres postes de la ciudad

de Milagro durante el periodo comprendido entre septiembre y diciembre de 20227

La poblacion de estudio se circunscribe en el &mbito geografico de la ciudad
de Milagro en el recinto Tres postes, durante el periodo comprendido entre septiembre

y diciembre de 2022. En este contexto, se considera como poblacion a las haciendas
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productoras de platanos y bananos de la regién, asi como a los residuos generados

por estas haciendas.
Las variables del problema incluyen:

Variable independiente: eficiencia de distintos extractos de hojas de Musa spp.

como medios para la produccién de nanocelulosa bacterial.

Variables dependientes: composicion quimica de los extractos de hojas de
Musa spp. y capacidad de los extractos de hojas de Musa spp. como medios para la

produccion de nanocelulosa bacterial.

1.4. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de distintos extractos de hojas de Musa

spp como medio para la obtencién de nanocelulosa bacterial.
1.5. Objetivos especificos
e Analizar los extractos de hojas de Musa spp. mediante la determinacién

de su contenido de compuestos fendlicos, flavonoides, azucares

reductores, color y actividad antioxidante.

e Estimar el rendimiento de produccion de celulosa bacterial a partir de

los distintos extractos de las hojas de Musa spp.

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas de la celulosa bacterial obtenida
de los extractos de Musa spp. con mayor rendimiento mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y andlisis

termogravimétrico (TGA).
1.6. Hipotesis

Hipotesis General

El rendimiento en la produccion de nanocelulosa bacterial varia dependiendo
del tipo de extracto de hoja de Musa spp. utilizada como fuente de carbono en el

medio de cultivo.
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Variable independiente: eficiencia de distintos extractos de hojas de Musa spp.

como medios para la produccién de nanocelulosa bacterial.

Variables dependientes: composicién quimica de los extractos de hojas de
Musa spp. y capacidad de los extractos de hojas de Musa spp. como medios para la

produccion de nanocelulosa bacterial.

Hipotesis particulares

H1: La composicion fisicoquimica de los extractos de hoja de banano y platano

es adecuada para la produccion de nanocelulosa bacterial.

H2: La capacidad para la produccion de nanocelulosa bacterial exhibe
variabilidad en funcién de las distintas concentraciones de extractos de hojas de Musa

spp. empleadas como fuente de carbono en la produccién de nanocelulosa bacterial.

1.7. Justificacion

El Ecuador, pais eminentemente agricola, cuenta con grandes extensiones de
cultivos permanentes y transitorios, como banano, cacao, platano, cafia de azulcar,
maiz y arroz. En 2014, la produccion de residuos agricolas superé los 10 millones de
toneladas, incluyendo 4.5 millones de toneladas de residuos de banano y medio millon
de toneladas de residuos de platano (Ortiz et al., 2021). La conversion de estos
residuos en productos de uso industrial, como la nanocelulosa, presenta una

oportunidad interesante de explotacion (Fiallos et al., 2022)

En este contexto, la creciente demanda de materiales mas sostenibles que
puedan reemplazar los polimeros a base de petréleo en aplicaciones tecnoldgicas
mas econdmicas y ambientalmente amigables, se estan desarrollando procesos y
materias primas. Los materiales a base de celulosa, como los compuestos de
nanocelulosa, tienen un gran potencial para asumir este papel en el futuro debido a
su naturaleza, disponibilidad, biodegradabilidad y excelentes propiedades mecanicas
(Azeredo et al., 2017; El et al., 2022; Fiallos et al., 2021).

Este proyecto de investigacion, titulado "Evaluacién de distintos extractos de
hojas de Musa spp. como medio para la produccion de nanocelulosa bacterial”
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propone una alternativa para el manejo y aprovechamiento de la biomasa residual de
las musaceas en Ecuador. Este estudio tiene una importancia social y ambiental al
enmarcarse en el cumplimiento del Objetivo 12 de la Produccién y el Consumo
Responsables para reducir la huella ambiental y proteger el medio ambiente.

Este estudio aporta informacién a la comunidad cientifica sobre la composicion
fisico-quimica de las materias primas utilizadas para la preparacion de los medios de
produccién de nanocelulosa bacterial, la valoracién de la eficiencia de los procesos y
el método detalladamente descrito para que sea aplicado en futuras investigaciones.

La justificacion practica de esta investigacion radica en la importancia de la
celulosa en el desarrollo de materiales nanométricos debido a sus extraordinarias
propiedades cuando se encuentra en esa escala (Behera et al., 2022a; El et al., 2022;
Fiallos et al., 2021; STATISTA, 2021).

La investigacion beneficiara a los agricultores de las haciendas productoras de
platanos y bananos del recinto Tres Postes de la ciudad de Milagro, asi como a las
comunidades bananeras adyacentes, al proporcionar la informacion u orientacion

necesaria sobre el aprovechamiento de la hoja de banano.

Ademas, la nanocelulosa tiene un potencial importante en la industria
alimentaria, farmacéutica, de materiales de construccion y en la fabricacién de
productos electronicos (Lépez et al., 2020; Serrano et al., 2017). Por lo tanto, los
resultados de esta investigacion pueden ser relevantes para el desarrollo de
tecnologias sostenibles y la promocién del uso de materiales renovables en diversos

sectores industriales.

En conclusion, esta investigacion sobre la produccion de nanocelulosa
bacterial a partir de residuos de hojas de Musa spp. en Ecuador tiene una gran
importancia social y ambiental, ya que contribuye al manejo y aprovechamiento de la
biomasa residual de las muséaceas, fomenta el desarrollo de materiales sostenibles y
renovables, y puede generar una fuente de ingreso econémico para los agricultores y

sus familias. Ademas, los resultados pueden ser relevantes para el desarrollo de

tecnologias sostenibles en diversos sectores industriales, asi como para impulsar de
los ODS.
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1.8. Alcance y limitaciones

El alcance de esta investigacion seré la obtencion de nanocelulosa bacterial
por fermentacion y la optimizacién de su sintesis a través de la utilizacion de distintos
extractos de las hojas de Musas spp. como componentes de los medios de cultivo

utilizados.

Entre las limitaciones del estudio se encuentra la dificultad para la adquisicién
de todos los reactivos necesarios en el Ecuador debiendo importar algunos de ellos

con tiempo para su correspondiente uso.

No se encuentran limitaciones respecto a la materia prima debido a que las

Muséceas spp se pueden obtener durante todas las estaciones del periodo de

investigacion.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial

2.1. Antecedentes

2.1.1 Antecedentes histéricos

El Ecuador cuenta con importantes productos agricolas, y entre ellos de los
mas significativos son el banano y platano en sus distintas variedades (Haro et al.,
2017; Lo6pez etal., 2020); ademas, las planta de estas Musaceas spp, brindan
multiplicidad de usos debido a que tanto las hojas como los tallos son ricos en fibra y
celulosa pudiendo ser utilizadas como materia prima en la industria (Solano et al.,
2022) como por ejemplo para la produccion de nanocelulosa bacterial.

La produccion de nanocelulosa bacteriana (NCB) se esta convirtiendo en una
opcién cada vez mas popular gracias a sus propiedades ambientalmente amigables.
Por esta razén, se han llevado a cabo numerosas investigaciones en el campo de la
produccion de celulosa utilizando huéspedes microbianos con el fin de desarrollar
meétodos rentables y sostenibles para la produccion de NCB a gran escala (Christoph
y Mufioz, 2015; Jozala et al., 2016; Lopez et al., 2020; Maurat, 2014; Ruiz et al.,
2016). A pesar de los avances en la produccion de NCB, el medio de cultivo sigue
siendo uno de los mayores desafios, ya que representa aproximadamente el 30% del
costo total de produccion (Masqués et al., 2021).

El desarrollo de materiales avanzados a partir de residuos agroforestales es
muy importante debido a que ademas de darle un uso sustentable a un desecho y
aminorar los problemas de contaminacion ambiental que estos generan al medio
ambiente, se pueden desarrollar nuevas tecnologias de produccién, en cumplimiento
al ODS 12 que promover el consumo y la produccién sostenibles al transformar un
desecho en un producto con valor agregado (Avila et al., 2019).

2.1.2 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.1.2.1. Cultivo de banano

Las plantas de banano representan algunas de las plantas herbaceas mas
grandes gue existen en la actualidad, alcanzando algunas hasta 9 metros (30 pies)
de altura (Torres et al., 2020). La gran hierba estd compuesta por un tallo subterraneo
modificado (rizoma), un falso tronco, una red de raices y una gran espiga de flores

(Ortega et al., 2010). El falso tronco es una agregacion de la porcion basal de las
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vainas de las hojas; no es hasta que la planta esta lista para florecer que un verdadero
tallo crece a través de la vaina y cae de regreso hacia el suelo (Torres et al., 2020).
Al final de este tallo crece un pedunculo con muchas flores femeninas protegidas por
grandes bracteas rojas y moradas. La extensién del tallo (esta parte se llama raquis)
continda su crecimiento hacia abajo, donde crece una flor masculina terminal. Las
hojas tienen su origen en un pseudotallo y se despliegan para mostrar una lamina de
hoja con dos mitades de lamina (Escuela Agricola Panamericana, 2014).

