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Resumen

En el presente frabajo fueron sintetizadas membranas de celulosa bacteriana a partir de un
aislado nativo de Acetobacter xylinum. Se variaron como condiciones de culfivo la
temperatura y la fuente de carbono, y como condiciones de purificacion el agente
purificante, la temperatura y el tiempo de exposicidon, y se evalud el efecto de estas
condiciones sobre las propiedades fisicoquimicas y de transporte de las membranas. Se
caracterizaron con pruebas de difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de barrido,
microscopia electrénica de barrido, andlisis infrarrojo y adsorcién de nitrégeno. Las
membranas obtenidas presentaron un alto grado de cristalinidad (entre 72 y 91%),
temperaturas de descomposicidon entre 360 y 385°C. Fueron hechas pruebas de
permeabilidad hidrdulica, retencién de solutos, didlisis y pervaporacién. Debido a la baja
porosidad, los flux de permeado en los distintos procesos de separacién son bastante bajos.
Se obtuvieron coeficientes de permeabilidad hidrdulica entre 1 y 57 Im2h-Tbar!. Las
membranas obtenidas a partir de glucosa son selectivas para la separacion de la mezcla
N2/O2. En las pruebas de pervaporacion, las membranas alcanzaron selectividades entre 2.5
y 6. Las membranas obtenidas a partir de glucosa y glicerol presentaron el mejor
desempeno en las diversas pruebas de separacion.

Palabras Clave: Celulosa Bacteriana, Fermentacion Estatica, Cristalinidad, Separacién por
Membranas, Permeabilidad Hidrdulica, Permeacion de Gases, Pervaporacion.

Abstract

In this work bacterial cellulose membranes were made using a local Acetobacter xylinum
strain. The effect of culture variables (tfemperature and carbon source) and purification
conditions (chemical agent, temperature and purification time) on membrane properties
were investigated. Membranes were characterized by X ray diffraction, differential scanning
calorimetry, scanning electron microscopy, infrared spectroscopy and N2 sorpfion. A high
cristallinity index was achieved (72-91%); the decomposition temperatures were between
360-885°C. Membranes were tested by hydraulic permeability, solute rejection, dialysis and
pervaporation. Hydraulic permeability coefficients were between 1 and 57 Im2h-Tbar!.
Membranes made from glucose and glycerol showed the best behavior in the several
membrane separation tests.

Keywords: Bacterial cellulose, Static culture, Cristallinity index, Membrane separation,
Hydraulic permeability, Gas permeation, Pervaporation.
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1.Infroduccion

La tecnologia de membranas se ha convertido en una parte importante de las técnicas de
separacion en la industria, debido al uso relativamente bajo de energia (puesto que no
involucra cambio de fase de las sustancias a separar), alta selectividad y capacidad de
separacion de mezclas que no son facimente separables por procesos convencionales
como las mezclas de isémeros vy las azeotrdpicas. Las dreas de la ingenieria que se han visto
favorecidas con estas aplicaciones son principalmente las industrias de alimentos, papel,
medicina, petroguimica, de separacidén y purificacion de gases, y recuperaciéon de
sustancias valiosas en aguas o gases de desechos industriales. Los reportes de estas
aplicaciones en la literatura aumentan considerablemente asi como su implementacion en
la industria, lo que permite pensar que en un futuro préximo serd una tecnologia de uso
corriente en todos los paises debido a la creciente demanda de mejores soluciones
ambientales y tecnologias mdas limpias en los procesos de produccion.

La mayor parte de las membranas poliméricas que existen en el mercado son obtenidas a
partir de compuestos de origen sintético y de celulosa vegetal (Figura 1.1); sin embargo,
Ultimamente se han desarrollado algunas membranas a partir de otros polimeros naturales y
combinaciones de naturales y sintéticos, que se han probado en procesos de separacion
como ultrafiltracion, permeacion de gases y pervaporacion.

A medida que se desarrollan nuevos materiales para la produccién de membranas, se
hace necesario caracterizarlos y evaluar el efecto que tiene el método de sintesis sobre las
propiedades estructurales y de fransporte, que van a tener un efecto directo sobre el
desempeno en un proceso especifico de separacion.

En el departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Colombia se han
realizado algunos trabajos del empleo de membranas obtenidas a partir de polimeros
sintéticos en procesos de pervaporacion (Lucena y colaboradores, 1999; Plaza vy
colaboradores, 2000; Angulo y colaboradores, 2003; Gémez y colaboradores, 2003;
Moncada y Boyacd, 2004; Rincdn y colaboradores, 2004). Otros trabajos se han orientado a
la obtencidn de mondmeros como el dcido itacdnico (Duarte y colaboradores, 1995) y
biopolimeros como los polihidroxialcanoatos (Barbosa y Moreno, 2002), polimeros solubles a
partir del hongo del té (Guevara, 1994; Avila y Caicedo, 2007) y celulosa bacteriana
(Caicedo y colaboradores, 2002).
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Figura 1.1. Mercado de membranas en los Ultimos anos para Estados Unidos
[Atkinson, 2002; Fredonia, 2006]

Para el presente trabajo se planted la posibilidad de aprovechar el conocimiento generado
a través de todos estos trabajos para producir membranas a partir de un biopolimero vy
caracterizarlas con el fin de evaluar sus propiedades estructurales y su desempeno en
diversos procesos de separacion. Se eligid como biopolimero celulosa de origen bacteriano
debido a su pureza, conformacion estructural, cardcter hidrofilico y facilidad de obtencion,
y el escaso conocimiento existente sobre su estructura.

La literatura acerca de la celulosa bacteriana es extensa y ha aumentado con el paso de
los anos, el interés por este biopolimero ha crecido bastante, especialmente en los Ultimos
cinco anos. Se han estudiado diversas dreas tales como la biosintesis, la estructura, la
produccién por cultivo estdtico y agitado, y las aplicaciones, que abordan una gran
proporcién de las publicaciones (figura 1.2).

La mayor parte de las aplicaciones encontradas en la literatura se encuentran en el drea
de la salud. Son escasos los trabajos dedicados al uso de celulosa bacteriana como agente
de separacion, asi que es ésta un drea atractiva para explorar.
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Figura 1.2. Revision Tecnolégica: Izquierda: Publicaciones sobre celulosa bacteriana con el tiempo.
Derecha: Temas tratados en las publicaciones sobre celulosa bacteriana

En este contexto se estableci® como hipdtesis de trabajo que las variables de cultivo
(temperatura, fuente de carbono,) y purificacion (agente purificante, concentraciéon vy
tiempo de exposicion) de las membranas de celulosa bacteriana producidas por un
aislamiento nativo de Acetobacter xylinum obtenido y caracterizado en nuestro laboratorio,
afectan las caracteristicas fisicoquimicas y su consecuente desempeno en un proceso de
separacion.

Se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura y fuente de carbono como variables de culfivo, y el
agente purificante, concentracién y tiempo de exposicidn como variables de tratamiento,
en las propiedades fisicoquimicas y de transporte de membranas de celulosa bacteriana
producidas por fermentacién estdtica utilizando un aislado nativo de Acetobacter xylinum.
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Objetivos Especificos

e Obtener las membranas de celulosa bacteriana por fermentacion estdtica utilizando un
aislado nativo de Acetobacter xylinum, variando las siguientes condiciones de cultivo:
temperatura (25°C y 30°C) y fuente de carbono (glucosa, sacarosa y glicerol).

e Evaluar el efecto del agente purificante, temperatura del proceso de purificacién y
tiempo de exposicion al agente, en la estructura de la membrana.

e Caracterizar fisicoquimica y estructuralmente las membranas obtenidas.

e Evaluar las propiedades de transporte de las membranas obtenidas.

Aporte Esperado con el Presente Trabajo

Con este trabajo se pretende encontrar las caracteristicas de transporte de las membranas
a partir de sus condiciones de obtencidn, y por consiguiente, determinar su aplicaciéon en
un proceso especifico de separacion.

Se espera que los resultados de este estudio sean el punto de partida para la sintesis de
membranas de celulosa pura y sus derivados, con aplicaciones en procesos de separacion
especificos de acuerdo a sus propiedades. De esta manera se amplia y fortalece la linea
de investigacién en membranas del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional, que posee un campo de accién con atractivas posibilidades comerciales y de
generaciéon de ingresos y de empleo en el pais, generando productos de alto valor
agregado y gestion tecnoldgica.

El documento estd estructurado en 6 capitulos: El capitulo 2 presenta una revisidn
bibliogrdfica acerca de la celulosa bacteriana, sus propiedades y métodos de obtencién;
en el capitulo 3 se encuentra el marco tedrico acerca de las membranas y los modelos de
transporte a través de éstas. La metodologia que permitid el desarrollo del trabajo se
encuentra detallada en el capitulo 4. En el capitulo 5 aparecen los resultados obtenidos y
su discusidn. Finalmente en el capitulo 6 se encuentran las conclusiones vy
recomendaciones.



2. Celulosa Bacteriana:
Generalidades, Técnicas de Cultivo y
Condiciones de Fermentacion

La celulosa es uno de los polimeros mds abundantes en la naturaleza. Tiene
gran variedad de aplicaciones como en la fabricacidon de papel y textiles y
explosivos, la industria alimenticia, y la obtencidén de azicares fermentables,
ademds de oftras especificas en el campo de la medicina y de la biotecnologia
asi como la fabricaciéon de membranas utilizadas como agentes se separacién.
La mayor parte de la celulosa usada en la industria es de origen vegetal; sin
embargo, en los Ultimos anos la celulosa de origen bacteriano ha ganado
importancia debido a sus propiedades mecdnicas, pureza y alto grado de
cristalinidad que la vuelven atractiva para aplicaciones especificas. En el
presente capitulo se hace una revision acerca de la celulosa bacteriana:
generalidades, obtencion, técnicas de fermentacion y aplicaciones, asi como
los retos y soluciones que hasta el momento se han reportado para hacer de

este polimero un producto de uso comun en un futuro cercano.

2.1 Introduccidn

La celulosa es la molécula bioldégica mds abundante, y constituye el mayor porcentaje de
los biopolimeros en la tierra, siendo inclusive mayor que todos los demds juntos (Jonas y
Farah, 1998; Vandamme y colaboradores, 1998; Mathews y colaboradores, 2006). Su
estructura, lineal, estd formada por 2000 a 14000 unidades de B-(1.4) glucosa en cadenas
no ramificadas que interactUan entre si con enlaces tipo puentes de hidrogeno (figura 2.1).
Es un biopolimero insoluble en agua, posee regiones con un alto ordenamiento (cristalinas),
y regiones donde el grado de ordenamiento es bajo. Presenta varias formas cristalinas,
dando lugar al polimorfismo de la celulosa.

Se conocen seis diferentes estructuras (I, II, I, I, IVI y Vi) que pueden ser convertidas unas
en otras como lo muestra la figura 2.2 (O’Sullivan, 1997; Akerholm, 2003; Akerholm vy
colaboradores, 2004).
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Glucosa

Figura 2.1. Estructura de la celulosa. [Festucci-Buselli y colaboradores, 2007]

La estructura de la celulosa |, llamada también celulosa nativa, es la que se encuentra en
mayor proporcidn en la naturaleza, y coexiste como la mezcla de dos formas cristalinas, I, y
lg. Estas dos estructuras difieren en el modo de unién de las cadenas por los enlaces de
puentes de hidrégeno, como se aprecia en la figura 2.3. La celulosa |, no es la estructura
mas estable y puede convertirse por medio de calor en celulosa Iy que es mds estable.

Regeneracioén
Celulosa | NaOH - Celulosa ll
A
NH3 g NHs
-NHs -NHs
Celulosa Il Celulosa lll
Calor Calor
v
Celulosa IV Celulosa Vi

Figura 2.2 Interconversion de los polimorfos de la celulosa. [O Sullivan, 1997]
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La celulosa producida por organismos primitivos fiene un mayor componente de la
estructura 1,, mientras que en la celulosa de origen vegetal predomina la estructura g
O’Sullivan, 1997. Estas dos formas alotrépicas coexisten en una misma fibrila en diferentes
proporciones dependiendo de su origen.

Figura 2.3 Enlaces en los puentes de hidrégeno para la estructura de celulosa |, (a) y I; (b). eAtomos
de Carbono. cAtomos de Oxigeno.  Atomos de Hidrégeno. La linea punteada amarilla representa la
unién de puente de hidrégeno entre cadenas. [Festucci-Buselli y colaboradores, 2007]

2.2 Celulosa de Origen Bacteriano a Partir de Bacterias del
Género Acetobacter

La celulosa bacteriana (CB) es un polimero extracelular sintetizado por bacterias
principalmente del género Acetobacter. Aunque su formacion fue reportada por primera
vez en 1886 por J. Brown, sélo ha sido objeto de atencidn a partir de la segunda mitad del
siglo XX debido a su alto grado de cristalinidad y conformaciéon reticulada, que la hace
atractiva en diversas aplicaciones, especialmente en el drea de la salud (Jonas y Farah,
1998; Bielecki y colaboradores, 2002).

La celulosa es sintetizada por bacterias pertenecientes a los géneros Acetobacter,
Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina (Dudman, 1959; Jonas y Farah, 1998). Los productores
mds eficientes son las bacterias Gram-Negativas del género Acetobacter, Acetobacter
xylinum (reclasificadas como Gluconoacetobacter xylinus), las cuales se usan como
microorganismos modelo en los estudios bdsicos y aplicados sobre celulosa bacteriana.
Muchas investigaciones se han enfocado en el mecanismo de sintesis del biopolimero, asi
como en su estructura y en las propiedades que determinan su uso prdctico (Hirai y
colaboradores, 1987; Czaja y colaboradores, 2006).
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2.2.1 Caracteristicas de la Celulosa Bacteriana

Algunas investigaciones sobre celulosa bacteriana muestran que la composicidon quimica es
idéntica a la de la celulosa de las plantas, aunque presenta diferencias significativas
respecto a su conformacién estructural y propiedades fisicas (Jung y colaboradores, 2005;
Keshk, 2006a).

Como se planted, una de las caracteristicas mds importantes de la celulosa bacteriana es
su pureza, que la distingue de la celulosa vegetal, usualmente asociada a hemicelulosa y
lignina (Bielecki y colaboradores, 2002).

Otra caracteristica importante de la CB es su alto grado de cristalinidad (mayor a 60%);
estos cristales estdn compuestos de celulosa tipo |, y I la relacidén entre las dos formas
cristalinas depende del microorganismo y de las condiciones de cultivo (fuente de carbono,
suplementos, temperatura) (Jonas y Farah, 1998).

Una vez purificada, la celulosa bacteriana es no tdéxica, no alergénica, biocompatible vy
biodegradable (Duvey y colaboradores, 2002). Otras caracteristicas son: alto grado de
polimerizacién, alta resistencia mecdnica, y temperaturas de degradacion superiores a las
de la celulosa vegetal como puede observarse en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Comparacién de diferentes caracteristicas de las celulosas bacteriana y

vegetal.
‘ CELULOSA

CARACTERISTICA BACTERIANA REFERENCIA CELULOSA VEGETAL REFERENCIA

Yamanaka y col.

