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RESUMEN

La celulosa bacteriana (CB) es un nanomaterial de especial interés debido a sus
excelentes propiedades mecanicas, capacidad de retencibon de agua Yy
biocompatibilidad sumado a la posibilidad de ser obtenida con una mayor pureza
con respecto a la celulosa de origen vegetal. Estas caracteristicas confieren un
elevado potencial de aplicaciones tecnolégicas en areas como la industria de
alimentos, biomedicina, cosmeéticos, textiles, entre otras. No obstante, subsisten
brechas que deben ser abordadas para potenciar la transferencia tecnologica y
promover el desarrollo de nuevos negocios a partir de este material. En particular,
cabe destacar los bajos rendimientos productivos que se obtienen mediante
métodos convencionales, lo que representa el principal desafio para su
explotacion industrial. Para hacer frente a estas limitaciones, se han realizado
esfuerzos para el desarrollo de estrategias que permitan aumentar la produccién
de CB y mejorar sus propiedades. Lo anterior, mediante la busqueda de nuevos
métodos productivos y el uso de herramientas de optimizar parametros
operacionales del bioproceso.

La investigacion realizada en esta tesis se enfocd en proponer una estrategia
innovadora y de alto rendimiento para producir CB mediante un biorreactor de
disco rotatorio (BDR). Este tipo de reactores proveen de condiciones favorables
para aumentar la formacion de biopeliculas y la produccién de CB respecto a
otras tecnologias. La investigacion abordé una etapa experimental para obtener
pardmetros cinéticos de crecimiento microbiano y produccion de CB a escala de
matraces. Posteriormente, se trabaj6é en el disefio de un BDR con la capacidad
de monitorear multiples variables operacionales y facilitar la investigacion de
pardmetros criticos de fermentacion tales como temperatura, pH, distancia entre
discos, velocidad de agitacién, entre otros. El analisis mateméatico realizado en
base a modelos previamente reportados y datos obtenidos experimentalmente
permiti6 simular el comportamiento cinético y obtener parametros de

productividad méaxima. Finalmente, el analisis de patentes sefalé que los
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principales enfoques productivos para la insercion de CB en el mercado para el
modelo de negocio propuesto debe orientarse a la industria de los alimentos,

biomedicina, cosméticos e industria textil.

Palabras clave: Celulosa bacteriana, biorreactor de disco rotatorio, rendimiento

productivo, modelacion cinética.
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ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a nanomaterial of special interest due to its excellent
mechanical properties, water retention capacity and biocompatibility, in addition
to the possibility of being obtained with greater purity than cellulose of plant origin.
These characteristics confer a high potential for technological applications in
areas such as the food industry, biomedicine, cosmetics, textiles, among others.
However, there are still gaps that need to be addressed to promote technology
transfer and the development of new businesses based on this material. It is worth
nothing the low production yields obtained by conventional methods, which
represents the main challenge for its industrial exploitation. To address these
limitations, efforts have been made to develop strategies to increase BC
production and improve its properties. This has been done through the search for
new production methods and the use of tools to optimize operational parameters

of the bioprocess.

The research conducted in this thesis focused on proposing an innovative and
high-performance strategy to produce BC using a rotating disk bioreactor (BDR).
This type of reactor provides favorable conditions to increase biofilm formation
and BC production with respect to other technologies. The research addressed
an experimental stage to obtain kinetic parameters of microbial growth and BC
production at flask scale. Subsequently, work was carried out on the design of a
BDR with the capacity to monitor multiple operational variables and facilitate the
investigation of critical fermentation parameters such as temperature, pH,
distance between disks, agitation speed, among others. Mathematical analysis
based on previously reported models and experimentally obtained data allowed
simulating the kinetic behavior and obtaining maximum productivity parameters.
Finally, the patent analysis pointed out that the main productive approaches for
the insertion of BC in the market for the proposed business model should be
oriented to the food industry, biomedicine, cosmetics and textile industry.
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Keywords: Bacterial cellulose, rotary disk bioreactor, production yield, kinetic
modeling.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La celulosa es el biopolimero mas abundante del planeta, siendo el principal
componente de la biomasa vegetal y que se produce en una escala de miles de
millones de toneladas a partir de fuentes de origen vegetal (Kumar et al., 2019).
Las propiedades mecénicas es este biopolimero incluyen una elevada estabilidad
estructural, rigidez, insolubilidad al agua y termorresistencia, es ampliamente
demandado por la industria del papel, textil, alimenticia, farmacéutica, entre otros
(Hinterstoisser & Salmén, 2000; Holtzapple, 2003; Brigham, 2017). La
produccion mundial de pulpa de celulosa es de 180 millones de toneladas
anuales y la demanda de este producto crece continuamente. Sin embargo, la
purificacion de celulosa vegetal presenta varias desventajas debido a la lenta
produccion y a la dificultad de extraer grandes cantidades de biopolimero puro.
Un ejemplo es la industria papelera, la cual genera un impacto ambiental al
producir papel y otros subproductos derivados de fibra vegetal mediante un
proceso de refinamiento quimico con disolventes toxicos que se utilizan para
eliminar interferentes como hemicelulosas, lignina, aceites, otros (Heinze et al.,
2018).

La celulosa puede ser sintetizada por diversos tipos de organismos dentro de los
diversos reinos existentes en la naturaleza tales como bacterias, hongos y
animales. Por esta razon, el desarrollo biotecnolégico y las actuales estrategias
de produccién buscan aprovechar nuevas fuentes productoras de celulosa como
alternativa para la generacion de celulosa de forma sustentable y con potencial
de insercion en el mercado de biomateriales (Lakshmi, et al., 2017; Kimura et al.,
2001; Imran et al., 2016; Kumar et al., 2019).

La celulosa bacteriana (CB) es un polimero extracelular con formula molecular
idéntica a la celulosa vegetal (CséH100s)n y producida naturalmente por una gran

variedad de bacterias aerdbicas. En presencia de oxigeno, estos microrganismos
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transforman varias fuentes de carbono en una matriz polimérica de celulosa que
confiere a los microorganismos proteccion mecanica, quimica y biologica ante

agentes externos y facilita la obtencién de nutrientes (Raghavendran et al., 2020).

Estructuralmente es un homopolimero lineal no ramificado compuesto por
unidades repetidas de B-D-glucopiranosa y unidas por enlaces 3-1,4-glucosidico.
La alta presencia de grupos hidroxilos a lo largo del biopolimero generan una
gran cantidad de enlaces de hidrégeno con los atomos de oxigeno de las
unidades de anhidroglucosa. Los puentes de hidrogeno y las fuerzas de van der
Waals permiten un apilamiento paralelo de moléculas de celulosa en forma de
nanofibras cristalinas, que luego se ensambla en microfibrillas de celulosa (Figura
1) (Pogorelova et al. 2020). La estructura supramolecular confiere una gran
estabilidad, resistencia a la traccion, insolubilidad al agua y termorresistencia
(Hinterstoisser & Salmén, 2000; Holtzapple, 2003; Brigham, 2017).

H HO OH H HO OH
O O _____ o O O _____ O
) ° O.. © @)
--------- _ OH -0 OH-0
H H
Figura 1. Esquema estructural supramolecular de CB con elevada presencia de

enlaces de hidrogeno responsable de sus propiedades (Obtenido de Pogorelova
et al., 2020).

La CB se caracteriza por su alta pureza, alto grado de cristalinidad,
biodegradabilidad, capacidad de retencion de agua, biocompatibilidad y ausencia

de interferentes tales como lignina y hemicelulosas (Betlej et al., 2021).
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Numerosas investigaciones demuestran que BC posee mejores propiedades
mecanicas respecto a la celulosa de origen vegetal, las cuales se resumen en la
tabla 1. El potencial tecnologico de este biomaterial ha generado un crecimiento
anual significativo en el nUmero de publicaciones y patentes relacionadas con la
produccion de CB como bioproducto con aplicaciones en la industria de
alimentos, biomedicina, cosmética, papelera y otros nichos de mercado
(Jagannath et al., 2010; Liu et al., 2020; Drozd et al., 2019).

Tabla 1. Comparacion de las propiedades mecanicas de CB y celulosa vegetal
(Obtenido de Wang et al., 2019).

Propiedades Celulosa Celulosa Referencia
bacteriana vegetal
Resistencia a la traccion 20 — 300 25 -200 Feng et al., 2015
(Mpa)
Médulo de Young (Mpa) 20.000 — 25-0,17 |Lyndetal., 2002
130.000
Retenciéon de agua (%) >95 25 - 35 Islam et al., 2012
Tamafio de fibra (nm) 20 —-100 25-35 Monika et al.,
2013
Cristalinidad (%) 74 — 96 40 — 85 Park et al., 2010
Hidrofilia relativa (%) 40 - 50 20-30 Bishop, 2007
Pureza (%) > 90 <80 Klemm et al.,
2005
Polimerizacién 14.000 — 300-10.000 | Tahara et al.,,
16.000 1997
Area  superficial total > 150 > 10 Islam et al., 2012
(m2/g)

Sin embargo, las bajas productividades y elevados costos de los métodos de
produccién convencionales representan la principal brecha para hacer viable el
uso de la celulosa bacteriana como alternativa a la celulosa de origen vegetal.
Un factor clave para el desarrollo de estrategias efectivas y menos costosas es
disefiar sistemas de produccion eficientes que aumenten los rendimientos

productivos y/o mejoren sus propiedades mecanicas (Behera & Ray, 2016).

Un método alternativo para la produccion eficiente de CB es el uso de reactores

de biopelicula, los cuales permiten la generacion de una biopelicula cohesiva de
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microorganismos adheridos la superficie de un sustrato. Estos métodos permiten
lograr una alta densidad celular de los microorganismos de interés e
inmovilizarlos en un sistema controlado bajo condiciones adecuadas para la
generacion y viabilidad de las biopeliculas (Reza & Cuenca, 2019). En este
sentido, los biorreactores de disco rotatorio (BDR) han generado un amplio
interés de estudio para la produccion de peliculas de celulosa bacteriana. Al
respecto, diversas investigaciones reportan un mejoramiento en la eficiencia de
la transferencia de oxigeno y, por consiguiente, un aumento en la produccién de
biopeliculas microbianas (Reza & Cuenca, 2019). Histéricamente, estos sistemas
han sido utilizados con éxito en el sector ambiental, incluyendo el tratamiento
secundario alternativo de aguas residuales domésticas, nitrificacion, oxidacion de
carbono, remocion de compuestos organoclorados y eliminacion de fésforo en
diferentes tipos de efluentes industriales. Los BDR ofrecen soluciones de bajo
costo, facilidad de operacién, elevada densidad celular y eficiencia productiva,
otros (Cortez et al.,, 2008). Sin embargo, la ausencia de procedimientos
operativos y de disefio estandar ha sido identificado como una de las principales

razones que dificultan el escalamiento de BDR (Behera & Ray, 2016).

En cuanto a la modelacion de estos sistemas, si bien se han reportado
ecuaciones empiricas que permiten caracterizar algunos sistemas BDR, existe
una necesidad de profundizar la investigacion en esta area para mejorar las
capacidades de escalar este tipo de reactores a sistemas productivos. Lo
anterior, debido a que los modelos propuestos actuales no logran representar
certeramente los fendbmenos biolégicos que ocurren en la produccién de CB en
sistemas BDR. En consecuencia, es fundamental un estudio en mayor
profundidad para una mejor comprension del proceso basado en datos de
estudios obtenidos a pequefia escala y la aplicacion de ecuaciones de disefio
apropiadas que permitan viabilizar el uso de BDR para la produccion eficiente de
celulosa (Ghazimoradi & James, 2003).
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Si bien es constatable la oportunidad de entrada al mercado de CB, existen
brechas de informacion de tipo tecnoldgicas y de mercado que limitan el
desarrollo comercial de la celulosa bacteriana a nivel de produccion,

escalamiento y transferencia tecnologica.

En este contexto, la investigacion desarrollada abordé los criterios tecnologicos
del bioproceso para la produccion de CB en un BDR, utilizando como modelo de
estudio la bacteria del género Komagateibacter spp. Ademas, se obtuvieron
resultados experimentales preliminares, ademas de proponer una estrategia de
negocio y una propuesta de simulacion del bioproceso que entregue
herramientas para predecir la produccion de CB de manera que el proceso sea
competitivo y con potencial escalamiento productivo.

20



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1 Hipétesis

La tecnologia de biorreactor de disco rotatorio es adecuada para la produccion
de celulosa bacteriana a escala industrial y permite deseflar un modelo de
negocio que Vviabilice la comercializacion de este biomaterial en diversos

mercados.

1.2.2 Objetivo general

Proponer una estrategia tecnolégica y de negocio para un bioproceso de alta

productividad de celulosa bacteriana utilizando un biorreactor de disco rotatorio.

1.2.3 Objetivos especificos

e Disefiar y construir un sistema experimental en base a un biorreactor de
disco rotatorio.

e Desarrollar un modelo de negocio para producir celulosa bacteriana a
través de una empresa biotecnolégica.

e Simular la produccion de celulosa bacteriana utilizando un modelo

matematico desarrollado para biorreactores de disco rotatorio.
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CAPITULO 2
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Produccion Industrial y mercado de celulosa bacteriana

El crecimiento industrial, la sobreexplotacion de los recursos naturales y el
deterioro del medio ambiente de las ultimas décadas han sido base fundamental
para la conformacién de los acuerdos politicos internacionales sobre proteccién
climatica (Carranza, 2016). Estos corresponden principalmente al Acuerdo
Climéatico de Paris (ONU, 2005) y el Acuerdo de Glasgow (ONU, 2021), exigiendo
la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero y la reduccion del
consumo de combustibles fésiles. A su vez, lo anterior se aplico al Pacto Verde
Europeo en su declaracion sobre intensificar la ambicion climatica de Europa
para el afio 2030 (EC, 2020), incentivar aplicaciones biotecnoldgicas en la
produccion primaria, la salud y la industria (OCDE, 2009) y la transformacién del
conocimiento de las ciencias de la vida en productos nuevos, sostenibles,
ecoeficientes y competitivos (Aguilar et al., 2010). Esto representa al motor de la
bioeconomia, la que se define como “la produccidn, utilizaciéon y conservaciéon de
los recursos biologicos, incluidos los conocimientos, la ciencia, la tecnologia e
innovacion, para proporcionar informacion, productos, procesos y servicios en
todos los sectores econdmicos con foco en la economia sostenible” (Rodriguez
et al., 2019). Por tanto, su finalidad es promover el desarrollo sostenible
concediendo valor econémico a aquellos recursos que son considerados como

una alternativa sustentable para el mercado (Carranza, 2016).

Las tendencias mundiales actuales y la globalizacion de las dindmicas
ambientales promueven acciones que incentivan la produccion sostenible,
favoreciendo en gran medida al comercio de los bienes y servicios derivados de
la biodiversidad, asi como la competitividad de quienes trabajen en esta linea. A

nivel empresarial, el enfoque ambiental genera oportunidades para incrementar
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la produccién, asi como las ventas de aquellos negocios (Torres & Zuluaga,
2009).

La CB ha sido ampliamente investigada en los ultimos afios y existen casos de
exito de produccion industrial en diversas areas. Al respecto, Donini et al., 2010
compararon las productividades entre CB y celulosa vegetal. Los autores
utilizaron como base de andlisis una hectarea de eucalipto con un Incremento
Promedio Anual (IPA) de 50 m? considerando una densidad aproximada de 500
kg/m3, obteniéndose un IPA equivalente a 25 ton/afio*hectarea. Considerando
una plantacion de 7 afios con un contenido de 45% de celulosa aproximadamente
(Gomide et al., 2005), obtuvieron alrededor de 80 ton de celulosa vegetal después
de 7 afios de cultivo. De esta manera, estimaron que la misma produccién de CB
se obtiene en 22 dias con un rendimiento hipotético de 15 g/L en 50 horas de
cultivo para la fermentacién en un biorreactor de 500 m?. Ademas, el area de
produccién requerida para la fermentacion de CB es mucho mas pequefia que la
necesaria para el crecimiento de la planta permite producir durante todo el afio y
la purificacion de este biopolimero es menos contaminante en comparacioén con
el método de extraccion de celulosa vegetal (Donini et al., 2010; Hussain et al.,
2019).

Actualmente, la produccién a pequefia y gran escala de CB utilizan medios de
cultivo sintéticos costosos que incurren hasta en un 30% del total de costos,
siendo un aspecto relevante para considerar en cuanto a la capacidad de
escalamiento (Revin et al., 2018). Especificamente, el medio Hestrim-Schrammm
(HS) es habitualmente utilizado en el cultivo de bacterias productoras de BC. Sin
embargo, este medio es costoso ya requiere de productos adicionales tales,
levadura, peptonas, sales, entre otros (Schramm & Hestrim, 1954; Costa et al.,
2017). No obstante, diversos estudios reportan el uso de residuos
agroindustriales como fuente alternativa de carbono para la produccion de CB
(Hussain et al., 2019). Al respecto, se ha reportado el uso de productos de

desecho tales como residuos agroindustriales (Lima et al., 2017), zumo de frutas
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(Kurosumi et al., 2009), frutas podridas (Jozala et al., 2015), melaza (Cakar et al.,
2014), trigo (Chen et al., 2013) y desechos de la industria vinicola (Wu & Liu,
2012). Estos son descritos como fuentes de carbono, nitrégeno y cofactores de
bajo costo siendo sustratos ideales para la produccion de CB a mayor escala

(Velasquez-Riafo & Bojaca, 2017) .

Segun la empresa ResearchMoz, el mercado de CB ronda los US$ 207.36
millones en 2016 y se espera que supere los US$ 700 millones en 2026
(ResearchMoz & QYResearch, 2017). Existen diversos productos basados en
CB, especialmente en las areas de alimentos. Particularmente, la nata de coco
es el principal producto generado a partir de la fermentacién estatica utilizando
agua de coco como fuente de nutrientes y se vende en diversos formatos. El valor
de la nata de coco varia entre US$ 200 — 1000 por tonelada dependiendo del
fabricante y pureza del producto final (Ul-Islam et al., 2020). Dourado et al., 2016
realizaron un analisis técnico-econdmico de la fermentacion a escala industrial
de celulosa bacteriana requeriria una inversion US$ 13 millones para la
generacion de una fabrica industrial que produzca 504 toneladas anuales. El
costo de fabricacion de CB se estim6é en US$ 7.4 millones anuales con una
utilidad neta de US$ 3.3 millones anuales. De acuerdo con este estudio, seria
posible generar aproximadamente 46 % de utilidad anual respecto al costo sin
considerar la inversion inicial. Aunque la produccion de CB requiere de un gran
capital inicial, diversos estudios buscan estrategias de produccion que permitan
reducir el costo mediante el uso de fuentes de nutrientes de bajo costo,
aislamiento de cepas de alto rendimiento y optimizacion de los métodos de

cultivo.

Un caso reciente de un bionegocio exitoso asociado a la produccién de CB
corresponde a Polybion™, empresa biotecnolégica espafiola recientemente
financiada por Blue Horizon con US$ 4.4 millones para escalar la primera planta
de biofabricacion de celulosa bacteriana a nivel mundial en 2023. A su maxima

capacidad, Polybion™ tiene planificado escalar su producciéon a 102.193 m?
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anualmente del biotextil Celium™ (Polybion, 2022). El método de produccion
industrial utilizado por esta empresa corresponde a fermentaciones estaticas
(Figura 2), lo que da cuenta del alto potencial de este negocio si se considera las
multiples limitaciones de este tipo de tecnologia de produccidon descritas
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Fgura 2. Produccién industrial de CB mediante fermentacién estatica
(Polybion™, 2022).

Un factor relevante es el alto costo de transporte y almacenamiento de CB debido
al alto contenido de agua equivalente al 99% en peso aproximadamente
(Yamanaka et al., 1989). No obstante, el contenido de agua se puede reducir a
10% en peso aproximadamente mediante un método de comprension de dos
pasos seguido de un tratamiento de inmersion en acido organico (Zhong, 2008).
Esta estrategia evita la alteracion de la estructura de la red reticulada de CB,
mantiene su capacidad de rehidratacion hasta un 95% y reduce el costo de

almacenamiento y transporte. (Zhong, 2008).

2.2 Aplicaciones de CB con potencial de mercado

2.2.1 Industria de alimentos

A partir de 1992, la FDA describe a la CB como un aditivo alimenticio “GRAS”
(generalmente reconocido como seguro) (Shi et al., 2014). Es considerado un
ingrediente alimentario, siendo catalogado como una fibra dietética con alto grado
de pureza, bajo contenido de calorias y colesterol indigestible por los humanos

(Iguchi et al., 2000; Mohite & Patil, 2014). Lo anterior, permite favorecer el transito
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intestinal (Fontana et al., 2017). En consecuencia, se ha descrito su uso como
materia primera para la confeccion de postres tradicionales e ingredientes
alimenticios, dietas bajas en colesterol, carnes vegetarianas, empaques de
alimentos, espesantes y aditivos, entre otros (Azeredo et al., 2019).

Particularmente, la nata de coco es el principal producto alimenticio generado a
partir de la fermentacion estatica de bacterias aciddfilas productoras de CB en
agua de coco enriquecido con jarabes de azucar (Iguchi et al., 2000). Se pueden
utilizar adaptaciones del proceso para producir productos diferentes, como la
adicion de diferentes jarabes de frutas, siendo el sabor y color del producto final
dependiente de la fuente del medio de cultivo (Jozala et al., 2016). Inclusive, la
textura puede ser modificada mediante técnicas de procesamiento adicionales,
como el secado en horno convencional o la liofilizacion para producir productos
espumosos o crujientes (Shi et al., 2014). Actualmente, la nata de coco puede
ser encontrada incorporada en una variedad de alimentos tales como bebidas,
yogur, pasteles, salchichas y ensaladas (Zhong, 2020).

La CB ha sido descrita como sustituto de la grasa, las cuales tienen un rol
relevante en las propiedades fisicas, reolégicas y de textura de una variedad de
alimentos (Rios et al., 2018). Sin embargo, su consumo elevado se he
relacionado con el desarrollo de afectaciones en la salud tales como obesidad,
diabetes y enfermedades cardiacas (Guasch-Ferré et al., 2015). Segun Azeredo
et al., (2019), existe una creciente preocupacion sobre los efectos nocivos de las
dietas ricas en grasas y demanda por equivalentes de alimentos bajos en grasas.
No obstante, los autores sefialan una opinidbn muy arraigada de que los alimentos
bajos en grasas son menos deseables, ya que con frecuencia tienen propiedades
sensoriales inferiores en comparacion con sus contrapartes altas en grasas. Por
lo tanto, los objetivos del reemplazo de la grasa con sustitos es imitar su
funcionalidad mientras se reduce el valor caldrico y efectos adversos en la salud
(Azeredo et al., (2019). En este sentido, Lin & Lin (2014) utilizaron CB como

sustito de grasa en la fabricacion de albéndigas reportando que la adicion de un
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10% de CB resultd en propiedades sensoriales y estabilidad en el

almacenamiento similares a albéndigas regulares.