Musa paradisiaca se reproduce tanto por procesos sexuales (semillas) como
asexuales (chupones), utilizando medios asexuales cuando produce frutos estériles
(no semillados). Otras caracteristicas que distinguen a Musa paradisiaca incluyen
hojas dispuestas en espiral, frutos como bayas, células productoras de latex
presentes, 5 miembros connados y 1 miembro del whorl interno distinto, y un peciolo
con una fila de canales de aire ( Ancasi et al., 2016).

En el caso de la especie de banano y platano, su clasificacion taxondmica se
ubica en el Reino Plantae, Subdominio Tracheobionta, Superdivision Spermatophyta,
Division Magnoliophyta, Clase Liliopsida, Subclase Zingiberidae, Orden Zingiberales,
Familia Musaceae, Género Musa Yy Especie paradisiaca (Escuela Agricola
Panamericana, 2014). Es importante mencionar que el género Musa se compone de
diferentes especies que se utilizan para la produccion de frutas comestibles, como el
banano y el platano (Ortega et al., 2010). La especie paradisiaca es especificamente
utilizada para la produccion de platanos, mientras que otras especies como la Musa
acuminata son utilizadas para la produccién de bananos (Torres, 2020).

2.1.2.2. Celulosa

La celulosa es un polisacarido compuesto por largas cadenas lineales de B-
(1—4)-D-glucopiranosa, que le confieren insolubilidad en agua. Se conocen seis
estructuras cristalinas distintas de celulosa: celulosa I, II, 11, 1, IVI 'y IVII (Masqués
et al., 2021). Sin embargo, solo las variedades | y Il se encuentran en la naturaleza,
mientras que las demas se obtienen mediante transformaciones quimicas o
tratamientos térmicos (Ruiz et al., 2016). La Figura 1, muestra la estructura de la
celulosa formada por nanofibras de celulosa, que son una cadena de moléculas de

celulosa de forma tubular alargada teniendo una marcada relacion de aspecto

longitud-diametro (Quintero et al., 2022).
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Figura 1: Estructura de la celulosa. Tomado de Garcia, (2017).

La celulosa | se divide en dos formas: la y IB. La la es sintetizada por bacterias
y algas, mientras que la celulosa If es la forma predominante en las plantas (A.
Garcia, 2017). Ver Figura 2. Por su parte, la celulosa Il es la mas cristalina y estable

termodindmicamente, y se puede obtener tanto de la naturaleza como por

regeneracion y mercerizacion de la celulosa | (Venson, 2019).

A

Figura 2: A) Representacion de las estructuras la y B)Representacion de la

estructura IB. Tomado de Garcia, (2017).

La celulosa | tiene una estructura tridimensional en forma de espiral, en la que
las cadenas de glucosa se disponen en capas planas y paralelas. Las cadenas de
glucosa se encuentran unidas mediante puentes de hidrégeno intra e intercatenarias,
formando una estructura compacta y altamente cristalina. Por otro lado, la celulosa Il

tiene una estructura mas compleja, en la que las cadenas de glucosa se disponen en
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dos capas, una en forma de espiral y otra en forma de zigzag. Las capas estan unidas
mediante enlaces de hidrégeno intercatenarias, lo que resulta en una estructura aun

mas cristalina y estable que la celulosa I. Ver Figura 3.
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Figura 3: Representacion espacial de (A) celulosa | y (B) celulosa Il. Tomado de
(A. Garcia, 2017).

2.1.2.3. Nanocelulosa

La nanocelulosa es un componente esencial de la celulosa natural, el polimero
renovable mas abundante en la Tierra, que se encuentra en la biomasa de plantas y
ciertas especies bacterianas (Kamal et al., 2022). En la naturaleza, la nanocelulosa
se presenta como una forma de celulosa microfibrilla, rodeada por otros biopolimeros
como la lignina y la hemicelulosa (Jacek et al., 2021).

El término nanocelulosa se refiere a un material que tiene al menos una de sus
dimensiones en el rango nanométrico. La celulosa se puede modificar a escalas
nanomeétricas por diferentes métodos y obtener nanocelulosa (Avila et al., 2019). Las
nanocelulosas se clasifican en tres subcategorias principales con la base de sus
dimensiones, funciones y métodos de preparacion, que a su vez dependen
principalmente de la fuente celulésica y en las condiciones de procesamiento. Se usa
la clasifican en nanocristales de celulosa (NCC) y nanofibras de celulosa nanofibrilada
(NFC) (Behera et al., 2022b). Otro tipo de nanocelulosa es la hanocelulosa bacteriana
(NCB) que se sintetiza con un método de abajo hacia arriba a partir de glucosa por
una familia de bacterias, referido como Gluconoacetobacter xylinius (Abdul et al.,
2014) (Avila et al., 2019).

2.1.2.4. Nanocelulosa bacteriana

El término “nanocelulosa” o “celulosa bacterial”, hace referencia a un polimero
nanofibrilar obtenido por el crecimiento bacteriano compuesto de unidades de glucosa

unidas por enlaces B (1 — 4) que forman fibras de 10 a 100 nm de diametro y de mas
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de una micra de longitud, de tal manera que forma una estructura reticular
tridimensional formando una biopelicula de celulosa (Masqués et al., 2021).

La celulosa bacteriana es un biopolimero obtenido por fermentacion con
diversos microrganismos (Venson, 2019). ElI microorganismo mas eficiente para su
produccion es la Gluconacetobacter xylinus sucrofermentans (Jozala et al., 2016).

La celulosa bacteriana se diferencia del resto de celulosas existentes por su
pureza, lo que la hace uno de los biopolimeros mas atractivo por sus mdultiples
aplicaciones. Ademas de su pureza (Masqués etal., 2021), sus principales
propiedades son la biocompatibilidad (Troya, Adriana, 2019), no toxicidad (Castro
et al., 2022a) y tamafio de fibras hanométricas. El bajo rendimiento y productividad
obtenido de celulosa bacteriana dificultan su produccion a gran escala requiriéndose
desarrollar y optimizar las condiciones de cultivo que mejoren su rendimiento (Garcia,
2017).

Una de las caracteristicas mas especificas de la celulosa es que hay tres
grupos hidroxilos en cada uno de sus monomeros. En la Figura 4, se observa la
capacidad de estos grupos hidroxido para formar enlaces de hidrogeno desempeiia
un papel muy importante en la formacion de empaquetamientos fibrilares y
semicristalinos que rigen las propiedades fisicas de estos materiales altamente
cohesivos.

OH
OH

HO o 4
OH

Figura 4: Estructura quimica de la celulosa. Tomado de Moya, J (2019).

2.1.2.5. Organismos productores de celulosa

La tunicina celulosa, un polisacéarido estructural, es producida no solo por
plantas, sino también por tunicados como Microcosmus sulcatus, Halocynthia roretzi,
Ciona intestinalis, Styela plicata y Ascidia sp (Kamal et al., 2022). Estos organismos
producen cristales de celulosa en forma de varillas. Ademas, algunas algas verdes,

como Cladophora, Chaetomorpha y Rhizoclonium de la clase Siphonocladales, y

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Valonia, Dictyosphaeria, Siphonocladus y Boergesenia de la clase Cladophorales,
también son capaces de producir celulosa (Zabed et al., 2016).

Adicionalmente, la celulosa se puede producir mediante la actividad de
Trichoderma sp. y Aspergillus sp. en el tratamiento previo de la biomasa a base de
celulosa. También se ha encontrado celulosa en la pared celular de Saprolegnia
monoica. Multiples bacterias aerobias gramnegativas no patdégenas, como Sarcina,
Rhizobium y Komagataeibacter, pueden producir celulosa en forma de un gel blanco
espeso. Cabe destacar que el cultivo simbiético de bacterias y levaduras (SCOBY,
por sus siglas en inglés) presente en bebidas fermentadas como el té¢ kombucha,
también es capaz de producir celulosa bacteriana. En la Figura 5 se muestran

imagenes de los distintos microorganismos que conforman este consorcio.

Bacterias del Acido Acético ‘ Levaduras Bacterias del acido lactico

¢ Sintesis de vitamina C.

o Eliitusts del scido » Sintesis del acido lactico.

- . ) N » Biosintesis de Ia vitamina B.

glucuronico. ) » Biosintesis de vitamina B. « Potencial probisti

wSliEss ool (L) Acko D = lIESISIIE Ctanok . In?/;?Jilrz;dr:)r(;rﬁa:C;nversién
sacarido-1,4-lactona. « Produccién de aminoacidos. e oS Sl

* Sintesis del acido acetico. * Involucrado en la conversion| | S bacterioc'ﬁas

¢ Probablemente involucrado de compuestos fendlicos. - . |. ]
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compuestos fendlicos. bioactivos.

