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ENSAYOS PRELIMINARES PARA PRODUCCION DE CELULOSA
POR BACTERIAS AISLADAS DE CANA DE AZUCAR

Jonathan Tuya Salas”, Susana Gutiérrez Moreno?, Fernando Merino Rafael®

RESUMEN

La celulosa bacteriana tiene una variedad de aplicaciones tanto en las industrias del papel,
textil, alimentaria, cosmética y la medicina; esto se debe a sus excelentes propiedades
fisicoquimicas tales como: alto grado de pureza, alta cristalinidad, excelente biodegradabilidad,
un alto médulo de Young, una gran capacidad de retencion de agua y una excelente afinidad
bioldgica. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la produccion de celulosa por bacterias
aisladas de cafia de aztcar. Las muestras recolectadas se dejaron fermentar hasta la aparicion
de una pelicula gruesa en la superficie, a partir de la cual se obtuvieron cultivos axénicos
sobre el medio HS. Los cultivos aislados se transfirieron a caldo HS y se incubaron en
condiciones estaticas hasta la formacion de una pelicula en la superficie del cultivo. La
identificacion bacteriana se realizd en base a una caracterizacion fisiologica de las cepas
aisladas y su capacidad de producir celulosa. El analisis de FT-IR de la pelicula mostr6é un
espectro correspondiente a los grupos funcionales caracteristicos de la celulosa bacteriana
y vegetal. La cepa BCP-3,5 identificada como Komagataeibacter sp. fue capaz de producir
celulosa bacteriana en condiciones estaticas de cultivo.
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PRELIMINARY TEST FOR CELLULOSE PRODUCTION BY
BACTERIA ISOLATED FROM SUGARCANE

ABSTRACT

Bacterial cellulose has a variety of applications both in the paper, textile, food, cosmetic and
medicine industries; This is due to its excellent physicochemical properties such as: high
degree of purity, high crystallinity, excellent biodegradability, high Young's modulus, high
water retention capacity and excellent biological affinity. The objective of this work was to
evaluate cellulose production by bacteria isolated from sugarcane. The collected samples
were allowed to ferment until the appearance of a thick film on the surface, from which axenic
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cultures were obtained on the HS medium. Isolated cultures were transferred to HS broth
and incubated under static conditions until a film formed on the culture surface. Bacterial
identification was carried out based on a physiological characterization of the isolated
strains and their capacity to produce cellulose. FT-IR analysis of the film showed a spectrum
corresponding to the characteristic functional groups of bacterial and plant cellulose. The
BCP-3,5 strain identified as Komagataeibacter sp. was able to produce bacterial cellulose
under static culture conditions.
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INTRODUCCION

La celulosa es uno de los biopolimeros mds abundantes sobre la Tierra, es producido
principalmente por las plantas como componente principal de su pared celular'. La celulosa
es una materia prima que tiene multiples propositos: es material de construccidn, generacion
de fibras textiles y fabricacion de papel, ademas, sus derivados (ésteres, acetatos, nitratos)
estan implicados en diversos procesos industriales. Sin embargo, hay algunas especies de
bacterias, como las de los géneros Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacterium,
Azotobacter, Komagataeibacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya 'y Rhodobacter,
que también pueden producir celulosa de forma extracelular’. La férmula molecular de la
celulosa bacteriana es la misma que la de la celulosa vegetal, pero sus caracteristicas fisicas
y quimicas son diferentes®. El principal género microbiano productor y modelo de sintesis
de celulosa es Komagataeibacter (antes Gluconacetobacter), perteneciente a la familia
Acetobacteraceae, que son bacilos Gram negativos, aerobios obligados. Estas bacterias
pueden aislarse de la superficie de muchas flores y frutos, entre ellos la cafia de azicar,
ademés de bebidas fermentadas*>®. La produccién de celulosa por Komagataeibacter,
responde a necesidades fisioldgicas. Las bacterias se adhieren al biopolimero para aumentar
su exposicion al oxigeno y para tomar los nutrientes contenidos en los liquidos absorbidos
del ambiente, ademads los protege contra la radiacion ultravioleta. En cultivos estaticos, la
formacion de celulosa se observa como una pelicula en la interfase aire-liquido. En cultivos
agitados la celulosa se agrupa en granulos irregulares, también se observa la aparicion
espontanea de mutantes no productores de celulosa, esto crea inconvenientes para la produccion
en masa de este biopolimero’®. La celulosa presenta caracteristicas tinicas: i) alto grado de
pureza, ya que no contiene hemicelulosa ni lignina como si ocurre en la celulosa de origen
vegetal; ii) alta cristalinidad; iii) excelente biodegradabilidad; iv) un alto médulo de Young
(15~30 GPa), uno de los mas alto de todos los materiales organicos; v) una gran capacidad
de retencion de agua, hasta cien veces su peso y vi) una excelente afinidad biologica!®!,
Debido a las propiedades unicas, la celulosa ha encontrado una variedad de aplicaciones
tanto en las industrias del papel, textil, alimentaria y como un biomaterial muy util en la
industria cosmética y la medicina!'?. Este trabajo tuvo como objetivo aislar bacterias de cafia
de azlicar capaces de producir de celulosa en condiciones de laboratorio.
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PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de muestras y procesamiento