Se ha sugerido la preparacion de productos anélogos de carne utilizando CB
producida a partir de la fermentacion de bacterias aciddfilas con extractos de
Monascus purpureus, siendo un moho que produce pigmentos de policétido de
coloracion amarilla, naranja y/o rojo, asi como agentes antihipercolesterolémicos
como la monacolina y la lovastatina (Sheu et al., 2000; Ko et al.,2018). La
fermentacion con este moho resulté en productos de BC coloreados, siendo el
color afectado por las fuentes de carbono y nitrogeno utilizadas para la
fermentacién (Sheu et al., 2000). El compuesto coloreado se ha presentado como
materia prima para nuevos alimentos funcionales, principalmente anélogos de la
carne (Ochaikul et al., 2006; Purwadaria et al., 2010). El color del compuesto
demostré resistencia al lavado, esterilizacion en autoclave, congelacion o
acidificacion (Sheu et al.,, 2000). De esta manera, un analogo de la carne
producido a partir del complejo Monascus-CB tendria una serie de atractivos
comerciales, a saber, aquellos relacionados con la BC como fibra dietética, el
efecto reductor del colesterol de Monascus , asi como el origen no animal, lo que
haria que el producto fuera un producto adecuado para el sustituto de productos
carnicos en consumidores con restricciones dietéticas (Ullah et al., 2016).

Por otro lado, existen diversos alimentos que contienen componentes
particulados tales como las bebidas lacteas, café, leche de soja, entre otros y que
requieren resuspension mediante el uso de agentes espesantes y tensioactivos
tales como goma xantana (XG), pectina, carboximetilcelulosa (CMC) vy
polisacéaridos de soja (Dourado et al., 2016). No obstante, estas formulaciones
comunmente representan una estabilidad de suspension deficiente y, a menudo,
tienen problemas con las interferencias de transparencia y separacion de fases
(Swazey & Madison, 2010). En este sentido, Paximada et al., (2015) comparo la
capacidad espesante y tensioactiva de CB con respecto a la goma xantana (XG)

y goma de algarroba (LBG) comunmente utilizadas en preparaciones
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alimentarias. Los autores reportaron una concentracion mas baja de CB para
alcanzar la viscosidad de cizallamiento o limite de elasticidad con respecto a XG
y LBG con valores de 0.1%, 0.7% y 1.0 % respectivamente. Lo que indica que
CB puede considerarse como una alternativa mas econOmica para espesar

aplicaciones alimentarias.

Los derivados de celulosa vegetal como la CMC son cominmente utilizados en
formulaciones de helados como estabilizadores al permitir retener el agua,
aumentar la viscosidad de la mezcla, reducir el crecimiento de cristales de hielo
y lactosa durante el almacenamiento y proporcionar resistencia a la fusion
(Granger et al., 2005; Guo et al., 2018). No obstante, Okiyama et al., (1993)
informaron que CB permitia conservar la forma de los helados durante 60 minutos
a temperatura ambiente, mientras que el helado control sin CB se derritid
completamente durante el mismo tiempo de estudio. Similarmente, Guo et al.,
(2018) evaluaron la influencia de compuestos de CB y proteinas de soja en el
rango de proporciones entre 1:5 y 1:20 respectivamente como sustituto parcial o
total de la grasa en un modelo de helado. Los autores reportaron que con un 20%
del compuesto 1:20 afiadido presentd una textura similar al helado regular con

30% de crema, asi como también mejor resistencia al derretimiento.

En la actualidad existen diversas empresas en el mercado tales como CPKelco,
San-Ei Gen y Kusano Sakko Inc. que generan alimentos en base a CB (Swazey
et al., 2013). Originalmente, la empresa CPKelco produce comercialmente CB
como agente espesante en forma de torta himeda con una concentracién de CB
entre un 10-20% y co-agentes en forma de polvo compuestos por CB y XG, CMC,
carragenina u otros agentes tensioactivos (Swazey, 2014). En consecuencia,
pueden ser encontrados en mercado productos con el nombre comercial Axcel®
PX, Axcel® CG-PX, Axcel® PG y Cellulon™ PX (Swazey & Madison, 2010).
Similarmente, la empresa San-Ei Gen produce comercialmente CB en forma
liquida con el nombre comercial Sun Artist® aplicado como agente tensioactivo

en diversas bebidas y alimentos liquidos (figura 3), demostrando una capacidad
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de evitar la sedimentacion de particulas durante un periodo prolongado como
también resistencia al acido, sal y calor (San Ei Gen, 2020). Finalmente, la
empresa Kusano Sakko Inc se encuentran estudiando el uso de CB como agente
espesante y estabilizador de emulsién en diferentes alimentos (Zhong, 2020).

Low Sun Artist® BC concentration High

Figura 3. Productos alimentarios que utilizan celulosa bacteriana como aditivos.
(A): CB en forma de cubos obtenido mediante fermentacion estatica seguida de
un proceso de corte; (B): CB comprimida obtenida mediante fermentacion
estatica; (C): CB producida por Sun Artist® y utilizada para estabilizar la
suspensiéon de diversos ingredientes alimenticios. (Obtenido de San-Ei Gen,
2022).

2.2.2 Biomedicina

La CB posee una elevada biocompatibilidad la cual es definida como la capacidad

de un compuesto o sistema material para ser terapéuticamente activo una vez

gue se aplica a un receptor sin causar una respuesta adversa sistémica o local

(Roman et al., 2019). En este sentido, CB ha sido seflalado como un material

apropiado para crear apoésitos en el tratamiento de heridas debido a su elevada
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efectividad en los ensayos de reduccion de tetrazolio (MMT) utilizado para
evaluar la citotoxicidad de un compuesto mediante la cuantificacion de la
actividad metabodlica (Alavi, 2019). En particular, Calvacanti et al., (2017)
demostraron que el uso in vivo de un aposito de CB para el tratamiento de Ulceras
venosas de la pierna durante 120 dias no indujo ningun efecto adverso y
disminuyo la profundidad general de la herida. Los autores infirieron que el
aposito facilitdé la remodelacion de las capas dérmicas sin ninguna toxicidad en
comparacion con los apoésitos de heridas convencionales. Si bien las biopeliculas
de CB no poseen propiedades antimicrobianas inherentes, la elevada porosidad
y area superficial de la red reticulada 3D permiten su funcionalizaciébn con
agentes antibacterianos, farmacos, y otros materiales bioldgicos funcionales
(Buruaga-Ramiro et al., 2020). Lo anterior representa un factor diferenciador con
respecto a los apdésitos convencionales, siendo el 50% de las Ulceras cronicas
diabéticas son infectadas con agentes microbianos, lo que representa una de las
causas mas recurrentes en la prolongacién del tiempo de cicatrizacion (Alevi et
al., 2014). En este contexto, Vismara et al., (2019) reportaron un método de
inmersion sencillo basado en la oxidacion, esterificacion y eterificacion de los
grupos hidroxilos activos C2, C3 y C6 presentes en la cadena de [B-D-
glucopiranosa de CB liofilizada para la incorporacibn de vancomicina y
ciprofloxacina. De esta manera, se permite proporcionar bioactividad en apositos
para el tratamiento de heridas y andamios en ingenieria de tejidos. De igual
manera, Volova et al., (2018) generaron materiales compuestos que contenian
amikacina y ceftriaxona mediante la sumersion de peliculas secas de CB en
diferentes concentraciones de antibiéticos. Los autores reportaron actividad
antibacteriana contra Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa , Streptococcus
pneumoniae y Staphylococcus aureus. Ademas, Lazarini et al., (2016) reportaron
gue las biopeliculas CB sintetizadas en diferentes fuentes de carbono alternativo
tales como melaza de cafia de azucar, jarabe y fructuosa, tenian la capacidad de
retener y liberar lentamente el farmaco antimicrobiano ceftriaxona. Mas aun,
existen diversos estudios que utilizan compuestos de CB combinados con

agentes inorganicos tales como nanoparticulas de metal tales como Ag (Ouay &
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Stellacci, 2015; Pal et al., 2017), Au (Cui et al., 2012 ; Nisar et al., 2019), Cu
(Bogdanovic et al., 2014; Shao et al., 2016) y Zn (Janpetch et al., 2017; Khalid et
al., 2017) y 6xidos de metal tales como TiO2 (Khalid et al., 2017), ZnO (Luo et al.,
2017) y Fes0a4 (Moniri et al., 2018) que reportan actividades antimicrobianas
contra un amplio espectro de hongos, levaduras, bacterias gram negativas y gran
positivas. Por otro lado, se reportan estudios del uso de nanomateriales de
carbono en base al 6xido de grafeno (OG) en donde Mohammadnejad et al.,
(2018) reportaron un nuevo compuesto de nanofibras de quitosano combinadas
con CB y Ag a la cual fueron incorporadas nanolaminas de OG exhibiendo una
elevada actividad antibacterial contra E. coli y S. aureus en dosis relativamente
bajas. Existen diversos estudios que reportan la funcionalizacion de biopeliculas
de CB con otros compuestos tales como aquellos basados en nanosilicatos (Ul-
Islam et al., 2013; Sajjad et al., 2019), polimeros naturales (Zhang et al., 2016; Li
et al., 2020), curcumina (Gupta et al., 2020; Rojewska et al., 2017), aminoacidos
(Fursatz et al., 2018) y compuestos sintéticos (De Mattos et al., 2020; Liu et al.,
2020). En la figura 4 se evidencia el uso de CB como apositos para el tratamiento

de heridas cronicas por quemaduras (Islam et al., 2017).

Figura 4. Apésitos de CB utilizados en cara y torso para el tratamiento de heridas

cronicas y quemaduras (Obtenido de Backdahl et al., 2006).

Por otro lado, las propiedades mecanicas de CB tales como su alta resistencia a
la traccion, elasticidad y tasa de retencion hidrica en conjunto con un bajo nivel
de efectos citotoxicos e induccion de inflamacion hacen de CB un material ideal

para implantes quirargicos (Swingler et al., 2021). Un ejemplo de esto es el
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desarrollo de corneas sintéticas en donde Han et al., (2020) demostraron que el
compuesto de CB con acetato de polivinilo (PVA) exhibié propiedades ideales
para su uso como estroma cornal al no presentar efectos citotoxicos contra lineas
celulares de estroma corneal humano. Ademas, los autores reportaron que
después de 4 semanas, los estudios in vivo posteriores al trasplante intraestromal
en conejos demostraron permanecer transparentes, sin inflamacion o
sensibilizaciéon y con una mayor revascularizacion. Otro ejemplo es el desarrollo
de injertos vasculares, donde Leitao et al., (2015) investigaron in vivo el uso de
CB como injerto vascular de pequefio calibre mediante su aplicacion en un
bypass femoral homolateral porcina. Los autores confirmaron la presencia de
vascularizaciéon con normalidad en el flujo sanguineo, permeabilidad y células

endoteliales CD31 tras la insercion del injerto después de un mes de estudio.

Por otro lado, la regeneracion de tejidos es un campo de la medicina que se
encuentra en la vanguardia de la investigacion biotecnoldgica y se ha demostrado
que la matriz intracelular de CB permite ser un soporte ideal para diversos tipos
celulares (Swingler et al., 2021). Esta variedad de células cultivadas en matrices
de CB incluyen tejido 6seo, muscular, neuronal y cutaneo (Swingler et al., 2021).
En este sentido, Roman et al., (2019) aprovecharon la alta porosidad de la matriz
de CB para facilitar el crecimiento de cartilagos mediante la siembra de 1.6*10°
células de condrocitos bovinos sobre CB en medio Eagle modificado de Dulbecco
durante 12 horas a 37°C. Los autores reportaron mediante analisis con
microscopio electrénico de barrido (SEM) la migracion de los condrocitos hacia
la matriz de CB, evidenciando diferenciacion y fenotipos condrogénicos en las
secreciones de la matriz cartilaginosa. Ademas, los estudios in vivo han
demostrado que la suplementacion de CB con alginato previo a la siembra con
condrocitos nasoseptales humanos resultan en elevados niveles de crecimiento
estable de células condrocitas (Torgbo & Sukyai, 2019). Dado el potencial de CB
demostrado previamente, Mandour et al., (2019) desarrollaron un tratamiento
novedoso para la reparacion de la perforacion de la membrana timpanica (MT) y

la restauracién del timpano, utilizando parches de CB en reemplazo de la grasa
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convencional o el injerto de membranas de Fascia temporalis (Rebelo et al.,
2019). El estudio demostré que los parches de BC tuvieron éxito en el tratamiento
de pacientes con perforacion de TM, ya que hasta el 50% de los pacientes (n =
40) lograron una recuperacion exitosa. Esto se puede atribuir a que el injerto de
membrana CB tiene caracteristicas similares a los injertos de grasa; en que se
encontré que el espesor, la resistencia a la traccion y el médulo de Young de CB
eran 10,33 £ 0,58 uym, 11,85 £ 2,43 N/m? y 11,90 + 0,48 MPa respectivamente
(Kim et al., 2015). Estos valores coinciden con los requisitos y similitudes con los
injertos convencionales, lo que destaca la implementacion potencial para

estandarizar el uso de CB en miringoplastias.

La CB bacteriana actualmente no se comercializa rutinariamente en el sector
comercial de la salud como apésito de para heridas, a pesar de los diversos
estudios que han demostrado con modificaciones apropiadas previas y
posteriores a la biosintesis, que mejoran las propiedades generales de la CB para
cumplir con los requisitos especificos para esta aplicacion tales como mayores
propiedades antimicrobianas, la reepitelizacion de las heridas y tiempos de
curacion mas cortos (Cielecka et al., 2019). Sin embargo, hay unos pocos
fabricantes selectos, ubicados en Polonia, Brasil y Estados Unidos, que estan
explotando la celulosa bacteriana como material viable para vendajes para
heridas (Cielecka et al., 2019). Lohmann & Rauscher han producido el Unico
aposito para heridas de CB activado por farmacos mediante la incorporacion de
biguanida de polihexametileno (un desinfectante) en la estructura de celulosa con
el nombre comercial Suprasorb® X+PHMB. Ademas, empresas como Biofill™ y
Dermafill™ también han producido apésitos para heridas de CB como sustitutos
temporales de la piel en el tratamiento de quemaduras y Ulceras en pacientes,
afirmando que, tras su aplicacion, los apdésitos proporcionaron el cese inmediato
de algunos dolores y malestares. También se han desarrollado injertos/implantes
dentales con propiedades bioactivas, por ejemplo, Gengiflex®, que reduce la
inflamacion y el dolor después de la cirugia dental y fomenta el crecimiento de

los tejidos periodontales. Otros ejemplos de apésitos para heridas y sus
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aplicaciones incluyen productos de la empresa Vuelo Pharma con su producto
Membracel® destinado a ser utilizado como piel temporal en el tratamiento de
Ulceras y laceraciones venosas de las piernas. Otro ejemplo es la Corporacion
Xylos , la cual desarrolld el producto xCell® para el tratamiento de Ulceras
venosas de la pierna con la actividad afiadida de acelerar la granulacion y el
desbridamiento autolitico del tejido necrético. Innovatec produjo Nanoskin®,
producto que es capaz de reemplazar vasos sanguineos y linfaticos, tratar
abrasiones y epidermdlisis ampollosa (Chiaoprakobkij et al., 2019). Finalmente,
la empresa sueca S2Medical AB comenz6 con la produccion a gran escala de
apositos para heridas de CB bajo la marca EpiProtect®. El objetivo principal de
este aposito era para el tratamiento de heridas por quemaduras demostrando que
la curacibn completa de las quemaduras de primer y segundo grado se
completaban después de 28 dias de vendaje continuo con el producto, en
comparacion con los 32 dias con sulfadiazina de plata y gasa (Cielecka et al.,
2019).

2.2.3 Industria textil

En la actualidad, la industria textil representa una de las mas contaminantes y
que mayor cantidad recursos consume globalmente (Pal, 2017). Los principales
impactos derivan de la emision de compuestos contaminantes, asi como el alto
consumo de agua, energia y productos quimicos, en donde se estimado que se
requieren entre 1.5 — 6.9 kg de productos quimicos para producir 1 kg de prendas
de vestir (Roos, 2016). Similarmente, se estima que para la produccién de un par
de botas de cuero de origen animal son requeridos 50 m?de suelo y 25.000 litros
de agua (Garcia & Prieto, 2019). Por lo tanto, existe una creciente concienciacion
sobre el impacto ambiental orientado hacia la busqueda de nuevos materiales
sostenibles (Mohamed et al., 2019). En este sentido, los avances de la
biotecnologia en areas como el estudio del metabolismo de los microorganismos,
sistemas para la expresidn heteroldgica de proteinas y produccion de

polisacéaridos extracelulares han promovido el desarrollo de textiles fabricados a
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partir de microorganismos (Mazotto et al., 2021). La biofabricacion tiene ventajas
sobre otras tecnologias de produccion ya que no requieren la extraccion de
compuestos interferentes tales como lignina, hemicelulosas, ceras y pectinas,
utilizando a su vez menor cantidad de productos quimicos, agua y energia
(Mazotto, et al., 2021).

En las ultimas décadas, la empresa Biocouture ha promovido el uso de CB en la
manufactura de prendas de vestir y calzados con textura similar al cuero de
origen animal mediante la produccion artesanal de CB mediante fermentacion
estética de té de Kombucha (Laa-vanya et al., 2021). Similarmente, la empresa
ScobyTec desarrollé una alternativa vegana al cuero hecho de BC producido a
partir de kombucha, que se utilizé para fabricar varios productos como guantes,
zapatos para nifilos y bolsos de negocios. ElI material, denominado ScobyTec
BNC, posee una alta resistencia mecanica y no es inflamable (Material District,
2022). A nivel nacional, la empresa Simbionet desarrolla nuevos compuestos en
base a CB mediante la marca comercial T-Simbionet para la generacion de
diversos productos biotextiles, packaging y apdsitos médicos (Simbionet, 2022).
No obstante, la humectabilidad inherente y capacidad de absorciéon de CB
representan la principal brecha para la fabricacion de prendas (Garcia & Prieto,
2018). Por lo tanto, existe la necesidad de generar biopeliculas de CB
hidrofébicas con el fin de aumentar su aplicacién en la generacién de prendas de
vestir, textiles impermeables resistente a aceites, entre otros (Araujo et al., 2015;
Song & Kim, 2019). En este sentido, Fernandes et al., 2019 investigaron la
produccién de nanocompuestos en base a CB maleable, transpirables e
impermeables al agua mediante la impregnacién de CB con dos polimeros
hidréfobos comerciales utilizados en el acabado textii convencional;
polidimetilsiloxano (Persoftal MS) y perfluorocarbono (Baygard EFN). Los autores
reportaron un aumento en el angulo de contacto del agua con la superficie de CB
desde = 63.8° hasta =105° tras la incorporacion de los polimeros, indicando un
aumento en la hidrofobicidad del nanocompuesto. Similarmente, Indriyati et al.,

(2020) investigaron la produccion de compuestos de CB incorporados con cera
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de abejas con el objetivo de mejorar la hidrofobicidad y la elasticidad. Los autores
reportaron una mejora significativa de la hidrofobicidad de CB mediante la
medicion del &ngulo de contacto desde 54° hasta 124° tras la adicién de un 40%
p/p de cera de abeja. De igual manera, las pruebas de traccién evidenciaron que
la elasticidad de las peliculas aumentd un 38% mientras que la resistencia a la

traccion disminuye un 25% aproximadamente.

2.3 Métodos de produccion de CB

A pesar del potencial de mercado de la CB, los métodos de produccion
convencional implican un elevado costo y poseen bajos rendimientos

productivos, lo cual limita su uso como alternativa a la celulosa vegetal.

En la industria existen dos métodos de produccién de CB; el cultivo estatico y
agitado, cuya seleccion tiene una incidencia directa en la estructura
macroscopica (figura 5) y en las propiedades del biopolimero (Wang et al., 2019).
Al respecto, la CB generada en cultivos estaticos posee un menor grado de
polimerizacion y cristalinidad respecto al cultivo agitado, ademas de una mayor
resistencia a la traccion en comparacion con cultivos agitados pero menor
retencion de agua (Krystynowicz et al., 2002). Los métodos de cultivo, sus

ventajas y desventajas se detallan a continuacion:
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Figura 5. Produccion industrial de celulosa bacteriana mediante fermentacion

estatica y agitada. (A): Fermentacion estatica en bandejas; (B): Biopelicula de
celulosa bacteriana purificada (Yeguo Foods Co., Ltda 2022); (C): Fermentacion
en un biorreactor agitado; (D): Suspension de celulosa bacteriana recuperada del

caldo de cultivo (Kusano Sakko Inc, 2022).

2.3.1 Cultivo estatico

Es el principal método de producciéon utilizado y resulta en la formacion de
biopeliculas lisas y uniformes de celulosa superpuestas en la interfaz aire-liquido
del caldo de cultivo (Dobre et al., 2008; Rani & Appaiah, 2011; Islam et al., 2017).
El motivo de su uso radica en la compatibilidad de la morfologia obtenida como
pelicula'y en aplicaciones que requieran estructuras fijas, resistencia a la traccién
y capacidad de retenciébn de agua, como apésitos para heridas y mascaras
faciales (Zhong, 2020). Si bien las cepas cultivadas estaticamente poseen una
mayor estabilidad genética para producir celulosa bacteriana, al ser un proceso

aerdbico el rendimiento productivo respecto a la densidad celular total presente
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es bajo, ya que solo las células superficiales son aquellas que mayoritariamente
producen celulosa bacteriana al estar en contacto directo con el oxigeno (Ul-
Islam et al., 2015). Esta caracteristica conduce a que el método sea dependiente
de la superficie del recipiente de fermentacion sin ser afectado por el volumen y
profundidad del medio nutritivo (Hsieh et al., 2016; Zywicka et al., 2015). Lo
anterior dificulta el escalamiento y aumenta el costo al requerirse mayor cantidad
de bandejas para aumentar la produccién (Figura 5A). Por otro lado, la tasa de
duplicacion descrito es de 8-10 horas y la produccion se detiene una vez
alcanzado un cierto espesor asociado al consumo de nutrientes en la zona

superior y la falta de oxigeno en la zona inferior (Hsieh et al., 2016).