Figura 5: La influencia del consorcio SCOBY en las propiedades promotoras de
la salud del té fermentado Antolak et al., (2021).

2.1.2.6. Condiciones de crecimiento paralaobtencidon de nanocelulosa bacterial

Diversas investigaciones han ilustrado que G. xylinus tiene la capacidad de
crecer y producir celulosa en una variedad de sustratos. Por esto es muy importante
la composicion optima del medio para el crecimiento bacteriano y la produccion de

celulosa. ElI medio estandar utilizado para el cultivo de NCB, es el medio Hestrin-
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Schramm (HS) (El et al., 2022) . Los principales factores que afectan al crecimiento
de la bacteria y a la produccion de celulosa son:

-  Fuente de carbono

En la produccion de celulosa bacteriana, se requiere una fuente de carbono
gue sirva como precursor para la sintesis de glucosa a través de la gluconeogénesis.
Es importante destacar que la eleccion de la fuente de carbono adecuada puede tener
un impacto significativo en la eficiencia del proceso de sintesis de celulosa (Tsouko
et al., 2020).

En este sentido, el manitol se presenta como una fuente de carbono mas
eficiente que otras opciones para la generaciéon de UDP-glucosa, necesario para la
sintesis de celulosa. Debido a su alta solubilidad y estabilidad quimica, el manitol es
capaz de proporcionar una mayor cantidad de carbono disponible para la sintesis de
glucosa en comparacion con otras fuentes de carbono (Behera et al., 2022a).

Asimismo, se ha demostrado que la utilizacion de manitol como fuente de
carbono puede mejorar la calidad de la celulosa bacteriana producida, debido a que
el uso de otras fuentes de carbono puede generar subproductos que pueden afectar
la estructura y propiedades de la celulosa final. Por lo tanto, la seleccion cuidadosa
de la fuente de carbono es esencial para optimizar el proceso de produccion de
celulosa bacterial y obtener un producto de alta calidad (A. Garcia, 2017).

- Fuente de nitrégeno

El nitrogeno es un elemento esencial para la sintesis de proteinas en el
metabolismo celular, constituyendo del 8% al 14% de la masa de células secas de
bacterias (Kamal et al., 2022; Tsouko et al.,, 2020). En la produccion de celulosa
bacteriana, existen diversas fuentes de nitrégeno disponibles, tales como el extracto
de levadura, la peptona, el sulfato de amonio, la polipeptona y la caseina hidrolizada,
ya sea utilizadas de manera individual o combinada. Entre las diversas opciones, la
peptona en combinacién con el sulfato de amonio o la caseina hidrolizada han
demostrado ser adecuadas para la sintesis de celulosa (Cheng et al., 2017; Dourado
et al., 2016).

Por otro lado, la adicion de metionina durante el cultivo de A. xylinus ha sido
asociada con una mayor tasa de crecimiento durante el periodo de cultivo temprano,
una disminucion en el tiempo de retardo y un aumento en la velocidad de produccion

de celulosa (Jozala et al., 2016; Kamal et al., 2022).
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- pH
Segun Li et al., (2022), el rango de pH 6ptimo para la produccién de celulosa
por Gluconacetobacter xylinus es 4-7. Jozala et al., (2016) consideraron que un pH
por debajo de 7 era posible la produccion de celulosa bacteriana mientras que EI-

Naggar et al., (2022) demostro un pH 4-6 como 6ptimo para la produccion de celulosa.

- Temperatura

Garcia (2017), también refiere que 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 las producciones son similares en si, pero menores que a 30°C,
mientras a 40°C no existe crecimiento del microorganismo y, consecuentemente, no
se presenta produccion de celulosa. El rango de temperatura optimo es de 28- 30°C
aungue la produccion se puede llevar a cabo entre 20-35°C.

- Disponibilidad de oxigeno

La formacion de celulosa se produce en la interfase de la pelicula aire/celulosa
y no en la interfase medio/celulosa. El oxigeno es un factor importante para la
produccion de celulosa (Jozala et al., 2016). Watanabe y Yamanaka descubrieron que
la concentracion de oxigeno afecta tanto a la produccion de celulosa como al
rendimiento de la membrana formada. La celulosa cultivada bajo una menor
concentracion de oxigeno tiene menos ramificaciones que la celulosa cultivada bajo

una concentracion de oxigeno mas alta (A. Garcia, 2017; Jozala et al., 2016).

2.1.2.7. Obtencion de bioproductos a partir de la biomasa residual del banano

Varias partes de M. paradisiaca se han utilizado para diversos fines
medicinales. Tradicionalmente se ha utilizado para antidepresivos, antibacterianos,
antihipertensivos, antiulcerogénicos, urolitiasis, laxantes, antihelminticos. Este
conocimiento indigena, transmitido de generacion en generacion en diversas partes
del mundo, ha contribuido significativamente al desarrollo de diferentes sistemas de
medicina tradicional, asi como ha ayudado en la exploracién de diferentes plantas
medicinales para encontrar la base cientifica de sus usos tradicionales.

Existen estudios previos en donde se ha utilizado la biomasa residual producto
del procesamiento del platano y del banano para su revalorizacion. Asi, Solano y et
al (2022) en su articulo “Anaerobic biodigestion of musaceae residues: Ecuador case”

propone la obtencién de biogas mediante digestion aerdbica de los residuos orgéanicos
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del platano y del banano. Esta propuesta surge como una alternativa para la
revalorizacion de la biomasa ya que la mayoria de estos residuos producidos por las
Muséceas se quedan en campo como el pseudotallo u hojas que se descomponen
por la accidon microbiana y posteriormente se incorporan al suelo. Sin embargo, los
residuos de platano contienen una buena cantidad de lignocelulosas con un 34,10%
lo que es la pulpa y 5,39% en la cascara, que pueden ser aprovechadas para la
generacion de energia. El residuo lignocelulésico del banano puede ser utilizado para
la produccion de bioetanol, biogas, acidos organicos, entre otros (Romero et al., 2017;
Solano et al., 2022).

2.1.2.8. Produccién de nanocelulosa bacterial mediante distintas fuentes de

carbono

Fiallos et al., (2021) también abordaron la obtencion de bioproductos en su
estudio en donde analizaron la influencia de los atributos de calidad de las hojas de
banano en la concentracion de sus azUcares reductores y su uso como fuente de
carbono para la produccion de nanocelulosa bacteriana (BNC) utilizando un cultivo
simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY). SCOBY es un consorcio microbiano
gue incluye levadura, bacterias del acido acético (AAB) y bacterias del acido lactico
(LAB)(Moran y Quimis, 2022). Ademas, SCOBY funciona bien en diferentes medios,
como jugos de frutas, licor de maiz y medios que contienen polifenoles a costos
relativamente bajos. Se utiliza como cultivo iniciador, junto con el té negro o verde,
para preparar el té¢ de Kombucha (KT). Ademas, se utilizan como fuente de nitrégeno
para la fermentacion (Fiallos et al., 2021). Esta investigacién permitira contrastar la
produccion y el rendimiento de NCB de acuerdo con los tiempos de fermentacion, el
medio utilizado, la acidez y el aztcar empleado en la preparacién de los medios.

La investigacion “Evaluacion de las propiedades fisico quimicas y actividad
antioxidante de una bebida fermentada a base de kombucha y extracto de hoja de
banano” de Moran y Quimis (2022) aporta de sobre manera a esta investigacion al
utilizar como biomasa residual el extracto de la hoja de banano y como fermento la
kombucha, con la variante de que la obtencion de la nanocelulosa no es el fin mismo
de la investigacion sino la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y actividad

antioxidante de una bebida fermentada a base de kombucha y extracto de hoja de

banano (Moréan y Quimis, 2022).
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Los compuestos bioactivos presentes en la Kombucha pueden provenir del té
(compuestos fendlicos, polisacaridos, vitaminas, minerales, aminoacidos), como de la
actividad metabdlica de los microorganismos involucrados en la fermentacion de esta
bebida. Los compuestos bioactivos obtenidos con la participacion de
microorganismos incluyen polifenoles (resultantes de la actividad metabdlica de
SCOBY), acidos organicos, vitaminas, enzimas, proteinas como las bacteriocinas.
Los beneficios finales dependen del material vegetal, asi como del consorcio de
microorganismos utilizados para la fermentacion (Antolak et al., 2021). Enla Tabla 1,

se muestra la obtencién de celulosa bacterial a partir de distintos medios.