70-80 nm (1989) Pino:
Dimensiones 3.0-7.5%102mm Bielecki y col
de las cadenas 133 nm Bielecki y col. {2002) . (2002)
Abedul:
. A2
100-117 nm Ougiya y col. (1998) 1.4-4.0*102 mm
Grado de . . Bielecki y col.
Polimerizacion 16000-20000 Bielecki y col. (2002) 13000-14000 (2002)
Médulo de .
Young (MPa) 49 Algoddn: 0.085
EDensu:Jgd 0.99 Yamanaka y col. Algoddn: 0.19 Yamanaka y col.
specifica

(1989) (1989)
Temperatura de
Degradacién 200-270 Algoddn: 150
(°C)
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2.2.2 Biosintesis de Celulosa Bacteriana

Las bacterias del género Acetobacter producen celulosa a partir de fuentes de carbono
como glucosa, sacarosa, glicerol, manitol o arabitol (Oikawa y colaboradores, 1995b;
Matsuoka y colaboradores, 1996; Bielecki y colaboradores, 2002; Ishihara y colaboradores,
2002; Keshk y Sameshima, 2005). La sintesis de celulosa consta de dos etapas principales: la
primera es la conversién de la fuente de carbono en uridin difosfato glucosa(UPD- glucosa),
que es el sustrato usado para producir la celulosa; la segunda etapa es la formacién de la
celulosa y su excrecidn al medio del cultivo (Ross y colaboradores, 1991; Bielecki vy
colaboradores, 2002; Chawla y colaboradores, 2009).

La primera etapa inicia con el ingreso del sustrato al microorganismo y su conversidn a
glucosa-6-fosfato por la enzima glucoquinasa; posteriormente, la glucosa-é-fosfato pasa a
glucosa-1-fosfato por la accién de la enzima fosfoglucomutasa. En el siguiente paso, la
glucosa-1-fosfato es convertida en UDP-glucosa en presencia de la enzima UDPG
pirofosforilasa; finalmente, por la accidén de la enzima celulosa sintasa, que es la encargada
de redalizar la polimerizacién de la glucosa, se forma la celulosa (Ross y colaboradores, 1991;
Han y Robyt, 1998). La figura 2.4 presenta un esquema del metabolismo de las bacterias
Acetobacter para la produccion de celulosa.

La segunda etapa es la polimerizacion de la glucosa seguida de la excrecion de la celulosa
al medio de cultivo. La membrana celular del microorganismo posee una serie de poros
de 3.5 nm adlineados diametralmente. En la cara interna de la membrana se encuentra el
complejo enzimdtico celulosa-sintasa rodeando cada uno de los poros (Marx-Firgini y Pion,
1974).

La celulosa es excretada al medio de cultivo como una subfibrila elemental de 1.5 nm de
longitud. Al juntar estas subfibrilas se forma una microfibrila y Ia unidn de estas microfibrilas
produce las fibras de celulosa (figura 2.5) (Zaar, 1979; Han y Robyt, 1998; Horii y
colaboradores, 1999; Saxena y Brown Jr, 2000; Bielecki y colaboradores, 2002).
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CELULOSA
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Figura 2.4. Biosintesis de Celulosa Bacteriana. [Adaptado de Caicedo y colaboradores, 2002]

Medio de Cultivo

Fibrila Microfibrila Sub fibrila elemental

) |
(@] y
O
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L Complejo Enzimatico Membrana <
< Celulosa Sintasa
Membrana
Celular

Acetobacter xylinum

Figura 2.5 Esquema de la formacion de la celulosa y su excrecion al medio de cultivo a fravés de la
membrana celular del microorganismo Acetobacter xylinum.
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2.2.3 Funcién Fisiologica

Todas las bacterias productoras de celulosa conocidas hasta hoy, se distinguen porque el
polimero producido se encuentra en forma de agregados extracelulares, atribuidos
principalmente a la autoafinidad que presenta el material. En hdbitat natural, muchos
microorganismos sintetizan polisacdridos extracelulares, los cuales envuelven las células, CB
es un ejemplo de estos polisacdridos. En el caso de las especies de Rhizobium vy
Agrobacterium, el polimero facilita la adhesion celular en interacciones simbidticas e
infecciosas (Ross y colaboradores, 1991), mientras que para A. xylinum y Sarcina ventriculi, la
celulosa confiere proteccién mecdnica, quimica y bioldgica dentro del hdbitat natural.

En ese caso las células productoras son atrapadas en la red del polimero, que mantiene la
poblacién en la interfase aire-liquido. La matriz polimérica facilita el suministro de nutrientes
a la célula, pues éstos se concentran mejor debido a las propiedades de adsorcidon con las
que cuenta la estructura de celulosa y permite que el microorganismo se encuenire en
condiciones mds favorables que si el microorganismo se encontrara solamente en el medio
acuoso (Ross y colaboradores, 1991; Bielecki y colaboradores, 2002).

En el caso del cultivo de A. xylinum, en condiciones estdticas (ausencia de agitacion), la
celulosa se produce en forma de pelicula en la interfase aire/liquido. Se presume que en
este caso, el propdsito de la sintesis de la celulosa es proveer una matriz superficial firme,
qgue permita al microorganismo, un aerobio estricto, estar cerca a la fase gaseosa (Ross y
colaboradores, 1991).

Ofros autores suponen que la celulosa sintetizada juega un importante papel de
almacenamiento de alimento que el microorganismo utilizaria en momentos de escasez. La
presencia de exo y endoglucanasas, en el caldo de cultivo de algunas fermentaciones con
A. xylinum confirmarian esta suposicion (Okamoto y colaboradores, 1994; Tahara vy
colaboradores, 1998; Bielecki y colaboradores, 2002).

2.3 Técnicas de Fermentacion

Las técnicas utilizadas para producir CB son el cultivo estdtico y el agitado. Con cada
técnica se obtiene celulosa con una morfologia diferente. A continuacién se presentan
algunos trabajos que estudian el efecto de las diferentes técnicas de cultivo en la
produccién de CB.
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2.3.1 Cultivo Estatico

En el cultivo estdtico la celulosa se encuentra en forma de pelicula. Estudios realizados
muestran que en un primer estado, el microorganismo incrementa su poblacién gracias al
consumo de oxigeno disuelto que se encuentra en el medio de cultivo; durante este
tiempo, el microorganismo sintetiza cierta cantidad de celulosa en el medio liquido. Sélo las
bacterias que se encuentran en las inmediaciones de la interfase aire/medio de cultivo vy
tienen disponibilidad de oxigeno, pueden mantener su actividad y producir celulosa, la cual
se forma por capas superpuestas; a medida que transcurre el tiempo de fermentacién, el
espesor de la membrana se incrementa por generacién de nuevas capas en la superficie
formando una estructura de capas suspendidas en el medio de cultivo (Borzani y De Souza,
1995; Klemm y colaboradores, 2001).

Las bacterias que permanecen en la fase liquida del medio de cultivo se encuentran en un
estado de letargo, y pueden ser reactivadas y usadas como indculo en una fermentacion
posterior (Klemm y colaboradores, 2001). El inconveniente con las fermentaciones en cultivo
estatico surge porque requiere tiempos largos y una gran drea superficial, lo que no hace
prdctica su produccion a gran escala.

Existen estudios en los que se examinan las variables que afectan el escalado; Caicedo vy
colaboradores (2001), estudiaron la relacién entre la concentracién inicial de sustrato para
glucosa vy la relaciéon drea superficial/volumen de medio, encontrando produccién éptima
de celulosa en una concentracién de glucosa de 20-50 g/l y una relacidén drea
superficial/volumen de medio de 0.3- 0.8 cm, intervalo en el cual la produccion de
celulosa es la mdxima vy el espesor no cambia significativamente.

En este método de cultivo se han utilizado como reactores frascos conicos, frascos Roux y
bandejas. En cuanto a la morfologia de la membrana, algunas investigaciones muestran la
existencia de tres zonas a través de su espesor: la capa superficial, la intermedia y la inferior.
La capa inferior presenta una baja densidad de celulosa debido a que la produccion de
celulosa estd asociada al crecimiento celular y los primeros dias de cultivo éste es bajo; a
medida que aumenta la poblacién celular la densidad de la celulosa producida aumenta y
esto se aprecia en la zona media de la membrana; la superficial se caracteriza por ser una
estructura compacta y con una intensa poblacién celular. (Klemm y colaboradores, 2001).

Se ha estudiado extensamente la celulosa producida en cultivo estdtico puesto que las
membranas obtenidas tienen uso potencial en diversos campos, especiaimente en
medicina y en procesos de separacién. Algunos de estos estudios se enfocan en el
escalado con miras a una mayor produccidén, mientras que otros se concentran en las
propiedades de la estructura como conformaciéon, propiedades térmicas y mecdnicas,
cristalinidad, etc (Hwang y colaboradores, 1999; Astley y colaboradores, 2003; Baranov y
colaboradores, 2003; Caicedo y colaboradores, 2003; Czaja y colaboradores, 2004; Chawla
y colaboradores, 2009).
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23.2 Cultivo Agitado

Al realizar las fermentaciones en cultivo agitado se pueden obtener pellets de celulosa o
aglomeraciones amorfas de las fibras, lo cual depende del tipo de reactor empleado. Estos
cultivos pueden realizarse por lotes o en continuo; se utilizan reactores de tanque agitado o
reactores airlift. El cultivo agitado se investiga con miras a escalar el proceso a nivel
industrial.

Las bajas productividades reportadas, menores que en cultivos estdticos, hacen que no sea
facil su escalamiento, especialmente por el hecho de que el cultivo agitado favorece el
crecimiento de células no productoras de polimero que consumen el sustrato denominadas
celulosa(-); esto se atribuye a mutaciones que lesionan la magquinaria enzimdatica
encargada de la polimerizacién de la glucosa (Schramm vy Hestrin, 1954; Yang vy
colaboradores, 1998).

Se han aislado y caracterizado cepas alfamente productoras en cultivo agitado, tales
como Acetobacter xylinum BCR5 (Yang y colaboradores, 1998), Acetobacter xylinum
subsp. sucrofermentans BPR2001 y Acetobacter sp. A9 (Son y colaboradores, 2001).

Otro problema que presenta este método de cultivo es la habilidad de las células de
Acetobacter para convertir la glucosa en dcidos glucénico y cetoglucdnico por lo que
implica que se remueve la glucosa del medio pero en detrimento de la produccién de
celulosa.

233 Efecto de de la composicion del medio sobre la Produccion de

Celulosa Bacteriana

» Cultivo Estatico

Schramm vy Hestrin (1954), realizaron uno de los primeros trabajos sobre produccion de
celulosa bacteriana. Concluyeron que la produccidn de celulosa es funcidn del suministro
de oxigeno tanto para cultivo estdtico como agitado, pues bajo una atmébsfera de
nitrdbgeno no hubo produccion significativa mientras que la produccion éptima se encontrd
utilizando aire enriquecido.

Posteriormente Hestrin y Schramm (1954), desarrollaron un medio definido, usado como
referencia para estudios de celulosa bacteriana, compuesto por: glucosa 2% (p/v).
peptona 0.5%, extracto de levadura 0.5%, fosfato disdédico 0.27%, ¢cido citrico 0.115% y pH
6.0. Este medio es conocido como H-S.
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Estudios posteriores se encaminaron a describir la sintesis del biopolimero, asi como la ruta
oxidativa de la fuente de carbono (Schramm vy colaboradores, 1957; Gromet vy
colaboradores, 1957).

Dudman (1959), presentd un estudio acerca del efecto de las condiciones de cultivo sobre
la produccién de celulosa y encontré que el uso de glicerol como fuente de carbono
aumenta la produccién de celulosa en un 40%, comparado con glucosa y fructosa. En el
caso de las fuentes de carbono complejas, este mismo autor muestra cémo al utilizar
melaza hidrolizada se obfienen producciones hasta 88% superiores a las alcanzadas en
medios con glucosa como fuente de carbono.

Embuscado y colaboradores, (1994a), evaluaron diferentes fuentes de carbono vy nitrégeno
sobre la produccién de celulosa: la glucosa presentd las menores producciones, mientras la
fructosa, fructosa + sacarosa y fructosa + lactosa presentaron las mayores producciones. El
comportamiento de la glucosa se explica por el descenso drdstico de pH que sufre el
medio al usar esta fuente de carbono, mientras que con las ofras este descenso es menor.

De las fuentes de nitrdgeno estudiadas, se encontrd que las mayores producciones de
celulosa se presentaron al combinar extracto de levadura y peptona. Embuscado y
colaboradores (1994b), a través de un estudio de optimizacién con dos fuentes de
carbono, sacarosa y fructosa, encontraron que las concentraciones que permiten la
madxima produccién de celulosa son 24.8 'y 76.5 g/l respectivamente.

Oikawa y colaboradores (1995a), usaron arabitol como fuente de carbono y obfuvieron
celulosa en cantfidad seis veces superior al cultivo empleando glucosa. El pH final del medio
al usar arabitol fue 5.8 mientras que con glucosa fue 3.4. El descenso del pH se debe a que
se presenta mayor produccidn de dcido cetoglucdnico, cuando se usa glucosa,
comparada con el arabitol, caso en el cual su produccidén es muy baja. En otros ensayos
estos mismos autores ufilizaron manitol como fuente de carbono y obtvieron una
produccién de celulosa fres veces superior a la alcanzada con glucosa por las razones ya
expuestas (Oikawa y colaboradores, 1995b).

Watanabe y Yamanaka (1995), examinaron los efectos de la tension de oxigeno en la fase
gaseosa del medio de cultivo, y encontraron que si se incrementa aumenta la produccion
de celulosa; sin embargo, cuando el valor de la tensibn de oxigeno supera el 15% la
produccién de celulosa comienza a decrecer. En contfraste, al aumentar la tensidon de
oxigeno crece la cantidad de CO2 producida, por lo que se concluye que el incremento de
la tensidon de oxigeno estimula el proceso oxidativo de la ruta metabdlica en detrimento de
la produccién de celulosa.

Budhiono y colaboradores, (1999), utilizaron agua de coco con algunos suplementos para
evaluar la produccién de celulosa; se concluyd que agregar sacarosa 1% (p/v) es suficiente
para obtener la méxima produccidn de celulosa. En cuanto a la fuente de nitrégeno, el
(NH4)2HPO4 mostrd el mejor comportamiento.
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Ramana y colaboradores (2000) evaluaron diferentes fuentes de carbono y nitrégeno y
enconfraron gue usar sacarosa © manitol como fuente de carbono en cultivo estatico
aumenta la produccidn con respecto a la glucosa; las fuentes de nitrégeno que reportaron
las mejores productividades fueron la peptona y el hidrolizado de caseina, y las de menor
produccién fueron el sulfato de amonio y la harina de soya. Ishihara y colaboradores (2002),
evaluaron la xilosa como fuente de carbono y encontraron que presenta producciones
menores que las obtenidas con glucosa.

Keshk y colaboradores (2006a), emplearon melaza de remolacha como fuente de carbono
y obtuvieron un aumento en la produccién de celulosa de 31% con respecto al uso de
glucosa como Unica fuente de carbono; este aumento se atribuye a la cantidad de
micronutrientes adicionales presentes en la melaza, especialmente sulfuros y nitrégeno
orgdnico, que favorecen el crecimiento del microorganismo. Keshk y Samejima (2006b,
2006c), realizaron un estudio para evaluar la produccién de celulosa bacteriana a partir de
melaza de cana, con diversas cepas de Acetobacter xylinum, adicionando lignosulfonato
al medio y encontraron que con o sin lignosulfonato la produccion de celulosa es mayor
que cuando se emplea glucosa como fuente de carbono. Los resultados se presentan en la
tabla 2.2.

Tabla 2.2. Producciéon de celulosa para cinco cepas de microorganismos usando

tres fuentes de carbono. [Adaptado de Keshk y Samejima, 2006]

Cepade (1) Medio HS (2) Medio con Melaza (3) Mef.loncon"M:Ic;zu y
Acetobacter Ignosuttonato
xylinum Celulosa pH Celulosa Incremento pH Celulosa Incremento  pH
(9/1) Final (g/1) (%) Final (9/1) (%) Final
ATCC 10245 1.15 2.62 1.86 61.74 4.99 1.48 28.70 4.90
IFO 13772 3.33 2.69 5.79 73.87 3.88 5.99 79.88 3.95
IFO 13773 2.24 2.77 2.82 25.89 3.95 3.21 43.30 401
IFO 14815 0.68 2.84 1.37 101.47 415 1.24 82.35 4,00
IFO 15237 0.77 2.78 2.34 203.90 4.20 2.25 192.21 4.00

Medio de cultivo: 1: Medio Hestrim- Schramm. 2: Melaza 4%. 3. Melaza 4%, Lignosulfonato 1%. Temperatura de
cultivo: 28°C. pH inicial: 6.0. Tiempo: 6 dias.