2.3.2 Cultivo agitado

La principal ventaja de este método es la capacidad de producir una mayor
concentracion celular en el medio de cultivo y en un menor tiempo respecto al
método estatico ya que el suministro de oxigeno y nutrientes es mas eficiente
(Zywicka et al., 2015). La CB producida a través de esta modalidad posee una
morfologia que incluye suspensiones fibrosas, granulos, esferas o masas
irregulares no limitadas a la interfaz aire-liquido (Hsieh et al., 2016; Krystynowicz
et al., 2002). Sin embargo, este método usualmente conduce a un aumento de
la viscosidad del caldo de cultivo en el tiempo impidiendo la difusién del oxigeno
en el medio nutritivo. Asimismo, esto causa la acumulacion de subproductos tales
como acido glucénico, acido acético y acido lactico que disminuyen el pH del
medio por debajo del 6ptimo para el crecimiento bacteriano y la produccién de
BC. (Islam et al., 2017).

Por otro lado, en cultivos agitados se ha reportado la aparicidén y rapida expansion
de células mutantes no productoras de BC, disminuyendo gradualmente el
rendimiento productivo. Por ejemplo, Sani & Dahman (2009) reportaron la
aparicion de células mutantes a las 92 horas en cultivos agitados tipo fed-batch.
Este fendmeno es un limitante si se considera escalar el proceso y la generacion

continua de un bioproceso en el tiempo.
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2.4 Microbiologia de la produccion de CB

Las bacterias productoras de CB se encuentran naturalmente en el suelo, donde
convierten diversas fuentes de carbohidratos en &cido acético aerobicamente
(Raghavendran et al., 2020). La biosintesis de CB puede ser dividida en dos
etapas principales; i) la polimerizacion intracelular de las moléculas de glucosa
en polimeros de CB vy ii) el autoensamblaje de cadenas de polimeros de CB en
nanofibras cristalinas (figura 6) (Czaja et al., 2006). Especificamente, la sintesis
bioguimica de CB ocurre al interior de la bacteria en donde comunmente ocurren
cuatro reacciones catalizadas por enzimas i) una molécula de glucosa es
convertida a glucosa 6-fosfato (Glucosa 6-P) mediante la enzima glucoquinasa;
i) la molécula de glucosa 6-P se isomeriza en glucosa 1-fosfato (glucosa 1-P)
mediante la enzima fosfoglucomutasa; iii) la molécula glucosa 1-P reacciona con
uridina trifosfato (UTP) para generar glucosa uridina difosfato (UDP-glucosa)
catalizado mediante UDP-glucosa pirofosforilasa; iv) la molécula de UDP-glucosa
es finalmente polimerizado en cadenas lineales de -1,4 glucano mediante la
enzima celulosa sintasa (figura 6) (Zhong, 2020). Si se utilizan otros tipos de
fuentes de carbono para la produccion de CB, como los disacaridos, en primer
lugar, se hidrolizan en monosacaridos, como la glucosa y la fructosa
(Mohammadkazemi et al., 2015) Si es utilizada fructuosa como fuente de
carbono, esta es convertida a fructosa 1-fosfato (fructosa 1-P) hasta glucosa 6-P
a través de una serie de reacciones quimicas descrita en figura 6. Posterior a la
polimerizacién intracelular, las bacterias expulsan las cadenas de polimero de
CB fuera de la membrana celular, seguido de un proceso de autoensamblaje
impulsado por la fuerza de van der Waals y los enlaces de hidrégeno intra e
intermoleculares entre los grupos hidroxilo y los &tomos de oxigeno las unidades

de anhidroglucosa.
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Figura 6. Esquema general de la biosintesis intracelular de moléculas de CB y
autoensamblaje extracelular de cadenas de CB en nanofibras. A. Produccion de
celulosa tipo I; polimero con forma microfibrilar. B. Produccion de celulosa tipo II;

polimero amorfo.

Algunas bacterias tales como Komagateibacter xylinus contiene entre 50-80
complejos proteicos transmembrana denominados complejos terminales (CT) los
cuales se alinean a lo largo del eje longitudinal de la célula bacteriana (Kimura et
al., 2001; Krasteva et al.,2017). Desde los CT’s, las cadenas de polimero de CB
se esparcen y luego se autoensamblan en nanofibras semicristalinas. En detalle,
este proceso consta de dos etapas; i) las moléculas de CB extruidas desde el
mismo poro de extrusion primero se ensamblan en una Unica nanofibra elemental
de diametro 1.5 nm; ii) Las nanofibras elementales se ensamblan en una
nanofibra en forma de cinta con un groso entre 3-4 nm y un ancho de 70-80 nm
en la seccion transversal las cuales se entretejen en una red reticulada
tridimensional hasta conformar una biopelicula gelatinosa con hasta un 90% de
regiones cristalinas (Portela et al., 2019; Sijabat et al., 2020). Las estructuras
cristalinas poseen diferentes poliformismos incluyendo CB tipo I, II, Il y IV
(O’Sullivan, 1997). Entre estas, la CB tipo | puede ser encontrada principalmente
en la naturaleza (Moon et al.,, 2011). A su vez, CB tipo | posee dos tipos de
estructuras cristalinas; triclinica y monoclinica. Estd demostrado que triciclica

puede convertirse irreversiblemente en monoclinica mediante un tratamiento
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térmico en solucion alcalina, sugiriendo asi que monoclinica posee una
termodinamica relativamente inferior (Watanabe et al., 2007; Kose et al., 2011).
Ademas, Ademas, la union de hidrégeno en la celulosa triclinica y monoclinica
es diferente, lo que deberia atribuirse a las diferencias en su estabilidad
termodinamica y sus propiedades mecanicas. En la naturaleza, ambos alomorfos
coexisten en diferentes proporciones segun la especie biolégica, predominando
triclinica en bacterias por sobre monoclinica (VanderHart and Atalla, 1984;
Drahushuk et al., 1997). No obstante, las proporciones de triclinica en bacterias
también es dependiente de la especie bacteriana y factores de temperatura,
agitacion y aditivos en el medio de cultivo (Yamamoto and Horn, 1994; Kose et
al., 2011).

2.4.1 Komagateibacter xylinus

K. xylinus es una bacteria gram negativa perteneciente a la familia
Acetobacteraceae, con metabolismo aerdbico estricto que realiza fermentacion
oxidativa a partir de diversos tipos de azucares, alcoholes y otros sustratos
organicos. Estas se encuentran en frutas y verduras en proceso de
descomposicion siendo capaz de sintetizar celulosa como parte de su actividad
metabdlica normal (Chavez-Pacheco, 2004). Este microorganismo con forma de
varilla (figura 7) se caracteriza por su tamafio que varia entre 0.6-0.8 um de ancho
y 1-4 um de largo (Verschuren, 1999). K. xylinus produce celulosa bacteriana en
la interfase aire-liquido en cultivos estaticos. Es un microorganismo acidéfilo y el
pH adecuado para el crecimiento bacteriano 6ptimo fluctia entra 5.4-6.3
(Tantratian et al., 2005). Ademas, es un microorganismo mesofilo con

temperatura de crecimiento 6ptima entre 25-30°C.
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Figura 7. K. xylinus bajo microscopio electrénico.

Esta bacteria es una de las especies mas estudiadas debido a su elevada
capacidad para producir CB de alta pureza a partir de una amplia gama de
fuentes de carbono y nitrdgeno en cultivos liquidos (Zhong et al., 2013). Mediante
el uso de glucosa marcada radioactivamente, se demostré que K. xylinus es
capaz de sintetizar CB con hasta un 80% de la glucosa suministrada
exogenamente (Hestrin & Schramm, 1954). Por esto, se ha convertido en la cepa
mas utilizada en aplicaciones de diversas industrias productivas (Shah et al.,
2005; Fabra et al., 2016; Czaja et al., 2006; Yin et al., 2014). En la tabla 2 se
resumen algunos estudios relevantes en bacterias del género Komagataibacter

sp. en la produccién de celulosa bacteriana para ambas modalidades de cultivo.

Tabla 2. Produccion de celulosa bacteriana en cultivos estaticos y agitados en

diversas cepas del género Komagateibacter spp.

Cepa Fuente Suplemento Periodo Productividad | Método Referencia
de de nutrientes (dias) (g/L*d) de
carbono cultivo
G. Desechos 14 0,61 Estatico | Ha et al., 2008
hanseni | cervecero -
i PIK s
(KCTC
10505
BP)
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G. Glucosa Acido 10 0,74 Estatico | Ha et al., 2011

hanseni glucurénico
i PIK

(KCTC

10505

BP)

G. Glucosa Lodos de 14 0,44 Estatico | Cavkaetal.,
xylinus fibra 2013

Tricoder

ma
Reesei

G. Melaza 7 0,83 Estético Keshk et al.,
xylinus de cafia - 2011

(IFO de azlcar
13773)

G. Glucosa Fructosa, 14 0,36 Estatico Hungund et
persim peptona al., 2013
monis
(GH-2)

G. Glucosa - 14 0,32 Estatico | Castro et al.,

medelle 2012
nsis

G. Sucrosa 4 0,95 Estatico Mikkelsen et
xylinus - al., 2009
(ATCC
53524)

G. Manitol Té verde 7 0,47 Estatico | Nguyen et al.,
xylinus 2008

(K3)

G. Melaza 3 2,6 Agitado Bae et al.,
xylinus de cafa - 2004
(BRP20 | de azlcar

01)

G. CSL- Alginato, 5 1,42 Agitado Cheng et al.,
xylinus | Fructuosa agatr, 2006

carboximetilc
elulosa

G. Glicerol - 6 0,93 Agitado Kim et al.,
xylinus 2006
(RKY5)

G. Glucosa Etanol 3 0,83 Agitado Park et al.,
Hanseni 2003

i PIK

(KCTC
10505

BP)
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2.5 Biorreactor de disco rotatorio como tecnologia de produccion de
celulosa bacteriana

El BDR es un reactor de biopeliculas y ha sido utilizado para incrementar el
rendimiento productivo de CB (Soleimani et al., 2021). Estos sistemas
contemplan una serie de discos planos o corrugados semisumergidos montados
horizontalmente en un mismo eje central giratorio conectado a un motor
mecanico externo. Durante la rotacidén continua, las superficies de los discos se
alternan entre un periodo de exposicion a una fase liquida de nutrientes y a otra
fase aérea (Islam et al., 2017). Especificamente, un estudio realizado por Choi &
Morgenroth (2003) reportd que el desprendimiento de biopeliculas es favorecido
cuando los efectos de cizallamiento producto de la operacién de reactores a altas
velocidades de agitacion aumentan gradualmente hasta el punto en donde la
fuerza interna de la matriz no permite mantenerse adherida a un sustrato. No
obstante, Kim et al., (2007) reportaron la considerable disminucién de los efectos
de cizallamiento generados en BDR al operar con velocidades significativamente
inferiores con respecto a los cultivos agitados. De esta manera, estos sistemas
facilitan la adhesion de las bacterias a los discos permitiendo el crecimiento de
peliculas y la obtencién nutrientes y oxigeno en forma altamente eficiente (Islam
et al., 2017). Lo anterior se evidencia en el estudio realizado por Serafica et al.,
(2002) quienes reportaron una reduccion del tiempo de produccion de CB hasta
5 dias con respecto a los cultivos estaticos. No obstante, en la actualidad no
existen empresas tecnoldgicas que utilicen esta tecnologia para la produccion de
CB. Por tanto, no existen sistemas experimentales en literatura que permitan el
control multivariable y el muestreo en tiempo real para la optimizacion
operacional de estos sistemas que permitan la basqueda de las condiciones de
escalamiento Optimas para viabilizar un negocio (Lin et al., 2014). En la tabla 3

son resumidas las investigaciones realizadas hasta la actualidad.

44



K 7

Figura 8. Esquema general de sistemas BDR. (A): Disco, (B): Envase cilindrico,

(C): Motor de rotacién, (D): Eje horizontal, (E): Cojinete de cierre hermético, (F):

Apertura de fijacion, (G): Sensores, (H): Canal del cilindro, (1): Medio de cultivo,

(J): Toma de muestra, (K): Velocidad de agitacién y (M): Distancia entre discos
(Obtenido de Bungay et al., 1999. PA: US595532A) (Obtenido desde Bungay &

Serafica, 1999)

Tabla 3. Resumen de estudios previos en BDR.

Autor/Afo Estudio Resumen

Bungay & Produccion de Se informa la patente con el disefio
Serafica celulosa bdsico y las condiciones de
(1999) microbiana funcionamiento del biorreactor de

pelicula de discos giratorios.
Especificaciones:

e Cubeta: Estructura cilindrica para
disminuir el medio utilizado en la
fermentacion.

e Discos: 80-90% del tamafio del
reactor preferentemente  con
espacios entre discos lo mas
pequefio posible maximizando el
namero de discos.

Condiciones operacionales:

e Rpm: Segun el diametro de los
discos; preferentemente de 1 a 2
veces el diametro de los discos.

e Concentracion inicial de carbono:
0.5-100 g/L.
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e pH: 3-6.
e Temperatura: 25-35°C.
e Suministro de oxigeno: 21-100%.

Krystynowicz | Factores que | ¢ Se realizan estudios para encontrar las
et al., (2002) | afectan al condiciones Optimas de cultivo para la
rendimiento y produccion efectiva de BC.
propiedades  de | e Se incluyen estudios del efecto de la
celulosa velocidad de rotacién, superficie, uso del
microbiana medio y concentracion inicial de glucosa.

¢ Resultados: Valores 6ptimos

e Rpm:6

e Medio de cultivo: Shigeru
Yamanaka

e NUmero de discos: 24

e Glucosa inicial: 20 g/L.

e Sin especificaciones estructurales.
Serafica et Inclusion de | ¢ Se realiza estudios sobre la produccion
al., (2002) particulas solidas de nuevos materiales compuestos a
en celulosa partir de BC mediante la inclusion de
bacteriana particulas sélidas durante la formacion.
e Particulas afadidas: Aluminio, hierro, gel
de silice, perlas de vidrio.
e Resultados:

e Las perlas de vidrio y el gel de
silice obtuvieron mejor
incorporacion a BC.

e Especificaciones:

e Cubeta: Estructura cilindrica de
plastico transparente, D: 15,3 cm.

e Discos: Polietileno

e Motor: 1-100 rpm

e Eje: acero inoxidable

e Rpm:12

Kim et al., Celulosa e Se realiza estudio para optimizar la
(2007) bacteriana produccion de BC en un biorreactor tipo
producida por BDR.

Gluconacetobacter
sp. RKY5 en BDR

Se incluyen efectos de la velocidad de
rotaciéon, numero de discos y tasa de
aireacion.
Resultados: Valores optimos

e Rpm: 15

e Numero de discos: 8

e Tasa de aireacion: 1.25 vvm
Especificaciones:

e Cubeta: pirex
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e Disco: Polipropileno, D: 12 cm,
34% de sumersion, area
superficial 226.2 cm?, area activa
superficial 221.1 cm?.

e Velocidad de rotacion: 15-35 rpm.

Pa’e et al., Produccion de Se realiza un estudio para comparar la
(2011) biopolimeros a produccion de BC mediante el uso de un
partir de biorreactor BDR respecto a la
Acetobacter fermentacion estéatica convencional.
xilinum usando Resultados: Valores 6ptimos
diferentes e Rendimiento: 5.41 g/L (BDR) y
métodos de 1.04 g/L (estatico).
fermentacion. e Variacion: (+) 80.7%
e Rpm:7
e pH:5
Especificaciones:
e Cubeta: Estructura cilindrica de
Poli (metil metacrilato) de 2 litros
con 1 litro de volumen de trabajo.
e Eje: Acero inoxidable
e Discos: Acero inoxidable con
mallas de 0.3 cm, D:7 cm,
espesor: 1 mm, 39% de
sumersién, area superficial 77
cm?, area activa superficial 71.9
cm?, nimero de discos: 8
Condiciones operacionales:
e Velocidad de rotacion: 7-14 rpm
e Motor: 18W
e Tiempo de fermentacion: 5 dias.
e pH:4-6
e Temperatura: Ambiente.
Soleimani, et | Disefio, Se disefia y construye un biorreactor
al., 2021 construccién y BDR a escala de laboratorio y se evalla

optimizacion  de
contactor biolégico
rotativo flexible a

el efecto de la velocidad de rotacion,
distancia entre discos, materialidad del
disco, y aireacibn externa en la

escala de productividad de BC.
laboratorio  para Resultados: Valores 6ptimos
mejorar la e Rendimiento: 6.17 g/L (71% de
produccion de incremento respecto a
celulosa mediante fermentacion estatica).
Acetobacter e 1.25vwm
xylinum e Material: polietileno

e 13rpm
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e Distancia entre discos :1.5 cm
e N°de discos: 16 unidades
e Especificaciones:

e Cubeta: Estructura rectangular de
plexiglds con volumen total de
6.75 litros.

e Discos: Polietileno, D:13.5 cm,
espesor 0.3 cm, é&rea activa
superficial 140.5 cm?

Los BDR crean turbulencias que favorecen el mezclamiento y ofrecen una gran
superficie para lograr un mayor contacto entre el aire y la biopelicula adherida.
Estas ventajas, junto con su bajo consumo de energia, bajo costo de
mantenimiento, operacion y disefio compacto, hacen del BDR un sistema
prometedor y ambientalmente compatible para la produccién de CB (Padhi &
Gokhale, 2014). En la tabla 4, se resumen algunos ejemplos reportados en

literatura.

Tabla 4. Producciéon de celulosa bacteriana y caracteristicas operacionales en

sistemas BDR

Productividad N° Velocidad | Tiempo | Material del | Referencia
(g/L* d) discos de de disco
rotacion | cultivo
(rpm) (d)
1,54 8 15 4 Polipropileno | Kim et al.,
2007
3,01 16 13 7 Polietileno | Soleimani et
al., 2021
0,82 24 4 4 - Krystynowicz
et al., 2002
0,24 3 5 5 Plastico Lin et al,
2014

Es conocido que el crecimiento de los microorganismos en la operacion de BDRs

es afectado por diversos parametros operacionales tales como velocidad de

rotacion, porcentaje de inmersion del disco, distancia entre los discos,

materialidad del disco, pH, temperatura y oxigeno (Najafpour et al., 2006). Asi

mismo, la alta complejidad del metabolismo bacteriano a menudo implica

cinéticas formacion de productos no lineales en el tiempo. En consecuencia, la
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investigacion en bioprocesos puede contribuir a mejorar las herramientas para el
control eficiente sobre las numerosas variables internas, entradas y salidas que
pueden influir en la calidad y el rendimiento productivo de la CB (Caramihai &
Severin, 2013).

2.6 Modelacién de la fermentaciéon de K. xylinus en BDR

El modelamiento en el campo de los bioprocesos es de gran importancia en el
sector bioindustrial ya que facilita la comprension de procesos complejos donde
intervienen multiples variables de operacion. Por lo tanto, el uso de herramientas
de modelacion permite disefiar bioprocesos de alto rendimiento, optimizar
operaciones, aumentar productividades y reducir costos (Velayudhan & Menon,
2007; Ji, 2012; Mandenius & Brundin, 2008).

En el caso de K. xylinus, se han publicado diversos estudios que modelan el
comportamiento cinético de la bacteria con el objetivo de optimizar la produccion
de CB. Por ejemplo, Dissanayake & Ismail (2013) reportaron el modelamiento de
la produccién de CB en fermentaciones tipo batch de K. xylinus. En este estudio
se asumieron los siguientes supuestos; biopelicula inerte, el microorganismo
Ganicamente consume el oxigeno disuelto, las reacciones metabodlicas dependen
de un Unico reactivo limitante, se genera una solucion ideal, densidad constante
y la produccion de celulosa bacteriana se ve alterada ante el aumento de la
turbulencia del sistema. El modelo predictivo generado mediante el software
AQUASIM obtuvo un 97 % de precision en el rendimiento productivo de celulosa
bacteriana respecto a los data experimental obtenida en la investigacion. Por su
parte, Bagherniya et al., (2021) reportaron el modelamiento de la produccién de
CB mediante el uso de modelos empiricos basado en ecuaciones cuadraticas
polindbmicas y la metodologia de superficie de respuesta. Estos autores evaluaron
experimentalmente el efecto de tres factores con tres niveles diferentes sobre la
produccion de celulosa bacteriana: agitacion (10, 13y 16 rpm), aireacion (0.2, 0.5
y 0.8 vwm) y distancia entre discos (1.5, 2 y 2.5 cm). El modelo predictivo

generado mediante el software Design-Expert 7.0 permiti6 obtener la
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combinacion de factores 6ptima capaz de alcanzar un rendimiento de 11.65 g/L

de celulosa bacteriana.

Sin embargo, estos modelos no contemplan los fendmenos especificos que
ocurren en la transferencia de oxigeno, siendo este uno de los factores mas
relevantes a considerar al momento de caracterizar el comportamiento cinético
de un bioproceso. En sistemas de tipo BDR, el oxigeno es transferido desde aire
a la unidad de tres maneras: (i) absorcién de oxigeno en la particula liquida sobre
la superficie de la biopelicula cuando esta se encuentra en la fase aérea, (ii)
transferencia directa de oxigeno en la interfase aire-agua y (iii) por absorcién
directa de oxigeno por los microorganismos durante las exposiciones al aire
(Grady, 1982). A raiz de lo anterior, se han desarrollado diferentes modelos
matematicos para la estimacion de KLa en reactores BDR. Estos se detallan en
la tabla 5.

Tabla 5. Modelos propuestos para la caracterizaciébn del coeficiente de

transferencia de oxigeno K.a en sistemas BDR.