Tabla 3. Diferentes estudios sobre obtencion de celulosa bacterial

Fuente

Microorganismos de F_uepte de OT pH Tiempo Rendimiento Referencia
carbono nitrégeno (°C) (dias) (a/l)
Gluconacetobacte Extracto de (Mikkelsen
r xylinus ATTC sacarosa levadura 30 5 3.83 et al., 2009)
53524 Peptone
Gluconacetobacte - (Rani et
r hansenii UAC 09 Sacarosa - - 14 74T A, 2011)
G. xylinus ATCC jarabe de (El-Saied et
10245 melaza maiz 30 6 4.70 al., 2008)
G. hansenii PJK Caldo de (Ha et
KCTC 10505BP glucosa f,ermentaci 30 5 14 13.95 al., 2008)
on de
cerveza
Gluconacetobacte Extracto de (Pourramez
r sp.4B-2 sacarosa levadura 30 6—7 8 11.98 an et
Peptone al., 2009)
G. xylinus ATCC  Hidrolizad Extracto de (Hong et
23770 0 de paja levadura 30 5 11 15.40 al., 2011)
de trigo  Peptone
Acetobacter Extracto de (Ha &
xylinum ATCC glucosa levadura 30 35 15 15.28 Park, 2012)
23769 Peptone
G. xylinus BCRC Extracto de (Wuy Liu,
12334 glucosa levadura 30 6 7 10.38 2012)
Peptone
G. xylinus ATCC  Hidrolizad Extracto de (Hong et
23770 odetela levadura 30 ) 7_14 10.80 al., 2012)
de Peptone
algodén
Gluconacetobacte Hidrolizad Extracto de (Cavka et
r Xylinus ATCC , levadura 30 5 7 11.00 al., 2013)
23770 0 de fibra Peptone

e _



Gluconacetobacte Extracto de (Keshk 'y
r xylinus ATCC glucosa levadura 28 6 7 16.32 Sameshima
13693 Peptone , 2006a)

Fuente: Obtenido de (Li et al., 2022)

2.1.2.9. Aplicaciones de la nanocelulosa

Los materiales a base de celulosa, debido a su naturaleza, disponibilidad,
biodegradabilidad, y excelentes propiedades mecanicas, cuentan con gran demanda
La nanocelulosa tiene una amplia variedad de aplicaciones, dependiendo del rango
de las propiedades fisicas del producto generado. Estas propiedades se ven
afectadas principalmente por el proceso de produccién utilizado y por la composicion
de la lignoceluldsica biomasa (Venson, 2019).

Las cadenas de las moléculas de nanocelulosa estdn en forma tubular
alargada teniendo una marcada relacion de aspecto longitud-diametro. La tendencia
0 magnitud tipica del diametro es de 10 a 20 nanémetros y la de su longitud es de 10
veces 0 mas la de su diametro, esta propiedad geométrica de la molécula la hace muy
sensible a diferentes campos de aplicacion (Moon et al., 2011; Salas et al., 2014; Avila
et al., 2019).

El estudio de Maurat (2014) compar6 la Celulosa con otros polisacaridos,
determinando que debido a su alto grado de polimerizacion, a las interacciones
fuertes y regulares entre cadenas y a la organizacion de las fibras, es insoluble en
agua y en la mayoria de solventes organicos; ademas, la celulosa es insoluble en
alcalis fuertes; es un material que interactta con los tejidos vivientes de forma segura,;
es biodegradable y reciclable (Henriksson, 2009; Maurat, 2014).

La nanocelulosa de origen bacteriano (NCB) ha despertado gran interés en
potenciar su produccién, debido a sus caracteristicas, tales como: su cristalinidad
(Molina, 2018), pureza quimica (libre de lignina y hemicelulosa) (Jozala et al., 2016),
su caracter hidrdéfilo, alta relacibn de aspecto, elevada resistencia a la traccion,
porosidad, estructura nanofibrilar y biocompatibilidad (Azeredo et al., 2017), que
favorecen la aplicacion de la NCB en diversos sectores tales como: alimentos,
(Christoph y Muioz, 2015; Ruiz etal., 2016); papel, utilizada para restaurar
documentos o como papel de alta calidad y papel de seguridad (Quintero et al., 2022);
construccion debido a que soporta altas temperaturas, tiene propiedades de barrera,

grado de cristalinidad, caracteristicas de reologia y excelentes propiedades
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mecanicas (Troya, 2019); textil, en la produccion de pieles y textiles artificiales y como
material de alta absorcion acuosa debido a su bajo costo, peso ligero, renovabilidad,
asi como la dimension a escala nanométrica (Jenol et al., 2022); en biomédica, para
el cuidado de la piel, los cosméticos y el cuidado terapéutico y protector que
estimulan las funciones de la piel como la cicatrizacion, la termorregulacién y la
inmunidad (Meftahi et al., 2022) porque los materiales de nanocelulosa han
demostrado tener una excelente biocompatibilidad, absorcion, retencion de agua,
transparencia optica, baja inmunogenicidad, baja toxicidad y caracteristicas quimio-
mecanicas, al mismo tiempo, es un material de costo relativamente bajo con alta
disponibilidad y capacidad de renovacion que lo hacen un biopolimero atractivo para
el uso en ingenieria de tejidos (Castro et al., 2022b); electronica, aplicada en la
elaboraciéon de electrodos (Moya, J., 2018), sensores eléctricos y electronicos y
dispositivos; materiales, empleada como reforzante en materiales compuestos,
propiedades de barrera, empaques para alimentos (Molina, 2018); tratamiento de
aguas, usada en los procesos de purificacion de aguas residuales y ultrafiltracion de
aguas (Christoph y Muioz, 2015).

El principal campo de aplicacion de NCB es en el sector biomédico, debido al
alto coste de produccién y preparacion que tiene esta nanocelulosa ademas de las
inmejorables propiedades que posee. El mercado global para la nanocelulosa en 2017
fue de 97 billones de dolares para este tipo de aplicaciones. La celulosa bacteriana
tiene propiedades Optimas para este campo como una gran resistencia mecéanica en
estado humedo, gran permeabilidad para liquidos y gases, insolubilidad en medios
acuosos, totalmente biocompatible y no presenta toxicidad en el cuerpo humano.

Segun Garcia (2017), la principal aplicacion biomédica esta dirigida a los
“andamios” para los tejidos o del tissue scaffolds, fabricados en nanocelulosa y que
presentan propiedades como una baja citotoxicidad, una alta biocompatibilidad y una
alta porosidad, ademas de proporcionar un ambiente cell-friendly que facilite y

estimule la proliferacion de las células del tejido dafiado (Castro et al., 2022b). Ver

Figura 6.
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Figura 6: Andamios del tejido. Tomado de Garcia, (2017).

La nanocelulosa es utilizada como excipiente de farmacos orales que facilitan
la liberacion prolongada del farmaco y por otro lado disminuyen la velocidad de
desintegracion del comprimido en el organismo para alcanzar érganos diana. La
nanocelulosa para uso farmacéutico se presenta en forma de microesferas,
hidrogeles y membranas.

La nanocelulosa por su alta cristalinidad, resistencia a la traccion, capacidad
de absorcion de agua, buena permeabilidad, biocompatibilidad, resistencia a la
degradacion y una baja solubilidad puede resultar ventajosa para materiales de tejido
cutaneo (A. Garcia, 2017). Los beneficios de estos productos son alivio inmediato del
dolor, estrecha adhesion a la herida, disminucion de la incomodidad después de la
cirugia, reduccion de la tasa de infeccion, facilidad de inspeccion de la herida
(transparencia), cicatrizacion mas rapida y retencion de exudados mejorada,
desprendimiento espontaneo después de la reepitelizacion y reduccién del tiempo y
los costos del tratamiento por el contrario uno de sus inconvenientes es la limitacion
elastica en zonas de gran modalidad (Castro et al., 2022).

La NCB tiene su uso principal en la fabricacion del papel (M. A. Lopez et al.,
2020)como un aglutinante para la mejora considerable de la resistencia y durabilidad
de la pulpa del papel. La incorporacion de 5% de celulosa bacteriana con pasta de
madera durante la formacion de hojas de papel mejora significativamente la retencion
de caolin, resistencia y propiedades de resistencia al fuego en comparacion con las
hojas de papel producidas sin la incorporacién de celulosa bacteriana (Quintero et al.,
2022).

Otra aplicacion de la NCB segun lo menciona Garcia (2017), es el envasado

de alimentos, por ejemplo, los films para aplicaciones de envasado de alimentos que
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se observan en la Figura 7. También esta libre de hemicelulosa y lignina, reduciendo

los costos de purificacion y los dafios ambientales

derivados del uso de productos

guimicos agresivos. BC se utiliza para formar peliculas diferentes (Troya, 2019).
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Figura 7. Procesos de utilizacion de celulosa bacteriana en films de la industria
alimentaria. Tomado de Azevero et al., (2017)
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CAPITULO Ill: Disefio metodolégico

3.1. Tipo y disefio de investigacion

El presente estudio es de disefio mixto, ya que utiliza tanto métodos cualitativos
como cuantitativos para describir y medir las variables en diferentes momentos del
proceso de investigacion. Su objetivo es evaluar el uso de distintos extractos de hojas
de Musa spp como medio para la produccion de nanocelulosa bacterial, con el fin de
determinar el medio que mejora el rendimiento de la produccion de nanocelulosa
bacterial. Se trata de una investigacion pura o basica, ya que busca generar
conocimiento sobre un tema nuevo, que servirA como base para futuras
investigaciones aplicadas. A su vez, también es una investigacion fundamental, ya
que es esencial para el desarrollo de la ciencia.