El aumento en la produccién usando melaza de cana como fuente de carbono se atribuye
a la razdn expuesta anteriormente por Oikawa y colaboradores (1995a), y es que el uso de
glucosa como Unica fuente de carbono promueve la produccidn por parte del
microorganismo de dcido (ceto) glucdnico, lo que no beneficia la produccién de celulosa,
puesto que este dcido no sdlo disminuye la cantidad de glucosa disponible para su
polimerizacion, sino que conduce a niveles de pH que afectan la viabilidad celular.
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Surma-Slusarska y colaboradores (2008), emplearon diversas fuentes de carbono para
producir celulosa: glucosa, arabinosa, manosa, galactosa, xilosa y manitol; las fuentes de
carbono que presentaron las mayores producciones fueron la glucosa y el manitol.

Kurosumi y colaboradores (2009), utilizaron jugo de diversas frutas como fuente de carbono
para la produccién de celulosa y encontraron que al suplementar los jugos con las fuentes
de nitrégeno en las cantidades propias del medio H-S, la produccidn de celulosa aumenta
desde 200% para el jugo de naranja, hasta 1800% para el jugo de manzana.

Mikkelsen y colaboradores (2009), encontraron que la sacarosa y el glicerol presentan
producciones similares y mds altas que las obtenidas con manitol, glucosa vy fructosa, con
respecto a las cuales el aumento en la produccion es 12, 19 y 26% respectivamente.

En relacién con la temperatura, la que permite la mdxima produccién de celulosa tanto
para glucosa como para sacarosa como fuentes de carbono es 30°C. A 25°C y 35°C las
producciones son similares y menores que a 30°C, mientras a 40°C no existe crecimiento del
microorganismo y, consecuentemente, no se presenta produccién de celulosa (Oikawa y
colaboradores, 1995a; Carreno y Caicedo, 2005).

= Cultivo Agitado

Matsuoka y colaboradores (1996), con el propdsito de producir celulosa en cultivo agitado
desarrollaron un medio sintético para produccién de celulosa en cultivo agitado,
compuesto por: fructosa 4% (p/v), fosfato dcido de potasio 0.1%, sulfato de magnesio
0.025%, solucién de sales mixtas 1% y de solucidén de vitaminas 1%. Este medio se utilizé
como referencia y se compard con éste mismo suplementado con lactato y metionina, y
con un medio complejo que contiene licor de maiz, encontrando que el medio sintético
alcanza producciones de celulosa 10% inferiores a las alcanzadas con el licor de maiz. El
lactato al ser consumido por el microorganismo e ir hacia el ciclo del dcido tricarboxilico en
la ruta metabdlica, permite que la fructosa sea empleada para produccidn de celulosa. La
meftionina por su parte, estimula el crecimiento celular en las primeras etapas de cultivo,
disminuyendo la fase lag y por tanto aumentando la velocidad de producciéon de celulosa.

Son y colaboradores (2001), encontraron que de las fuentes de carbono simples, la que
presenta mejor produccién de celulosa es la glucosa. Para medios complejos Bae y Shoda
(2005b), encontraron a través de un trabajo de optimizacién en un medio con licor de maiz
suplementado con fructosa, que al incrementar la viscosidad del medio con pequenas
cantidades de agar, la produccién de celulosa en cultivo agitado aumenta.

Bae y Shoda (2005a), emplearon melaza como fuente de carbono previomente tratada
con H2SO4 y encontraron que la produccion de celulosa incrementa 76% respecto a la
melaza sin tratar. Jung y colaboradores (2010), estudiaron diversas fuentes de carbono
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simples y la que mejor rendimiento presentd fue el glicerol en una concentracion de 30g/I.
Los autores estudiaron también el efecto de varios co-sustratos sobre la produccion y
obtuvieron los mejores rendimientos con el empleo de dcido succinico.

También se ha estudiado el efecto de la adicidon de polisacdridos solubles al medio de
cultivo sobre la produccién de celulosa; se cree que disminuyen los esfuerzos cortantes
dentro del reactor, y de esta forma reducen el riesgo de mutacidn de las células
productoras a no productoras de celulosa. La tabla 2.3 presenta algunos de los polimeros
usados en la fermentacion y su efecto sobre la produccion del biopolimero.

Con el fin de incrementar la produccién de celulosa se estudid el efecto de la adicidén de
algunos co-sustratos como CO», etanol y dcidos orgdnicos. Naritomi y colaboradores
(1998c), estudiaron el efecto del CO2 y encontraron que éste inhibe el crecimiento del
microorganismo y por ello disminuye la produccidén de celulosa. Por el contrario, la adicién
de lactato y etanol al medio de cultivo incrementa la produccién de celulosa (Naritomi y
colaboradores, 1998b; Naritomi y colaboradores, 1998a).

Tabla 2.3. Efecto de la adicion de polimeros solubles sobre la produccion de

celulosa en cultivo agitado.

.z Incremento de
Concentracion Celulosa respecto
Polimero Empleado de polimero fesp REFERENCIA
(% p/v) al medio sin el
°P polimero (%)
Alginato de Sodio 0,04 58 Zhou y col.(2007)
Copolimero
poliacrilamida- 0.3 140 Josephyy col. (2003)
e . Joseph y col. (2003)
d&cido acrilico
Acetan 0.15 54 Ishida y col. (2002)
Ishida y col. (2002)
Agar 0,15 56 Ishida y col. (2002)
Bae y col. (2004)
Agar 0.05 25
Agar 0.1 33 Chao y col. (2001)
Goma Xantana 0.06 17

Son y colaboradores (2001), evaluaron el efecto de la adicidén de varios co-sustratos, entre
ellos algunos dcidos orgdnicos. En todos los casos hubo un incremento en la celulosa
obtenida con respecto al medio sin co-sustrato (tabla 2.4). El aumento en la produccion de
celulosa puede atribuirse a que la presencia de co-sustratos facilita la disponibilidad de la
glucosa para producir celulosa por parte del microorganismo mientras el cosustrato se utiliza
en el crecimiento y produccidn de energia, pues la mayor parte de estos compuestos se
encuentran cerca del ciclo del dcido tricarboxiico en la ruta metabdlica del
microorganismo.
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Respecto al tipo de reactor utilizado, Kouda y colaboradores (1996), estudiaron el efecto de
la configuracion del agitador dentro del fermentador de tanque agitado sobre la
produccién, utilizando diferentes agitadores como el de turbina, el de tormillo, el agitador
tipo hélice, y el agitador maxblend® y encontraron que este Ultimo presenta el mejor
desempeno, puesto que en un medio no newtoniano con una viscosidad que aumenta a
medida que se produce la celulosa, este tipo de agitador facilita el tfransporte de oxigeno y
nutrientes al microorganismo y disminuye las zonas muertas dentfro del reactor. El principal
inconveniente con los reactores de tanque agitado es la gran cantidad de energia que se
necesita para mantener un buen mezclado, incrementando los costos de produccién
(Kouda y colaboradores, 1997a; Kouda y colaboradores, 1997b).

Tabla 2.4. Efecto de las Adicion de co-sustratos al Medio de Cultivo sobre la

Produccion de CB en Cultivo Agitado. [Son y colaboradores, 2001]

Incremento en la
Compules'ro produccién de
(2% p/v o vIV) celulosa (%)
Etanol 36.5
Acido Acéfico 10.3
Acido Fumadrico 17.9
Acido Lactico 16.1
Acido Mdlico 12.0
Acido Pirdvico 28.7
Acido Succinico 22.4

Medio Control: H-S
Medio de Cultivo: H-S con adicion del cosustrato.
Microorganismo: Acetbacter sp. A9
T: 30°C

Chao y colaboradores (2001), presentaron una alternativa para enfrentar este problema
utilizando reactores de columna de burbujeo, aungue la produccién de celulosa decrece
con respecto al tanque agitado; sin embargo, al emplear aire enriquecido la producciéon
puede llegar a ser equivalente.

Cheng y colaboradores (2002), emplearon un reactor de columna de burbujeo y
encontraron que este consume cerca de la sexta parte de la energia empleada en el
reactor de tanque agitado, lo cual es una ventaja significativa al realizar el escalado del
proceso. Al modificar el sistema de aireacidn de un reactor airlift, lograron que la
produccién de celulosa fuera tres veces superior a la obtenida por un reactor airlift no
modificado, sin necesidad de emplear aire enriquecido.

Oftro fipo de reactor empleado es el rotatorio; en un estudio realizado por Caicedo vy
colaboradores (2002), con un reactor de tambor rotatorio se mostré que éste no reduce
significativamente la capacidad de produccion del microorganismo comparado con el
cultivo estdtico. Sin embargo, presentd problemas para un mezclado eficiente, debido a la
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presencia de zonas muertas dentro del sistema. Una variante de este reactor es el
empleado por Serafica y colaboradores (2002), que presenta discos de material polimérico
en el eje rotatorio sobre los cuales se forma la celulosa; al emplear este tipo de reactor se
obtuvo celulosa con una capacidad de retencidn de agua 2 veces superior a la obtenida
por cultivo estatico, ademds de reducir el tiempo de fermentacién a la cuarta parte en
relacién con esta misma técnica de cultivo. Los reactores de pelicula son aquellos donde se
permite que el microorganismo forme una pelicula bioldgica para que se adhiera. Esta es
una manera de aumentar la densidad celular y por ende la produccion de celulosa
bacteriana. Cheng y colaboradores (2009b), emplearon un reactor de pelicula y evaluaron
el efecto del material de soporte sobre la produccidn de celulosa. Se evaluaron 13
diferentes soportes a partir de polipropileno y algunos aditivos y se encontrd que el que
presentd la mejor produccidn de celulosa fue el elaborado a partir de compuestos de soya;
el aumento en la produccién fue 2.5 veces mayor que la obtenida con el reactor sin los
soportes.

234 Efecto de las condiciones de cultivo sobre las propiedades de la

Celulosa Bacteriana

Las diferencias en la morfologia de la celulosa obtenida por las diferentes técnicas de
cultivo ocasionan variaciones en algunas de sus propiedades fisicoquimicas. Estas
diferencias estdn asociadas a la temperatura de cultivo y a la presencia de polimeros
solubles en el medio, entre otras. A continuacion se resumen algunos trabajos que evalian
el efecto de las condiciones de cultivo sobre las propiedades de la celulosa obtenida.

= Temperatura

Se ha encontrado que el aumento de la temperatura de cultivo disminuye la fraccion |, de
la celulosa, como puede observarse en la figura 2.6. Temperaturas de 10°C presentan la
madxima fraccién de celulosa |,; sin embargo, a esta temperatura el crecimiento del
microorganismo es limitado, asi como la produccidén, que encuentra su mdximo d
temperaturas cercanas a los 30°C.
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Figura 2.6. Fraccion masica de celulosa la. en cristales de celulosa bacteriana vs temperatura de
cultivo. [Adaptado de Horii, 1994]
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De acuerdo con Yamamoto y Horii (1994), aiun no se ha establecido la causa del
incremento de celulosa |, a bajas temperaturas. En sus trabajos Hirai y colaboradores (1997 y
2002), reportan que, a una temperatura de cultivo de 4°C y 86% de la poblacién celular
permite la produccién de celulosa en forma de banda, mientras que el 14% restante la
produce en forma de corddn. Este comportamiento se presenta cuando el microorganismo
sufre fuertes restricciones tales como temperaturas bajas, medios muy viscosos o sélidos, que
conducen a una baja movilidad celular, y ésta facilita la formacién de celulosa tipo |I.

. Presion

Hult y colaboradores (2003), hallaron que el incremento en la presion de cultivo de 1 a 30
atm disminuye el espesor de la pelicula, y se presentan algunos cambios con respecto a la
estructura de la celulosa: la cristalinidad aumenta de 80 a 85% y el ancho promedio de la
microfibrila se incrementa de 36 a 80 nm. Si bien la presidn induce cambios muy pequenos
en la cristalinidad, el ancho de la microfibrila presenta variaciones mds apreciables, debido,
segun los autores, a que una mayor presidn contribuye a acortar las distancias entre
microfibrilas, promoviendo su asociacion en microfibrilas mds grandes. También se observd
que la presion mdaxima para que exista crecimiento celular y produccién de celulosa es 30
atm (pues se hicieron ensayos hasta 50 atm); aungque una presidén de 30 atm es muy alta y
puede pensarse que no es posible el crecimiento celular, no se presentaron mayores
cambios morfolégicos en las células; sin embargo, se necesita un tiempo de cultivo 10
veces mayor para obtener una pelicula de celulosa del mismo espesor que la obtenida a
presidn atmosférica.

. Adicion de polimeros solubles al medio de cultivo

Entre las diferentes técnicas para modificar la estructura de la celulosa obtenida por
fermentacion, la adicién de polimeros solubles ha sido una de las mds estudiadas. Un
frabajo pionero fue el de Ben-Hayyim y Ohad (1965), quienes al adicionar
carboximetilcelulosa (CMC) al medio encontraron que se producia una orientacién de las
fibrillas formadas en la etapa inicial de la fermentacion. Posteriormente Yamamoto y Horii
(1994), hallaron que la adicién de polimeros solubles como la CMC con varios grados de
polimerizacién afecta notablemente la fraccidén de celulosa |, asi como la concentracién
del polimero en el medio de cultivo, (figura 2.7). El indice de cristalinidad permanece casi
constante pero la fraccién |, decrece, lo que indica que en presencia de polimeros solubles
se induce la formacién de celulosa lg; tfambién observaron que a concentraciones bajas de
polimero se produce una reduccién en el tamano de la microfibrila (Hirai y colaboradores,
1998). Los mismos autores concluyen que la adicién de xiloglucano (XG) al medio da lugar
a comportamientos comparables a los de la CMC. Una explicacion de este fendmeno es
que la presencia de aditivos interfiere con la agregacién de las microfibrilas en el ensamble
de los cordones, probablemente porque se adhieren a la superficie de las subunidades
fiorilares que son extruidas al medio de cultivo después de su biosintesis (Yamamoto vy
colaboradores, 1996).
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En lo referente a la reduccion del tamano del cristal, comentan que se debe a la menor
fracciéon de celulosa |, lo que lleva a concluir que ésta cristaliza en microfibrilas anchas,
mientras que la I lo hace preferiblemente en microfibrilas de menor tamarno (Yamamoto y
colaboradores, 1996). Cheng y colaboradores (2009a), evaluaron diferentes aditivos para
la produccién de celulosa y encontraron que con la CMC el incremento de la
concentracion en el medio disminuye la cristalinidad de la celulosa y el tamano del cristal.
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Figura 2.7. Variacion de la proporcién de celulosa la con la concentraciéon de polimeros solubles en el
medio de cultivo: carboximetilcelulosa (CMC) y Xiloglucano (XG). GP: Grado de polimerizacién. GS:
Grado de Sustitucidon. MM: Masa Molecular. [Adaptado de Yamamoto y colaboradores, 1996]

Iwata y colaboradores (1998), evaluaron el efecto de compuestos de la madera como
hemicelulosa vy lignina sobre la produccidon de celulosa bacteriana. La presencia de
hemicelulosas puede inducir la conversion de celulosa |, a lg. Por otra parte, Uhlin y
colaboradores (1995), enconfraron que en presencia de estos compuestos el ancho de la
fibrila disminuye.