Nombre Modelo Nomenclatura
Kim & wl5p05\ %732 w= Velocidad de
Molof, 1982 KLa =0.011 (T) rotacion
D= Diametro disco
d= Distancia entre
discos
Kubsad et A= Area del disco
al., 2004 expuesto al aire
1.697An(1)1'5D0'5 0.73778 n= NUmero de
v > discos
w= Velocidad de
rotacion
D= Diametro del
disco
V= Volumen de
trabajo reactor
Chavan & D= Diametro del
Mukheriji, disco
2008 Ad= Area del disco
p= Densidad del
liguido

KLa = 0.01315 (
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KLa w= Velocidad de

D \¥ ;pAdw\® /Ad\® / & \Y/ u \ | rotacion
= Gavs) (57) (Ge) (Gaws) (Gaa) |p= Viscosidaa e

liquido

At= Area
transversal del
tanque

0= Espesor de
biopelicula

V= Volumen de
trabajo reactor
Y € 6 A= Coef. De

ajuste
\Plglrr(?c?ne, & KLa=134.O7w1'560'5(2'w—15+0.006> ‘r’gac\igﬂoc'dad de
2009 C= Reduccion de
la tasa de
remocion de
carbono en
condiciones

limitantes (%)

Es posible constatar a partir de la revision de literatura que no existen modelos
cinéticos que integren los fendmenos biologicos y fisicos para describir la
fermentacion de K. xylinus y la produccién de CB en sistemas BDR. Por este
motivo, la investigacion realizada apunta a innovar mediante una nueva
propuesta tecnolégica basada en BDR y una propuesta de simulacion para la
producciéon de CB que permita generar las condiciones de estudio necesarias
para viabilizar un modelo de negocio basado en la produccién y comercializacion

de CB en los principales sectores productivos identificados como prioritarios.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOLOGIA

El presente capitulo describe las metodologias empleadas en la investigacion en
el contexto de tres secciones: (i) Disefiar y construir un sistema experimental en
base a un biorreactor de disco rotatorio. (ii) Desarrollar un modelo de negocio
para producir celulosa bacteriana a través de una empresa biotecnologica. (iii)
Simular la produccién de celulosa bacteriana utilizando un modelo matemético

desarrollado para biorreactores de disco rotatorio.

3.1 Disefiar y construir un sistema experimental en base a un biorreactor
de disco rotatorio.

3.1.1 Disefio y construccion del prototipo experimental

El disefio del biorreactor se realiz6 utilizando el software AutoCAD 360 version
2022 (figura 8), tomando como base el trabajo publicado por Soleimani et al.,
(2021). Las especificaciones de disefio estan descritas en la seccidén 5.1 y fueron
entregadas a la empresa subcontratista Sermepeval para su construcciéon. A
continuacion, se presenta a modo de ejemplo un plano con el disefio conceptual
de BDR (figura 9).
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Start @ Vistas reactor dediscos X+

Figura 9. Planilla de disefio del borrador del prototipo del sistema BDR mediante
software AutoCAD 360 version 2022.

El modelo propuesto otorga ventajas operacionales en relacion con el sistema
publicado originalmente, ya que incorpora nuevas funcionalidades descritas en
la tabla 6:

Tabla 6. Ventajas de disefio del modelo BDR propuesto.

Ventaja Funcionalidad

Versatilidad de componentes Permite diversificar la disposicion y
uso de componentes criticos tales
como: (i) Ubicacion y numero de
sensores de medicion (i) Namero y
distancia entre discos en el eje
rotatorio (iii) Ubicacién de la inyeccion
de aire, buffers y medios de cultivo y
(iv) Toma de muestra.

Variabilidad de operar Permite operar para fermentaciones
aeroObicas y anaerdbicas mediante por
lotes, fed-batch y continuo.

Facilidad de estudio de parametros | Permite el estudio simultaneo de
criticos diversos parametros criticos tales
como pH, temperatura, velocidad de
agitacion y tiempo de cultivo. De esta
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manera, se permite simular
condiciones para escalar la
produccion de CB.

Resistencia de material y posibilidad
de esterilizacion

Alta resistencia del material permite
esterilizar estructura y componentes

mediante el uso de autoclave.

3.1.2 Disefio del proceso de produccion de CB en el sistema BDR.

Con el objetivo de generar un proceso productivo de CB mediante el prototipo
experimental a escala de laboratorio, se identificaron las etapas principales,
procesos fundamentales para la fermentacion de microorganismos aerébicos y
equipos requeridos para la operacién, monitoreo y logisticas de control. Estas se
encuentran descritas en las figuras 17 y 18 de la seccion 4.1.2.

3.2 Desarrollar un modelo de negocio para producir celulosa bacteriana a
través de una empresa biotecnologica.

3.2.1 Definicién de una estrategia de vigilancia tecnoldgica.

Para la correcta y eficiente captura de informacion, se generé un plan de
bdsqueda sistematica para la identificacion y analisis de informacién atil en la
toma de decisiones mediante el uso de herramientas de vigilancia tecnoldgica,
particularmente del Observatorio Virtual de Transferencia de Tecnologia (OVTT),
Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) y metabuscadores
especializados. De esta manera, se buscé orientar el analisis con foco en la

inteligencia competitiva del mercado de CB.

Existe un consenso generalizado sobre las etapas que ha de seguir el proceso
de vigilancia e inteligencia tecnolégica, denominado ciclo de vigilancia e
inteligencia. A continuacién, se describen las etapas implementadas en esta

investigacion de vigilancia tecnoldgica:

a. ldentificacioén:

Se determinaron las necesidades de informacién, las tecnologias a vigilar y los
Factores Criticos de Vigilancia (FCV) necesarios para disefiar una estrategia
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eficaz para cada caso. Estos constituyen técnicas estratégicas para la
formulacion de prioridades.

e FCV sobre decisiones estratégicas: referidos a cuestiones estratégicas
para las organizaciones, sobre todo relativas a la planificacion estratégica
y su implementacion (ej. politica de I+D+i, planes de negocio, otros).

e FCV sobre sefiales tempranas: capaces de identificar potenciales
amenazas y oportunidades futuras para la organizacion (ej. tendencias,
nuevas tecnologias, cambios legislativos, nichos de mercado, etc.).

e FCV sobre actores clave: relativos al seguimiento de actores clave en el
mercado (ej. competidores, clientes, proveedores, socios, reguladores,

tomadores de decisiones publicas, etc.)

b. Busqueda:

Se definieron los objetivos de la busqueda de informacion y se elabora la
estrategia para precisar las necesidades, localizar la informacion y capturarla de
una manera organizada. Esto implicé la identificacion de palabras claves,
validacion de expertos, seleccion de fuentes de informacion relevantes,
formulacién de ecuacion de busqueda y elaboracion del corpus o registros

realizados.

Esta etapa requiere combinar conocimientos en monitorizaciéon de informacion,
capacidad de andlisis critico y habilidades técnicas para el manejo eficiente de
herramientas informéticas, asi como aprender y desarrollar competencias
digitales de apoyo para gestionar la infoxicacion o sobreinformacion que emerge
con Internet. Entre los mas relevantes se encuentran patentes y resultados de
investigacion, lo cual fue abarcado en la estrategia de vigilancia del presente

estudio.

c. Andlisis de informacion:
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Se combinaron criterios de validacion de la informacion, técnicas analiticas de
informacion y herramientas informaticas especializadas que aportaron a

seleccionar la informacion relevante segun los objetivos de busqueda.

d. Valorizacion de informacioén relevante:

Se analiz6 la efectividad de la informacién de valor obtenida para la toma de

decisiones y se elaboraron los resultados de la vigilancia tecnologica.

De lo anterior, se disefié un diagrama de flujo el cual sintetiza las principales
etapas de la metodologia a seguir para el desarrollo de una correcta vigilancia
tecnologica segun lo descrito por Observatorio Virtual de Transferencia de
Tecnologia (Figura 10).

1 ./'.-- . - --.‘\.
/ Mecesidad/ Oportunidad
de investigacion
R v - . e
’ ] ‘ . { EJECUCION \ Implementacion
2 Definicidn de la —
problematica y el ) ) 1 -
| objetivo de investigacion |
5,

Y

Busqueda de fuentes de

informacion e e
I
J i
| Sl o
l NO -
A I -~ -
| . 4 !
A7 GFuentes ™ | ~dResuelve mi~ | Valorizacion de :
! e ——— B ! "
~ validas? - . problematica? .~ | informacion |
", - ", - I |
S . |
| |
=1

‘I _______ o R | . - =

Busqueda de P .
3 A —_— Analisis de informacion .
informacion Data

Figura 10. Ciclo de vigilancia tecnolégica implementado en el presente estudio.
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3.2.2 Estudio de patentes y evaluacion del potencial de proteccion
intelectual

La propiedad intelectual e industrial representa un elemento esencial para la
inteligencia tecnologica, asi como una etapa crucial en la gestion de la
transferencia de tecnologia e innovacion y, cada vez mas, su registro posibilita la

creacion de empresas de base tecnoldgica (OVTT, 2022).

En este sentido, para el estudio del contexto internacional respecto a los métodos
de produccién y productos en base a CB, se realizé un analisis de patentes y
analisis pseudo estadisticos segun el método propuesto en la “Guia practica de
busqueda sobre el estado de la técnica de invenciones - 2021” obtenida desde la

Oficina de Propiedad Intelectual de la Universidad Francisco de Paula Santander.

Para analizar el enfoque biotecnolégico asociado a los métodos de produccion 'y
productos de CB a nivel internacional, se realizaron numerosas iteraciones de la
informacion disponible en las bases de datos de la “Organizacion Mundial de la
Propiedad Intelectual” y “Oficina de Patentes Europea” para la definicion de las
ecuaciones de busqueda Optimas que se ajusten a las palabras claves, activos

intangibles definidos y el objetivo del estudio.

3.2.3 Andlisis estratégico

Se utilizaron el método de PESTEL (analisis Politicos, Econdmicos, Sociales,
Tecnologicos, Ecologicos y Legales) y andlisis FODA (Fortalezas,
Oportunidades, Debilidades y Amenazas) con la finalidad de determinar las
oportunidades, amenazas y el contexto donde se insertara el desarrollo de un
potencial bionegocio en base a la producciéon de CB considerando el marco
regulatorio, factores sociales y el contexto economico y tecnoldgico actual de la

celulosa bacteriana como producto final.

3.2.4 Modelo de negocio
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La propuesta del modelo de negocios se realiz6 través del método CANVAS con
base a los antecedentes obtenidos a partir del analisis estratégico y estudio de
patentes, permitiendo disefiar una propuesta de valor para la produccion de CB
mediante el prototipo propuesto en la presente investigacion.

3.3 Simular la produccion de celulosa bacteriana utilizando un modelo
matematico desarrollado para biorreactores de disco rotatorio.

3.3.1 Materiales y equipamiento.

Los estudios preliminares de produccién de CB a nivel de matraces se realizaron
con las cepas Komagataeibacter oboediens y una cepa no identificada
productora de CB y aislada de vinagre (cepa del vinagre) facilitada por la Dra.
Dariela Nufiez de la Universidad Catélica de la Santisima Concepcién. A partir de
estos estudios, se seleccioné la cepa productora de CB més eficiente para su
posterior inoculacion y modelacion en el biorreactor tipo BDR. Por otro lado, los
materiales de laboratorio, equipamiento, reactivos y software son mencionados
en la tabla 7.

Tabla 7. Material de laboratorio, equipos, reactivos y software utilizados en la
investigacion.

Material de Equipos Reactivos Software
laboratorio
*Micropipetas *Camara de flujo | *D-glucosa *Microsoft ®
(200uL, 20uL, | laminar  (ESCO, | *Peptona Word 2010
2uL) Laminar Flow | <Extracto de | *Microsoft ®
. Tubos Cabinet) levadura Excel 2010
falcon (15 mL y | *Autoclave *‘Na2HPO4 *Mendeley ®
50 ML) (Quimis, Q-190-26) | *Acido Citrico *GraphPad Prism
*Vasos *Balanza analitica | *Agar 8.0
precipitados (SHIMADZU, AUX | «d-H20 *AQUASIM ®
(2000 mL) 120) *NaOH
*Probetas *pH-metro *Celulasa de
*Pipetas (HANNAH Aspergillus  Niger
*Propipetas Instruments, pH | C1184 (Sigma-
*Matraz 211) Aldrich)
volumétrico «Agitador +Acido acético
1000 mL magnético *H2S04
*Frascos Schott | (Magnetic ~ Stirrer | *Residuos
1000 mL agroindustriales
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*Placas Petri with  Hot Plate,
*Gradillas Glassco)
*Matraz *Microondas (LG
Erlenmeyer Electronics, MH-
*Tubos 3046SP)
eppendorf *Estufa de secado
*Embudos  de | (Quimis)

vidrio *Incubadora de
*Gotero cultivo (Memmert
*Espatula de | ICO50)
laboratorio *Refrigerador
*Piseta (Electrolux,
«Jeringa ERDG195YSKW)
*Otros *Centrifuga

(HERMLE 7400K)
*Microcentrifuga

(Hettich, mikro
200r)

*Shaker orbital
(Barnstead = Max
Qmini 4000)
*VVortex shaker
(Benchmark
Benchmixer)
*Espectrofotometro
(Perkin Elmer,
aanalyst 200)
*Biorreactor de

tanque agitado y

accesorios de
medicion
(Eppendorf  New
Brunswick)

*Biorreactor BDR
*Motor de rotacién
externo (Splendid
BRS-120)

3.3.2 Propagacion de K. xylinus y cepa del vinagre

K. xylinus y la cepa del vinagre previamente almacenadas en criotubos con una
solucion de glicerol al 20% y almacenada a -80°C fue inoculada en placas de
Petri con medio Hestrin-Schramm (HS) sélido compuesto por 2.0 % de fuente de
carbono (Glucosa), 0.5 % peptona, 0.5 % extracto de levadura y 0.27%

59



Na2HPO4, 0.15% acido citrico y 1.8 % de agar (Costa et al., 2017). Los

componentes del medio Hestrin-Schramm se resumen en la tabla 8:

Tabla 8: Composicién y cantidad de componentes del medio HS.

Componente Cantidad (g/L)
Glucosa 20
Peptona 5

Extracto de levadura 5
Fosfato de disodio 2,7
Acido citrico 1,5
Agar* 18

Para la preparacion de 1 L de medio y posterior plaqueo, se procedié de la

siguiente manera:

Se adicionaron 5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, 2.7 g de
fosfato de disodio, 1.5 g acido citrico y 18 g de agar. Luego se afor6é a 950
mL de agua destilada en un matraz de aforo de 1 L. Se mezclé y traspaso
a un frasco tipo schott de 1 L. Se ajusté el pH a 5 usando NaOH 1.0 My
se esteriliz6 con calor humedo durante 15 minutos a 121°C a 1 atm.

Para la glucosa, se adicionaron 20 g en 50 mL de agua destilada y se
mezcld hasta obtener una solucién homogénea. Luego, se utilizé filtros de
membrana de 0.22 um para la eliminacién de sélidos suspendidos en la
solucion de glucosa en condiciones estériles. Posteriormente, se adiciono
esta solucién a la solucidon de nutrientes descrita anteriormente y fueron
traspasados a placas Petri asépticamente para la posterior solidificacion

del medio HS, sellado y almacenamiento.

Para la propagacion en medio so6lido, se procedio de la siguiente manera:

Se tomo6 una muestra de la cepa bacteriana desde el criotubo utilizando

una aza curva esteéril al interior de una camara de flujo. Luego se plaqued
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en placas Petri con medio HS solido previamente preparadas. Finalmente,

el cultivo fue incubado a 28°C por 48 h.

Para generar el inoculo para las fermentaciones, se procedié de la siguiente

manera:

e Se utilizé medio Hestrin-Schramm pH 5 preparado segun lo descrito en el
punto anterior. Luego, se prepar6 un cultivo liquido desde una colonia
tomada a partir de una placa de cultivo con 10 mL de medio Hestrin-
Schramm sélido y se incub6 a 28°C y 100 rpm durante 3 dias.

Posteriormente, la solucion resultante fue utilizada como in6culo.

e Las fermentaciones posteriores se realizaron en matraces de 50 mL
agregando en cada uno 9 mL de medio de cultivo Hestrin-Schramm. Las
fermentaciones fueron inoculadas con 1 mL de suspension celular
previamente preparadas y se agitaron 100 rpm durante 2, 4, 6 y 8 dias a
28°C. Al término del cultivo, la solucion fue centrifugada a 5000 rpm,

siendo el pellet y el sobrenadante almacenados para su posterior analisis.

3.3.3 Cuantificacién de la biomasa

La suspension celular se centrifugdé a 5000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue descartado. Posteriormente, el pellet se resuspendi6 en 25 mL
de agua destilada y se centrifugd a 5.000 rpm durante 10 minutos. Este proceso
es repetido 3 veces. Luego, se agregaron 8.86 mL de buffer citrato 1 My 135 pl
de celulasa. Se dej6 incubar a 100 rpm durante 1 hora a 50°C. La suspension fue
centrifugada y lavada segun lo descrito anteriormente. El pellet resultante se dejo
secar a 80°C durante 3 dias. La biomasa producida se calculé en base al peso

seco segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1;
(N1+ N2 + N3)

3

Biomasa (X) = )
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Todos los experimentos se desarrollaron por triplicado (N1, N2 y N3) y los valores
fueron expresados como la media aritmética con su respectiva desviacion

estandar.

Los resultados fueron comparados mediante analisis estadistico t de Student
desapareado empleando el programa GraphPad Prism® version 6.01 (GraphPad

Software, Inc.).

3.3.4 Cuantificaciéon del consumo de glucosa

Se tom6 1 mL de la suspensidn celular y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos. El pellet fue descartado y el sobrenadante fue diluido en agua destilada
(1:10). La cuantificacion de aztcar consumida en la fermentacion sera realizada
mediante el método de determinacién de azucares reductores totales descrito por
Gil et al., (2006). Este método analitico permite calcular la concentracién de
azucares reductores en distintos materiales. El procedimiento se basa en una
reaccion redox que ocurre entre el DNS y los azlcares reductores presentes en
las muestras, pudiendo cuantificarse mediante espectrofotometria (Figura 11).

| AOQOOOOOQOOQ
L0000 000000
L0000 00000000
L0000 00000000
L0 0000000000
{00000 0000000
HEIL 000000000009
L0000 00000000

Figura 11: Ensayo de cuantificacion del consumo de glucosa en cultivos de K.
xylinus y cepa del vinagre en microplacas y mediante espectrofotometria a 540

nm.
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3.3.5 Purificaciéon y cuantificacion de celulosa bacteriana

La suspension celular se centrifugd a 5000 rpm durante 25 minutos. El
sobrenadante fue descartado, mientras que el pellet se resuspendi6 en 25 mL de
agua destilada y se centrifugd a 5.000 rpm durante 10 minutos. Este proceso se
repitidé 3 veces, seguido de la adicion de agregé 50 mL de NaOH 0.1 M y se
incubd a 80°C durante 3 horas estaticamente. Luego, se centrifugo y lavd segun
lo descrito anteriormente. El pellet resultante se dej6 secar a 80°C durante 3 dias
estaticamente. La cantidad de CB se calculé en base al peso seco y por triplicado

(M1, M2 y M3) segun la siguiente ecuacion:

Ecuacioén 2:
(M1 + M2 + M3)

Celulosa bacteriana (P) = 3

9)

Los resultados fueron comparados mediante andlisis estadistico t de Student
desapareado empleando el programa GraphPad Prism® version 6.01 (GraphPad

Software, Inc.)

3.3.6 Determinacion de rendimientos productivos

El coeficiente de rendimiento de producto (CB) en funcion del sustrato (Yeis) se
determind mediante la relacibn de peso entre la celulosa bacteriana seca
producida y la fuente de carbono consumida durante el periodo de fermentacion.

El calculo se realiz6 utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacioén 3:

y _ AP
p/S—_AS

Donde AP es la cantidad de celulosa formada y AS el sustrato utilizado para la

sintesis, en gramos.

El coeficiente de rendimiento de producto (CB) en funcion de la biomasa (Yr/x)

se determiné mediante la relacion de peso entre la celulosa bacteriana seca
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producida y la biomasa producida durante el periodo de fermentacion. El calculo

se realiza utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacioén 4:

v _ AP
p/x—AX

Donde AP es la cantidad de celulosa formada y AX la biomasa producida, en

gramos.

El coeficiente de rendimiento celular en funcion del sustrato (Yxis) se determiné
mediante la relacion de peso entre la biomasa producida y el sustrato consumido
durante el tiempo de fermentacion. El calculo se realiza utilizando la siguiente

ecuacion:

Ecuacion 5:

v _AX
x/s_—AS

Donde AX es la cantidad de biomasa producida y AS el sustrato consumido, en

gramos.

La productividad volumétrica Q, corresponde a la masa de producto obtenido
dividido por el tiempo y el volumen de la fermentacion. El calculo se realiza

utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacioén 6:

_ MP (mg)
Q= T (d) *V (L)

Donde MP es la masa de producto (mg), T es el tiempo de cultivo (dVy V es el

volumen de la fermentacion (L2).
3.3.7 Simulacion matematica del bioproceso de produccion de CB

Se realiz6 una simulacion de la cinética de produccién de CB en funcion de
ecuaciones descritas en literatura, considerando la agitacion como variable critica

de operacién en un biorreactor de disco rotatorio. En particular, se utiliz6 como
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base el estudio reportado por Dissanayake & Ismail (2013), considerando las
condiciones experimentales, parametros de disefio del BDR y valores de
rendimientos obtenidos en la etapa experimental en matraces para la simulacion
matematica de la produccion de CB en funcion de las velocidades de rotacion de

estudio 8, 11, 13y 15 rpm en un periodo de 13 dias.

A continuacion, se detallan los supuestos de la simulacion realizada por estos
autores y que también son aplicables al andlisis realizado en esta tesis:

e El sustrato de biopelicula es inerte.

e La bacteria s6lo consume OD como fuente de oxigeno.

e Para un microorganismo dado, la tasa de reacciones metabdlicas depende
de un reactivo limitante.

e Los fendmenos biolégicos ocurridos en la fase liquida no son considerados
en la modelacion.

e La solucion del reactor es homogénea y BDR opera por lotes.

e Ladensidad del sistema es constante.

¢ El crecimiento bacteriano es disminuido ante turbulencias del flujo.

e No es considerado el decaimiento de la biomasa.

La velocidad especifica de crecimiento se determin6 mediante el uso de la
ecuacion de Monod (Takamatsu et al., 1981) la cual describe la relacion entre la

velocidad especifica y el sustrato limitante.

Ecuacioén 7:
— Umaxs
K¢+ S

1l

Donde pmax €s la tasa especifica de crecimiento maximo (h?), S es la
concentracion de sustrato limitante (g LY y Ks es la constante de saturacion a la

cual p= pmax (g h1).
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Luego de la determinacion de |, se calculo la tasa de generacion de la biomasa
en funcion de la velocidad de rotacion mediante el uso de la ecuacion de Monod
(Takamatsu et al., 1981).