Un total de 5 muestras de cafias de aztcar fueron colectadas del mercado mayorista N° 1.
Cada una de las muestras fueron lavadas superficialmente con agua destilada estéril, se
tomaron aproximadamente 20 mL del agua de lavado y se depositaron en una botella de 500
ml conteniendo 300 mL de su propio extracto de cana. Las botellas fueron cubiertas con una
gasa estéril y se dejaron incubar a temperatura ambiente por 25 dias hasta la formacion de
una pelicula en la superficie del extracto de cafia.

Condiciones de crecimiento y aislamiento

En condiciones estériles, se tomd con el asa de siembra una alicuota de la superficie de la
pelicula y se sembro por agotamiento sobre el medio Hestrin-Schramm (HS)"3. El medio
contenia: 20,0 g/L de glucosa; 5,0 g/L de extracto de levadura; 5,0 g/L de peptona; 2,7 g/L
de Na HPO,; 5,7 g/L de MgSO,.7H,0; 1,15 g/L de 4cido citrico; pH final de 5,7. El medio
se autoclavo a 121 °C por 15 min. Las colonias, seleccionadas preliminarmente, fueron
catalogadas y transferidas a un nuevo caldo HS e incubadas por 2 dias a 30 °C. Se aislaron
colonias microbianas a partir de cada cultivo que presentd la formaciéon de una pelicula
superficial. Este procedimiento se repitié hasta la obtencion de cultivos puros. Finalmente se
transfirio 0,1 ml de un cultivo puro (incubado por 2 dias a 30 °C) sobre 200 ml de caldo HS y
se incubo por 6 dias a 30 °C, hasta la formacion de una pelicula superficial gruesa.

Recuperacion y caracterizacion de la pelicula por FT-IR

La pelicula fue retirada del cultivo y lavada con agua del grifo, 200 ml de NaOH al 2 % (w/v)
a 80 °C por 20 min y 200 ml de acido acético al 2 % (v/v), este tratamiento se repitio tres
veces; finalmente, la pelicula fue lavada con agua destilada estéril. Luego de ese tratamiento,
la pelicula fue secada a 80 °C en una estufa durante 2 horas'*!>. La caracterizacién quimica
de la pelicula se realizdo mediante espectroscopia infrarroja, FT-IR (Modelo IMPACT 410,
NICOLET), a una longitud de onda entre el rango de 4000 a 400 cm™.

Identificacion de las cepas aisladas

Se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Kersters et al.'® y Komagata et al.'’. La
identificacion consistio en la realizacion de las siguientes pruebas: coloracion Gram, catalasa,
oxidacion de etanol a acido acético, oxidacion de acido acético a CO2 y H20, oxidacion de
lactato a CO, y H,O, crecimiento sobre 3 % etanol (v/v) en presencia de 5 % de 4cido acético,
requerimiento de acido acético para crecer, crecimiento en presencia de 30 % de D-glucosa,
formacion de acido gluconico y la produccion de celulosa.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se lograron aislar, inicialmente, 7 cepas a partir de las muestras de cafa de azucar, de las

cuales solo la cepa catalogada como CBP-3,5 mostré mayor produccion de una pelicula en la
superficie del medio de cultivo HS después de los dos dias de incubacion. De acuerdo a otros
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estudios, la formacion de celulosa en cultivos estaticos comienza generalmente después de 2
dias de incubacion; sin embargo, esto puede variar dependiendo de la cepa y las condiciones
de cultivo®'®. Las colonias aisladas mostraron las siguientes caracteristicas morfologicas:
colonias cremas-blancas, secas, lisas, convexas, con un diametro de entre 2 a 3 mm (figura
1A). Estas caracteristicas morfologicas de las colonias sobre el medio HS fueron también
reportadas en otras investigaciones™'*?°, La formacion de una pelicula superficial gruesa se
observo luego del sexto dia de incubacion (figura 1B).

Qs L o

P el

Y g . -

""4-.-“-."
- e ) a®

Figura 1. A: Colonias aisladas de cafia de azlcar pertenecientes a la cepa CBP-3,5.
B: Formacion de una pelicula superficial producida por la cepa CBP-3,5 en cultivo estatico sobre
el medio HS durante 6 dias de incubacion a 30 °C.