Keshk (2006), establecid que la adicién de compuestos de la lignina no origina variaciones
apreciables en la cristalinidad o en el tamano de los cristales de celulosa; sin embargo, las
microfibrilas presentaron un didmetro mayor que el de las fibrilas obtenidas en el medio sin
lignina.

Estas variaciones provocaron un incremento en la resistencia a la tension y en el médulo de
Young de hasta 82% asi como 32% en el grado de polimerizacién respecto a la celulosa
obtenida en ausencia de lignina.
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2.4 Aplicaciones de la Celulosa Bacteriana

Son numerosos los campos en los que la CB tiene aplicacién; sin embargo, son pocas las
aplicaciones a nivel comercial que se existen actualmente. Algunos productos comerciales
son Biofill® , Gengiflex® desarrollados como sustituto temporal de la piel para cubrir heridas
y en implantes dentales (Fontana y colaboradores, 1990; Yoshinaga y colaboradores, 1997;
Chawla, 2009). Xylos Corp. también ha desarrollado biomateriales de celulosa bacteriana
para aplicaciones biomédicas (Xylos Corp, 2001). En Filipinas se emplea como alimento
llamado “nata de coco” (Vega Garcia y Bontoux, 2001).

Se usa también como espesante, estabilizante y ligante en muchos productos alimenticios,
especialmente aquellos con bajo o nulo contenido en grasas (Thompson y Hamilton, 2001).
Se ha encontrado que la celulosa obtenida en cullivo agitado presenta mejores
propiedades como espesante que la de cultivo estdtico, debido probablemente a la
estabilidad de la estructura que le permite actuar como barrera mecdnica y como soporte
dentro de la emulsién (Ougiya y colaboradores, 1997).

Otra aplicacién comercial de la celulosa bacteriana es en transductores acusticos, dada la
gran resistencia mecdnica que adquiere la celulosa después de ser sometida a un
tratamiento quimico (Yamanaka y colaboradores, 1989; Nishi y colaboradores, 1990,
Ciechanska y colaboradores, 2002).

En el campo de la medicina se han evaluado varias aplicaciones. Una de ellas como
sustituto temporal de la piel para el tratamiento de heridas, quemaduras, Ulceras vy
abrasiones en la epidermis (Fontana y colaboradores, 1990; Czaja y colaboradores, 2006;
Czaja y colaboradores, 2007, Cai y colaboradores, 2009). Para permitir que ese
revestimiento tenga un mayor efecto antimicrobiano, Maneerung y colaboradores (2008)
desarrollaron un compdsito de celulosa bacteriana y nanoparticulas de plata, que mostrd
su eficiencia para proteger de microorganismos tanto Gram-negativos como Gram-
positivos.

Otra aplicacion fue lograda por Klemm y colaboradores (2001), quienes desarrollaron
implantes vasculares para microcirugia gracias al diseno de un reactor que permite obtener
celulosa bacteriana en forma tubular. Estos implantes fueron probados in vivo en cerdos y
se encontré que presentan buena compatibilidad con los tejidos del animal (Schumann vy
colaboradores, 2008). Se estudiaron también sus propiedades mecdnicas con resultados
son similares a los obtenidos por tejidos vasculares naturales (Bdckdahla y colaboradores,
2006).

Otros investigadores modificaron la superficie de estos implantes para aumentar su
potencial hidrofilico y permitir asi una mejor adhesion de las células (Charpentier y
colaboradores, 2006; Andrade y colaboradores, 2010)
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La celulosa bacteriana también se ha usado como soporte en ingenieria de tejidos,
especialmente para reparar tejido cartilaginoso. En los trabajos de Lloyd (2004), Svensson y
colaboradores (2005), Sanchavanakit y colaboradores (2006), Concaro y colaboradores
(2007), Wang y colaboradores (2009), Zahedmanesh y colaboradores (2009), Brackmann y
colaboradores (2010), Nwe y colaboradores (2010), el soporte de celulosa presentd buena
resistencia mecdnica, ademds de permitir la proliferacién de keratocitos humanos y de
conservar su viabilidad.

También se ha probado como compdsito con hidroxiapatita para reemplazo de tejido dseo
(Hong y colaboradores, 2006; Wan y colaboradores, 2007; Rambo y colaboradores, 2008;
Grande y colaboradores, 2009; Li y colaboradores, 2009a; Zhang y colaboradores, 2009;
Zimmermann y colaboradores, 2009; Zheng y colaboradores, 2010; Zaborowska vy
colaboradores, 2010), y con alcohol polivinilico (PVA), para implantes de cérnea, mostrando
biocompatibilidad, y ausencia de necrosis en el tejido implantado (Jia y colaboradores,
2009; Jia y colaboradores, 2010; Wang y colaboradores, 2010).

Los sensores de glucosa normales estdn recubiertos con una membrana de celulosa de
origen vegetal; una de sus principales desventajas es su corta vida Util. Al recubrir estos
sensores con celulosa bacteriana, Ammon y colaboradores (1995), encontraron que
aumenta su vida Util y estabilidad al contacto con la sangre.

Otras aplicaciones potenciales en el drea de la medicina debido a sus propiedades son:
como soporte para cultivo de células de mamiferos (Watanabe y colaboradores, 1993),
inmovilizacidn de enzimas y otras biomoléculas (Wu vy Lia, 2008), sustrato para cultivo de
tejidos (Li y colaboradores, 2009b) y en sistemas de liberacién controlada de medicamentos
(Stoica-Guzun y colaboradores, 2007).

En la industria del papel, la celulosa bacteriana se ha probado en la obtencidén de papel
de alta calidad para restauracion de documentos valiosos (Son y colaboradores, 2001;
Surma-Slusarska y colaboradores, 2008; Basta y El-Saied, 2009).

En el campo de la electrénica se han desarrollado membranas con alta conductividad
eléctrica y dispositivos emisores de luz, incorporando algunos metales en la estructura de la
celulosa (Legnani y colaboradores, 2008; Li y colaboradores, 2009c; Shen y colaboradores,
2009).

Se han modificado algunas membranas con paladio y platino para ser utilizadas en celdas
de combustible, mostrando buena adhesidon de las sustancias intfroducidas en la estructura
de celulosa (Take y colaboradores, 2002; Evans y colaboradores, 2003; Mukai y
colaboradores, 2006; Yang y colaboradores, 2009; Sun y colaboradores, 2010).

También se han probado membranas de celulosa bacteriana en procesos de separacion.
Debido a su estructura hidrofilica, pueden emplearse en separaciéon de soluciones acuosas,
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tales como filtracidn molecular, ultrafiltracion, didlisis, permeacién con vapor vy
pervaporacion (Shibazaki y colaboradores, 1993; Duvey vy colaboradores, 2002;
Wanichapichart y colaboradores, 2002; Duvey y colaboradores, 2005; Sokolnicki vy
colaboradores, 2006; Saibuatong y Phisalaphong, 2010). Los trabajos dedicados a estudiar
las membranas de celulosa bacteriana como agente de separacion se presentardn con
detalle en el capitulo lIl.



3. Membranas de Celulosa Bacteriana

Los procesos de separacién con membranas han adquirido importancia a partir
de la segunda mitad del siglo XX, debido principalmente a la reduccion del
consumo energético que presentan respecto a los procesos de separacion
convencionales. Este capitulo recoge algunos conceptos importantes de la
separacion a través de membranas y sus mecanismos de transporte, asi como
sus principales aplicaciones. Finalmente, se hace una revisidn acerca de la
evaluacion de membranas de celulosa bacteriana como agentes de

separacion.

3.1 Introduccion

Una membrana es esencialmente una barrera entre dos fases, que en presencia de una
diferencia de potencial quimico permite el paso de las especies con velocidades diferentes
(Habert y colaboradores, 2006). Se tiene registro del primer estudio sobre membranas en
1748, cuando el francés Abbé Nollet descubrié que una vejiga de cerdo permite el paso
preferencial del etanol cuando se pone en contacto un lado con una mezcla etanol/agua
y el otro con agua pura. Nollet fue probablemente el primero que reconocid la relacion
entre una membrana permeable y la presién osmdtica, acufiando asi el término *Osmosis”
(Baker, 2004; Strathmann y colaboradores, 2006).

En 1855 Fick publicd sus leyes sobre la difusién, ain hoy dia usadas para describir los
procesos de fransporte a través de membranas. Ese mismo ano, Fick prepard y estudié una
de las primeras membranas artificiales, hecha a partir de una solucién alcohol/éter y nitrato
de celulosa, llamada colodion (Lonsdale, 1982). Thomas Graham, conocido por sus leyes de
difusion de gases, también realizé algunas mediciones de didlisis a través de membranas
sintéticas a mediados del siglo XIX.

Graham también descubrié que el caucho presenta diferentes permeabilidades para
diferentes gases, y por lo tanto que las membranas podian utilizarse para realizar
separaciones de mezclas gaseosas. En 1887 van't Hoff utilizd los experimentos hechos por
Traube y Pfeffer sobre presion osmdtica para desarrollar su ley limite, que explica el
comportamiento de soluciones diluidas ideales; este trabajo lo llevd a la ecuacién que lleva
su nombre. Al mismo tiempo, el concepto de una membrana permeable perfectamente
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selectiva fue propuesto por Maxwell y otros en el desarrollo de la teoria cinética de los gases
(Baker, 2004).

En sus primeras etapas las membranas fueron primordialmente objeto de estudio con muy
pocas aplicaciones prdcticas. Esto cambié drdsticamente en 1950 cuando despertd el
interés por el uso de membranas en aplicaciones técnicas de importancia. Los avances en
la quimica de polimeros dieron como resultado una gran cantidad de compuestos
sintéticos que hicieron posible la preparacidon de nuevas membranas con propiedades de
transporte especificas, ademds de excelentes propiedades mecdnicas y térmicas. Uno de
los mayores avances fue el desarrollo de membranas de acetato de celulosa para ésmosis
inversa, las cuales permiten una elevada retencidn de sales y altos flux a presiones
moderadas. Esta aplicacién se convirtié en una herramienta efectiva para la producciéon
de agua potable a partir de agua de mar (Strathmann y colaboradores, 2006).

Tan pronto se desarrollaron membranas eficientes, empezaron a disenarse maddulos
apropiados como el de fibra hueca y espiral, con miras a llevar los procesos a escala
industrial. El criterio para el diseno de dichos mddulos incluye alta densidad de empaque de
la membrana, facilidad de mantenimiento o reemplazo de la misma, confiabilidad y bajo
costo. Para ésmosis inversa se utilizaban mddulos en espiral, mientras que para hemodidlisis
se utilizan los mdédulos capilares de fibras huecas (Kumano y Fujiwara, 2008).

3.2 Morfologia de las Membranas

Las membranas presentan diferentes morfologias; pueden clasificarse en dos grandes
grupos: densas y porosas (figura 3.1). En el caso de las membranas porosas se presume que
existen caminos fisicos fijos por donde se da el paso de las moléculas. No se espera que
exista una interaccién entre la sustancia a separar y el material de la membrana. En las
membranas densas no hay presencia de caminos fijos; el paso de las moléculas a separar
se da gracias a la movilidad segmental de las cadenas de la membrana.

Tanto las membranas densas como las porosas pueden ser isotrdopicas o anisotrépicas, es
decir, pueden o no presentar las mismas caracteristicas a lo largo de su espesor.

La morfologia de la membrana y el material que la constituye definen el proceso de
separacion en el cual puede ser empleada, asi, una membrana porosa serd empleada en
procesos de micro, ultra y nanofilfracidn mientras una membrana densa se emplea
preferencialmente en dsmosis inversa, permeacidén de gases y pervaporacion. La estructura
del material influye en propiedades como la permeabilidad y la selectividad; si la estructura
es altamente cristalina, el flux se verd afectado debido a que las zonas cristalinas son
impermeables; en cuanto a la selectividad, el material debe ser afin al componente a
separar, es decir, si por ejemplo se quiere retirar agua, el material deberd ser hidrofilico,
caso contrario, se prefiere hidrofébico.
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Figura 3.1. ). Clasificaciéon de las Membranas. b). Eorfologia de membranas.

[Adaptado de Strathmann, 2001; Caicedo y colaboradores, 2002;

colaboradores, 2006]

Baker, 2004; Habert y

3.3 Procesos de Separacién que Utilizan Membranas

Para que ocurra el tfransporte a través de la membrana es necesaria la aplicacion de una
fuerza motriz. Esta fuerza puede ser un gradiente de potencial eléctrico o quimico. Este
potencial puede expresarse en términos del gradiente de presibn o concentracién
dependiendo del proceso. La tabla 3.1 presenta los principales procesos de separaciéon con

membranas.



28 Capitulo 3

Tabla 3.1. Principales procesos de separaciéon que utilizan membranas. [Adaptado

de Habert y colaboradores, 2006]

MECANISMO
PROCESO DE FUERZA
Z ALIMENTO DE APLICACIONES
SEPARACION SEPARACION IMPULSORA
Micro Liquido o . AP Concen’rroq?n de emulspnes,
filtracion gas Tamano (0,5-2 atm) concentracion de suspensiones
! celulares y reduccién de turbidez.
Separacién de biomoléculas y virus
" .z L - AP . .,
Ultrafiltracion Liquido Tamano 1.7 o de corrientes acuosas, remocion
(1-7 atm) de aceites en microemulsiones.

Nanofiltracién Liquido Tamano AP Purificacion de enzimas,

4 (5-25) biorreactores de membrana.
Osmosis Lo Adsorcion- . Desalinizacién de agua,
Inversa Liquido difusion AP {Api) fratamiento de aguas residuales.

Tamano y
Didlisis Liquido adsorcién- AC Hemodidlisis.
difusiéon
Electrodidlisis  Liquido ~ "™eIcambio ag  Coneentracion de soluciones
idnico salinas, purificacion de aguas.

Permeacién Gaso Adsorcion. Separacién de  O2/N2,  Ha2/CHa,
congasy o Api H2/N2, CO2/CHs, y remocién de

vapor difusion L. .
vapor vapores orgdnicos del aire.

Gas o Adsorcion- Deshidratacion de compuestos
Pervaporacion e Api orgdnicos, remocion de trazas

vapor difusion

orgdnicas de soluciones acuosas.

3.4 Transporte a través de Membranas

El punto de partida para describir la permeacién de sustancias a través de membranas
basado en la termodindmica es que todas las fuerzas motrices (diferencias de presion,
temperatura, concentracion y fuerza electromotriz), estdn interrelacionadas y que la fuerza
impulsora genérica para producir el tfransporte de la sustancia es el gradiente de potencial
guimico (Wijmans y Baker, 1995). Asi, el flux J del componente i puede describirse como:

L

Ji=-L 3.1
1 1 dX ( )

donde Ji es el flux del componente i, dui/dx es el gradiente de potencial quimico del
componente i a través del espesor de la membrana y L es el coeficiente de
proporcionalidad (no necesariamente constante) que vincula el flux (flujo por unidad de
drea) con la fuerza impulsora. El potencial quimico puede expresarse en términos de las
diferentes fuerzas motrices (diferencias de temperatura, presion, concentracion).
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En general, un proceso de separacidon con membranas se realiza a temperatura constante,
mientras que se presentan gradientes de presidon y concentraciéon. Asi, la expresion para el
potencial quimico puede ser:

dy, =RTdIn(y,C,)+v,dp (3.2)

donde Ci es la concentracidn molar (mol/mol) del componente i, yi el coeficiente de
actividad, p la presion y vi el volumen molar del componente i. Para fases incompresibles
como un liguido o una membrana sélida, el volumen no cambia con la presion.

La eficiencia de separacidon de la membrana se conoce como selectividad, y puede
definirse como la capacidad para permitir el paso de un componente sobre los demds. En
procesos que utilizan membranas porosas la selectividad estd directamente asociada al
tamano de las especies retenidas y de los poros de la membrana. La selectividad puede
expresarse a través del coeficiente de rechazo:

C
R=|1-—"1{*100 (3.3)
C

a

Donde Cp y Ca son las concenfraciones del soluto en el permeado y el alimento
respectivamente.