Ecuacion 8:
dx

—=uX
a
Donde p es la velocidad especifica de crecimiento (h!) y X es la concentracion

de biomasa (g/L).

Por otro lado, la produccion de CB es afectada por la concentracion de oxigeno
disuelto (OD) en el medio de cultivo. En consecuencia, se considerd6 una
constante que considere la variacion de OD en el sistema en funcion de la

velocidad de rotacion.

Ecuacién 9:
Kpo X w
Donde Kpo es el flujo de oxigeno disuelto y w es la velocidad de rotacién de los

discos (rpmY).

A bajas velocidades de rotacion, las corrientes de flujo en el medio de cultivo se
localizarian en la region laminar. Sin embargo, el aumento de la velocidad de
rotacién genera turbulencias que evitan la formacion de biopeliculas adheridas a
los discos a pesar de suministrar un exceso de OD (Dissanayake & Ismail, 2013).
Por lo tanto, la agitacién corresponde a un parametro operacional que altera los
regimenes de flujo y tiene una relacion directa en la produccién de CB en los
sistemas BDR. Por ende, la funcién Kpo para el medio de cultivo puede escribirse

matematicamente como una ecuacion cuadratica de la siguiente manera:

Ecuacion 10:
Kpo = —aw? + bw
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y

Ecuacion 11:
Kpo = Kpo,w + Kpostatic

En donde se asume que, a bajas velocidades de rotacion,

Ecuacién 12:
KDO,w =0

Entonces,

Ecuacion 13:

Kpo = KDO,static =C

Donde a y b son coeficientes que describen la contribucion de otros factores tales
como las caracteristicas del disco y del recipiente en el sistema. Ademas, el

parametro C puede ser obtenido experimentalmente.

Por otro lado, el consumo de sustrato se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 14:
ds uX

dt ~ Yxs

Finalmente, y tras la determinacion de los parametros Y, dX/dt e Yps, la

produccion de CB se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 15:
dP _dXK,Kpop

dt  dt Yps
Donde Kb es una constante de proporcionalidad (mmg2)y p es la densidad de
la celulosa bacteriana (g L?). A partir de los datos simulados, se estim6 la
produccion de CB seca considerando el contenido de humedad presente en la
CB humeda obtenida mediante la fermentacion de K. xylinus en un BDR por

Soleimani et al (2021) el cual corresponde a 93,65%. De esta manera, se calculd
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una productividad volumétrica simulada de CB mediante la utilizacion de un

sistema BDR.

CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1 Disefar y construir un sistema experimental en base a un biorreactor
de disco rotatorio.

4.1.1 Disefo BDR.

Estructuralmente, el biorreactor se encuentra compuesto por un recipiente
semicilindrico de acero inoxidable de dimensiones L= 500 mm, A= 240 mmy An=
241 mm montado sobre un soporte de dimensiones L= 500 mm, A= 180 mm, An=
246 mmy Lpie= 50 mm. (Figura 12). Adicionalmente, se incorporaron dos mirillas
laterales redondas de D= 45 mm para la visualizacion de la zona liquida de la
fermentacion (Figura 13). Estas conformaciones permiten obtener un sistema con

volumen total de 11,3 litros.

v 180 mm

500 mm

—_— e
- 27 mm

Figura 12. Vista frontal del BDR. A: Estanque de acero inoxidable, B: Soporte de
acero inoxidable.
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Figura 13. Vista lateral del BDR. A: Mirilla lateral izquierda, B: Mirilla lateral

derecha.

En la parte superior, se incorporaron 3 puertos con rosca universal adaptados
para insertar sensores de pH, oxigeno disuelto y temperatura en diferentes
ubicaciones del estanque (Figura 14). Ademas, cuenta con 5 puertos especificos
para la inoculacion de aire, soluciones buffer, medio de cultivo, inoculacion de

suspension bacteriana y toma de muestra liquida (Figura 15).
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Figura 14. Vista superior del BDR vy localizacion de componentes de medicion e
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inoculacion. A: Inoculacion de aire, B: Inoculador de soluciones buffer, C: Sensor
de pH, OD o temperatura, D: Inoculador de medio de cultivo, E: Inoculador de

suspension bacteriana y F: Toma de muestra liquida.
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Figura 15: Vista interna lateral izquierda del BDR y detalle de puertos maoviles
para sensores y especificos de inoculacion. A: Inoculador de aire, B; Inoculador
de soluciones buffer, C: Sensor de pH, OD o temperatura y D: Inoculador de

medio de cultivo.

Internamente, el sistema cuenta con 10 discos mdviles de acero inoxidable
montados verticalmente en un eje horizontal giratorio de acero inoxidable de L=
458 mm y D= 13 mm conectado a un motor eléctrico externo de L= 110 mm.
Estos se componen por 6 segmentos imantados unidos con dimensiones de D=
168 mm y E= 3 mm sostenidos mediante masas de rotaciobn magnéticas moviles
de acero inoxidable con dimensiones de D= 57 mm y An= 22 mm (Figura 16).
Estas medidas fueron seleccionadas para optimizar el area superficial efectiva de
cada disco equivalente a 221.6 cm?. Considerando ambas caras y nimero de

discos totales, el area superficial total del sistema equivale a 4432 cm?.
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Figura 16: Vista longitudinal del BDR. A: 10 discos montados en el eje horizontal,

B: Motor eléctrico externo.

Se contempl6 una inmersion del 43,5% del area superficial efectiva en el medio
de cultivo, considerando como criterio los resultados reportados por Soleimani et
al., (2021). Al respecto, los sistemas BDR exponen a los discos a la zona aerdbica
y al medio nutritivo de forma alterna (Serafica et al., 2007). Segun lo reportado
por Bungay et al., (1999), la exposicion aérea por parte de los discos por debajo
del 50% puede aumentar la tasa de crecimiento bacteriano y prevenir dafnos en

el eje horizontal.

4.1.2 Diagrama de flujo para las etapas productivas upstreamy
downstream

Las figuras 17 y 18 esquematizan la propuesta de proceso para la produccién
continua de CB en el sistema BDR a escala de laboratorio, junto con los sistemas
de control y accesorios. El detalle de cada etapa y descripcion de equipos se

detallan en la tabla 9.
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Figura 17. Dlagrama de proceso de producmon de celulosa bacteriana mediante

un sistema BDR, destacando las etapas upstream y downstream. A: BDR, B:
Contenedor de medios de cultivo, C: Reactor de tanque agitado, D: Soplador de
aire, E: Resistencia eléctrica, F: Contenedores de soluciones buffer, G: Valvula

electromecanica de despiche, H: Centrifuga, |: Estufa de cultivo.
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UPSTREAM: CONTROL

Reactor

Figura 18. Diagrama de légica de control de proceso de produccion de celulosa

bacteriana mediante un sistema PLC. J: PLC, K: Display.

Tabla 9: Descripcidn de equipos y procesos involucrados en etapas upstream y

downstream.
Etapa Esquema Equipo Proceso
Upstrea T Bl BB T BDR | Fermentacion de K. xylinus
m wL“HH Eé[@ para la produccién de
il biopeliculas de CB.
Upstrea Conten | Inoculacion de medio de
m (:HHM)D edor de | nutrientes al sistema BDR.
medio
de
cultivo
Upstrea Inéculo | In6culo de K. xylinus.
m inicial
- en tubo
Falcon
Upstrea D Biorrea | Fermentacion primaria de K.
m ctor de | xylinus para la inoculacion en
CL tanque | el sistema BDR.
agitado
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Upstrea ‘Y Bomba | Dosificacion de aire.
m ] de aire
Upstrea Resiste | Transferencia de calor al
m @ ncia sistema BDR.
eléctric
a
Upstrea SN Conten | Dosificacion de buffers para la
m _‘ edor de | regulacion de pH.
[ ] -
=) F— buffers
Upstrea valvula | Eliminacion de medio de
m ’C electro | cultivo.
mecani
ca de
despich
e
Upstrea Sensor | Monitoreo del nivel de medio
m de nivel | de cultivo.
Upstrea @ Sensor | Monitoreo del OD en el medio
m de OD | de cultivo.
Upstrea @ Sensor | Monitoreo del pH en el medio
m de pH de cultivo.
Upstrea @ Sensor | Monitoreo de la temperatura
m de en el medio de cultivo.
temper
atura
Upstrea Motor Apertura, cierre y bombeo de
m )|< de lineas en rango de valores
bombeo | programados.
conecta
o do a
valvulas
electro
mecani
cas
Upstrea Logistic | Automatizacién de la
m ade | respuesta ante variaciones en
@ control | los niveles del medio de
de nivel | cultivo en un rango

predefinido.
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Upstrea Logistic | Automatizacion de la
m ade | respuesta ante variaciones de
control | OD del medio de cultivo en un
de OD | rango predefinido.
Upstrea Logistic | Automatizacion de la
m ade | respuesta ante variaciones de
control | pH del medio de cultivo en un
de pH | rango predefinido.
Upstrea Logistic | Automatizacion de la
m ade | respuesta ante variaciones de
control | temperatura del medio de
@ de cultivo en un rango
temper | predefinido.
atura
Upstrea PLC | Controlador de la
m = ‘ automatizacion del proceso.
il
——4 4 1 1 5
Upstrea Display | Visualizacion del
m Dﬁ:ﬂ /: comportamiento de variables
=\ operacionales
| — Y
Downstr Centrifu | Lavado biomasa y separacion
eam ga de sobrenadante.
Downstr ot Estufa | Tratamiento alcalino para la
eam de purificacion de CB
cultivo
Global - Flujo de procesos
Global - Flujo de seiializaciones




4.2 Desarrollar un modelo de negocio para producir celulosa bacteriana a
través de una empresa biotecnoldgica.

4.2.1 Estudio de patentes y tendencias productivas actuales

En la figura 19 se esquematizan las multiples secciones presentes en la
clasificacion internacional de la WIPO y sus ciclos de refinamiento para definir las
ecuaciones de busqueda 6ptimas tomando como criterio las palabras claves
“bacterial cellulose” (ISO/TS 20477:2017E). Se considerd6 un nivel de
significancia minimo para iteraciones superiores a 10 y un aporte de patentes
igual o mayor al 5% del total de patentes. Los niveles jerarquicos de la WIPO

estan detallados en Anexo 1.

A23B A23C A23D A23F A23G A23] A23L A23P A61B A61F A61K A61L A61M A61N A61P A61Q

4 ¢ T ¢ 3 v 93 T = T 5 F U 3

BO1D BO1 +—
AO1P AO1 A21 A23 A24 Ad1 A45 A47 A61 —————>D01C
oK P2 A0IN 5 I T I I I I T T T —————D01D
A01G
B01) BO5 +—| | ——
A
B08 +— ———»D06B
B9 +— - - —>D01  |—>DO6L
B09 «—| D02 |—>D06M
B22 «— D04 DO6N
B23 «— > D06 ———> DOGP
B26 B D D21 D21B
B26 «—| I D21C
827 iads > D21F
P
s — HO1B
B29 +— —> HO1F |——>D21G
HO4 —>H01G L+ D21H
B30 +— — HO1L
Ho5 [
B32B<+— B32 «— Eow
L—>H01Q
B65B B65 +—| I
865D B6g+ | SR TR W T VI P AN TRV VR (R A
B65G €01 C02 CO4 CO5 CO7 CO8 CO9 C11 C12 €21 C23 C25

5_|‘_t—ll mrsiz e EER

B82Y CO01B CO1G CO2F CO8B CO8FCO8G C09DCO9K C12M C12N C12P C12Q C12R

1T

C08) Co8K Co8L
Figura 19. Refinamiento de ecuaciones de busqueda jerarquizados por

clasificacion tipo CIP. Las flechas verdes indican refinamientos significativos y las

flechas rojas indican aquellos refinamientos insignificantes.
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La figura 20 sugiere un alto interés internacional enfocado en el uso de CB en las
secciones C, A, B, Dy H con valores de 56%, 20%, 9%, 9% y 5% respectivamente
con respecto al total de patentes publicadas hasta el 01 de octubre de 2022.
Especificamente, se evidencia que las patentes de celulosa bacteriana se
encuentran prioritariamente enfocadas en “Quimica; Metalurgia”, “Necesidades
humanas”, “Técnicas industriales diversas; transportes”, “Textiles; papel” y
“Electricidad”. El detalle de las iteraciones de busqueda realizadas y la asignacion

de la relevancia es descrito en la tabla 10.

1%
0.3%

9%

20%

m A B mm C E
Dem Fmm G mm H

Figura 20. Clasificacién IPC y su aporte de patentes asociadas a métodos y
productos en base a CB (Generado a partir de base de datos WIPO, 2022). A:
Necesidades Humanas, B: Técnicas industriales diversas; transportes, C:
Quimica, metallrgica, D: Textiles; papel, E: Construcciones fijas, F: Mecénica;

iluminacion; calefaccion; armas; voladura, G: Fisica y H: Electricidad.

Tabla 10. Numero de iteraciones realizadas, patentes publicadas segun el tipo

de seccion CIP y categorizacion de relevancia para el estudio entre 1987 y 2022.
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A: Necesidades Humanas, B: Técnicas industriales diversas; transportes, C:
Quimica, metallrgica, D: Textiles; papel, E: Construcciones fijas, F: Mecanica,

iluminacién; calefaccion; armas; voladura, G: Fisica y H: Electricidad.

ANO A B C D E F G H | Acumulad
(0]
1987 1 0 0 1 0 0 0 1 3
1988 0 1 1 2 0 0 1 1 9
1989 0 1 1 2 0 0 0 0 13
1990 1 1 2 2 0 0 0 0 19
1991 0 0 0 3 0 0 0 0 22
1993 1 0 1 2 0 0 0 0 26
1994 0 1 2 0 0 0 0 0 29
1995 0 0 2 3 0 0 0 0 34
1996 1 0 0 1 0 0 0 1 37
1997 1 1 2 1 0 0 0 0 42
1998 2 0 1 4 0 0 0 0 49
1999 2 1 2 1 0 0 0 0 55
2000 1 0 1 2 0 0 0 0 59
2002 2 0 2 0 0 0 0 0 63
2003 1 0 1 0 0 0 0 0 65
2005 2 0 1 1 0 0 0 0 69
2006 1 1 1 2 0 0 0 0 74
2007 2 0 3 0 0 0 0 0 79
2008 1 0 5 0 0 0 0 1 86
2009 2 1 6 3 0 0 1 1 100
2010 9 1 4 3 0 0 0 0 117
2011 12 7 10 3 0 0 0 2 151
2012 9 4 20 1 0 0 0 5 190
2013 35 7 44 | 22 0 0 0 0 298
2014 23 | 11 | 65 | 11 0 0 1 1 410
2015 18 8 77 4 0 0 0 5 522
2016 23 3 93 8 0 0 2 8 659
2017 31 | 19 | 90 | 13 1 2 3 18 836
2018 26 | 14 | 104 | 9 0 0 3 6 998
2019 36 | 14 | 97 5 0 0 1 13 1164
2020 29 | 16 | 91 9 0 1 1 11 1322
2021 37 | 22 | 109 | 11 0 1 1 9 1512
2022 19 9 67 9 1 1 2 2 1622
N.o 328 | 143 | 905 | 138 | 2 5 16 | 85 1622
patentes
Aporte | 20% | 9% |56% | 9% | 0% | 0% | 1% | 5% 100%
(%)
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N.° 28 26 29 19 1 1 1 11 116

iteracione
S
Relevante | Si Si Si Si No No No Si -

Paralelamente, la figura 21 evidencia la evolucion anual del nimero de patentes
referentes a bioproductos y tecnologias de produccién asociadas a BC entre
1987 y 2022. Se evidencia un crecimiento exponencial en el numero de
publicaciones a partir de 2014 con un valor de 200 publicaciones extras anuales

por afio aproximadamente.
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Figura 21: Evolucion del nimero de patentes asociadas a CB en el periodo

comprendido entre los afios 1987 y 2022.

La figura 22 muestra que este crecimiento se encuentra principalmente enfocado

en la seccién C; Quimica, metallrgica.
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Figura 21: Distribucion del nUmero y tipo de patentes asociadas a CB entre 1987
y 2022 segun tipo de clasificacion CIP. A: Necesidades Humanas (azul) , B:
Técnicas industriales diversas; transportes (rojo), C: Quimica, metalirgica
(verde), D: Textiles; papel (morado), E: Construcciones fijas (haranjo), F:
Mecanica; iluminacion; calefaccion; armas; voladura (negro), G: Fisica (café) y H:

Electricidad (azul marino).

En la tabla 11 se especifica el nivel de significancia considerando la subdivision
en la seccion de la clasificacion internacional previamente mencionadas. En
particular, los resultados del refinamiento consideraron al menos 40 patentes
para la asignacion de la significancia con respecto al total de patentes. Se
evidencia una tendencia productiva en las ciencias médicas, alimentos, métodos

de produccion, fibras y materiales compuestos.

Tabla 11: Tendencia productiva realizadas a partir de la clasificacion por clase y

categorizacion de relevancia.
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Seccion | Clase | N.°de Descripcion Relevancia
patentes
A0l 19 Agricultura; silvicultura; la cria de No
animales; caza; captura; pescar relevante
A21 3 Horneando; equipos para hacer o No
procesar masa; masa para| relevante
hornear
A23 50 Alimentos 0 productos | Relevante
alimenticios; su tratamiento , no
A cubierto por otras clases
A24 5 Tabaco; cigarros;  cigarrillos; No
dispositivos simulados para fumar; | relevante
requisitos de fumadores
A4l 2 Prendas de vestir No
relevante
A45 10 Articulos de mano o de viaje No
relevante
A47 6 Muebles; articulos o} No
electrodomésticos; molinos de | relevante
café; molinos de especias;
aspiradores en general
A61 233 Ciencias médicas o veterinarias; | Relevante
higiene
BO1 65 Procesos fisicos o quimicos o | Relevante
aparatos en general
B0O2 4 Trituracion, pulverizacion o] No
desintegracion; tratamiento | relevante
preparatorio del grano para la
molienda
BO5 1 Rociado o atomizado en general, No
aplicaciéon de liquidos u otros | relevante
materiales fluidos sobre
superficies, en general
BO8 3 Limpieza No
relevante
B09 1 Eliminacién de residuos sdlidos; No
recuperacion de suelos | relevante
contaminados
B22 1 Fundicion; metalurgia de polvos No
B relevante
B23 1 Herramientas de maquina; No
metalizacion no prevista en otro | relevante
lugar
B26 4 Herramientas de corte manuales; No
corte; cortando relevante
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B27 6 Trabajo o conservacion de la No
madera o materiales similares ;| relevante
maquinas clavadoras o]
grapadoras en general
B29 5 Trabajo de plasticos ; trabajo de No
sustancias en estado plastico en | relevante
general
B30 5 Prensas No
relevante
B32 19 Productos en capas No
relevante
B65 5 Transporte; embalaje; No
almacenamiento; manipulacion de | relevante
material delgado o filamentario
B68 2 Talabarteria; tapiceria No
relevante
B82 21 Nanotecnologia No
relevante
Co1 38 Quimica inorganica No
relevante
C02 67 Tratamiento de aguas, aguas | Relevante
residuales, aguas residuales o
lodos
C04 4 Cementos; concreto; piedra No
artificial; ceramica; refractarios relevante
C05 5 Fertilizantes; fabricacion de los No
mismos relevante
Co7 10 Quimica organica No
relevante
C08 339 Compuestos organicos | Relevante
macromoleculares; su preparacion
o] elaboracién quimica ;
composiciones a base de él
C09 25 Tintes; pinturas; pulido; resinas No
naturales; adhesivos; | relevante
composiciones no previstas en No
otro lugar; aplicaciones de | relevante
materiales no previstos de otro
modo
Cl1 6 Aceites, grasas, sustancias grasas No
0 ceras, animales o vegetales; | relevante
acidos grasos  procedentes;
detergentes; velas
C12 402 Bioquimica; cerveza; espiritu; | Relevante
vino;  vinagre;  microbiologia;
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enzimologia; mutacion 0
ingenieria genética
Cc21 3 Metalurgia del hierro No
relevante
C23 1 Revestimiento material metélico ; No
material de recubrimiento con | relevante
material metdalico ; tratamiento
quimico de  superficies ;
tratamiento  por difusion de
materiales metélicos ;
recubrimientos por evaporacion al
vacio, por sputter, por
implantacion de iones o por
deposito de vapor quimico, en
general; inhibir la corrosion de
materiales metélicos 0
incrustaciones en general
C25 5 Procesos electroliticos o] No
electroforéticos; aparato para ello relevante
DO1 44 Hilos o fibras naturales o | Relevante
artificiales; hilado
D02 6 Hilos; acabado mecanico de hilos No
o cuerdas; deformacion o rayos relevante
D D04 2 Trenza; fabricacion de encajes; No
tejido de punto; recortes; telas no | relevante
tejidas
D06 41 Tratamiento de textiles o similares; | Relevante
lavado; materiales flexibles no
previstos en otro modo
D21 45 Fabricacion de papel; produccion | Relevante
de celulosa
HO1 70 Elementos eléctricos basicos Relevante
HO2 4 Generacion, conversion o] No
distribucion de energia eléctrica relevante
H HO4 3 Técnica de comunicacion eléctrica No
relevante
HO5 8 Técnicas eléctricas no previstas No
en otro modo relevante

El detalle de los principales enfoques productivos clasificados como relevantes

son resumidos en la tabla 12

Tabla 12. Principales enfoques productivos asociados a bioproductos en base a

CB y tecnologias productivas.
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Enfoque N° de Detalle
productivo patentes
Alimentos 443 Alimentos o0 productos alimenticios, su
tratamiento, no cubierto por otras clases (A23);
Bioquimica, cerveza, vino, vinagre,
microbiologia,  enzimologia, = mutacion o
ingenieria genética (C12).

Ciencias médicas 361 Ciencias médicas o veterinarias, higiene (A61).
Materiales 339 Compuestos organicos macromoleculares, su
compuestos preparacion 0 elaboracién quimica,

composiciones a base de €l (C08).

Textiles y fibras 221 Hilos o fibras naturales o artificiales; hilado (D01);
Tratamiento de textiles o similares, lavado,
materiales flexibles no previstos en otro modo
(D06); Fabricacion de papel; produccion de
celulosa (D21).