Luego de recuperar la pelicula del cultivo estatico (figura 2A), se realizd un lavado con
agua de la pelicula y un tratamiento con NaOH al 2 % a 80 °C. Este tratamiento es ttil
para eliminar las células bacterianas adheridas a la pelicula y restos del medio de cultivo
empleado!'*?!, sin llegar a hidrolizar la celulosa ni formar celulosa alcalina; ademas, mejora
la porosidad y la elasticidad de la celulosa®*?. La celulosa bacteriana es estable en soluciones
basicas, pero es susceptible a hidrolisis alcalina en condiciones drasticas. Concentraciones
elevadas de alcali y temperaturas iguales o superiores a 100 °C pueden provocar la hidrélisis
de la celulosa o formar celulosa alcalina, forma modificada de la celulosa??. Por otro lado,
el tratamiento con 4cido acético al 2 % permite neutralizar el efecto del tratamiento con el
alcali®. Luego del tratamiento con el NaOH y el acido acético la pelicula se vuelve traslucida
y pierde volumen debido al tratamiento de secado en horno (figura 2B). El tratamiento con
calor permite secar la pelicula para realizar el analisis por FT-IR sin afectar su cristalinidad.
Aunque la celulosa bacteriana puede calentarse hasta 325 °C antes de comenzar a quemarse!!,
se ha encontrado que a temperaturas de secado cercanas a los 50 °C puede llegar a afectar
algunas de sus propiedades y sus posibles aplicaciones®. También se han reportado que estas
temperaturas pueden producir polimorfismos de la celulosa, lo que fue se evidencia cuando
se analizan los picos de absorcion en los resultados de FT-IR%.
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Figura 2. Pelicula producida en cultivo estatico por la cepa CBP-3,5. A: Antes del tratamiento
con NaOH y 4cido acético. B: Después del tratamiento y secado.

El analisis de FT-IR se utiliz6 para determinar los picos de absorcion correspondientes a las
vibraciones de enlaces en los grupos funcionales encontrados en la pelicula''.

En la figura 3 se observa un pico a 3349,09 cm™ correspondiente a las vibraciones de tension
del grupo OH, vibraciones de tension de los grupos CH y CH2 a 2918,27 cm™, vibraciones
de flexion del grupo OH a 1638,44 cm-1 debido a la retencion de agua por la muestra,
vibraciones de tension del grupo COO a 1560,40 cm’!, vibraciones de tension simétricas de
los grupos CH2 o en el grupo OH a 1421,19 cm!, vibraciones de flexion simétricas del grupo
OH a 1204,43 cm’!, vibraciones de tension del grupo C-O-C a 1159,28 cm™!, vibraciones de
tension del grupo C-O y C-O-C a 1111,62 cm™ y un pico a 1059,65 cm™ correspondiente a
las vibraciones de tension del grupo C-O. El espectro y las vibraciones de los grupos son
similares a otras celulosas de origen bacteriano y vegetal encontradas en otros estudios, esto
indicaria que la pelicula producida por la cepa CBP-3,5 se trataria de un biopolimero de
celulosa?®2*2,
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Figura 3. Analisis quimico mediante FT-IR de la pelicula producida por la cepa BCP-3,5.

La metodologia propuesta de Komagata et al. y Kersters et al. permite identificar las
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas especificas del género Komagataeibacter,
incluyendo a las especies capaces de producir celulosa'®!”. Los resultados de las caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas evaluadas para la identificacion de la cepa CBP-3,5 se resumen en
la tabla 1. Los resultados de la identificacion mostraron que la cepa CBP-3,5 corresponde a
la bacteria Komagataeibacter sp. Estos resultados son consistentes a los encontrados en otros
estudios donde también utilizaron caracteristicas fisiologicas para la identificacion de esta
especie bacteriana'>?’.

Tabla 1. Resultados de la identificacion de la cepa CBP-3,5.

Caracteristicas fisiologicas Cepa CBP-3,5  Komagataeibacter sp.'*"
Bacilos Gram Bacilos Gram
Coloracion Gram ) )
negativos negativos
Catalasa + +
Oxidacion de etanol a 4cido acético + +
Oxidacion de acido acético a CO2 y H20 + +
Oxidacion de lactato a CO2 y H2O + +
Requerimiento de acido acético para crecer - -
Crecimiento en 3 % etanol (v/v) en presencia de 5
% de acido acético ’ i
Crecimiento en 30 % de D-glucosa - -
Formacion de acido gluconico de D-glucosa
Produccion de celulosa + +
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CONCLUSIONES

En este estudio se lograron aislar 7 cepas a partir de las 5 muestras de cafia de azlcar, de estas
cepas solo la cepa CBP-3,5 fue capaz de producir una pelicula superficial en condiciones
estaticas de incubacion. La cepa BCP-3,5 fue identificada en base a sus caracteristicas
fisiologicas como Komagataeibacter sp. El analisis de FT-IR de la pelicula producida por la
cepa BCP 3,5 mostrd que este biopolimero tiene un espectro similar a la celulosa de origen
bacteriano y vegetal.
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