En el caso de las membranas densas la selectividad depende de la afinidad de las especies
con el material de la membrana y puede expresarse como:

YA
a _ /s
. XA (3.4)
XB

Donde Yi y X son las concentraciones del componente i en el permeado y el alimento
respectivamente.

Uno de los fendmenos mds importantes asociados al transporte a través de membranas es
el de polarizaciéon de la concentraciéon. Este fendmeno se presenta debido a que la
velocidad del alimento en la superficie de la membrana es igual a cero, de la misma
manera que la velocidad de un fluido en la pared de una tuberia presenta este valor.
Debido a la selectividad de la membrana, se va a presentar un aumento en la
concentracién de los solutos sobre la superficie; estos solutos al encontrarse en mayor
concentracion que en el seno del liquido, crean un movimiento difusivo desde la superficie
de la membrana hacia la solucién. Si se llega al equilibrio entre el flux que permea la
membrana y el flux difusivo que va en sentido del seno del liquido, se crea un perfil de
concentracién del soluto préximo a la membrana. Este fendmeno de polarizacion de
concentracion es inherente a cualquier proceso selectivo; el espesor de la pelicula proxima
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a la superficie dependerd de factores como las condiciones de flujo (nUmero de Reynolds)
y la concentraciéon del alimento.

3.4.1 Modelos para Membranas Porosas

Los procesos que involucran membranas porosas utilizan como fuerza motriz una diferencia
de presion a fravés de éstas. El paso del permeado a fravés de la membrana se efectia en
grupos de moléculas. De manera general en las membranas porosas no se presenta
gradiente de concentracién a través de ellas; por lo tanto, el resultado de combinar las
ecuaciones 3.1y 3.2 es:

J =-L, ap (3.5)
dx

Si el coeficiente Li no depende del cambio de presidn, la ecuacién 3.3 puede integrarse a
través del espesor de la membrana dx, obteniéndose una expresidn similar a la ley de
Darcy:

J=L,AP (3.6)

El coeficiente L, depende, entonces, de la estructura fisica de la membrana y de la
solucién a permear. Este coeficiente es conocido como el coeficiente de permeabilidad
hidrdulica, puede interpretarse como una medida de la faciidad que presenta la
membrana al paso de un solvente determinado (Habert y colaboradores, 2006). Se han
desarrollado diferentes modelos para evaluar este coeficiente, uno de los cuales es el que
considera la membrana como una matriz que contiene poros cilindricos a través de su
espesor.

El flux puede calcularse con la ecuacion de Hagen-Poiseuille; en este caso, el coeficiente Lp
puede evaluarse en términos del radio medio de los poros (r), la tortuosidad (1), la porosidad
de la membrana (g), la viscosidad del medio (n) y el espesor de la membrana (Az):

er?

L =
P 8piAz

(3.7)

Si la estructura de la membrana se aproxima mds a un medio poroso formado por esferas
que se focan tfangencialmente (caso de los materiales sinterizados), Lo puede calcularse
con el modelo de Kozeni-Carman:

3
&

L —
P KnpS*(l-¢)’Az

(3.8)

donde S representa el drea superficial por unidad de volumen del medio poroso y K es la
constante de Kozeni-Carman.
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3.4.2 Modelos para Membranas Densas

En las membranas densas el transporte se efectia moécula a molécula, contrario al
fransporte en membranas porrosas donde el fransporte ocurre en grupos. La fuerza motriz es
el gradiente de potencial quimico, expresado como la diferencia de presiones parciales del
componente i entre el alimento y el permeado. Para el transporte a través de membranas
densas se han desarrollado algunos modelos. En ellos se tiene en cuenta que el fransporte
es primordialmente de cardcter difusivo. A continuacién se resumen algunos de los
conceptos y modelos que explican el transporte a través de esta clase de membranas.

* Ley de Fick

La ley de Fick establece una relacién lineal entre el flux del componente i que se difunde a
través de la membrana y el gradiente de concentracién entre el alimento y el permeado:

J=-DVC (3.9)

Esta primera ley es aplicable cuando se alcanza el estado estable, en el cual el flux es
constante con el tiempo. Si la difusidén es unidireccional, la ecuacidn 3.7 se transforma en:

dC
J="D (3.10)

Esta simplificacion es vdlida si el espesor es mucho mds pequeno que las otras dimensiones
de la membrana (Klopffer y Flaconnéche, 2001). El coeficiente de difusién puede ser
constante (para unas condiciones dadas del sistema), o dependiente de la concentracion.
Como puede apreciarse, al utilizar la ley de Fick para describir el fransporte de un
componente a través de una membrana, no se tienen en cuenta las interacciones soluto-
membrana o solutoi-soluto; en el caso de mezclas de solventes, es decir, asume un caso
ideal, donde el flux del componente i y del componente j son independientes uno del ofro.
Sin embargo, son muchos los sistemas donde existen interacciones entre los componentes a
permear, y entre los componentes y la membrana; estas interacciones se conocen como
acoplamiento. Este fendmeno reduce la aplicabilidad de este modelo, especialmente en el
caso de sistemas donde estas interacciones son apreciables. A pesar de ello, son muchos
los trabajos en los que se emplea la ley de Fick para interpretar procesos de separacién con
membranas.

A partir de la ecuacion de Maxwell-Stefan, Schaetzel y colaboradores (2001a), obtuvieron
una forma generadlizada de la ley de Fick que tiene en cuenta los efectos del
acoplamiento:
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’,
(90.)+ (%)%,
b, g, 5 % (3.11)

BN CARCYANCYY

donde Vi es el volumen molar, Dj es la difusividad mutua entre los componentes, ¢i es la
fraccién en volumen del componente i y el subindice M denota a la membrana. La relacién
Di/Dj hace referencia a la difusividad por acoplamiento; si ésta se hace igual a cero, Ji y J2
guedan expresados en la forma cldsica de la primera ley de Fick.

_ . Didg ;D
V, dz D,,

Al evaluar el modelo y compararlo con resultados experimentales para la mezcla etanol-
aguaq, la influencia del flux del etanol sobre el flux del agua es muy pequena; los autores
consideraron que para fines prdcticos, en el sistema evaluado, la definicidn cldsica de Fick
es suficiente para describir el comportamiento.

* Modelo de Solucion-Difusion

De acuerdo con el modelo de solucién difusion, el transporte de sustancias a través de la
membrana ocurre en tres etapas sucesivas (figura 3.2): 1. Las moléculas del solvente se
disuelven en el polimero en la interfase alimento-membrana. 2. Las moléculas absorbidas
migran a través de la membrana en direccidén del espesor utilizando como mecanismo la
difusién. 3. Las moléculas, se desorben desde la membrana en la interfase membrana-
permeado.

Sorcidn Desorcion
[ ]
) Cia [ J
[ J
° Difusidn
Alimento . Permeado
[ ]
L Cip
[ ]
[ ]
[ ]

Membrana

Figura 3.2. Esquema del transporte a través de una membrana densa de acuerdo con el modelo de
solucién-difusion.
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Admitiendo la teoria de la doble pelicula, se supone que existe un equilibrio local entre el
alimento y su interfase, y entre el permeado y su interfase. Esta suposicion implica que el
gradiente de potencial quimico es continuo de un lado a otro de la membrana y que las
velocidades de absorciéon y desorcidon a ambos lados de la membrana son muy superiores
la velocidad de difusidn a través de la membrana (Schaetzel y colaboradores, 2004).

Por otra parte, el modelo de solucidn-difusidn asume que la presidn en el interior de la
membrana es constante e igual al valor de la presién en el lado del alimento, lo que quiere
decir que el gradiente de potencial quimico a fravés de la membrana se expresa sdlo
como un gradiente de concentracién. Al combinar las ecuaciones 3.1 y 3.2 en ausencia de
un gradiente de presidn se tiene:

RTL, dC,
J=——"7-"—" (3.12)
Ci dx

Que es una forma andloga de la ley de Fick (Ec. 3.8), donde el término RTL puede ser
Ci

identificado por el coeficiente de difusion:

J=-D, ac, (3.13)
dx

En sus trabajos, Schaetzel y colaboradores (2004), presentaron la aplicacién del modelo de
solucién-difusion a procesos especificos de separacién con membranas, partiendo de los
conceptos de equilibrio entre alimento-interfase y permeado-interfase, con lo cual se llega
a la expresion:

J i:KiDif(Cia_Cip) (3.14)

En la que Ki es el coeficiente de solubilidad de la especie i, Di es el coeficiente de
difusividad y la funcion f depende de las condiciones especificas de cada proceso en
particular. Los subindices ia vy ip hacen referencia a la concentracién del componente i en
el alimento y el permeado respectivamente. El producto KDi es conocido como el
coeficiente de permeabilidad Pi de la especie i y frecuentemente se emplea para
caracterizar diversos sistemas con cierto éxito especialmente en permeacioén de gases.

Una de las desventajas de este modelo es que no contempla las inferacciones entre el
solvente y el polimero, como tampoco las interacciones entre las especies del solvente.
Ademds, debido a que el flux se expresa en la forma de la ley de Fick, puede aplicarse con
cierto éxito para describir la permeacion de componentes puros pero no asi para mezclas,
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especialmente si no son ideales. A pesar de ello, varios autores la utilizan para sistemas
mulficompuestos.

Cuando se revisan detalladamente los desarrollos para cada una de las operaciones de
separacion se encuentran suposiciones que dan cardcter ideal al sistema que no son
vdlidas para todas las sustancias, especialmente en aplicaciones industriales (como es el
caso de la mezcla etanol-agua por pervaporacion), razén por la cual su uso se hace
cuestionable. Este modelo no tiene en cuenta que la permeacidén de un componente no
depende sélo de su propia fuerza motriz sino también del efecto de las otras fuerzas que
actuan sobre el sistema, por lo cual no tiene en cuenta los fendbmenos de acoplamiento.

Otro de sus inconvenientes es que, al presentar ese cardcter ideal, no permite intfroducir
pardmetros propios del sistema y depende mucho de datos experimentales, razdn por la
cual su cardcter predictivo es muy deficiente. Ello ha llevado a varios autores a desarrollar
modelos que parten del de solucidn-difusién, pero que corrigen algunas de sus deficiencias.

Heintz y Stephan (1994), modificaron el modelo de soluciéon-difusién e incluyeron los efectos
del acoplamiento y de la polarizacion de la concentracidn en membranas compuestas. El
modelo fue comparado con resultados experimentales para pervaporacién de mezclas
etanol-agua-membrana de PVA, y se encontrd se ajusta bien cuando se tiene en cuenta el
fendmeno de acoplamiento, mientras que cuando no se incluye los resultados difieren. Se
encontré ademds, que el efecto de polarizacién de la concentracion no es notable para
este tipo de separacién. Al incluir el efecto de acoplamiento y basarlo en la fraccidon total
en volumen del solvente en el polimero para describir el transporte de especies en
membranas altamente selectivas en pervaporaciéon, se puede expresar el coeficiente de
difusién de la formai:

D= Di0(1+%K(®u+CDd)j (3.15)

donde Dim es el coeficiente de difusidon de i en la membrana, Dic es la difusividad en el limite
en que la concentracién de solvente en la membrana es igual a cero, ¢u y ¢a son las
fracciones en volumen en las secciones superior e inferior de la membrana respectivamente
y K es una constante del acoplamiento solvente-polimero (Schaetzel y colaboradores, 2001;
Schaetzel y colaboradores, 2004). Este modelo modificado se probd para la pervaporacion
de la mezcla etanol-agua-membrana de alcohol polivinilico y copolimero de dcido acrilico-
dcido maleico, obteniendo buen ajuste con respecto a los datos experimentales, ademds
de predecir el efecto de la presidon del permeado sobre el flux.
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» Modelo Basado en la Termodindmica de Procesos Irreversibles

Durante un proceso irreversible y espontdneo la entropia aumenta, y por ende, la energia
disipada. La tasa de disipacidon de la energia libre por unidad de volumen estd
representada por la suma de los productos del flux por la fuerza motriz correspondiente. El
flux del componente i a través de la membrana puede expresarse como:

n-1
N=XLX mag

j=

donde N es el flux molar de la especie i, Lj son los coeficientes fenomenoldgicos y X es la j-
ésima fuerza, que en el caso de la permeacion es el gradiente de potencial quimico del
componente j. Con el uso de las ecuaciones de la termodindmica de procesos irreversibles
los efectos de acoplamiento son considerados automdticamente.

Hwang, 2004, presentd las ecuaciones de transporte a través de membranas para los
distintos procesos a partir de los postulados de la termodindmica irreversible desarrollados
por varios autores; se parte del hecho de que a diferencia de los procesos de separacion
convencionales, los procesos con membrana son de no equilibrio. Estos principios de no
equilibrio establecen que la tasa de trabajo perdido asociado a la produccidn de entropia
por unidad de dreaq, debido a cualquier proceso irreversible puede expresarse como:

TU:ZJiXi (3.17)

donde T es la temperatura ambiente, y ¢ es la tasa de produccidn de entropia por unidad
de drea de la membrana. El desarrollo lleva a obtener una ecuacién general:

To=->.J,*RTIn(f;) - NvdP (3.18)

donde Ji* es el flux difusivo vy fi es la fugacidad. A partir de esta ecuacion se encuentran las
ecuaciones para la permeacidn de mezclas binarias de gases, &smosis inversa,
microfiltracion, ultrafiltracion, didlisis, pervaporacion y electrodidlisis. Esta propuesta tiene la
ventaja de considerar los fendmenos de acoplamiento, a pesar de encontrarse que
presentan dimensiones mds pequenas que las interacciones principales. Cuando se obvian
los términos que se refieren al acoplamiento, se reducen a las ecuaciones cldsicas de
fransporte que ofrece la literatura (Hwang, 2004). Una de las razones por las que este
modelo no es usado frecuentemente, es la dificultad para determinar experimentalmente
los pardmetros (Schaetzel y colaboradores, 2004).
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* Modelo de Maxwell- Stefan (M-S)

La ecuacion de M-S ha sido probada con relativo éxito en sistemas liquidos y poliméricos, a
pesar de haberse elaborado para mezclas de gases. Los aspectos positivos de esta
ecuacioén son: 1. Considera un flux no difusivo y acoplamiento entre las fuerzas que actian
en el sistema. 2. Fue desarrollada con una base tedrica consistente, de manera que elimina
limitaciones de tipo empirico (Wada, 1995).