En cuanto a su enfoque gnoseoldgico, el estudio es de tipo explicativo, ya que
busca ir mas alla de la simple descripcion de los fenbmenos y establecer las
regularidades generales y esenciales que rigen su dinamica y desarrollo. El estudio
se realiza en un ambiente de laboratorio, con un control riguroso de las variables y
una precision en el registro de las relaciones entre ellas.

Respecto a su disefio, se trata de una investigacion experimental, ya que se
manipula intencionalmente la variable independiente para analizar su influencia en el
rendimiento y las caracteristicas de la nanocelulosa obtenida. Ademas, se utiliza un
enfoque transeccional con orientacién temporal correlacional-causal.

Para el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron los siguientes tipos de

metodologia de investigacion:

3.1.1. Investigacién bibliografica

Mediante la revision bibliografica se revisaron diferentes estudios sobre la
elaboracion produccién de nanocelulosa bacterial, sus aplicaciones y obtencion a
partir de biomasa residual con la finalidad conocer qué tipos de variables y métodos

se han utilizado para su produccion.

3.1.2. Investigacion experimental

En el transcurso de la experimentacion se determinaron las variables a emplear

y su influencia en la produccion y formulacion de los medios a partir de los extractos

de Musaceas spp.
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3.1.3. Investigacién cuantitativa

El uso de extractos de hojas de banano y platano en la produccion de
nanocelulosa bacterial es un tema que requiere de un enfoque cuantitativo en la
investigacion debido a la necesidad de medir y cuantificar el rendimiento y la
produccion de nanocelulosa en relacion con los diferentes extractos utilizados. La
investigacion cuantitativa permite la recoleccién de datos numéricos y estadisticos

gue son necesarios para medir la efectividad de los distintos tratamientos.

3.2. Metodologia

3.2.1. Analisis de los extractos de hojas de Musa spp. mediante la determinacion
de su contenido de compuestos fendlicos, flavonoides, azlicares reductores,

color y actividad antioxidante.

3.2.1.1. Obtencion del extracto de la hoja de Muséaceas spp.

Se compraron las hojas de banano y de verde a un proveedor de una finca en
gue cultivan banano orgénico ubicadas en el recinto Tres Postes. Se lavaron todas
las hojas, se pesaron, posteriormente se extrajo la nervadura de las hojas y se volvio
a pesar para luego triturarlas con ayuda de un trapiche.

Los extractos de la hoja de banano (EHB) y de la hoja de verde (EHV) se
pesaron, se filtr utilizando doble filtro de lienzo, se midi6 el volumen y se pasteurizo
durante 60 min a 150°C en una autoclave vertical. Los EHB y EHV pasteurizados se
reservaron en frascos ambar en una nevera a 6°C, para ser analizados
posteriormente. Todo este proceso realizé por aproximadamente 5 horas. Todos los

materiales utilizados en este proceso de detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Equipos y materiales utilizados en la obtencion de los extractos de la hoja de

banano y de platano verde.

Equipos y materiales Cantidad

Trapiche para la molienda

1
Filtro de lienzo 2
Balanza digital colgante 1

1

Balanza analitica

e _



Probeta de 1000 mL 2
Vaso de precipitacion de 3000 mL

[EEN

Balde grande plastico

[EY
o

Fundas de plastico

Cuchillo

Medidor de grados brix
Frascos de vidrio ambar
Frascos de vidrio

Autoclave vertical
Refrigeradora

Plastico para envolver (rollo)

Rollo de papel aluminio

R N = = T = N N S N

Multimetro

=
N

Hojas de banano

w
=

Hojas de platano verde
Fuente: Cumbicus, 2023

3.2.1.2. Determinacion de °Brix en los extractos de banano y platano

Los °Brix son una unidad de medida utilizada para cuantificar la cantidad de
sélidos disueltos en una solucion liquida. Estos grados se definen como el porcentaje
de masa de sacarosa en una solucion acuosa, expresado en términos de peso. Es
decir, son un indicador de la concentracion de azUcares y otros solidos disueltos en
una solucion. Son comunmente utilizados en la industria de alimentos y bebidas para
medir la calidad y uniformidad de los productos, tales como jugos, néctares,
mermeladas y vinos, entre otros (Lam et al., 2021).

La medicioén de los sélidos disueltos en extractos de hoja de banano y platano
es un proceso importante para evaluar su calidad. Para realizar esta tarea se utiliza
un refractbmetro, un instrumento comunmente utilizado para medir los °Brix en
soluciones liquidas. Este instrumento se basa en el principio de la refraccion de la luz,
donde la cantidad de refraccién depende de la cantidad de sélidos disueltos en la
solucion.

Para llevar a cabo este proceso, es necesario preparar los extractos de hoja

de banano y platano y dejarlos enfriar a temperatura ambiente. Una vez enfriados, se
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debe transferir una pequefia cantidad de la muestra a la placa del refractdmetro y
cerrar la tapa del instrumento. La lectura del refractometro se toma a través de la
escala graduada en °Brix, y se registra el valor obtenido para cada muestra. Este
proceso permite evaluar de manera precisa la concentracion de solidos disueltos en

los extractos de hoja de banano y platano, y asi, determinar su calidad.

3.2.1.3. Determinacion de la densidad de los extractos de banano y platano

Para la determinacion de la densidad de los extractos de banano y platano, se
empleo el uso de un picnémetro. Este instrumento es utilizado para medir la relacion
entre la masa y el volumen de una muestra liquida. Para ello, se peso el picnébmetro
vacio y se registré su masa. Luego, se llené el picnometro con la muestra liquida y se
volvio a medir la masa total del picndmetro con la muestra. La diferencia de masa
entre el picndbmetro vacio y lleno se utilizé para determinar el volumen de la muestra
liquida (Talens, 2020).

Posteriormente, se calculd la densidad de la muestra mediante la formula:

m 4
p = v Ecuacion 1

Donde p: densidad; m: masa, y V: volumen
Este proceso es importante para evaluar la calidad de los extractos de banano
y platano, ya que la densidad puede ser un indicador de la concentracion de sélidos

disueltos y otros componentes presentes en la muestra liquida.

3.2.1.4. Determinacion de pH

El pH se midié con un potencibmetro previamente calibrado, determinado
segun la NTE INEN 389.

3.2.1.5. Determinacion de conductividad en los extractos de banano y platano

La medicion de la conductividad en los extractos de banano y platano es util
para determinar la cantidad de iones presentes en la solucion, lo que a su vez puede
indicar la presencia de sales y otros compuestos idnicos. La conductividad eléctrica
es una medida indirecta de la concentracion de iones en una solucion y se expresa
en microsiemens por centimetro (uS/cm). En el caso de los extractos de banano y

platano, la conductividad puede ser utilizada como indicador de la calidad y madurez
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de los frutos, ya que la cantidad de iones y sales en la solucion puede variar en funcion
de la madurez y estado de los frutos.

Ademés, la medicion de la conductividad puede ser util para determinar la
presencia de contaminantes y otros compuestos no deseados en los extractos, lo que

puede afectar la calidad y la seguridad de los productos finales.

3.2.1.6. Determinacion de contenido de azlicares reductores.

La determinacion de los azucares reductores en extractos de hoja de banano
y platano es un proceso importante para evaluar la calidad de estos extractos. El
método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) es un método comunmente utilizado para la
determinacion de azucares reductores (Lam et al., 2021). Este método se basa en la
capacidad de los azucares reductores para reducir el reactivo DNS y formar un
complejo de color rojo intenso que se puede medir a través de la espectrofotometria
(Deshavath et al., 2020).

Para llevar a cabo este proceso, se deben preparar los extractos de hoja de
banano y platano y dejarlos enfriar a temperatura ambiente. Una vez enfriados, se
debe transferir una alicuota de la muestra a un tubo de ensayo y agregar una solucion
de DNS previamente preparada. A continuacion, se debe mezclar bien la muestra con
la solucion DNS y calentar el tubo de ensayo en un bafio de agua hirviendo durante
5 minutos. Después de calentar, el tubo de ensayo debe enfriarse rapidamente en un
bafio de agua fria durante 5 minutos y luego diluir la muestra con agua destilada.

Para medir la cantidad de azlcares reductores presentes en la muestra, se
debe medir la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 540 nm utilizando
un espectrofotdmetro. Para ello, se debe comparar la absorbancia de la muestra con
la absorbancia de una solucion patron de glucosa para calcular la cantidad de
azucares reductores presentes en la muestra (Lam et al., 2021).

El nivel de glucosa en cada uno de los extractos de Musaceas spp se midio
mediante el uso de un glucémetro de los utilizados para medir el nivel de glucosa en
la sangre de los seres humanos y utilizando gotas del extracto para su respectiva
medicion (Attaallah et al., 2021).

3.2.1.7. Salinidad de Haash

La salinidad de Haash (%) se puede medir en extractos de plantas y se utiliza
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como una medida de la concentracion de sales disueltas en una solucion. La salinidad
de Haash se puede medir en una amplia variedad de muestras, incluyendo extractos
de plantas, agua de riego, suelo y otros medios acuosos.