Métodos 130 Procesos fisicos o quimicos o aparatos en
productivos general (B01).
Electricidad 105 Elementos eléctricos basicos (HO1).
Sanitario 67 Tratamiento de aguas, aguas residuales, aguas
residuales o lodos (C02).
Nanotecnologia 42 Nanotecnologia (B68)

Por otro lado, en la figura 22 se evidencia una predominancia de China y Estados

Unidos como los paises con mayor generacion de patentes relacionadas a la

produccion y uso de CB con un total de 1304 y 117 respectivamente. Lo anterior

equivale al 80.4% y 7.2% del total de patentes disponibles en la WIPO hasta el

01 de octubre de 2022 respectivamente.
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Figura 22. Numero de patentes relacionadas a la produccién y uso de CB
publicadas por pais. CN: China; US: Estados Unidos; WO: WIPO; JP: Japon; PL.:
Polonia; RU: Rusia; KR: Republica de Corea; TW: Taiwan; RO: Rumania; AU:
Australia; CA: Canada; EP: Oficina Europea de Patentes; SE: Suecia; GB: Reino
Unido; DE: Alemania; EA: Organizacion Asiatica de Patentes; MX: México; NZ:

Nueva Zelanda; ZA: Sudafrica; ES: Espafia y Sl: Eslovania.

Se realiz6 una busqueda especifica en métodos tecnolégicos basado en
biorreactores de discos rotatorios para su uso en la produccién de celulosa
bacteriana. La busqueda determiné el hallazgo de una Unica patente registrada
el 21 de septiembre de 1999 (US5955326) denominada “Production of microbial
cellulose using rotating disk film biorreactor” presentada por Bungay et al., 1999
(Figura 23). La Ley de Patentes de EE. UU., 35 USC informa que “los plazos de
proteccion patentada sobre una tecnologia son de 20 afios a partir de la fecha de
presentacion de la primera solicitud estadounidense o internacional”. Por ende,
no existen conflictos de interés con los autores de la publicacion. Sumado a lo
anterior, se considera el criterio de nivel inventivo impuesto por la Ley 19.039
chilena articulo 35 que menciona: “una invencion tiene nivel inventivo, si para una

persona normalmente versada en la materia técnica correspondiente, ella no
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resulta obvia ni se habria derivado de manera evidente del estado de la técnica”.
En este estudio, el disefio operacional del biorreactor de disco rotatorio
contempla multiples aspectos operacionales y medidas de control optimizadas
descritas en 3.1.1 con respecto a lo publicado por Bungay et al., 1999. Por ende,

posee un nivel inventivo con elevado potencial de patentabilidad.

12
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Figura 23. Disefio de biorreactor de disco rotatorio patentado por Bungay et al.
1999 (patente US5955326).

4.3 Analisis del Entorno Interno y Externo

4.3.1 Andlisis PESTEL del uso de celulosa bacteriana

A continuacién, se describen los resultados del analisis PESTEL que fue

realizado en los principales sectores productivos obtenidos en el punto anterior.

4.3.1.1 Marco regulatorio

Los productos comerciales elaborados a partir de organismos biolégicos
existentes en el mercado son sumamente variados, y Sus precios estan
fuertemente influidos por el nivel de sofisticacion tecnoldgica, aplicacion,
aprobaciones y reclamaciones regulatorias. A continuacion, se presenta las

principales regulaciones, instituciones y consideraciones que podrian estar
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relacionadas al uso de celulosa bacteriana en aplicaciones alimenticias,

cosmeéticas y meédicas en Chile.

e Alimentos:

En Chile, el Ministerio de Salud dispone el decreto supremo 977/96 (actualizado
el 05.07.2022) que dicta el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) y
“establece las condiciones sanitarias a que debera cefiirse la produccion,
importacion, elaboracion, envase, almacenamiento, distribucion y venta de
alimentos de uso humano, con el objetivo de proteger la salud y nutricion de la
poblacion y garantizar el suministro de productos sanos e inocuos”.
Especificamente, el articulo n°2 define alimento como “cualquier substancia o
mezcla de substancias destinadas al consumo humano, incluyendo bebidas y
todos los ingredientes y aditivos de dichas substancia”. Lo anterior es aplicable
igualitariamente a todas las personas, naturales o juridicas, que se relaciones o
intervengan en los procesos aludidos anteriormente, asi como a los
establecimientos, medios de transporte y distribucion destinados a dichos fines.
Por tanto, la produccién y uso de celulosa bacteriana como aditivo de alimentos
debe cumplir la normativa vigente. Por otra parte, se presentan regulaciones e
instituciones internacionales que implican a Chile y pueden estar relacionadas
para comercializar celulosa bacteriana con estos fines en el mercado exterior. A

continuacion, se ejemplifican los mas relevantes.

En primer lugar, la FDA (Food and Drug Administration) es la agencia del
gobierno de los Estados Unidos responsable de la regulacién de alimentos,
medicamentos, cosméticos, aparatos medicos, productos biolodgicos y derivados
sanguineos. La comercializacion de alimentos se encuentra normada por la Ley
Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FFCA) y la Ley sobre
Etiquetado y Embalaje (PFLA). Segundo, el Parlamento Europeo establece el
Reglamento General de Ley Alimentaria que aplica a la Unién Europea y
garantiza la salud de los consumidores, circulacion de alimentos y facilitar el

comercio mundial. Ademas, el Parlamento Europeo dispone de la Ley 2015/2283
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y que regula la comercializacion de nuevos alimentos en la Unién Europea.
Finalmente, la principal normativa que rige la calidad e integridad de los alimentos
en Japon es la Ley de Sanidad Alimentaria (FSA) dictada por el Ministerio de
Salud, Trabajo y Bienestar (MHLW). Si bien este pais asiatico no posee leyes
especificas con respecto al uso de aditivos a los alimentos, es el MHLW quien
posterior a la evaluacion y resolucion del Consejo de Saneamiento de Alimentos
y Asuntos Farmacéuticos, autoriza la venta, produccion, importacion,

procesamiento, uso, almacenamiento y exhibicién con fines comerciales.
e Cosmeéticos:

En Chile, el Ministerio de Salud dispone el decreto supremo 2390/02 que aprueba
el Reglamento del Sistema Nacional de Control de Cosméticos y establece los
lineamientos de la autorizacion sanitaria para la comercializacion de cosméticos
en Chile. Especificamente, el articulo n°44 establece que “todos los ingredientes
cosméticos del presente reglamento deben cumplir las especificaciones de
calidad e inocuidad definidos”. Por tanto, el uso de celulosa bacteriana como
componente de productos cosméticos debe cumplir la normativa vigente. De igual
manera, se presentan regulaciones e instituciones internacionales que implican
a Chile y pueden estar relacionadas para comercializar celulosa bacteriana con
estos fines en el mercado exterior. A continuacion, se ejemplifican los mas

relevantes.

En el caso de Estados Unidos, la FDA es la encargada de normar la
comercializacion de cosméticos mediante la Ley Federal de Alimentos,
Medicamentos y Cosméticos (FFCA) y la Ley sobre Etiquetado y Embalaje
(PFLA). En el caso de la Union Europa, el Parlamento Europeo establece la Ley
N°1223/2009 y establece “el marco regulador de la fabricacion y comercializacion
de los productos cosméticos con fin de garantizar que estos no sean perjudiciales
si se utilizan de forma normal o previsible”. En Japon, el Ministerio de Salud,
Trabajo y Bienestar (MHLW) y la Agencia de Productos Farmacéuticos y

Dispositivos Meédicos (PMDA) establece los requisitos del cumplimiento
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normativos normando la seguridad y eficacia de productos cosméticos

disponibles en el mercado japonés.
e Medicina

En Chile, el Ministerio de Salud dispone el decreto supremo 825/98 que dicta el
Reglamento de Control de Productos y Elementos de Uso Médico y establece
‘Los instrumentos, aparatos, dispositivos y otros articulos o elementos
destinados al diagnostico, prevencion y tratamiento de enfermedades de seres
humanos o al reemplazo o modificacion de sus anatomias y que no corresponden
a los productos farmaceéuticos, alimentos de uso meédico y preparados cosméticos
a que se refieren los articulos 97, 98 y 99 del Cédigo Sanitario, sélo podran ser
fabricados, importados, comercializados o distribuidos en el pais si poseen la
certificacion respectiva por cumplir con las normas y exigencias de calidad que
les sean aplicables segun su naturaleza, de acuerdo con el articulo 101 de ese
Cddigo y el presente reglamento”. Por tanto, el uso de celulosa bacteriana como
apositos médicos debe cumplir la normativa vigente. De igual manera, se
presentan regulaciones e instituciones internacionales que implican a Chile y
pueden estar relacionadas para comercializar celulosa bacteriana con estos fines

en el mercado exterior. A continuacion, se ejemplifican los mas relevantes.

En el caso de Estados Unidos, la FDA es la encargada de normar la
comercializacibn de cosméticos mediante la Ley Federal de Alimentos,
Medicamentos y Cosméticos (FFCA) y la Ley sobre Etiquetado y Embalaje
(PFLA). En la Unién Europea, todo producto con fines médicos se encuentra
regulado por la legislacion farmacéutica mediante la Ley 2001/83 la cual
establece los requisitos del cumplimiento normativo para la autorizacion du su
comercializacion. En Japoén, el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar (MHLW)
y la Agencia de Productos Farmacéuticos y Dispositivos Médicos (PMDA)
establece los requisitos del cumplimiento normativos normando la seguridad y

eficacia de productos médicos disponibles en el mercado japonés.
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e Textil

En Chile, el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo promulgo la Ley 397 que
crea la Superintendencia de la Industria Textil responsable del “regularizar las
actividades de la Industria Textil de manera que se garantice la funcién social que
debe satisfacer en un plano de libertad, pero resguardando, al mismo tiempo, los
derechos de los consumidores y de los trabajadores”. Esto implica a su vez la
vigia de condiciones de las materias primas, insumos y contar con una capacidad
productiva capaz de satisfacer la demanda. Sin embargo, la normativa no hace
mencion respecto a la responsabilidad legal respecto al impacto medioambiental

de la industria textil en territorio nacional.

Sin embargo, la reciente incorporacion de la industria textil dentro del marco
regulatorio de la reciente Ley de Responsabilidad Extendida del Productor (REP)
y con entrada en vigor a partir de septiembre de 2023 viene a cubrir dicho vacio
legal en respuesta al impacto ambiental generado por el desperdicio de textiles
en el ecosistema. La Ley REP establece que “Los productores e importadores
deberan organizar y financiar la recoleccion y valorizacion de residuos
introducidos al mercado cumplimiento las metas establecidas por el Ministerio del

Medio Ambiente”.

Por tanto, el uso de celulosa bacteriana como biotextiles debe cumplir la
normativa vigente. De igual manera, se presentan regulaciones e instituciones
internacionales que implican a Chile y pueden estar relacionadas para
comercializar celulosa bacteriana con estos fines en el mercado exterior. A

continuacion, se ejemplifican los mas relevantes.

En el caso de Estados Unidos, la FDA es la encargada de normar el uso,

fabricacion y comercializacion de textiles mediante el “Cddigo de Regulaciones

Federales — articulo 177; Textiles y fibras”. En la Unién Europea, se presenta el

“Reglamento textil n21007/2011” sobre los nombres de las fibras, etiquetado y

marcados relacionados con la composicion de la fibra de los productos textiles
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con fin de salvaguardar los intereses de los consumidores y eliminar posibles
obstaculos del mercado interior. En Japén, los productos textiles estan regulados
por la " Ley sobre el control de productos domésticos que contienen sustancias
nocivas, Ley No. 112 de 1973 " dictada por el Ministerio de Salud, Trabajo y
Bienestar. Esta Ley tiene por objeto prevenir los riesgos para la salud resultantes
de las sustancias quimicas nocivas contenidas en los productos domeésticos. La
Ley prevé la designacion de sustancias nocivas y establece los criterios

necesarios para sus niveles de contenido permisibles.

4.3.1.2 Factores Econdmicos y Tecnolégicos con foco en I+D

En la actualidad existe un alto grado de incertidumbre en la evolucién de las
perspectivas econémicas mundiales dado principalmente por la persistencia del
conflicto internacional entre Ucrania y Rusia, en conjunto con politicas
macroecondémicas contractivas de las principales economias, el impacto
generado por la pandemia COVID-19 y la desaceleracion de la actividad
econ6mica de China (SUBREI, 2022). A pesar de mantener las estimaciones de
crecimiento del PIB mundial en 3.2% para el 2022, el Fondo Monetario
Internacional (FMI) disminuyd sus proyecciones de crecimiento a un 2.7% para
2023, mientras la OCDE lo sitia en 3.0% para el afio en curso y también rebajo
sus proyecciones a un 2.2% en 2023. Para la region que implica a Chile, la
Comisién Econdmica para América Latina y el Caribe (CEPAL), proyectd un
crecimiento de 3.2% en 2022 y un fuerte descenso a 1.4% para 2023. A

continuacion, se resumen las variaciones anuales del PIB a nivel internacional.

Tabla 13. Variacion anual del PIB para el periodo entre 2019 y 2023 a nivel global,
paises desarrollados y paises en vias de desarrollo (Obtenido desde SUBREI,
2022).

2019 2020 2021 2022 2023
Mundo 2.9 -3.1 6.0 3.2 2.7
Paises desarrollados 1.7 -4.5 5.2 2.4 1.1

91




Paises en vias de desarrollo 3.7

-2.0 6.6

3.7

3.7

En la economia chilena, el menor ritmo de expansion de la actividad econémica
ha quedado de manifiesto segun el indice Mensual de Actividad Econémica
(IMACEC), que en agosto de 2022 experimentd un nulo crecimiento, frente a igual
mes del afio anterior. Segun el Informe de Politica Monetaria (IPOM) de
septiembre de 2022, el Banco Central de Chile proyecto6 un crecimiento real entre
1.75% y 2.25% en 2022 en direccidn hacia un rango contractivo que oscil6 entre
-1.5% y 0.5%. El FMI lo situd en 2.0% para el afio 2022 con una contraccion de
0.9% para 2023. En consecuencia, Chile es uno de los paises con menor
crecimiento econdémico proyectado para el 2023 en Latinoamérica y demas

paises de la OCDE. (figura 24).
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Figura 24. Comparacioén del comportamiento del Producto Interno Bruto (PIB)
latinoamericano y paises OCDE entre 2021 - 2023 (Obtenido desde OCDE,

2022).

Si bien se observaba un crecimiento sostenido del PIB nacional en entre el afio
1999y 2021, alcanzando un valor maximo de 267.869 millones de euros a finales
de 2021 con un aumento en un 11.7% con respecto al afio anterior. No obstante,
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en el aflo 2022, se observa una significativa disminucién del crecimiento del PIB

con respecto al 2021 alcanzando un aumento de 2% (Figura 25) (OCDE. 2022).
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Figura 25. Comportamiento del PIB nacional y variacion anual para el periodo
entre 1999 y 2022 (Obtenido desde OCDE, 2022).

Especificamente, el escenario inflacionario actual representa una condicion
compleja y desafiante para las economias globales en donde la economia chilena
continua su proceso de ajuste tras los importantes desequilibrios acumulados
durante 2021. Segun el Informe de Politica Monetaria del Banco Central, esta
dindmica de inflaciébn subyacente principalmente provocada por la pandemia
COVID-19 se puede dividir en tres etapas; i) El primero, partir de marzo de 2020
se contempla el impacto inicial del cierre de la economia producto del COVID-19,
lo que generd un impacto en la oferta y una presién sobre el precio al alza. Al
mismo tiempo, las restricciones de movilidad y el ahorro precautorio implicaron
una caida en la demanda y presiones en direcciones opuestas, en donde ambos
efectos tendieron a cancelarse y resultaron en la escasa variacion de los niveles
de precios; ii) El segundo periodo abarca la totalidad de 2021 en donde la oferta
se fue normalizando en la medida que las empresas se fueron adaptando a las
nuevas condiciones y las cadenas de suministro se fueron restableciendo.
Paralelamente, el relajamiento de las medidas de confinamiento e inyecciones de
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liquidez a los hogares generaron un fuerte aumento de la demanda por bienes,
reflejado en un impacto en la demanda que fue incrementandose durante ese
afo. De esta manera, se impulsé una importante aceleracion de la inflacion vy iii)
Finalmente, durante 2022, y en un contexto de alta demanda, la invasion rusa a
Ucrania y la politica de cero Covid-19 en China provocé un aumento significativo
en los precios de los commodities y una interrupcion de las cadenas de suministro
a nivel mundial, gatillando un impacto en la oferta sumado a niveles previos de

inflacién elevados.

En la actualidad, existe una excesiva volatibilidad inflacionaria la que puede
mantenerse durante los préximos meses (Banco Central, 2023). Este aumento
alcanzo un valor maximo de 14,1% en agosto de 2022 a partir del cual se ha ido
reduciendo paulatinamente, de manera que el Banco Central ha previsto una
disminucion durante 2023 hasta alcanzar la meta de 3% en 2024. No obstante,
existen diversos riesgos para recuperacion de la economia nacional asociados al
dinamismo econdmico internacional tales la posibilidad de entrada a un proceso
de recesion de las economias de Estados Unidos y Europa, el bajo crecimiento
econdémico del mercado chino y la persistencia del conflicto bélico entre Ucrania
y Rusia. Debido a lo anterior, el Proyecto de Ley de Presupuestos Para el Sector
Publico 2023 considera la reactivacion de la economia a traves de la inversion
publica de $70.8 billones, gasto total de inversion que representa un 5.5%
superior con respecto a la Ley de Presupuesto 2022 y que tendra énfasis en la
diversificacion productiva con foco en sostenibilidad ambiental. En este punto en
particular, la Ley de Presupuesto 2023 busca fortalecer el desarrollo productivo y
enfrentar la crisis climatica mediante el programa “Desarrollo Productivo
Sostenible” liderado por el Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, que
articula recursos hacia los Ministerios de Energia, Medio Ambiente y Ciencia,
Tecnologia e Innovacion. En este contexto, el presupuesto del Ministerio de
Economia, Fomento y Turismo alcanzando $155.280 millones, lo que implica un
15.2% de aumento con respecto al presupuesto anterior. Estos recursos

permitiran el financiamiento de nuevas coberturas a programas de innovacion,
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difusion y transferencia tecnoldgica, formacion de capital humano vy
emprendimiento. Ademas, este programa considera $61.249 millones en
créditos, destinados, entre otros, a proyectos de hidrogeno verde y pilotos de la
Banca del Desarrollo.

4.3.1.3 Factores Sociales con foco en el medio ambiente

Segun la encuesta nacional del medio ambiente realizada por el Ministerio del
Medio Ambiente durante 2019, se informé que la proteccion y recuperacion de
los ecosistemas representa una preocupacion relevante para el segmento
encuestado compuesto por hombres y mujeres mayores de 18 afios, habitantes
de viviendas particulares ocupadas y pertenecientes a diferentes niveles
socioeconémicos. Predominantemente, la poblacién posee una visidon negativa
de la situacion ambiental donde el 64% opind que el avance en materia de
proteccion del ambiente se encuentra estancada, 23.5% opind que la situacién
ambiental empeord y so6lo un 12.5 % opindé que mejord. Por otro lado, se informé
que los principales problemas identificados por la poblacién implican la
contaminacion del aire y el exceso de basura con un 32.8% y un 29.7 %
respectivamente (ENA, 2019). Asi mismo, dentro de las medidas efectivas para
abordar estos problemas se encuentran la inversion en 1+D para la busqueda de
soluciones tecnoldgicas y el incentivo econémico a empresas que tomen medidas

para la proteccién del medio ambiente.

4.3.2 Andlisis FODA

Tabla 14. Identificaciébn de las caracteristicas internas de la propuesta de

bionegocios.

Fortalezas ¢ Meétodo productivo de alta eficiencia (Padhi & Gokhale, 2014).

e Generacion de biopeliculas de celulosa bacteriana con propiedades
mecénicas superiores a la celulosa vegetal (Wang et al., 2019).

e Requiere una baja area de operacion (Mohamed et al., 2022).

e Menor costo de operacion respecto a sistemas de produccion
convencionales a escala de laboratorio (Padhi & Gokhale, 2014).

e Permite el uso de fuentes de carbono de bajo costo (Azeredo et al.,
2019).
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e Aplicacion en diversas industrias productivas (Jagannath et al.,
2010)

Debilidades e Falta de modelacion cinética en sistemas BDR (Mohamed et al.,
2022).

¢ Dificultad de escalamiento (Mohamed et al., 2022).

e Altafrecuencia de mantenimiento en componentes de accionamiento
mecanico (Mohamed et al., 2022).

Oportunidades e Connotacion ambiental positiva por reciclaje de residuos
agroindustriales (del Rio et al., 2021).

¢ Aumento en las tendencias de uso de biomateriales (Singh et al.,
2019).

e No presencia de empresas productoras de celulosa bacteriana a
gran escala en Chile.

Amenazas e Existe competencia incipiente en produccion comercial de celulosa
bacteriana.

e Empresas productoras de celulosa vegetal que compiten por el
mismo segmento del mercado.

e Falta de interés por industrias alimenticias, cosméticas y biomédicas
nacionales.

¢ Importaciones de celulosa bacteriana extranjera.

e Falta de personal capacitado.

e Falta de financiamiento .

4.3.3 Modelo de negocios

Tabla 15. Modelo de negocios para la comercializacion del sistema experimental
BDR.
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Socios Claves Actividades claves Propuesta de valor Relacidn clientes Clientes
e Investigadores de la | e |+D Tecnologia de produccion | ¢  Servicio al cliente B2B:
Universidad San | ¢ Marketing enfocado innovadora y eficiente para | ¢  Capacitaciones e Compafilas que requieran celulosa
Sebastian a B2B la produccién sustentable | ¢  Mantenimiento bacteriana como materia prima para
e Empresas de | ¢« Escalamiento de celulosa bacteriana. e Asesorias complementar su portafolio de productos
servicios que | ¢ Eliminacién de Aumentar la produccion de en las siguientes areas productivas:
disefien y adapten riesgos celulosa bacteriana, 1. Fabricantes de alimentos.
soluciones e Validacién técnica y reduccion de  costos 2. Fabricantes de insumos médicos.
biolégicas. comercial OPEX/CAPEX 3. Fabricante de insumos cosméticos.
e OTL de la | « Conformacién de Servicios de atenciéon al 4. Fabricantes de textiles.
Universidad San empresa cliente
Sebastian ¢ Proteccién
e Fabricantes a gran intelectual
escala e Estrategia de
e Clientes que transferencia
otorguen datos de
retroalimentacion Recursos Claves Canales
¢ Patente de e Pé&gina Web.
invencion. e Redes Universidad San
e |nstalacion de Sebastian.
produccion e e Acercamiento directo
investigacion. e Conferencias y eventos de
e Equipamientos y start-up

procedimiento

estandar
Estructura de costes Estructura de ingresos

e |+D e Licenciamiento / Venta de tecnologia.
e Infraestructura de produccion y distribucion. e Venta directa de celulosa bacteriana a
e Marketing. fabricantes.
e Proteccién Intelectual. e Servicio de asesorias, puesta en marcha
e Consideraciones legales. y acompafiamiento tecnologico.
e Sueldos. e |nversionistas.
e Capacitaciones.
e Impuestos.
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4.4 Simular la produccién de celulosa bacteriana utilizando un modelo
matematico desarrollado para biorreactores de disco rotatorio.