Segun este modelo, una molécula i en una mezcla multicompuesta se mueve bajo la
influencia de una fuerza motriz d. Como resultado, las moléculas en la mezcla ejercen una
fuerza de friccion, que se opone a la fuerza motriz. Cuando se alcanza el estado
estacionario, la fuerza de friccion es igual a la fuerza motriz en sentido opuesto. Si el sistema
estd constituido por n componentes, la fuerza ejercida sobre la molécula i se expresa como:

n.X.X.

d =2, p-u) (3.19)

]

En la que d es la fuerza motriz, ui y U son las velocidades medias de difusion de los
componentes i y j respectivamente, xix es un factor de concentracién que representa la
probabilidad de colision de la molécula i con moléculas de tipo j. El coeficiente D;es la
difusividad de Maxwell-Stefan (Taylor y Krishna, 1993). La ecuacién 3.19 no es la forma en la

gue se aplica usualmente; para eliminar las velocidades se usa la definicién de flux molar
Ni=Ciui:

(x;N, = xN,) (3.20)

O en términos del flux de difusion:

LM__Z":(XiJJ —X%J)
RT dz <= cD, (3.21)

donde ct es la densidad molar de la mezcla. Krishna y Standart (1976) presentaron una
extensidn de la ecuacién 19 para sistemas liquidos, en la que el coeficiente de difusividad

de M-S es sustituido por un coeficiente corregido con un factor termodindmico D; *. Son

varios los trabagjos en los que se ha ufiizado el modelo de M-S y sus variaciones en
aplicaciones de procesos de separacién con membranas (Kerkhof, 1996).
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Para describir el flux difusivo a fravés de membranas densas se utilizd la ecuacidon de M-S,
llegando a la siguiente ecuacion diferencial:

do, _ (32M1] oDy, +D,, —D,,,
Doy

do, (IM
@ ne (a)1D1M + I312) _(jzl\l\//lh Jaﬁ 1922
17772

™

En la cual wi es la fraccidon mdsica del componente i, Ji es el flux molar y Mi la masa molar
del componente i, Dim es el coeficiente de difusidn del componente i en la matriz polimérica

y D, es el coeficiente de difusion mutua entre los componentes 1 y 2. Heintz y Stephan

(1994), probaron el modelo y lo compararon con resultados experimentales para la
pervaporacion de etanol-agua en una membrana de alcohol poliviniico (PVA). Izdk y
colaboradores (2003), usaron el mismo modelo y lo aplicaron al sistema etanol-tolueno en
una membrana de polietileno (PE), obteniendo resultados similares a los experimentales, y
la capacidad predictiva supera a la que presenta la ley de Fick.

Ghoreyshi y colaboradores, 2002, trabajaron un modelo para describir el tfransporte a través
de membranas no porosas que usa pardmetros difusivos y de equiliorio a partir de la
ecuacion de M-S para el fendmeno difusivo y del modelo de Flory-Huggins para interpretar
el equilibrio:

0X,

E_N1):C£B11 B12]_1(r11 ij E
_Nz t Bz1 Bzz 1ﬂ21 r22 % (3.23)

—— Y—— \az

Acoplamiento Acoplamiento
Cinético de Equilibrio

La matriz de elementos Bj se estructura a partir de la ecuaciéon (3.19) para un sistema
ternario sistema solvente binario-polimero y se define como:

X X X
B =—%+_F B, =-—"
D, D D,
X X X (3.24)
821 = —D—2 B22 = D_1 + D_P
12 12 2P

Los elementos I se definen como:
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olna, OJlna,
[r]= OX, 0X,
olna, OJlna, (3.25)

Los resultados obtenidos muestran que el modelo representa bien el comportamiento del
sistema, como en el caso de la pervaporacién. Esto se debe a que los pardmetros tanto
difusivos como de equilibrio no consideran un sistema binario sino ternario, que fiene en
cuenta las interacciones del polimero con los componentes del solvente.

Banat y colaboradores (1999), presentaron un modelo de fransferencia de masa en
sistemas multicompuestos y su aplicacién a la destilacidn con membranas para mezclas
azeotropicas. El modelo tiene en cuenta los efectos de acoplamiento entre las diferentes
especies y fue validado con datos publicados previamente para la mezcla azeotrépica
dcido propidnico/agua. Se observd una buena capacidad predictiva, pues ademds tiene
en cuenta el efecto de la temperatura y de la polarizacidon de la concentracion.

Iz&k y colaboradores (2003), realizaron una comparacién de varios modelos de transporte a
través de membranas con los resultados de la pervaporacién en algunos sistemas, y
concluyeron que el mejor modelo para describir esta operaciéon es el de M-S.

Schaetzel y colaboradores (1997), elaboraron un modelo de transferencia de masa a través
de membranas de intercambio idnico, partiendo de las ecuaciones de M-S, con buena
capacidad predictiva, pues se ajusta bien a los resultados experimentales.

3.5 Membranas de Celulosa Bacteriana

En la literatura se encuentran pocos frabajos acerca del empleo de celulosa bacteriana
como agente de separacidon. Se ha utilizado principalmente para seleccidén de polioles,
clarificacién de jugo de frutas y en pervaporacién de mezclas etanol-agua (Matsuoka y
colaboradores, 1996; Krystynowicz y colaboradores, 2000; Duvey y colaboradores, 2002;
Tiongson y colaboradores, 2002; Pandey y colaboradores, 2005; Duvey y colaboradores,
2005). A continuacion se presenta un breve resumen de los estudios realizados con
membranas de celulosa bacteriana.
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3.5.1 Efecto de las condiciones de fermentacion sobre las propiedades de
tfransporte

Wanichapichart y colaboradores (2002), evaluaron el efecto de las condiciones de
fermentacion (cantidad inicial de indculo y el medio de cultivo) sobre la permeabilidad
hidraulica de membranas de celulosa bacteriana. Los resultados mostraron que con el
medio de cultivo (H-S) las membranas obtenidas presentaron compactacién cuando se
emplearon en pruebas de permeabilidad hidrdulica. Al utilizar como medio de cultivo agua
de coco suplementada con sacarosa las membranas no presentaron este fendmeno.

Por otra parte, la membrana obtenida empleando la mayor cantidad inicial de indculo
presentd un coeficiente de permeabilidad hidrdulica 8 veces menor que la obtenida con la
cantidad menor. El porcentaje de retencién de albUmina de suero bovino fue de 98.6% vy
67.4% para las membranas obtenidas usando la mayor y la menor cantidad inicial de
indculo respectivamente. Se encontrd ademds, que a pesar de que la densidad celular
inicial de uno de los cultivos es el doble de la del ofro, el espesor de la membrana no varid
significativamente. Esto sugiere entonces que una mayor densidad celular incrementa las
fioras de celulosa a nivel superficial, no transversal, lo cual reduce el nUmero de espacio
entre fibras en la membrana.

Caicedo y colaboradores (2002), determinaron la permeabilidad hidrdulica de membranas
obtenidas en un medio de cultivo al que se le adiciond propilenglicol en diferentes
concentraciones, observando que las membranas obtenidas a los 9 dias de cultivo en
medios sin adicién de propilenglicol presentan los mayores valores de hinchamiento en
agua, seguidas por las correspondientes a los medios en los que se agregd 1 v 5% de
propilenglicol, respectivamente. En este trabajo se mostré una relacion inversa entre el
grado de hinchamiento y la permeabilidad hidrdulica.

3.5.2 Efecto de las condiciones de Purificacion

Una vez finalizada la fermentacién, la membrana de celulosa contiene la mayor proporcién
de masa celular presente en el medio de cultivo, ademds de proteinas y nutrientes, entre
otros, lo que hace necesaria su limpieza antes de utilizarla en alguna aplicacién posterior.
La literatura muestra cdémo cada uno de los autores emplea su propio método de
purificacion, usando agentes como NaOH, KOH, dodecil sulfato de sodio y Na2COs en
diversas concentraciones, en un amplio intervalo de temperaturas y tiempos de exposicion
como puede observarse en la tabla 3.2. Sin embargo, es muy poco lo que se ha estudiado
acerca de cdémo las variaciones en estos tratamientos afectan la estructura y propiedades
de la membrana.
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Tabla 3.2. Resumen de condiciones de purificacion de celulosa bacteriana

reportadas en la literatura.

AGENTE CONC. TEMP TIEMPO (h) REF
NaOH 0.1 M 60°C 4 B&ckdahla y colaboradores (2006)
Dodecil sulfato de sodio 4% v/v 70°C 3
NGOH ATV - : Sokolnicki y colaboradores ( 2006)
Dodecil sulfato de sodio  0,1% p/v 80°C 0,5 Iwata y colaboradores (1998)
NaOH 2% p/v Ebullicion 1 Yamanaka y colaboradores (1989)
NaOH 20% p/v N.R 0,33 Shibazaki y colaboradores (1993)
NaOH 1% p/v Ebullicion 8 Yamamoto y Horii (1994)
NaOH 0.1% p/v  Ebullicién 8 Yamamoto y colaboradores (1996)
NaOH 0,1N 80°C 0,33 Watanabe y colaboradores (1998)
NaOH 1% p/v 80°C 0.5 Shibazaki y colaboradores (1998)
NaOH 0.1% p/v  Ebullicién 8 Hirai y colaboradores (1998)
NaOH 2% p/v 121°C 0,33 Thompson y Hamilton ( 2001)
NaOH 0.5M 90°C 1 Son y colaboradores (2001)
NaOH 0.1% p/v  Ebullicién 0.2 Caicedo y colaboradores (2001)
NaOH 0.25N 80°C 2h Wanichapichart y colaboradores (2002)
NaOH 0.1 M 90°C 0,5 Cheng y colaboradores (2002)
NaOH so‘rLlerr;do T ambiente 48 Duvey y colaboradores (2002)
NaOH 0.3 M 100°C 0,08 Jung y colaboradores (2005)
NaOH TM 80°C 1 Dammstrom y colaboradores (2005)
NaOH 1% N.R N.R Yasuda y colaboradores (2005)
NaOH so’rszlrrc]Jdo T ambiente 48 Pandey y colaboradores (2005)
NaOH so’rszlrrc]Jdo T ambiente 48 Duvey y colaboradores (2005)
NaOH 0,1N 90°C 0,5 Zuo y colaboradores (2006)
NaOH/KOH/ Na2COs3 0.2N Ebulliciéon 0,5 Zuo y colaboradores (2006)

Un primer estudio readlizado por Shibazaki y colaboradores (1993), muestra cémo el
tratamiento de la membrana con NaOH cambia las propiedades de transporte de ésta en
un proceso de separacién de polioles. Se encontrd que la permeabilidad es mayor para la
membrana sin fratamiento que en aquella que se sometid a tratamiento con NaOH.

George y colaboradores (2005b), encontraron que el tratamiento de purificacién afecta las
propiedades de transporte de la membrana de celulosa, disminuyendo el flux después del
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tratamiento quimico; la disminucién cuando se utilizan los hidréxidos de sodio y de potasio
€es mayor que para sus respectivos carbonatos (tabla 3.3).

Se cree que la drdstica disminucién en el transporte obedece a que el tratamiento
disminuye las distancias entre las fibras de la membrana, dificultando el paso del oxigeno a
través de la misma.

Tabla 3.3. Transporte de Oxigeno a través de membranas de celulosa bacteriana

tratadas con agentes de purificacion. [George y colaboradores, 2005b]

Agente Flux de O2 ml/(ma.dia) a
Purificante 23°C
Sin Agente. 1370.97
NaOH 270.8
KOH 278.44
Na2CO3 485.8
K2COs 490.2

3.5.3 Efecto del método de secado

Clasen y colaboradores (2006), evaluaron el efecto del método de secado de membranas
de celulosa bacteriana sobre la permeabilidad de varios gases. Se compararon la
evaporacion convencional de solvente y la liofilizaciéon; los resultados muestran que el
secado por evaporacion disminuye drdsticamente la permeabilidad en relacién con la
liofilizacién (figura 3.3). Los autores atribuyen este comportamiento al colapso de la
porosidad provocado por la evaporacion con la consecuente disminucion en los espacios
vacios, mientras que la liofilizacién permite conservar gran parte de la estructura porosa de
la membrana; este fendbmeno fue observado en las imdgenes de microscopia electrénica
de barrido.

Tomé vy colaboradores (2010), también encuentran que el secado por liofilizacién permite
conservar la estructura y aun asi presentar selectividad para algunos gases, especialmente
el COa.
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Figura 3.3. Permeabilidad de gases en membranas de celulosa bacteriana. Simbolos claros:
secado por liofilizacién; simbolos oscuros: secado por evaporacion o Nitrdgeno. O Oxigeno. A
CO2. ¢ H20. Los numeros en el eje de las abcisas hacen referencia a 4 diferentes cepas de
Acetobarter xylinum: 1. ATCC 14851 2. ATCC 10245 3. 11142 4. ATCC 23768. Liea: P*l. [Clasen y
colaboradores, 20006].

3.5.4 Membranas de Celulosa Bacteriana en Procesos de Pervaporacion

Duvey y colaboradores (2002), realizaron estudios con membranas de celulosa bacteriana
en procesos de pervaporacion de mezclas etanol/agua, enfocados en mejorar las
condiciones de proceso, frabajando con membranas sin purificar y purificadas con NaOH.
Se encontré que el flux de una mezcla 1:1 etanol: agua aumenta de 32.3 g.m2h-! para la
membrana sin tratamiento a 55.1 g.m2h1 para la membrana fratada y la selectividad
aH2o/eton pasa de 4.88 a 10.1, lo que hace que la membrana sea Util para deshidratar
solventes orgdnicos, especialmente en mezclas azeotrépicas. Al encontrar que las mejores
separaciones ocurrieron para la composicion de la mezcla azeotrdpica, los autores
elaboraron una membrana compuesta de celulosa bacteriana y quitosano, con el fin de
mejorar las propiedades de la membrana de celulosa y obtuvieron una selectividad casi
seis veces superior, aungue el flux sufrié un descenso del 29% respecto al presentado por la
membrana sin modificar (Duvey y colaboradores, 2005).

Pandey y colaboradores (2005), elaboraron un trabajo relacionado con las caracteristicas
de pervaporacion para membranas de celulosa bacteriana. Evaluaron el grado de
hinchamiento de la membrana para varios compuestos orgdnicos (acetona, formaldehido,
etanol, efilenglicol y glicerol) y su correspondiente mezcla binaria con agua, encontrando
qgue el hinchamiento es mayor para la mezcla que para el componente puro (figura 3.4), lo
qgue implica que la membrana absorbe preferencialmente el agua. Sin embargo, para
fodos los compuestos excepto la acetona y el etanol el grado de hinchamiento entre el
componente puro y la mezcla binaria es similar, mientras que para estos Ultimos el
hinchamiento es significativamente superior para la mezcla binaria. Al realizar la desorcién
de los componentes de la membrana, se encontré que para todos los componentes el
condensado fue rico en agua; los menores valores de selectividad de la absorcidon se
presentaron precisamente en los sistemas con acetona y etanol, lo que los autores
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atfribuyen al excesivo hinchamiento por parte de las fibras de celulosa y su consecuente
acoplamiento.

Debido a la fuerte interaccidn entre el agua vy la celulosa, la membrana se torna accesible
para aceptar el paso del otro componente.

80-
mmmComponente Puro

——Mezcla Binaria
G0
@'F‘
{:’ -':H:l- -
204
0

Acido Etanol Etllen .
Acético Formaldehido Glicerol Agua

Cumnnnente

Figura 3.4. Hinchamiento de solventes puros y mezclas binarias (60/40 v/v org/agua) a 35°C en
membranas de celulosa bacteriana. [Adaptado de Pandey y colaboradores, 2005]

Los autores también evaluaron estos sistemas en pervaporacion y encontraron que en
todos los casos el flux es bastante bueno y la composicidon del permeado es rica en agua,
como puede observarse en la tabla 3.4, donde resulta evidente que la selectividad
disminuye a mayor flux. Por otra parte, se observé que el flux incrementa con el aumento de
la temperatura, lo cual se explica por el cardcter difusivo de la pervaporacion.

Caicedo y colaboradores (2003), realizaron pruebas de hinchamiento en membranas de
celulosa bacteriana empleando agua pura y diversas mezclas etanol-agua, y encontraron
gue el hinchamiento disminuye con el aumento del contenido de etanol en la mezcla.