En el caso de los extractos de plantas, la medicién de la salinidad de Haash
puede ser Util para determinar la cantidad de sales disueltas que se han extraido de

la muestra y puede ser una medida importante de la calidad de la muestra.

3.2.1.8. Resistividad de Haash

La resistividad de Haash, se puede utilizar para medir la salinidad en extractos
de plantas. La resistividad y la conductividad son inversamente proporcionales, por lo
gue, si se mide la resistividad de un extracto de planta, se puede calcular su
conductividad. La medicion de la salinidad es importante en la evaluacion de la calidad
de los extractos de plantas, ya que puede afectar su capacidad para ser utilizados en
diferentes aplicaciones.

La salinidad puede influir en la estabilidad de los extractos, su capacidad para
disolverse en diferentes medios y su capacidad para ser utilizados como ingredientes
en productos alimentarios y farmacéuticos. Por lo tanto, la medicion de la salinidad ya
sea mediante la resistividad de Haash o la conductividad, es una herramienta

importante en la evaluacién de la calidad de los extractos de plantas.

3.2.1.9. Tamizaje fitoquimico del extracto de banano y platano

El tamizaje fitoquimico es una técnica analitica de tipo cualitativo que se utiliza
para identificar la presencia o ausencia de diferentes compuestos quimicos en una
muestra de origen vegetal, como en el caso del extracto de hoja de banano y platano
en etanol. La metodologia para llevar a cabo esta técnica comprende tres etapas: la
preparacion del extracto, la preparacién de las soluciones reactivas y la prueba de
tamizaje fitoquimico y la interpretacion de los resultados.

En la primera etapa, se obtuvo el extracto de hoja de banano y platano en
etanol a través de una técnica de extraccion con solventes, donde las hojas secas se
maceraron en etanol y se filtr6 la mezcla para obtener el extracto. Posteriormente, se
evaporo el etanol para concentrar la muestra.

En la segunda etapa, se prepararon diferentes soluciones reactivas que

permiten la deteccion de la presencia de distintos compuestos quimicos en la
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muestra, tales como flavonoides, carbohidratos, azucares reductores, taninos,
saponinas, alcaloides y fenoles. Cada solucion reactiva tiene una reaccion especifica
para cada tipo de compuesto.

En la tercera etapa, se llevo a cabo la prueba de tamizaje fitoquimico, donde
se agregd una pequefia cantidad del extracto de hoja de banano y platano en etanol
a cada una de las soluciones reactivas. Si el compuesto esta presente, se producira

una reaccion caracteristica, como un cambio de color o la formacion de un precipitado.

3.2.1.10. Determinacion del color de los extractos de platano y banano

La determinacion del color de los extractos de hoja de banano y platano se
lleva a cabo mediante el sistema CIELAB, que implica la medicién de tres pardmetros:
L*, a*y b*.

El parametro L* indica la claridad o luminosidad del color, con un rango de
valores que va desde el negro (0) hasta el blanco (100). Por su parte, el parametro a*
representa la variacion de color entre el verde (-a*) y el rojo (+a*), mientras que el
parametro b* representa la variacion de color entre el azul (-b*) y el amarillo (+b*).

Para realizar la medicion del color, es necesario contar con un
espectrofotometro que permita la conversion de los valores de reflectancia a los
valores CIELAB y que esté correctamente calibrado para la medicion en el rango de
longitud de onda visible.

El proceso para determinar el color de los extractos de hoja de banano y
platano implica preparar las muestras, colocar una muestra de extracto sobre una
superficie blanca, realizar la medicion del color con el espectrofotémetro, anotar los
valores L*, a* y b* obtenidos, compararlos con los valores de referencia vy, finalmente,
interpretar los resultados para determinar si hay alguna diferencia significativa en el
color entre las muestras.

Es importante seguir los mismos procedimientos y condiciones de medicidon
para asegurar una comparacion adecuada de los resultados, ya que el color puede
variar en funcién de varios factores como la variedad de la fruta, la etapa de madurez

de la hoja o el método de extraccion utilizado.
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3.2.2. Estimacion del rendimiento de produccion de celulosa bacterial a partir

de los distintos extractos de las hojas de Musa spp.

3.2.2.1. Preparacién de medios de cultivo a base de kombucha y los extractos
de hoja de banano (EHB) y de hoja de platano verde (EHV).

Se prepard 51 frascos de vidrio de 145mL en la autoclave vertical para
garantizar la ausencia bacterias en los mismos. Posteriormente, para iniciar la
fermentacion, se afadié de 1 a 10% del SCOBY de Kombucha previamente
fermentado (Chakravorty et al., 2016), en cada uno de los frascos de vidrio. Se cubrid
cada frasco con papel aluminio para garantizar las condiciones de oxigeno y proteger
de insectos o contaminacion de la microbiota, el biorreactor (fermentacion tradicional)
(Moran y Quimis, 2022). Se dejaron los frascos con el SCOBY y los EHB y EHV a una
temperatura de 30 °C para la fermentacion (Antolak et al., 2021).

El SCOBY se adquirié en una tienda en linea ubicada en Daule. Segun Moran
y Quimis, (2022), el SCOBY, generalmente contiene levaduras de las especies
Saccharomyces spp., Zygosaccharomyces spp. y Brettanomyces bruxellensis,
bacterias del &cido acético de la especie Komagataeibacter spp y bacterias del acido

lactico. Los equipos y materiales utilizados se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Equipos y materiales utilizados para la preparacion el medio de cultivo con

el EHB y EHV

Equipos/materiales/reactivos Cantidad
Agua destilada (L) 3
Extracto de levadura (g) 15
Pectona (g) 15
Bifosfato de sodio (Q) 8,1
Acido citrico (g) 3,45
Fiola de 1L 1
Scooby de Kombucha (g) 54
Extracto de banano (g) 810
Extracto de hoja de verde (g) 10
Frascos de vidrio de 145mL 54
Autoclave 1
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Glucometro digital
Potenciometro

Balanza analitica

Rollo de papel aluminio
Pipeta de 10mL

Espatula

R T T

Pliego de papel periddico para etiquetar
Fuente: Cumbicus, 2023

3.2.3. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de la celulosa bacterial
obtenida de los extractos de Musa spp. con mayor rendimiento mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y andlisis

termogravimétrico (TGA).

3.2.3.1. Anadlisis de celulosa bacterial por espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR utiliza radiacién infrarroja para analizar la interaccion
de la muestra con la luz infrarroja. La técnica se basa en la absorcion de la radiacion
por los enlaces quimicos presentes en la muestra, lo que proporciona informacion
sobre su estructura quimica y composicién molecular (Aroca y Estrada, 2015).

Para realizar el andlisis de celulosa bacteriana por FTIR, se prepara una
muestra de la celulosa bacteriana en forma de pelicula delgada y se coloca en un
dispositivo de andlisis FTIR. Se irradia la muestra con radiacién infrarroja y se mide
la cantidad de radiacién que es absorbida por los enlaces quimicos de la celulosa
bacteriana (Troya, 2019).

Los espectros resultantes muestran picos caracteristicos correspondientes a
las vibraciones moleculares de los enlaces quimicos presentes en la muestra. Cada
pico representa un tipo de enlace quimico especifico y proporciona informacion sobre

la estructura molecular de la celulosa bacteriana (Lépez et al., 2007.).

3.2.3.2. Analisis de celulosa bacterial por analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) permitira medir la variacion de la masa de

la celulosa bacterial en funcion de la temperatura. Esto se logra mediante el
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calentamiento controlado de la muestra en un ambiente sin oxigeno, mientras se mide
la pérdida de masa de la muestra en funcién de la temperatura (Garcia y Mora, 2019).
La celulosa bacterial es una biomasa que se degrada térmicamente en una serie de
etapas, cada una asociada con la liberacion de diferentes productos volatiles
(Masqués, Silvia et al., 2021). El TGA permite identificar y caracterizar estas etapas
de degradacion térmica, y determinar la cantidad de celulosa bacterial presente en la
muestra en funcién de la pérdida de masa observada en cada etapa (E. G. J. Garcia

& Mora, 2019). Esta técnica es muy Util para determinar la pureza de la celulosa

bacterial y para comparar la estabilidad térmica de diferentes muestras (Aroca y
Estrada, 2015).
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CAPITULO IV: Analisis y discusién de resultados
4.1. Andlisis de los extractos de hojas de Musa spp. mediante la
determinacion de su °Brix, pH, gravedad especifica, azicares reductores,

color y tamizaje fitoguimico.