Se caracterizé experimentalmente una cepa productora de celulosa bacteriana
como base para inocular el sistema experimental BDR para determinar
parametros cinéticos aplicables en un analisis matematico para simular la cinética
del bioproceso. A continuacion, se describe el estudio experimental en matraces

para determinar pardmetros productivos a escala de laboratorio.

4.4.1 Determinacién de biomasa

La figura 26 presenta una cinética de crecimiento microbioano realizada mediante
cultivo en matraces agitados, los cuales fueron inoculados con las cepas K.
oboediens y cepa del vinagre a 28°C en medio de cultivo HS (descrito en tabla
8).

Biomasa seca (g/L)

Tiempo (dias)

-8 K obediens —©- Cepa del Vinagre
Figura 26. Comparacion de las cinéticas de crecimiento K. oboediens y cepa
del vinagre en un periodo de cultivo de 8 dias (ns = no significativo, * = p<0,05,
** = n<0,01, *** = p<0,001 y **** = p<0,0001).

En el caso de K. oboediens, se evidencia un mayor crecimiento de la biomasa en
los primeros 4 dias de fermentacion con respecto a la cepa del vinagre
alcanzando un valor maximo de 2,644 + 0,294 g/L y 1,600 = 0,231 ¢g/L
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respectivamente. No obstante, y a diferencia de K. oboediens, se evidencia un
crecimiento sostenido de la biomasa producida por la cepa del vinagre durante la

totalidad del periodo de estudio alcanzando un valor méximo de 2,462 + 0,443

g/L en el dia 8.

4.4.2 Determinacion del consumo de glucosa

Las figuras 27 y 28 representan las cinéticas de crecimiento y de consumo de
glucosa mediante el cultivo matraces de las cepas K. oboediens y cepa del

vinagre a 28°C en medio de cultivo HS respectivamente (descrito en tabla 8).
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Figura 27. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato del cultivo de K.

oboediens en matraces en un periodo de 8 dias.
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Figura 28. Cinética de crecimiento y consumo de sustrato del cultivo de cepa del

vinagre en matraces en un periodo de 8 dias.

En el caso de K. oboediens, en el dia 4 se evidencia un consumo de un 99% de
la glucosa presente en el medio HS, que corresponde a 0,273 £+ 0,050 g/L de la
fuente de carbono. A su vez, la totalidad del consumo de glucosa se produjo
durante el ultimo periodo de crecimiento de biomasa observado entre el dia 2 y
dia 4. En el caso de la cepa del vinagre, el 99% de la glucosa consumida se
observo al dia 6 (0,479 + 0,539 g/L). Sin embargo, se observa un crecimiento de
biomasa sin presencia de glucosa en el medio de cultivo entre el dia 6y 8. En la
figura 29 se presenta en detalle el consumo de la glucosa por parte de ambas
cepas y se constata que K. oboediens consume mas tempranamente la fuente

de carbono (al dia 4) con respecto a la cepa del vinagre (al dia 6).

100



Consumo de glucosa
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Figura 29. Comparacion del consumo de glucosa entre K. oboediens y cepa del
vinagre (ns = no significativo, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001 y **** =
p<0,0001).

4.4.3 Cuantificacion de la celulosa bacteriana

La figura 30 fue construida a partir de los datos de celulosa producida en
matraces con las cepas K. oboediens y cepa del vinagre a 28°C en medio de

cultivo HS (descrito en punto tabla 8).
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Figura 30. Cinética de produccion de CB entre K. oboediens y cepa del vinagre
en un periodo de cultivo de 8 dias (ns = no significativo, * = p<0,05, ** = p<0,01,
*** = p<0,001 y **** = p<0,0001).

En ambos casos, K. oboediens y cepa del vinagre evidencian una fase
exponencial de produccion de CB entre el dia 2 y el dia 6, alcanzando
respectivamente 0,583 + 0,0603 g/L y 0,358 + 0,0751 g/L. De lo anterior, existe
una diferencia estadisticamente significativa, siendo K. oboediens predominante
en un 39% con respecto a la cepa del vinagre. Posteriormente, se evidencia una
disminucién de la produccién de CB en el dia 8 en K. oboediens y cepa del
vinagre alcanzando 0,516 + 0,1045 g/L y 0,1960 + 0,0459 g/L respectivamente.

4.4.4 Rendimiento productivo y seleccién de cepa

Utilizando los datos obtenidos a partir del cultivo en matraces, se determinaron
los parametros de rendimiento de la produccion de celulosa bacteriana en funcion
de la biomasa y la glucosa consumida segun los indicadores sefialados en la
tabla 16.

Tabla 16. Parametros de rendimiento determinados en base a datos cinéticos

obtenidos experimentalmente.
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Indicador K. oboediens Cepa del Unidad
vinagre
Y x/s 13,3 8,8 %
Y p/s 2,9 1,8 %
Y p/x 25,7 14,9 %
Q 1,29 0,89 g/L*d

Se concluye que K. oboediens posee una mayor eficiencia en la conversion de
glucosa en celulosa bacteriana respecto a la cepa aislada desde el vinagre con
un 2,9% vy 1,8% respectivamente. De igual manera, se observa que K. oboediens
destina un mayor porcentaje de la fuente de carbono para la generacion de
biomasa respecto a la cepa del vinagre con un 13,3% y 8,8% respectivamente.
Finalmente, se constata una mayor productividad volumétrica de K. oboediens
con respecto a la cepa del vinagre con valores de 1,29 g/L*d y 0,89 g/L*d

respectivamente.

4.4.5 Simulacion de la produccién de CB

La figura 31 representa los datos simulados para la produccion de CB por parte
de K. oboediens mediante BDR considerando los valores de rendimientos
descritos en tabla 14 y el modelo matematico descrito en la ecuacion 15.
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Figura 31. Simulacion de la produccién de CB en funcién para 4 valores de
rotacion (rpm) en la fermentacion de K. oboediens en un sistema BDR durante

un periodo de cultivo de 16 dias.

A partir de estos resultados, es posible establecer que la produccién de CB
incrementa al aumentar la velocidad de rotacion de los discos en un periodo de
fermentacién de 16 dias. Especificamente, se evaluaron las velocidades de
rotacion 8, 11, 13 y 15 rpm, obteniendo valores de CB seca equivalente a 15,1
g/L, 20,5 g/L, 24 g/L y 27,4 g/L respectivamente. Los valores de productividad

volumétrica para esta simulacion se detallan en tabla 17.

Tabla 17. Productividades volumétricas simuladas para la produccién de CB seca

en velocidades crecientes de rotacion para sistemas BDR.

Velocidad de rotacién (rpm) Q simulado (g/L*d)
8 3,3
11 4,5
13 53
15 6,0
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CAPITULO 5
DISCUSION

5.1 Disefiar y construir un sistema experimental en base a un biorreactor
de disco rotatorio

Los BDR ofrecen ventajas competitivas en términos de produccion de
biopeliculas de celulosa y biomasa bacteriana al generar una elevada superficie
de contacto que favorece la adhesién de las bacterias a un sustrato y permite
suministrar nutrientes y oxigeno de forma eficiente. Ademas, es considerado un
método con bajos requerimientos de espacio, facilidad de operacion, control y

monitoreo (Cortez et al., 2008).

Hasta el momento, existen pocos estudios publicados que reporten el uso de
BDR para la produccion de celulosa bacteriana, no obstante, los trabajos
reportados han demostrado capacidad para generar altas productividades
respecto a métodos de produccion convencionales. En este sentido, Soleimani et
al., (2021) compararon la produccién de CB en la fermentacion de K. xylinus en
un sistema BDR aireado y no aireado con respecto a la fermentacion
convencional estatica para un volumen de 3 L de cultivo durante un periodo de 7
dias. Este estudio reporté rendimientos de 21,12 g/L, 14,37 g/L y 12,35 g/L
respectivamente, es decir, aumentaron la produccion hasta aproximadamente el
doble con respecto a la produccién convencional. Segun los autores, estos
resultados derivan del hecho de que el area de interfase aire/liquido del reactor
BDR es considerablemente mas alta que la interfase del cultivo estético,
favoreciendo asi una mayor transferencia de oxigeno a K. xylinus durante la

fermentacion.

En este sentido, Krystynowicz et al., 2002 compararon la produccion de CB
mediante la fermentacion estatica y la fermentacion en BDR aireado de K. xylinus

E2s en funcion de la relacion superficie/volumen (S/V cm™) para un periodo de
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cultivo de 7 dias. Este estudio reporté que el cultivo estatico cuenta con un S/V
de 0,71 cmy un rendimiento 1.8 g/L. Por otro lado, el cultivo en BDR reportd un
S/V de 1,03 cm alcanzando un rendimiento de 3,3 g/L con la utilizacion de 24
discos. Similarmente, Pa’e et al., 2011 compararon la produccion de CB mediante
la fermentacion estatica y la fermentaciéon en BDR por lotes de K. xylinus durante
un periodo de cultivo de 5 dias. En patrticular, los autores describieron un S/V de
0,2 cmty 0.6 cm* respectivamente, siendo el area superficial de BDR 3 veces
superior con respecto al contenedor de la fermentacion estatica. Los autores
reportaron un rendimiento de CB equivalente a 1,04 g/L generado estaticamente
y 5.41 g/L en BDR, siendo este ultimo 5.2 veces superior con la utilizacion de 8
discos. Esto es concordante con lo descrito por Joris et al., 1990 indicando que
una mayor superficie de contacto proporcionada por un sistema productivo tiene
incidencia en la produccion de CB. Inclusive, Serafica (1997) describié que los
sistemas de discos rotatorios pueden incrementar el area superficial hasta en un
orden de magnitud con respecto a los cultivos estaticos. En este sentido, el S/V
calculado para el prototipo experimental con un volumen de trabajo efectivo de
4,5 litros y la utilizacion de 10 discos corresponde a 0.98 cm™L. Lo anterior implica
un 5% de diferencia con respecto a lo reportado por Krystynowicz et al., 2002 y
un 63% superior con respecto a Pa’e et al., (2011). Utilizando estos valores como
referencia, la produccion esperada del prototipo experimental equivale a un rango
entre 3,1 g/Ly 8,8 g/L.

Los sistemas BDR reportados en la actualidad han sido confeccionados de tal
manera que no permiten versatilidad para estudiar el comportamiento de las
diversas variables operacionales durante la fermentacién de manera simultdnea
y que son fundamentales estudiar su comportamiento y optimizar los
rendimientos productivos. Un ejemplo de lo anterior es el sistema BDR reportado
por Soleimani et al., (2021), quienes investigaron la produccién de CB mediante
una modalidad de cultivo por lotes con capacidad limitada para evaluar
pardmetros operacionales. Ademas, el sistema tampoco conté con monitoreo

continuo para el analisis de las variaciones del medio de cultivo tales como pH,

106



temperatura, OD, entre otros. Esto impide la oportuna toma de acciones
correctivas ante condiciones desfavorables en la produccion de CB. De igual
manera, Lin et al., (2014) reportaron el uso de un sistema BDR para evaluar la
producciéon de CB de manera semi-continua en funcion del tipo de material que
componen los discos los cuales se encontraban semi sumergidos en el medio de
cultivo. Sin embargo, los autores sefalan una dificultad operacional producto de
la necesidad del sistema de detenerse para inocular con medio de cultivo o
suspensién bacteriana durante la fermentacion, afectando asi la productividad de
CB.

En esta investigacion, se disefié un prototipo experimental BDR a escala de
laboratorio, cuyo disefio permite el estudio de mdultiples variables
simultdneamente para monitorear y controlar la fermentacion de bacterias
productoras de CB. Este sistema ofrece la posibilidad de establecer condiciones
Optimas para aumentar la eficiencia de los métodos actuales (figura 11, 12, 13,
14 y 15). Asimismo, la propuesta de disefio contempl6 un diagrama de operacion
y una logica de control para su operacién, permitiendo asi el monitoreo continuo

y simulacién de condiciones de escalamiento (Figura 16y 17).

5.2 Desarrollar un modelo de negocio para producir celulosa bacteriana a
través de una empresa biotecnoldgica.

El modelo de negocios se basé en la utilizacién del prototipo experimental BDR
para la produccion eficiente de CB que permita viabilizar un negocio enfocado en
la comercializacion de CB como materia prima para su uso en los principales
sectores productivos. La definicion del contexto productivo en base al andlisis de
patentes, y que, a pesar de que no todas entregan como resultado una
comercializacién activa, el crecimiento, evolucion y acumulacion en categorias
especificas otorgan directrices concretas para inferir tendencias del mercado,
inversiones e innovaciones de productos y procesos relacionados (Kalpana et al.,
2015; Schmoch, 2007).
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A partir de un total de 116 ciclos de busqueda realizadas sobre 1622 patentes
existentes en la actualidad, se observé que los bioproductos basado en CB
reportan un crecimiento acumulado exponencial en las ultimas décadas (Figura
20). Al respecto, patentes clasificadas como “Quimica; Metalurgica (C),
Necesidades humanas (A), Técnicas industriales diversas (B); transportes,
Textiles; papel (D) y electricidad (H)” fueron las mas relevantes con un aporte del
56%, 20%, 9%, 9% y 5% al total de patentes presentes en las bases de datos
internacionales en la actualidad (Figura 19 y figura 21). Especificamente, el
modelo de negocios propuesto contemplé como enfoque comercial a la industria
de alimentos (A23 y C32), las ciencias médicas (A61), materiales compuestos
(C08) y textiles (D01, D06 y D21) ya que en su conjunto representan el 80% del
mercado de CB y pueden otorgar mayores beneficios economicos. Lo anterior es
concordante con lo descrito por diversas investigaciones que sefialan que las
principales aplicaciones de CB se enfocan en alimentos, biomedicina, textiles,
productos cosméticos y materiales compuestos (Bhat et al., 2018; Blanco et al.,
2018; Charreau et al., 2013; Chauve & Bras, 2014; Halib & Ahmad, 2018; Tayeb
& Tayeb, 2019; Tayeb et al., 2018; Wang et al., 2019). Ademas, los grandes
tamafos de mercados de los enfoques comerciales seleccionados reafirman su
seleccion ya que en su conjunto pueden sobrepasar los $1.000 millones de
dolares sélo en Estados Unidos (Donskova et al., 2018;Bianchet et al., 2020; da
Silva et al., 2021)

Por otro lado, la estrategia de vigilancia tecnoldgica utilizada permitié la
profundizacién e identificacion de los mercados internacionales relevantes de
celulosa bacteriana validando el interés productivo mediante el niumero de
publicaciones de patentes obtenidas en las bases de datos. En este contexto, de
las 1622 patentes de estudio son cesionarios un total de 433 entidades diferentes.
Entre ellos, un 68,3% de los documentos pertenecen a instituciones académicas
e investigacion, un 28,4% a empresas y 3,3% a personas naturales (figura 32).
Segun el estudio realizado por Charreau et al., (2020), cerca de un 50% de las

patentes corresponden al sector académico, 40% al sector empresarial y 10 %
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repartidos entre personas naturales y colaboraciones industria-empresas para un
periodo de estudio entre 1987 y 2022. Sin embargo, el estudio realizado
contempla el andlisis de las bases de datos internacionales entre el afio 2010 y
2017. Por tanto, se infiere que més de la mitad de las invenciones aun no son

transferidos a la industria.

En referencia a aquellos cesionarios que poseen el mayor nimero de patentes,
las universidades de China representan una entidad predominante en al aporte
de patentes relacionadas con CB. Especificamente, estas corresponden a la
Universidad de Ciencia y Tecnologia de Tianjin, Universidad Tecnolégica del Sur
de China, Universidad de Ciencia y Tecnologia de Nanjing, Universidad Nacional
Dong Hwa y Universidad de Donghua con 43, 43, 41, 34 y 28 patentes
respectivamente. En términos de empresas, Hainan Yeguo Foods Co., Ltd.
(China), Weyerhaeuser (USA) y Shandong Tiansheng Biotechnology Co., Ltd.
(China) son predominan con 44, 11, y 9 respectivamente.

Ty

mm  Academia ™= Empresas Personas naturales

Figura 32. Aporte de patentes segun tipo de cesionario con respecto al total de

patentes de estudio.

El mayor contribuyente de patentes se concentra en China con un 80,4% del total
de publicaciones internacionales (figura 22). Especificamente, las barreras
politicas publicas, legales, sistema financiero, cultura, lenguaje, distancia

geografica, entre otros son considerados los factores mas relevantes para la
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toma de decision en la entrada a un nuevo mercado. En particular, existen
multiples barreras de entradas a empresas que desean exportar a mercados
asiaticos que dificultan la generacion de negocios. Entre las principales se
encuentran el acceso a un potencial de mercado sin explotar, gran variedad de
datos geograficos superpuestos que requieren un enfoque personalizado,
diferencias culturales, aceptacion de las restricciones de precios predefinidos y
el elevado costo para plantear una cadena de suministro en el pais (Mesquita,
2016). En este sentido, la seleccion de China como potencial mercado de
comercio de un potencial bionegocio no resulta favorable para la licitacion de la
tecnologia BDR debido a la alta tasa de ocupacion del nicho econémico cubierto
y las barreras de entrada sefialadas (Hope & Lau, 2004). No obstante, los demas
mercados sefalados en la figura 22 si representan un potencial nicho econémico
de interés para la presente investigacion destacando la ausencia de Chile, lo cual
implica una ventaja para la generacion de una patente de invencion con un

elevado indice de novedad.

Si bien existe una patente basada en un biorreactor de disco rotatorio disponible
en las bases de datos WIPO, esta fue registrada el 21 de septiembre de 1999
(US5955326). De lo anterior, Ley de Patentes de EE. UU., 35 USC informa que
“los plazos de proteccion patentada sobre una tecnologia son de 20 afos a partir
de la fecha de presentacion de la primera solicitud estadounidense o
internacional”. El estudio no revelé una revalidacion de la patente por parte de
los autores, por ende, no existen potenciales conflictos de interés con los autores
de la publicacion si se busca el licenciamiento del prototipo experimental BDR en
la actualidad.

La materializacién del modelo de negocio bajo el contexto nacional esta sujeto a
diversos factores normativos, politicos, econdmicos y sociales que deben ser
considerados. En este sentido, los resultados del analisis PESTEL sefialan un
panorama nacional que presenta marcos regulatorios que norman la produccion,

comercializacién y distribucion de CB como producto en el sector alimenticio y
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meédico. Ademas, las recientes encuestas sefialan una connotacion positiva en la
poblacidon nacional hacia productos que generen un impacto ambiental positivo,
por lo cual se presume una potencial facilidad para la insercion de CB en los
mercados al contemplar la sustentabilidad en la propuesta de valor del modelo
de negocios. No obstante, el contexto econdémico nacional actual se encuentra
altamente afectado debido a diversos factores externos e internos generados en
los ultimos 3 afios lo que representa un alto grado de incertidumbre y disminucion
del interés de inversionistas por modelos de negocios que contengan altos
niveles de riesgo. Por lo tanto, es fundamental plasmar el modelo de negocios
con una tecnologia que permita asegurar un requerimiento productivo minimo
sefalado por Donini et al., (2020) con un enfoque sostenible, en el marco de un
enfoque de proyectos sostenibles para la subvencion de proyectos de
emprendimiento de base cientifico-tecnologico contemplado en el Plan de

Presupuesto 2023.

5.3 Simular la produccion de celulosa bacteriana utilizando un modelo
matematico desarrollado para biorreactores de disco rotatorio.

La eleccion de un microorganismo capaz de sintetizar CB es un factor relevante
para métodos productivos eficientes ya que existe una variedad de cepas
taxondmicamente relacionadas con los géneros Azotobacter, Gluconacetobacter,
Pseudomonas y Salmonella las cuales son capaces producir este biopolimero
(Torres et al., 2019).

En particular, K. oboediens fue seleccionada para la inoculacion del sistema
experimental BDR al ofrcer una mayor productividad volumétrica de CB con
respecto a la cepa del vinagre (1,29 g/L*d y 0,89 g/L*d respectivamente). Esto es
equivalente a un 31% superior de K. oboediens con respecto a la cepa del
vinagre. Lo anterior es concordante con lo reportado por Li et al., (2022) en donde
reportan productividades de CB entre 0,53 g/L*d y 2,33 g/L*d en diferentes cepas
pertenecientes al género Gluconacetobacter sp fermentadas en diversas fuentes

de carbono. Inclusive, Bae et al., (2003) reporté una productividad de 4,70 g/L*d
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en el cultivo agitado de la cepa A. xylinum BPR2001. En este sentido, Islam et
al., (2017) sefnalaron que el género Komagataeibacter sp. representa a las
bacterias del acido acético mas eficientes para la produccion de CB. Ademas, su
elevada productividad en comparacion con otras cepas productoras de CB le
confiere la capacidad de ser utilizada con fines comerciales (Lin et al., 2013).
Cabe destacar que las diferencias de productividades presentes en las diversas
cepas son dependientes de los nutrientes del medio de cultivo, uso de aditivos y
las condiciones operacionales de la fermentacion (Campano et al., 2016). Por
tanto, la seleccion de la cepa debe ser complementada mediante estrategias
productivas como el uso de sistemas de produccion mas eficientes tales como

los sistemas BDR.