Pandey y colaboradores (2005), realizaron también la caracterizacién termodindmica del
sistema etanol/agua/membrana de celulosa bacteriana, encontrando un valor de energia
de activacion de 10.2 kJ/mol, menor que el correspondiente a otros sistemas de referencia
(tabla 3.5). Por esta razdén la pervaporacion de mezclas etanol/agua a fravés de
membranas de celulosa bacteriana es mds facil que con las demds membranas.
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Tabla 3.4. Caracteristicas de Pervaporacion en Membranas de Celulosa Bacteriana
para varias mezclas de solventes orgdnicos con agua (60/40 v/v) a 35°C. [Pandey y
colaboradores, 2005]

Composicion del
. Flux J .
Sistema permeado Selectividad ap.*
(g.m-2.h"7)

(solvente: agua)
Glicerol/Agua 92 0.8:99.2 186
Etilenglicol/Agua 270 2.2:97.8 66
Etanol/Agua 614 2.7:97.3 12
HCHO/Agua 310 7.5:92.5 54
Acetona/Agua 321 11.0:89.0 18

* Y, X, Donde Yy X son las fracciones mdsicas de agua y especie orgdnica en el

“PTYTX,
alimento (f) y el permeado (p) respectivamente.

Tabla 3.5. Energia de Activaciéon para pervaporacion de mezclas etanol/agua en

varias membranas. [Pandey y colaboradores, 2005]

Membrana Etanol en el Temperatura Enerlgl'a de
Alimento (% peso) (°C) Activacion (kJ/mol)

PVA 20.9-61.1 20-50 35.6-36.5
PVA/MBA 20.9-79.9 38.7-41.1
PVA/P(AM-AANQ) 44.3-61.1 34.8-35.6
Polimero Plasma 0-90 20-60 13.0-583.1
Fluoruro de Polivinilideno 80 30-80 21.0-23.0
Polieterimida 64 22-25 23.8

PVA combinado con Nylon 4 0-90 15-45 24.7-30.1
Celulosa Bacteriana 47 4 35-55 10.2

Como se puede observar, la literatura presenta una gran cantidad de trabajos
relacionados con la produccién de celulosa bacteriana y el efecto de sus condiciones de
cultivo sobre la produccion y algunas propiedades estructurales; adicionalmente, algunos
trabajos muestran el potencial de las membranas de celulosa bacteriana en algunos
procesos de separacion. Sin embargo, no hay un trabajo que presente de manera integral
el efecto de las condiciones de cultivo y purificacion sobre las propiedades de transporte,
razén por la cual este trabajo se enfoca en esa direccién.



4. Metodologia

Este capitulo presenta la metodologia experimental empleada en este trabajo para
obtener y caracterizar membranas de celulosa bacteriana, el cual fue desarrollado
en tres etapas consecutivas: en la primera, se obtuvo la celulosa bacteriana por
fermentacion estatica; en la segunda, la celulosa fue sometida a un tratamiento de
purificacion y secado, y en la tercera se caracterizaron las propiedades

fisicoquimicas y de transporte de las membranas obtenidas.

4.1 Preparacion de las Membranas

En la preparacion de las membranas se incluye la descripcion de la obtencidén de la
celulosa por fermentacién estdtica y su posterior fratamiento de purificacién.

4.1.1 Fermentaciones

. Preparacion del pre-inéculo

Se utilizé un aislado nativo de Acetobacter xylinum obtenido previamente a partir de un
cultivo del hongo del té proveniente de la regidén de Boyacd, que fue guardado en cajas
de peftri en medio H-S con 2%(p/v) de agar. Para las fermentaciones este microorganismo
fue activado en un medio que contiene, por cada litro: sacarosa (Carlo Erba Reagents)
509, extracto de levadura (Oxoid Limited) 2 g, t&, 4g. El pH fue ajustado en 5.5 usando una
solucién de HCI 1N (J.T. Baker®). El medio fue distribuido en tubos de ensayo (volumen de
medio de 10 ml), esteriizado a 121°C durante 15 min y posteriormente inoculado e
incubado a 30°C durante 6 dias. Luego se almacend a 4°C para ser utilizado en la
produccién de celulosa bacteriana.

. Preparacion del Inéculo

El medio para preparar el indculo fue igual al utilizado para preparar el preindculo. La
cantidad preparada era la necesaria para que el indculo fuera el 10% del volumen total de
fermentacion para todos los ensayos. Una vez preparado, el medio se esterilizd a 121°C por
15 minutos y luego se inoculd con el preindculo; posteriormente fue incubado a 30°C
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durante 6 dias y luego empleado en las corridas de fermentacion utilizadas para construir
las fermentaciones de construccidn de las curvas de celulosa y obtener las membranas.

. Seleccion de las variables de cultivo:

En el capitulo 2 se presentaron las variables de cultivo mds estudiadas en la produccion de
celulosa bacteriana:

e Microrganismo

e Fuente de carbono

e Temperatura de cultivo

e Concentracion de la fuente de carbono

e Fuente de nitrégeno

e Concentraciéon de la fuente de nitrégeno

e Adicién de co-sustratos al medio de cultivo

e Adicién de polimeros solubles al medio de cultivo

Como este serd un primer estudio que integre el efecto de las variables de cultivo sobre las
propiedades de transporte de las membranas, no es facil incorporar todas las variables a la
vez; por ello se eligieron dos variables que son la fuente de carbono y la temperatura de
cultivo,

Las fuentes de carbono seleccionadas fueron glucosa, sacarosa y glicerol. Se escogid
glucosa puesta que es la fuente de carbono con la que se han elaborado los estudios
modelo en produccién de celulosa; la sacarosa y el glicerol se seleccionaron teniendo en
cuenta que la literatura reporta produccion de celulosa con estas fuentes de carbono vy a
qgue en el pais se presenta su disponibilidad con miras a un posible escalamiento del
proceso.

La concentraciéon de la fuente de carbono se eligié con base en el trabajo de Caicedo y
colaboradores (2001); de acuerdo con éste, la produccién éptima de celulosa se logra con
concentraciones de glucosa entre 20 y 50 g/I. Se escogié una concentracién dentro de
este intervalo, 30g/I, y se fij6 para las tres fuentes de carbono.

La literatura presenta temperaturas de cultivo que van desde los 4°C (Hirai y colaboradores,
2002) hasta los 35°C (Duvey y colaboradores, 2002). El inconveniente con temperaturas
demasiado bajas es que la velocidad de produccién de celulosa es limitada, debido a que
el crecimiento del microorganismo también lo es. Se realizaron ensayos preliminares a 20°C,
250C 30°C y 35°C empleando sacarosa como fuente de carbono y se encontré que el
microorganismo no presenta crecimiento a 20°C, ademds de observarse que después de 15
dias de cultivo sélo el 20% de la sacarosa fue consumida. A 35°C si se presentd crecimiento;
sin embargo el producto obtenido no fue celulosa bacteriana, sino un polimero soluble que
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incrementa la viscosidad del medio de cultivo. Estas pruebas permitieron concluir que el
microorganismo presenta cambios sustanciales en su metabolismo con la variacién de la
temperatura. Dado que a 25°C y 30°C hubo crecimiento y produccién de celulosa, estas
temperaturas fueron seleccionadas como variables dentro del presente estudio.

La fuente de nitrégeno seleccionada fue extracto de levadura con una concenfracion de
10g/!, ya que de acuerdo con Son y colaboradores (2001), es la fuente de nitrégeno vy la
concentracion que produce la mayor cantidad de celulosa.

4.1.2 Construccion de las Curvas de Produccion de Celulosa

Estas curvas se construyeron con el fin de estudiar la produccién de celulosa y dcidos vy el
consumo de sustrato. El medio de cultivo, cuyo pH inicial se ajusté en 5.5 con una solucién
IN de HCI estaba compuesto por:

e Glucosa (Carlo Erba Reagents),
Fuente de carbono: 3% (p/v) e Sacarosa (Carlo Erba Reagents)
e Clicerol (J.T. Baker®),

Extracto de levadura (Oxoid Limited): 1% (p/v)

T tura de Cultivo: .o
emperartura ae CUlTivo: . 300C

Se emplearon recipientes de polietieno de 500cm3 resistentes al calor. El drea de
fermentacion de cada uno de los frascos era de 78.5cm? y el volumen de medio de cultivo
fue 200ml. De esta manera se aseguraba una relacién drea/volumen de 0.39 cm! que de
acuerdo con Caicedo y colaboradores (2001) permite la mdxima produccion de celulosa.

El medio fue esterilizado a 121°C durante 15 minutos, inoculado e incubado a 25 y 30°C sin
agitacién, tomando muestra cada 3 dias; el tiempo total de fermentacién fue 30 dias,
tomando muestra cada 3 dias a partir del dia 5. Las fermentaciones se realizaron por
triplicado, con el fin de evaluar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

» Determinacién de Celulosa

Se adaptd el prodecimiento empleado por Yang y colaboradores (1998): La celulosa fue
removida del medio por filtfracién, lavada con agua destilada y sometida a purificacion
durante 10 minutos con NaOH 1N (preparada a partir de NaOH (Merck) y agua destilada) a
90°C con el propdsito de eliminar las sustancias elementos remanentes del medio de cultivo
y los microorganismos. La celulosa fue removida del agente purificante y lavada sucesivas
veces con agua destilada hasta eliminar completamente el NaOH (verificando con



48 Capitulo 4

fenolftaleina que no se presentara cambio de color en el agua de lavado), luego de lo
cual, la celulosa fue colocada en placas de vidrio y secada en un horno a 30°C hasta
obtener peso constante. Una vez secas, se determind el peso de las membranas a través de
una balanza analitica (Sartorius). El espesor se determind por medio de un micrémetro
(Mitutoyo). A través de un molde metdlico de drea conocida (78.54 cm?) se cortaron las
membranas, y con los datos de peso, drea y espesor se determind la densidad aparente.

= Consumo de AzUcares

La determinacion de la concentracion de azicar presente en el medio de cultivo se realizd
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC por su sigla en inglés) de acuerdo por la
técnica reportada por Castro y colaboradores (2010). Se utilizé un cromatdgrafo Waters,
columna Sugar Pack I; como fase mévil se usd agua desionizada a 0.5 ml/min, temperatura
del horno 84°C y detector de indice de refraccién.

= Produccién de Acidos

Se determind la acidez total del medio por titulacidn con una solucién estandarizada de
NaOH 0,1 N. La acidez total se expresdé como g/l de dcido glucdnico (Elnaghy y Megalia,
1975).

4.1.3 Obtencion de las Membranas

Para obtener las membranas que posteriormente serian caracterizadas, se empled la misma
metodologia en la etapa de fermentacién descrita para la construccidén de las curvas de
celulosa. El tiempo de cultivo se aqjusté con la informaciéon obtenida en esta fase, de
manera que se obtuvieran membranas con un espesor de 50um. Este espesor se selecciond
con base en experimentos previos, donde espesores adicionales de membrana no permiten
obtener flux de permeado de agua a diferentes presiones, y a espesores menores |a
membrana podria presentar compactacién de las diferentes capas al ser sometida a
diferentes presiones, de acuerdo a lo reportado por Wanichapichart y colaboradores
(2002).

Las variables de cultivo son las mismas que se expusieron en el numeral 4.1.2

En cuanto a las condiciones de purificacién, en la tabla 3.2 puede apreciarse una gran
variedad de condiciones: El agente purificante (NaOH, dodecil sulfato de sodio, KOH,
Na2COs, con un amplio intervalo de concentraciones, temperatura y tiempo de exposicion.
Para evaluar la necesidad de emplear un agente quimico, se emplearon como agentes
purificantes agua destilada y soluciones de NaOH. En esta tabla puede observarse también,
que para las soluciones con concentraciones inferiores a 1IN de NaOH, el fiempo de
purificacion toma mds de una hora. Pensando en el escalado, no es conveniente que el
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tiempo de purificacion sea tan largo; por ello se escogieron concentraciones de 1N y 5N,
pues son suficientes para garantizar la purificacion de la membrana y actuar sobre la
estructura de la celulosa vy tiempos de 10 y 30 minutos. Se escogid una temperatura
intermedia (60°C) que garantice la purificacién de las membranas en los tiempos
asignados, y una alta (90°C) para observar el efecto de ésta sobre la estructura de la
membrana. Las condiciones de purificacidn se resumen en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Condiciones de Purificacion de la Celulosa Bacteriana

Agente Purificante Concentraciéon Temperatura Tiempo de
9 (N) (°C) Exposicién (min)
Agua Destilada 90 10
1 60 10
NaGH 5 90 30

Los ensayos se realizaron por triplicado de manera que se asegurara reproducibilidad. En
total se obtuvieron 144 membranas. Concluido el proceso de purificacion, la celulosa fue
lavada con agua destilada hasta eliminar por completo el agente y se secd a 30°C hasta
obtener peso constante.

4.2 Caracterizacion Estructural

Para obtener un mejor entendimiento de la conformacién estructural de las membranas
obtenidas, se realizd la caracterizacion estructural. Las pruebas realizadas son las siguientes:

4.2.1 Microscopia Electrénica de Barrido

La superficie de las membranas se estudid por medio de microscopia electronica de
barrido. Se utilizd un microscopio FEI Quanta 200. Para observar la seccidn transversal, las
muestras fueron sumergidas durante un minuto en nitrégeno liquido, luego de lo cual se
realizd el quiebre de la membrana en direccion perpendicular a la superficie y su posterior
recubrimiento con una capa de oro de 300 A (Miranda y colaboradores, 2009).

4.2.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

Esta prueba se realizd con el fin de determinar el grado de cristalinidad de las membranas.
Se us6 el procedimiento reportado por Watanabe y colaboradores (1998). Las pruebas se
realizaron a 25°C en un equipo Rigaku modelo miniflex operado a 300 kV y 15 mA con
radiacion ka de cobre (1,5406A). El intervalo de barrido fue de 5<26<40 con una velocidad
de l1seg/paso.
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4.2.3 Adsorcion de Nitrogeno

Con el fin de investigar si las membranas presentan una estructura porosa, se realizaron
pruebas de adsorcidon de nitrdgeno. Las isotermas de adsorcién de nitrégeno se obtuvieron
en un equipo Autosorb 1 (Quanta Chrome) a 77 K previa desgasificaciéon de las muestras
durante dos horas. El cdlculo del drea superficial especifica y el radio medio de poro se
realizaron con el método de Brunauer, Emmett y Teller (método BET) y el método Barrett,
Joyner, and Halenda (BJH) respectivamente, que se explican con detalle en las normas
ASTM D4641-94 y ASTM D3663-03 (Anexos Ay B).

4.2.4 Espectroscopia Infrarrojo (FT IR)

Para evaluar el grado de pureza de las membranas obtenidas vy la eficiencia del método
de purificacion, ademds de apreciar cambios estructurales en la membrana, se realizaron
andlisis de espectroscopia infrarroja. Se cortaron muestras de membrana de
aproximadamente 1cm? y se colocaron en un espectrémetro FT-IR Perkin Elmer Spectrum
100. Los espectros fueron registrados en el intervalo 500-4000 cm-' con una resolucion de 4
cm-!utilizando 16 barridos por espectro (Miranda y colaboradores, 2009).

4.2.5 Termogravimetria (TGA)

Para evaluar la estabilidad térmica de las membranas y determinar su temperatura de
descomposicién, se realizaron pruebas de termogravimetria. Se empled el método
reportado por George y colaboradores (2005b). Se utilizd un equipo Perkin Elmer Puris 1, en
una atmdsfera de nitrégeno con flujo de 20 mil/min, el calentamiento se realizé de 50°C a
600°C con una velocidad de 10°C/min.

4.2.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Esta prueba se realizd con el fin de evaluar la temperatura de transicion vitrea (Tg) vy la
Temperatura de fusidn u ordenamiento de la fase cristalina (Tm). Se empled el método
reportado por George y colaboradores (2005b). Se utilizd un equipo DSC 2910 (TA
Instruments). La muestra fue pesada y colocada en una cdpsula de aluminio que fue
sellada.