En este estudio se evaluo la cantidad de soélidos solubles totales, pH, aztcares
reductores, conductividad y resistividad en extractos de muséceas, cuyos valores se
muestran en la Tabla 4. Se encontré que el EHB presentdé una mayor cantidad de
sélidos solubles que el EHV, debido a la degradacion de los azucares acumulados en
el almidén, sobre todo de los principales constituyentes de los sélidos solubles que
son la glucosa, fructosa y sacarosa. Ademas, se observaron diferencias en los valores
de pH, siendo mas &cido el EHB en comparacion con el EHV. La medida de azucares
reductores vario en los extractos de las musaceas, siendo mas alto el nivel de
azucares en el EHB que en el EHV. También se observé mayor conductividad en el

EHV y mayor salinidad en el EHB.

Tabla 4. Propiedades fisica-quimicas de las materias primas

Solidos
Azlcar
Conductividad totales Salinidad de  Resistividad de
Muestras °Brix P pH reductor )
(uS/cm) disueltos Haash (%) Haash (Q/cm)
(/L)
(g/L)
EHB 5 1,02 4,92 16,90 19,60 9,54 9,96 59,20
EHV 4 1,02 5,32 20,63 18,00 12,38 12,86 47,00

Nota: EHB: Extracto de hoja de banano; EHP: Extracto de hoja de platano; p: Densidad (g/L).
Fuente: Cumbicus, 2023.

Una mayor conductividad en un extracto indica que hay una mayor cantidad de
iones presentes en la solucién, lo que puede deberse a la presencia de sales disueltas
o &cidos y bases. El extracto de hoja de platano presenta una mayor conductividad
que el extracto de hoja de banano, lo que sugiere una mayor cantidad de iones
presentes en la solucion. Esto puede ser consecuencia de la presencia de sales
disueltas o compuestos acidos y basicos en mayor cantidad en el extracto de hoja de
platano.

La salinidad de Haash es una medida de la conductividad eléctrica de una
solucion, que se correlaciona con la cantidad de sales disueltas presentes en la
muestra. En este caso, el extracto de hoja de platano presenta una salinidad de Haash

mas alta (12,86%) que el extracto de hoja de banano (9,96%). Esto puede deberse a
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varias razones, como la composicion quimica de cada hoja, el tipo y cantidad de sales
presentes en el suelo donde crecen las plantas, asi como las condiciones de cultivo
y cosecha. Es posible que el extracto de hoja de platano contenga mas sales disueltas
debido a una mayor absorcion de nutrientes del suelo o una mayor acumulacion de
sales en la planta debido a un clima més seco.

La resistividad de Haasch en los extractos de hoja de banano y de platano
puede variar debido a las diferentes propiedades quimicas y estructurales de los
compuestos presentes en cada extracto. Estos pueden tener diferentes perfiles de
compuestos, incluyendo diferentes niveles de humedad, diferentes concentraciones
de azucares, proteinas, lipidos y otros componentes. Cada uno de estos compuestos

puede afectar la conductividad eléctrica del extracto.

Tabla 5. Valor parametro cromético (CIELAB) de los extractos

EXTRACTO L* a* b* Chroma Hue
EHB 27,32 0,49 -0,35 0,60 324,03
EHP 27,28 0,54 0,03 0,54 6,64

*

xN\ 2
L*: luminosidad; a*: rojez; b*: amarillez; Chroma: (a? + b?)%° ; Hue: tan™! (Z—)

Fuente: Cumbicus, 2023

Segun el analisis CIELAB. Ver Tabla 5, Los valores de L*, a*, y b* en el sistema
de color CIELAB se utilizan para describir las caracteristicas de color de un objeto. L*
indica la claridad del color (desde el negro al blanco), a* indica la cantidad de verde o
rojo en el color (desde el verde al rojo) y b* indica la cantidad de azul o amarillo en el
color (desde el azul al amarillo).

En cuanto a los valores de Chroma y Hue, Chroma se refiere a la saturacion
del color y Hue se refiere a la tonalidad del color.

En el caso del extracto de hoja de banano, los valores de L*, a* y b* indican
gue el color es relativamente oscuro (L*=27,32), y tiene una ligera tendencia hacia el
verde (a*=0,49) y el amarillo (b*=-0,35). El valor de Chroma es bajo (0,60), lo que
indica que el color es poco saturado. El valor de Hue (324,03) indica que el color se
encuentra en la zona de tonalidad azul-verde.

Por otro lado, en el caso del extracto de platano, los valores de L*, a*y b* son
muy similares a los del extracto de hoja de banano, lo que indica que el color es

relativamente oscuro (L*=27,28) y tiene una ligera tendencia hacia el verde (a*=0,54)
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y el amarillo (b*=0,03). El valor de Chroma es bajo (0,54), lo que indica que el color
es poco saturado. El valor de Hue (6,64) indica que el color se encuentra en la zona
de tonalidad amarilla.

Es decir, los valores CIELAB indican que tanto el extracto de hoja de banano
como el extracto de platano tienen colores similares, pero con ligeras diferencias en
su tonalidad y saturacion.

El tamizaje fitoquimico es una técnica que se utiliza para detectar la presencia
de diferentes grupos de compuestos quimicos en extractos de plantas. En el caso de
los extractos de banano y platano, el tamizaje fitoquimico indicé la presencia de
flavonoides, carbohidratos, azucares reductores, taninos, saponinas, alcaloides y
fenoles. Estos compuestos tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
astringentes, antifingicas, antibacterianas, analgésicas, estimulantes y alucinégenas,
entre otras. Esto sugiere que las plantas de banano y platano contienen una variedad
de compuestos quimicos que podrian tener efectos beneficiosos para la salud. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que el tamizaje fitoquimico solo detecta la
presencia de estos compuestos, pero no proporciona informacion sobre su cantidad
o actividad biologica real. Por lo tanto, se requiere de mas investigaciones para
determinar la cantidad y la actividad biol6gica de estos compuestos en los extractos

de banano y platano. Ver Tabla 6.

Tabla 6. Fitoquimicos presente en los extractos de banano y platano

Extracto en etanol

Fitoquimicos Banano Platano
Flavonoides Positivo Positivo
Carbohidratos Positivo Positivo
Azucares reductores Positivo Positivo
Taninos Positivo Positivo
Saponinas Positivo Positivo
Alcaloides Positivo Positivo
Fenoles Positivo Positivo

Fuente: Cumbicus, 2023
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4.2. Estimacion del rendimiento de produccion de celulosa bacterial a

partir de los distintos extractos de las hojas de Musa spp.

La fuente de carbono juega un papel crucial en la produccién de nanocelulosa
bacterial (NCB) a partir de biomasa residual, ya que la disponibilidad y calidad de la
fuente de carbono afecta directamente la produccion y propiedades del material
resultante. La NCB es un material biodegradable y renovable con diversas
aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y electronica, lo que la convierte
en un material de gran interés cientifico y tecnoldgico.

Sin embargo, la composicibn de la biomasa residual puede variar
significativamente segun su origen y tratamiento previo, lo que puede afectar la
produccion y propiedades de la NCB. Por lo tanto, es importante seleccionar
cuidadosamente la fuente de carbono adecuada para maximizar la produccion y las
propiedades deseadas de la NCB.

En este contexto, esta investigacion evaluo el rendimiento de la produccion de
NCB a partir del extracto de hoja de banano en diferentes concentraciones y tiempos
de incubacioén. Los resultados mostraron que el extracto de hoja de banano al 40 %
v/v produjo los mayores rendimientos de NCB después de 7 y 14 dias de incubacion.
Ver Tabla 7. Este hallazgo sugiere que el extracto de hoja de banano puede ser una
fuente de carbono efectiva para la produccion de NCB a partir de biomasa residual y
podria tener implicaciones importantes para la produccion a gran escala de este
material prometedor.

Tabla 7. Rendimiento de produccion de nanocelulosa bacterial a distintas

concentraciones de extracto de hoja de banano

EHB Téverde Inoculo Tiempo Volumen Peso NCB Rendimento

(%) (%) (%) dias (mL) (9) (gL ™*h)
20 80 10 7 100 1,23 0,073
40 60 10 7 100 4,11 0,245
60 40 10 7 100 3,56 0,212
80 20 10 7 100 4,02 0,239
20 80 10 14 100 3,21 0,096
40 60 10 14 100 9,23 0,275
60 40 10 14 100 8,54 0,254
80 20 10 14 100 8,67 0,258

Fuente: Cumbicus, 2023

e _



Ademas, este estudio evalud por primera vez el uso del extracto de hoja de
platano como fuente de carbono para la produccion de NCB. Los resultados
mostraron que, al igual que con el extracto de hoja de banano, los mayores
rendimientos de NCB se obtuvieron con una concentracion del 40 % v/v de extracto
de hoja de platano después de 7 y 14 dias de incubacion. Sin embargo, los
rendimientos obtenidos con el extracto de hoja de platano fueron inferiores a los
obtenidos con el extracto de hoja de banano.

Este resultado puede deberse a la composicién quimica diferente de los
extractos de hoja de platano y hoja de banano, lo que puede afectar la disponibilidad
de carbono y otros nutrientes para las bacterias productoras de NCB. Ademas, la
variacion en la composicion quimica de los extractos puede influir en el rendimiento.
Por lo tanto, se requiere mas investigacion para comprender completamente los
efectos de diferentes fuentes de carbono en la produccion de NCB y optimizar las

condiciones de cultivo para maximizar la produccion y las propiedades del material.