La simulacion para la produccion de CB mediante el prototipo experimental BDR
entreg6 una solucion numérica sefalada en ecuacion 14, la cual evidencioé un
incremento de la produccién de CB en funcién del aumento de la velocidad de
agitacion. La seleccion de la velocidad rotacion de los discos es un desafio en el
disefio del reactor BDR para una alta produccion de celulosa bacteriana. En este
contexto, Bungay et al., (1999) sefialan que la velocidad de rotacion a seleccionar
puede corresponder al aumento de hasta cinco veces el radio del disco. Por otro
lado, Soleimani et al., (2021) recomiendan utilizar hasta dos veces el radio del
disco. Utilizando el lineamiento anterior, fueron seleccionados los valores de
agitacion de 8, 11, 13 y 15 rpm para la modelacién de la produccién de CB
obteniéndose productividades volumétricas de 3,3 g/L*d, 4,5 g/L*d, 5,3 g/L*d y
6,0 g/L*d respectivamente. Esto es concordante por lo descrito por Soleimani et
al., (2021) los cuales reportan valores de 3,8 g/L*d, 4,3 g/L*d, 6,0 g/L*d, y 4,3
g/L*d para las mismas velocidades de estudio respectivamente. Si bien existen
una elevada correlacion de las productividades entre 8 rpm y 13 rpm, los autores
reportan una reduccion de la produccion de CB en valores por sobre 15 rpm.
Similarmente, Kim et al., (2007) describieron la produccion de CB por parte de
Gluconacetobacter sp. RKY5 en un BDR para rango de velocidades de agitacion
entre 15 rpm y 35 rpm reportando una mayor produccion a la menor velocidad de
rotacion de estudio.
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Si bien lo anterior evidencia concordancia con los datos simulados respecto a lo
disponible en literatura, en el rango 8 y 15 rpm, el modelo propuesto no contempla
el efecto de la velocidad de rotacion en un rango superior al de estudio respecto
a la productividad de CB debido a la falta de datos experimentales que permitan
evaluar el efecto de cizallamiento sobre el comportamiento de las variables
operacionales y su efecto sobre la totalidad de los fenémenos biolégicos que
pueden afectar la produccion de CB. Segun Bungay et al., (1999), elevadas
velocidades de rotacion en sistemas BDR generan desprendimiento de las
células bacterianas adheridas al disco como consecuencia de la generaciéon de
efectos de cizallamiento en el medio de cultivo, disminuyendo el rendimiento de
CB. Esto es concordante con lo descrito por Krystynowicz et al., 2002 quienes
reportaron la obtencion mayores rendimientos productivos a menores
velocidades de rotacidon y la generacion de efectos de desprendimiento a altas
velocidades de rotacion con consecuencias negativas en el rendimiento de CB.
Por otro lado, Mayer & Benziman (1991) reportaron la aparicion espontanea de
mutantes celulares no productoras de CB ante incrementos de agitacién, lo cual
generar una disminucion de la productividad de CB. Ryngajtto et al., (2020)
sefialaron que el aumento en la agitacion genera el aumento del oxigeno disuelto
en el medio de cultivo, promoviendo asi la degradacién de la glucosa en acido
gluconico en lugar de CB. Por lo tanto, es fundamental contar con datos
experimentales que permitan dilucidad estas incégnitas. No obstante, la presente
simulacion permite otorgar un escenario preliminar capaz de predecir
productividades a bajas velocidades de rotacion de modo de optimizar la
produccién de CB en el prototipo BDR. Este analisis contribuye en la busqueda
de alcanzar la produccién minima descrita por Donini et al., (2010) para viabilizar
Su uso en un potencial negocio para el area de alimentos, materiales compuestos,

biomedicina y textiles.
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CAPITULO 6
CONCLUSION

Se disefid un prototipo experimental BDR que mejora las limitaciones
operaciones de los modelos BDR actuales. Este analisis tiene el potencial de
contribuir a aumentar la productividad de CB, ya que mejora las capacidades de
monitoreo de multiples variables y facilita la investigacion de variables criticas de
fermentacion tales como pH, temperatura, oxigeno disuelto, velocidad de
rotacion, distancia entre discos, modalidad de operacion, entre otros. Por lo tanto,
el prototipo experimental posee variables de disefio que permiten establecer
condiciones de cultivo y produccion o6ptimas, que junto con un analisis
cuantitativo del bioproceso a través de herramientas de simulacion que permite
proyectar las condiciones de escalamiento para alcanzar condiciones de

produccion de CB compatibles con los requerimientos de mercado.

Los principales mercados que sustentan la estrategia de negocio fueron
establecidos para el sector alimenticio (A23 y C12), biomédico (A61), cosmético
(A61), materiales compuestos (C08) y textil (D01, D06 y D21) que en su conjunto
comprenden el 84% equivalente a 1364 patentes respecto al total de patentes de
estudio. Ademas, estas se encuentran predominantemente en China, siendo el
sector académico el cesionario predominante en un 40% por sobre el sector
empresarial. Por tanto, el 16% restante se distribuyen en los demas paises. Por
ende, y a diferencia del mercado asiatico, existe un mercado favorable en
occidente debido a una baja tasa de ocupaciéon del nicho econémico para la
comercializacion de BC. Particularmente, en Chile no figuran patentes de
invencion relacionadas a metodos productivos en base a BDR para produccion
de CB, por tanto, existe la oportunidad de patentar el sistema propuesto con un
elevado indice de novedad. No obstante, el escenario econémico actual

representa la principal barrera para la implementacion del modelo de negocio.
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Fue posible la simulacion de la produccion de CB en un BDR utilizando
ecuaciones descritas en literatura y datos cinéticos determinados
experimentalmente en la cepa K. oboedien, cuyos resultados son concordantes
con productividades previamente reportadas en este tipo de sistemas a bajas
velocidades de rotacion. Si bien la modelacion del bioproceso fue exitosa, el
modelo no contempla ecuaciones que consideren aspectos potencialmente
inhibitorios de la produccion de CB, tales como una excesiva velocidad de

rotacion, variaciones del pH, temperatura, distancia entre discos, entre otros.

Por lo tanto, el presente estudio entrega luces de la posibilidad de optimizar los
rendimientos productivos y viabilizar su produccion a nivel comercial mediante un
bioproceso basado en tecnologia de BDR. Asi mismo, los andlisis de mercado y
de propiedad intelectual realizados confirman que esta tecnologia tiene el
potencial de sustentar un bionegocio en base a la produccion y comercializacién
de CB en diferentes mercados nacionales e internacionales.
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CAPITULO 8

ANEXOS

8.1 ANEXO 1

8.1.1 Niveles Jerarquicos de codificacién de patentes CIP 2022

e Seccion: Estd compuesto por un simbolo de seccién identificado por una letra

mayuscula entre A-H, y un titulo de seccion el cual indica de manera general

el contenido. Este conjunto de conocimientos es el primer nivel jerarquico de

la CIP y estéa dividido en las siguientes 8 secciones:

A
B
C
D
E
F
G
H

: Necesidades corrientes de la vida

: Técnicas industriales diversas; transportes
: Quimica, metallrgica

: Textiles; papel

: Construcciones fijas

: Mecanica; iluminacioén; calefaccion; armamento; voladura

: Fisica

: Electricidad

e Clase: Son las divisiones de las secciones. Es el segundo nivel jerarquico de

la CIP. Se compone de:

S
2

imbolo de clase representado por una letra seguida de un nimero de

digitos. Ejemplo: A61.

Titulo de la clase indica el contenido de la clase. Ejemplo: A61:

C

iencias Médicas o Veterinarias; Higiene.

Subclase: Son las subdivisiones de las clases y es el tercer nivel jerarquico

de la CIP. Se compone de:

Es el simbolo de clase seguido de una letra mayuscula. Ejemplo: A61F.

Titulo de la Subclase: indica el contenido de la subclase. Ejemplo:

A61F: Filtro implantables en los vasos sanguineos; Protesis;
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Grupo

Dispositivos que mantienen la luz o que evitan el colapso de
estructuras tubulares, p. ej. Stents ; Dispositivos de ortopedia, cura o
para la contracepcion; Fomentacion; tratamiento o proteccion de ojos
y oidos; vendajes, apdsitos o compresas absorbentes; botiquines de

primeros auxilios.

: Son las subdivisiones de una subclase que se puede ubicar en un

grupo principal, y es el cuarto nivel jerarquico de la CIP. o en un subgrupo que

son los niveles inferiores dependientes de un grupo principal de la

clasificacion. Se compone de:

Véase

Simbolo del grupo: Es el simbolo de la subclase seguido de dos
nameros separados por una barra diagonal (/). Ejemplo: A61F2/.
Simbolo del grupo principal: Es el simbolo de la subclase seguido de
un numero de uno a tres digitos, de la barra diagonal (/) y del numero
00. Ejemplo: A61F2/00: Filtros implantables en los vasos sanguineos;
Protesis, es decir, elementos de sustitucién o de reemplazo para partes
del cuerpo; Dispositivos para unirlas al cuerpo; Dispositivos para
proporcionar permeabilidad o para evitar que colapsen las estructuras
tubulares del cuerpo, p. €j. Stents.

Simbolo del subgrupo: Son las subdivisiones de los grupos principales.
El simbolo del subgrupo esta compuesto por el simbolo de la subclase
seguido del numero (de uno a tres digitos) de su grupo principal, de la
barra diagonal (/) y de un numero de al menos dos digitos distintos de
00. Ejemplo: A61F2/66.

Titulo del subgrupo: Define con precision, dentro del &mbito cubierto
por su grupo principal, una materia considerada de utilidad para la
busqueda relativa. Ejemplo: A61F2/66 Pasteles; Articulaciones del
tobillo.

la Clasificacion Internacional de Patentes en:

https://ipcpub.wipo.int/?notion=scheme&version=20210101&symbol=none&
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https://ipcpub.wipo.int/?notion=scheme&version=20210101&symbol=none&menulang=en&lang=en&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&notes=yes&direction=o2n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart

menulang=en&lang=en&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes

=no&headings=yes&notes=yes&direction=02n&initial=A&cwid=none&tree=n
o&searchmode=smart (WIPO, 2022).

8.2 ANEXO 2

Tabla 18. Nomenclatura universal de paises WIPO.

Cdodigo Pais
CN China
us Estados Unidos
WO Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual (WIPO)
JP Japon
PL Polonia
RU Rusia
KR Republica de Corea
TW Taiwan
RO Rumania
AU Australia
CA Canada
EP Oficina Europea de Patentes
SE Suecia
GB Reino Unido
DE Alemania
EA Organizacion Asiética de Patentes
MX México
NZ Nueva Zelanda
ZA Sudafrica
ES Espafia
Sl Eslovenia

8.3 ANEXO 3:
8.3.1 Cuantificacién de la biomasa seca

8.3.1.1 Normalidad: Método de Shapiro-Wilks

e Hipotesis:
HO: Xi = N (Los datos se ajustan a una distribucion normal): SW calculado > SW
tedrico y p-valor > 0,05.
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Ha: Xi # N (Los datos no se ajustan a una distribucién normal): SW calculado <

SW tedrico y p-valor < 0,05.
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o K. xylinus

N° dias Xi (Xi-X)2 Coeficiente Xi INV Abs (Xi-Xi
de SW INV)
(menor a (mayor a
mayor) menor)
0 2,500333333 | 0,904527804 0,6646 0 2,500333333
2 2,496 0,896304004 0,2413 0,841666667 1,654333333
4 1,908333333 | 0,128928871 0 1,908333333 0
6 0,841666667 0,50069776 2,496
8 0 2,400227204 2,500333333
Promedio Xi | Suma (Xi- Suma (Coef. Indicador de Indicador p-valor
X)? SW*Abs(Xi-Xi | SW calculado de SW
INV) tedrico
1,549266667 | 4,830685644 2,060912167 0,879245571 0,762 0.95-0.98

Conclusion: Debido a que SW calculado > SW tedrico y p-valor > 0.05, se acepta la hipoétesis nula y los datos se ajustan
a una distribucion normal.
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e Cepadelvinagre

N° dias Xi (Xi-X)? Coeficiente Xi INV Abs (Xi-Xi
de SW INV)
(menor a (mayor a
mayor) menor)
0 2,462333333 1,248284804 0,6646 0 2,500333333
2 1,737666667 0,15413476 0,2413 0,841666667 1,654333333
4 1,600333333 | 0,065161071 0 1,908333333 0
6 0,925 0,176456004 2,496
8 0 1,809204338 2,500333333
Promedio Xi | Suma (Xi- Suma (Coef. Indicador de Indicador p-valor
X)? SW*Abs(Xi-Xi | SW calculado de SW
INV) tedrico
1,549266667 | 4,830685644 2,060912167 0,879245571 0,762 0,95 -
0,98

Conclusion: Debido a que SW calculado > SW tedrico y p-valor > 0.05, se acepta la hip6tesis nula y los datos se ajustan
a una distribucién normal.
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Tabla 19. p-valores de Shapiro-Wilks.

Cocficientes a,, para ¢l contraste de Shapiro-Wilks

. Y 2 3 1 5 6 7 8 9 10 11

2 0.7071

3 0.7071 | 0.0000

1 0.6872 | 0.1677

5 0.6616 | 0.2113 | 0.0000 | |

G 0.6431 | 0.2806 | 0.0875

7 0.6233 | 0.3031 | 0.1401 | 0.0000

8 0.6052 | 0.3161 | 0.1743 | 0.0561

9 0.5888 | 0.3244 | 0.1976 | 0.0917 | 0.0000

10 0.5739 | 0.3201 | 0.2141 | 0.1221 | 0.0399

1 0.5601 | 0.3315 | 0.2260 | 0.1129 | 0.0695 | 0.0000

12 0.5175 | 0.3325 | 0.247 | 0.1586 | 0.0922 | 0.0303

13 0.5359 | 0.3325 | 0.2412 | 0.1707 | 0.1099 | 0.0539 | 0.0000

" 0.5251 | 0.3318 | 0.2495 | 0.1802 | 0.1210 | 0.0727 | 0.0210

15 0.5150 | 0.3306 | 0.2195 | 0.1878 | 0.1353 | 0.0880 | 0.0433 | 0.0000

16 0.5056 | 0.3200 | 0.2521 | 0.1988 | 0.1417 | 0.1005 | 0.0593 | 0.0196

17 0.1968 | 0.3273 | 0.2510 | 0.1988 | 0.1521 | 0.1100 | 0.0725 | 0.0359 | 0.0000

18 0.4886 | 0.3253 | 0.2553 | 0.2027 | 0.1587 | 0.1197 | 0.0837 | 0.0196 | 0.0163

19 04808 | 0.3232 | 0.2561 | 0.2059 | 0.1611 | 0.1271 | 0.0932 | 0.0612 | 0.0303 | 0.0000

20 047 | 0.3211 | 0.2565 | 0.2085 | 0.1686 | 0.1331 | 0.1013 | 0.0711 | 0.0422 | 0.0140

21 04613 | 0.3185 | 0.2578 | 0.2119 | 0.1736 | 0.1339 | 0.1092 | 0.0801 | 0.0530 | 0.0263 | 0.0000
2 04590 | 0.3156 | 0.2571 | 0.2131 | 0.1761 | 0.1443 | 0.1150 | 0.0878 | 0.0618 | 0.0368 | 0.0122
23 04512 | 0.3126 | 0.2563 | 0.2139 | 0.1787 | 0.1480 | 0.1201 | 0.0911 | 0.0696 | 0.0459 | 0.0228
2 0.1193 | 0.3008 | 0.2551 | 0.2145 | 0.1807 | 0.1512 | 0.1245 | 0.0997 | 0.0761 | 0.0539 | 0.0321
25 0.4150 | 0.3069 | 0.2513 | 0.2148 | 0.1822 | 0.1539 | 0.1283 | 0.1016 | 0.0823 | 0.0610 | 0.0103
26 04107 | 0.3043 | 0.2533 | 0.2151 | 0.1836 | 0.1563 | 0.1316 | 0.1089 | 0.0876 | 0.0672 | 0.0176
27 0.4366 | 0.3018 | 0.2522 | 0.2152 | 0.1818 | 0.1581 | 0.1346 | 0.1128 | 0.0923 | 0.0728 | 0.0510
28 0.4328 | 0.2992 | 0.2510 | 0.2151 | 0.1857 | 0.1601 | 0.1372 | 0.1162 | 0.0965 | 0.0778 | 0.0598
29 0.4201 | 0.2968 | 0.2499 | 0.2150 | 0.1861 | 0.1616 | 0.1395 | 0.1192 | 0.1002 | 0.0822 | 0.0650
30 04251 | 020141 | 0.2487 | 0.2148 | 0.1870 | 0.1630 | 0.1415 | 0.1219 | 0.1036 | 0.0862 | 0.0697
31 0.4220 | 0.2921 | 0.2475 | 0.2145 | 0.1871 | 0.1641 | 0.1433 | 0.1243 | 0.1066 | 0.0899 | 0.0739
32 0.4188 | 0.2898 | 0.2163 | 0.2111 | 0.1878 | 0.1651 | 0.1449 | 0.1265 | 0.1003 | 0.0031 | 0.0777
33 04156 | 0.2876 | 0.2451 | 0.2137 | 0.1880 | 0.1660 | 0.1163 | 0.1281 | 0.1118 | 0.0961 | 0.0812
M 0.4127 | 0.2851 | 0.2439 | 0.2132 | 0.1882 | 0.1667 | 0.1475 | 0.1301 | 0.1140 | 0.0088 | 0.0811
35 0.1006 | 0.2831 | 0.2427 | 0.2127 | 0.1883 | 0.1673 | 0.1487 | 0.1317 | 0.1160 | 0.1013 | 0.0873
36 04068 | 0.2813 | 0.2415 | 0.2121 | 0.1883 | 0.1678 | 0.1196 | 0.1331 | 0.1179 | 0.1036 | 0.0900
37 04010 | 0.2791 | 0.2103 | 0.2116 | 0.1883 | 0.1653 | 0.1505 | 0.1341 | 0.1196 | 0.1056 | 0.0921
38 0.4015 | 0.2771 | 0.2391 | 0.2110 | 0.1881 | 0.1686 | 0.1513 | 0.1356 | 0.1211 | 0.1075 | 0.0917
39 0.3989 | 0.2755 | 0.2380 | 0.2104 | 0.1880 | 0.1689 | 0.1520 | 0.1366 | 0.1225 | 0.1092 | 0.0967
10 0.3961 | 0.2737 | 0.2368 | 0.2008 | 0.1878 | 0.1691 | 0.1526 | 0.1376 | 0.1237 | 0.1108 | 0.0086
1 0.390 | 0.2719 | 0.2357 | 0.2091 | 0.1876 | 0.1693 | 0.1531 | 0.1381 | 0.1219 | 0.1123 | 0.1001
12 0.3917 | 0.2701 | 0.2345 | 0.2085 | 0.1871 | 0.1691 | 0.1535 | 0.1392 | 0.1259 | 0.1136 | 0.1020
A3 0.3%01 | 0.2681 | 0.2331 | 0.2078 | 0.1871 | 0.1695 | 0.1539 | 0.1398 | 0.1269 | 0.11149 | 0.1035
" 0.3872 | 0.2667 | 0.2323 | 0.2072 | 0.1868 | 0.1695 | 0.1542 | 0.1105 | 0.1278 | 0.1160 | 0.1019
15 0.3850 | 0.2651 | 0.2313 | 0.2065 | 0.1865 | 0.1695 | 0.1545 | 0.1410 | 0.1286 | 0.1170 | 0.1062
16 0.3830 | 0.2635 | 0.2302 | 0.2058 | 0.1862 | 0.1695 | 0.1548 | 0.1415 | 0.1203 | 0.1180 | 0.1073
17 0.3808 | 0.2620 | 0.2201 | 0.2052 | 0.1859 | 0.1695 | 0.1550 | 0.1420 | 0.1300 | 0.1189 | 0.1085
18 0.3789 | 0.2601 | 0.2281 | 0.2045 | 0.1855 | 0.1693 | 0.1551 | 0.1423 | 0.1306 | 0.1197 | 0.1095
19 0.3770 | 0.2589 | 0.2271 | 0.2038 | 0.1851 | 0.1692 | 0.1553 | 0.1427 | 0.1312 | 0.1205 | 0.1105
50 0.3751 | 0.2571 | 0.2260 | 0.2032 | 0.1847 | 0.1691 | 0.1554 | 0.1430 | 0.1317 | 0.1212 | 0.1113
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8.3.1.2 Homogeneidad: Método de Davene

HO: varianza K. xylinus = varianza Cepa Vinagre (p-valor > 0,05)

Ha: varianza K. xylinus # varianza Cepa Vinagre (p-valor < 0,05)

Xi Xi X X (Xi-X) (Xi-X)
K. xylinus Cepa K. xylinus Cepa K. xylinus Cepa Vinagre
Vinagre Vinagre
0 0 1,549266667 | 1,345066667 | 1,549266667 1,345066667
2,500333333 0,925 1,549266667 | 1,345066667 | 0,951066667 0,420066667

2,496

1,600333333

1,549266667

1,345066667

0,946733333

0,255266667

1,908333333

1,737666667

1,549266667

1,345066667

0,359066667

0,3926

0,841666667 | 2,462333333 | 1,549266667 | 1,345066667 0,7076 1,117266667
¢ ANOVA

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Xi-X K. xylinus |5 4,513733333 0,902746667 | 0,188981981

Xi-X Cepa | 5 3,530266667 0,706053333 | 0,240171108

Vinagre

ANALISIS DE VARIANZA
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Origen de | Suma de | Grados | Promedio F Probabilidad | Valor critico
las cuadrados |de de los para F
variaciones libertad | cuadrados

Entre 0,096720668 | 1 0,096720668 | 0,450751357 | 0,520889086 | 5,317655072
grupos

Dentro de|1,716612354 | 8 0,214576544

los grupos

Total 1,813333022 | 9

Conclusion: Debido a que p-valor > 0,05, se acepta la hip6tesis nula y las varianzas son homogéneas.
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8.3.1.3 Independencia de los datos
Los datos son independientes entre si ya que cada observacion fue tomada de

manera independiente en periodos diferentes sin afectacion una por sobre la otra.

Las data utilizada corresponde al promedio de muestreos aleatorios generados

durante los periodos de estudio.

Conclusién: Ante el cumplimiento de los tres supuestos estadisticos, se
selecciono el uso de T-test como método estadistico inferencial adecuado en el

analisis de la certeza de las hipétesis.

8.4 Anexo 4.

8.4.1 Curva de calibracion de glucosa método DNS

-
o
|

+y=0,4817x - 0,0014
R*=0,9965

° o °
A o o
1 1 1

Absorbancia (540 nm)
o
1

0.0

| | | | | | | | 1 1
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
Concentracion (g/L)

Figura 33: Curva de calibracién de glucosa para el calculo de la concentracion
de glucosa mediante el método DNS.
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