Tabla 8. Rendimiento de produccién de nanocelulosa bacterial a distintas

concentraciones de extracto de hoja de platano

EHP Téverde Inoculo Tiempo Volumen Peso NCB Rendimento

(%) (%) (%) dias (mL) (9) (g*L™*h)
20 80 10 7 100 1,05 0,063
40 60 10 7 100 31 0,185
60 40 10 7 100 2,16 0,129
80 20 10 7 100 3,22 0,192
20 80 10 14 100 2,11 0,063
40 60 10 14 100 7,63 0,227
60 40 10 14 100 7,44 0,221
80 20 10 14 100 7,37 0,219

Fuente: Cumbicus, 2023
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4.3. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de la celulosa bacterial
obtenida de los extractos de Musa spp. con mayor rendimiento mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y analisis

termogravimétrico (TGA).

4.3.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
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Figura 8. Andlisis de FTIR en nanocelulosa bacterial.

Fuente: Cumbicus, 2023

Los espectros obtenidos mostraron bandas NCB tipicas, que son el pico ancho ubicado en la
region de 3200-3400 cm-1, que corresponde a vibraciones de estiramiento de los grupos OH
de la celulosa, mientras que el pico alrededor de 2900 cm-1 estéa relacionado con el estiramiento
CH. EIl pico a 1634 cm-1 se atribuye a la flexion OH del agua adsorbida. Los picos que
aparecieron entre 1055 y 1049 cm—1 corresponden al estiramiento de CO en C3; CC
estiramiento; y CO estirando en C6. La banda de 896 cm -1 se atribuye al estiramiento de COC
en B (1,4) glucosidico. Finalmente, el pico a 658 cm-1 se observa a partir del enlace C-OH

fuera de las vibraciones planas. Los espectros muestran picos definidos correspondientes al

perfil de celulosa I.
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4.3.2. Analisis termogravimétrico (TGA)
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Figura 9. Anélisis de TGA en nanocelulosa bacterial.

Fuente: Cumbicus, 2023

Se observa en el espectro TGA que la pelicula BNC pierde masa alrededor de los 100 °C. Esto
podria deberse a la evaporacion de la humedad presente en la muestra. La pir6lisis de NCB
biosintetizados presenta el pico méas alto a 334.46 °C; este resultado esta dentro de lo reportado

por diferentes estudios.

Figura 10. Micrografias SEM de la celulosa bacteriana obtenida.

En la figura 10, La morfologia superficial de las capas secas de celulosa bacteriana se muestra
en las micrografias SEM, donde puede observarse, a 5.000 aumentos en todos los casos, la red
ultrafina de nanofibras de celulosa. Se muestra en estas microfotografias como el tratamiento

térmico elimina las células bacterianas de la capa.
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4.4. Verificaciéon de las Hipotesis

Hipdtesis General: La variabilidad en el rendimiento de produccion de
nanocelulosa bacterial esta influenciada por el tipo de extracto de hoja de Musa

spp. utilizado como fuente de carbono en el medio de cultivo.

La hipétesis general fue verificada en este estudio, ya que se determiné que la
produccion de nanocelulosa bacterial varia significativamente con los distintos
extractos de hojas de Musa spp. de las haciendas productoras de platanos y bananos
del recinto Tres Postes de la ciudad de Milagro durante el periodo comprendido entre
septiembre y diciembre de 2022. Se encontré que el rendimiento en la produccion de
nanocelulosa bacterial fue mayor con el extracto de la hoja de banano en comparacion
con el extracto de la hoja de platano verde. Es importante destacar que se logro
obtener nanocelulosa bacterial utilizando ambos extractos, lo que sugiere que ambas
fuentes de carbono pueden ser utilizadas para la produccion de nanocelulosa
bacterial, pero se debe considerar el tipo de extracto de hoja de Musa spp. para
maximizar el rendimiento. En la Tabla 7 y 8, se puede verificar que el rendimiento

vario dependiendo del tipo de extracto y de las concentraciones en el medio de cultivo.

H1: La composicidn fisicoquimica de los extractos de hoja de banano y platano

es adecuada para la produccion de nanocelulosa bacterial.

La investigacion permitié comprobar que la hipotesis H1 es verdadera, en tanto
gue se logré obtener nanocelulosa bacterial utilizando los extractos de hoja de banano
y platano. No obstante, se observd una variacion en el rendimiento de produccién, lo
gue indica que la composicion fisicoquimica de los extractos de hoja de banano y
platano no es uniforme y puede afectar el proceso de produccién de nanocelulosa
bacterial. Es necesario profundizar en el analisis de los resultados obtenidos para
determinar las posibles causas de esta variabilidad y su impacto en la calidad y

cantidad de la nanocelulosa bacterial producida.

H2: La capacidad para la produccion de nanocelulosa bacterial exhibe
variabilidad en funcién de las distintas concentraciones de extractos de hojas de Musa

spp. empleadas como fuente de carbono en la produccién de nanocelulosa bacterial.
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La evidencia experimental obtenida en esta investigacion demuestra que la
hipotesis H2 es verdadera, puesto que se ha observado que la capacidad para la
produccion de nanocelulosa bacterial varia significativamente en funcion de las
distintas concentraciones de extractos de hojas de Musa spp. utilizadas como fuente
de carbono en el medio de cultivo. Los resultados indican que la produccién de
nanocelulosa bacterial aumenta de manera proporcional a la concentracion de
extracto de hojas, pero solamente hasta un 40% de extracto, después del cual se
observa una disminucién en la produccién de nanocelulosa bacterial a medida que la
concentracion del extracto de hojas aumenta. Estos hallazgos son relevantes para la
optimizacién de la produccion de nanocelulosa bacterial y podrian tener implicaciones

en la mejora de la eficiencia de los procesos industriales relacionados con la

produccion de esta biomasa.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

e Del analisis fitoquimico de los extractos de hojas de Musa spp. se determiné
gue tanto en el extracto de hoja de banano como en el de hoja de platano
verde, existe la presencia de flavonoides, carbohidratos, azucares

reductores, taninos, saponinas, alcaloides y fenoles.

e Utilizando como fuente de carbono el extracto de hoja de banano al 40%
v/ivse obtuvo mayor cantidad de celulosa bacterial con un valor de 9,23
gramos a diferencia de los 7,63 gramos obtenidos con el extracto de la hoja
de verde al 40% v/v, pudiendo inferir que la produccion de este polimero se
relaciona directamente con la cantidad de azuUcares reductores en las
musaceas, ya que segun los analisis expuestos el extracto de banano tiene

mayor riqueza de estos compuestos quimicos.

e El mayor rendimiento de la celulosa bacterial se obtuvo a la concentracion

del 40% v/v del extracto de las musaceas y luego de 14 dias de incubacién.

e Se obtiene un mayor rendimiento en la produccion de nanocelulosa bacterial
al 40% a partir del extracto de la hoja de banano con una produccion de
0,275 (g*Lth1) a diferencia del extracto de la hoja de platano en donde se
determiné una producciéon de 0,227 (g*L'h?), pudiendo deberse a la
presencia de azUcares reductores como fuente de carbono y otros nutrientes

para las bacterias productoras de nanocelulosa bacterial.

e Mediante los analisis de FTIR y TGA se corroboré que el producto obtenido
con las muséaceas corresponde a nanocelulosa bacterial y, por tanto, se

puede producir celulosa bacterial a partir de biomasa residual como las

Muséseas spp.
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5.2. Recomendaciones

e Se recomienda, seguir analizando las propiedades fisicoquimicas de los
extractos de las distintas variedades de Musa spp. mediante otros métodos
cuantitativos como por ejemplo espectrofotometria, espectroscopia de masas,

espectroscopia de absorcion, HPLC, cromatografia, etc.

e Evaluar nuevas formulaciones para la obtencion de nanocelulosa bacterial
utilizando el envés de las hojas de variedades de Musa spp. para establecer el
rendimiento en la obtencién de este biopolimero a partir de otra estructura de

la planta que también es desechada al ambiente.

e Que se investiguen las aplicaciones de la nanocelulosa obtenida a partir de la
biomasa residual de las hojas de Musa spp. a fin de contribuir con el uso

eficiente y sostenible de los recursos naturales.
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Anexos

Anexo A. FOTOGRAFIAS EN EL PROCESO DEL PROYECTO

Figura ALl. Pesado de las hojas limpias de Musa spp.

Figura A2. Obtencidn de la nervadura de Musa spp.
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Figura A4. Extracto de Musa splp;

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Figura A 5. Medicion de propiedades fisicoquimicas de extractos de Musa spp.

Figura A 6. Formulacion de los medios
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ANEXO B: EQUIPOS UTILIZADOS EN EL PROCESO DE INVESTIGACION

Figura B2. Trapiche
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Figura B3. Refractometro

Figura B4. Potenciémetro
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Figura B 5. Glucémetro
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