Posteriormente se calentd bajo atmdsfera de nitrdbgeno con un flujo de 100 ml/min. El
calentamiento se efectud de -50°C a 270°C con una velocidad de calentamiento de
10°C/min.
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4.3 Determinacion de las Propiedades de Transporte

Con el fin de evaluar las propiedades de fransporte de las membranas obtenidas se
realizaron algunas pruebas de permeacion a través de ellas; estas pruebas son importantes
porque permiten evaluar la capacidad de separacién y determinar cudl es el proceso de
separacion en el que presentan mejor desempeno. Las pruebas realizadas son: grado de
hinchamiento, permeabilidad hidrdulica, retencidon de solutos, didlisis, permeacién de gases
y pervaporacion.

4.3.1 Grado de Hinchamiento

Para determinar el grado de hinchamiento se cortaron trozos de membrana seca de 1cm2,
se pesaron y se colocaron en agua destilada y desmineralizada a 30°C durante 24 horas, al
final de las cuales se secaron cuidadosamente con papel absorbente y se pesaron de
nuevo (Caicedo y colaboradores, 2003). El grado de hinchamiento Q, se calculé como:

Q=M 1109 (4.1

h
Donde:
Q: hinchamiento (%)
Ws: peso de la membrana seca (g)
Wh: peso de la membrana hUmeda (g)

4.3.2 Permeabilidad Hidraulica

Para readlizar este test, se utilizd un sistema de permeacién que se encuentra en el
laboratorio de Membranas y polimeros de la COPPE en la Universidad Federal de Rio de
Janeiro. Un esquema del sistema es mostrado en la figura 4.1. La membrana se sometidé a
hinchamiento con agua destilada y desmineralizada durante 24 horas previas al inicio del
ensayo. Posteriormente fue colocada en la celda de permeacién construida en acero
inoxidable con un soporte de acero poroso, sobre el cual se coloca la membrana de
celulosa y se cerréd herméticamente. El drea de la membrana es 20,5 cmz2. Para el ensayo se
utilizd agua destilada y desmineralizada a 25°C. El sistema se inicid ajustando la presién de
alimentacién con ayuda de la bomba vy la vélvula de entrada al rotdmetro y se permitié la
estabilizacion durante 30 minutos, después de lo cual se colectaron datos de peso cada 5
minutos durante una hora. Las presiones de trabajo fueron 3, 6, 2 y 12 bar.
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Figura 4.1. Esquema del sistema de permeacién empleado en las pruebas de permeabilidad
hidraulica.

El flux se determind como la pendiente de la recta peso vs tiempo por unidad de drea de la
membrana:

Flux = - -
area*tiempo

volumen litros
(4.2)

m?*hora

El coeficiente de permeabilidad L, se determind como la pendiente de la recta flux vs
presion (Wanichapichart y colaboradores, 2002):

J=L,AP (4.3)

Donde:

J: flux, lifros m-2h-!
AP: presidn, bar.

Esta prueba se realizd para las membranas obtenidas a partir de las tres fuentes de carbono
(glucosa, sacarosa y glicerol), temperaturas de 25°C 30°C, y purificadas a las diferentes
condiciones. En total se realizé la prueba de permeabilidad hidrdulica a 48 membranas.

4.3.3 Retencion de Solutos

Para este test se utilizd el sistema anterior, cambiando el alimento (agua), por soluciones
1%p/v de las siguientes sustancias:

o Dexfrano con masa molar 70 kDa (Pharmacia AB, Suizal)
o Dextrano con masa molar 500 kDa (Pharmacia AB, Suiza)
e Alcohol polivinilico PVA con masa molar entre 85-124 kDa (Sigma Aldrich)
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e NazSO4Anhidro (Vetec Quimica, Brasil)

La determinacion de la concentracion en el permeado se realizd por diferentes métodos de
acuerdo con el soluto. Los métodos pueden verse en la tabla 4.2. Se construyeron curvas de
calibracién preparando soluciones patrén de diferentes concentraciones.

Tabla 4.2. Métodos empleados para la determinacion de las concentraciones del

permeado en el test de retencién de solutos.

SOLUTO DETERMINACION

Dextrano Dilucion de la muestra en etanol y lectura por espectrofotometria a 485 nm
Na2SO4 Conductividad

PVA indice de Refraccioén

El sistema se estabilizdé a la presidn requerida durante 60 minutos, posteriormente se
colectaron los datos con intervalos de tiempo de 15 minutos.

El coeficiente de rechazo de la membrana fue calculado como:

C
R=|1-—% |[*100 (4.4)
C

a

Donde:

R: Coeficiente de Rechazo, %

Cp: Concentracion del soluto en el permeado
Ca: Concentracion del soluto en el alimento.

4.3.4 Didlisis

Las pruebas de didlisis se realizaron para evaluar la capacidad de retencidon de la
membrana en un sistema con un soluto en ausencia de gradiente de presién. Se emplearon
un soluto orgdnico, Urea (Vetec Quimica, Brasil) y uno inorgdnico, Na2SOs (Vetec Quimica,
Brasil). El sistema utilizado es una cdmara de flujo horizontal, construida en acrilico, provista
de agitacién en ambos lados de la cdmara, como se ilustra en la figura 4.2. La membrana
se someti® a hinchamiento con agua durante 24 horas previas al inicio del ensayo.
Posteriormente fue colocada en la celda de permeacién (drea de la membrana=
63.62cm?)y las dos cdmaras se ajustaron de manera que no se presenten fugas. En el lado
del alimento se colocd un litro de solucién 1%p/v del soluto a probar, y en el lado del
permeado se colocd un litro de agua destilada y desmineralizada. Se tomaron muestras del
alimento y el permeado cada 30 minutos. La concentracién de Na2SO4 fue evaluada por
conductividad, y la de Urea por gravimetria.
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Figura 4.2 Sistema empleado en las pruebas de didlisis.

4.3.5 Permeacion De Gases

Con el fin de evaluar la permeacion de gas a través de la membrana y su selectividad, se
realizaron pruebas de permeaciéon de N2, CO2 y O2 a 25°C. Se empled un sistema de
permeacion disponible en el laboratorio de Membranas y polimeros de la COPPE en la
Universidad Federal de Rio de Janeiro; un esquema del sistema se presenta en la figura 4.3.
La membrana seca fue colocada en la celda de permeacion, construida en acero
inoxidable con soporte de acero sinterizado y se cerrd herméticamente. Posteriormente el
sistema se sometid a vacio durante 10 minutos con el fin de eliminar residuos de gases
utilizados en pruebas anteriores. Después de ajustar la presidén del gas de alimentacién se
inicié la toma de datos del permeado a través de un transductor de presién acoplado a un
computador, que almacenaba los datos de corriente respecto al tiempo a través de un
sistema de adquisicion de datos 1Q logger VmA-40. Estos datos fueron posteriormente
convertidos a presidon a través de una curva de calibracién previamente elaborada. Se
probaron membranas obtenidas a partir de las 3 fuentes de carbono.

Celda de
Permeacién
Q%
Gas de
Alimentacién Trunsduc,tor
de Presion l
Colector Miliamperimetro
de
Permeado
Ala
atmésfera
Linea de
L——) vacio

Figura 4.3 Esquema del sistema empleado en las pruebas de permeacién de gases.
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La permeabilidad del gas, expresada en GPU (Gas permeation Unit, cm3cm-2s-icmHg1*10¢)
se calcula como:

P= %*Vfistema * TCNTP * 1
dt Area Tambiente chpT * p

(4.5)

Donde:

P: Permeabilidad del gas, GPU

dp/dt: gradiente de presidon con respecto al tiempo.

Viistema: VOlumen del colector de permeado, 12,6 cm3.

A: Area de la membrana, 6,3 cma2.

T ente: Temperatura a condiciones normales de temperatura y presion, 273K.
Tamb: Temperatura de realizacion del ensayo, 303K

pcnte: Presidon a condiciones normales de temperatura y presion, 76 cm Hg
p: Presidn del sistema, 2 bar.

La selectividad ideal se determina como:

aideal _ l:)A (46)

AB P
B

Donde Pa y Pg son las permeabilidades de los componentes A y B puros

4.3.6 Pervaporacion

Esta prueba se realizd para evaluar la capacidad de separacion de las membranas en una
mezcla liquida. Se utilizd etanol (Vetec Quimica, Brasil) y agua en una proporcion 95%/5%
v/v. El sistema de permeacion, disponible en el laboratorio de Membranas y polimeros de la
COPPE en la Universidad Federal de Rio de Janeiro, se muestra en la figura 4.4. Se permitid
el hinchamiento de la membrana en la mezcla 24 horas previo al ensayo. Pasado este
tiempo, la membrana se ubicd en la celda de permeacién, construida en acero inoxidable
con soporte de acero sinterizado y se cerrd herméticamente. Se qjustd la temperatura del
alimento en 30°C a través de un bano termostatado; posteriormente se inicid la
alimentacién a la celda de permeacion con la ayuda de la bomba vy se activd el sistema
de vacio. El permeado una vez sale de la celda pasa a un sistema construido en vidrio, que
posee una serie de vdlvulas que permiten al permeado ser colectado en uno u otro
extremo. Una vez lleno el colector, se manipula el sistema de vdlvulas para permitir la
recoleccién del permeado al otro lado sin necesidad de apagar el sistema.

Debido a que el permeado sale de la celda en forma de vapor, es necesario condensarlo y
para ello los colectores se encuentran sumergidos en nitrégeno liquido.
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Figura 4.4. Esquema del sistema empleado en las pruebas de pervaporacion.

Una vez se inicié el sistema, se permitié su estabilizacion durante 1 hora, después de lo cual
se inicid la recoleccién de datos cada 60 minutos. Las muestras del permeado fueron
pesadas con el fin de determinar el flux.

La composicion del alimento y el permeado fue analizada por cromatografia de gases. El
equipo utilizado fue un cromatdgrafo Perkin Elmer Clarus 500 equipado con una columna
Supelco Equity ™ 17-01. La selectividad de la membrana se determind como:

Y, %
_ YEtOH (4.7)

HO/EtOH X H.0
2

X

EtOH

Donde:
o : Selectividad de la membrana
Yi, Xi: Composicidon de la sustancia i en el permeado y el alimento respectivamente.
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5.Resultados y Discusion

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos en la
evaluacién de las condiciones de cultivo y purificacion sobre las propiedades
estructurales y de transporte de las membranas de celulosa bacteriana, de
acuerdo con la metodologia presentada en el capitulo anterior. Se realizaron
las curvas de produccién de celulosa a 25 y 30°C para tres fuentes de carbono:
glucosa, sacarosa y glicerol y se evalud el efecto de la temperatura y la fuente
de carbono en la produccidn de celulosa y el espesor de las membranas
obtenidas. Posteriormente se usd esta informacion, para obtener membranas
con un espesor de 50 umy se varié el método de purificacién de la celulosa: se
usaron como agentes purificantes agua destilada, NaOH TN y NaOH 5N con
temperaturas de 60°C y 90°C vy tiempos de exposicion al agente de 10 y 30
minutos. Las membranas obtenidas se caracterizaron con andlisis de
Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Difraccién de Rayos X (DRX),
Adsorcion de Nitrégeno, Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FT-IR), Andlisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC). Por Ultimo, se realizaron pruebas de transporte a fravés de las
membranas: Grado de Hinchamiento, Permeabilidad Hidrdulica, Test de

Retencion de Solutos, Didlisis, Permeacion de Gases y Pervaporacion.

5.1 Fermentaciones

Las fermentaciones se andlizaron en dos etapas: primero se readlizaron las curvas de
produccién de celulosa en el tiempo, con el fin de evaluar el comportamiento del
microorganismo frente a las fuentes de carbono y la temperatura, y, ademds determinar el
tiempo requerido para obtener membranas de 50um bajo diferentes condiciones de
cultivo. Enla segunda etapa se empled esta informacién para obtener membranas con un
espesor de 50 um y se varié el método de purificacién de la celulosa: se usaron como
agentes purificantes agua destilada, NaOH TN y NaOH 5N con temperaturas de 60°C vy
90°C y tiempos de exposicidn al agente de 10 y 30 minutos. En la figura 5.1 puede
apreciarse la celulosa producida por cultivo estdtico, situada entre la fase aérea y el medio
de culfivo.
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Figura 5.1. Celulosa producida por cultivo estdtico.

Los resultados de la produccion de celulosa para las tres fuentes de carbono se aprecian
en la figura 5.2. La produccidon de celulosa es mayor a 30°C para las tres fuentes de
carbono. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en frabajos anteriores (Carreno
y Caicedo, 2005; Surma-Slusarska y colaboradores, 2008). Al usar sacarosa como fuente de
carbono la produccién de celulosa es la mds alta para las dos temperaturas, seguida de la
glucosa y el glicerol. Sin embargo, en los primeros cinco dias de fermentacién la produccion
de celulosa es menor a partir de sacarosa. Es posible que este comportamiento obedezca
a que el microorganismo no sintetiza invertasa, enzima encargada de convertir la sacarosa
en glucosa + fructosa, y por ello le toma un tiempo desarrollar la ruta metabdlica necesaria
para consumir la sacarosa y producir celulosa (Tonouchi y colaboradores, 1998a).

Tonouchi y colaboradores (1998b), encontraron que diferentes microorganismos del género
Acetobacter sintetizan celulosa a partir de sacarosa por medio de la enzima
levansacarasa, que hidroliza la sacarosa a glucosa + levana, este Ultimo, un polimero de la
fructosa. Mikkelsen y colaboradores (2009) reportan que para 48 horas de cultivo estdtico, la
cantidad de celulosa producida a partir de sacarosa es menor que la producida a partir de
glucosa y glicerol; y para 96 horas de cultivo la cantidad de celulosa producida a partir de
sacarosa es mayor que la producida a partir de las otras fuentes de carbono.

La forma de las curvas de produccidn de celulosa es similar a la obtenida por Hornung vy
colaboradores (2006), quienes a través de una ecuacién logistica del tipo Monod estudian
la produccién de celulosa bacteriana en cultivo estdtico. La estabilizacién de la curva a
partir del dia 25 obedece a problemas en la fransferencia de sustrato desde el seno del
liquido a las bacterias productoras de celulosa, que son las que se encuentran proximas a la
fase gaseosa. La velocidad del difusion del sustrato a fravés de la matriz polimérica es
menor que la velocidad de consumo por parte del microorganismo para la produccion de
celulosa, y por ello éste consume sélo para mantenimiento celular.
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Figura 5.2. Produccidn de celulosa a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) a partir de tres fuentes de
carbono: Glucosa, Sacarosa y Glicerol

Un comportamiento andlogo se presenta en este trabajo, pero en un periodo de tiempo
mayor, pues tras 5 dias de cultivo la sacarosa es la que presenta las menores producciones
de celulosa y sélo a partir del dia 10 son mayores. La produccién de celulosa a partir de
glicerol es menor a la obtenida con glucosa, sugiriendo que el microorganismo desarrolla
una ruta metabdlica que puede ser mds compleja que la empleada para asimilar glucosa
o sacarosa. Sternberg y colaboradores (1986) enconfraron que algunas cepas de
Acetobacter xylinum pueden convertir glicerol en dihidroxiacetona-fosfato y/o
gliceraldehido 3-fosfato durante la produccién de celulosa. La dihidroxiacetona-fosfato es
el precursor usado en la sintesis de celulosa, mientras el gliceraldehido 3-fosfato se convierte
en dacido glicérico (Habe y colaboradores, 2009; Habe y colaboradores, 2010).
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Figura 5.3. Variacion de sustrato y dcidos a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) empleando
glucosa como fuente de carbono.
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Figura 5.4. Variacion de sustrato y dcidos a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) empleando sacarosa
como fuente de carbono.
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Figura 5.5. Variacion del sustrato y acidos a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) empleando glicerol
como fuente de carbono.

El consumo de azUcares y produccion de dcidos para las tres fuentes de carbono se
aprecian en las figuras 5.3 a 5.5. La mayor velocidad de consumo de glucosa se efectua
dentro de los primeros diez dias de cultivo tanto a 25 como 30°C (2.56 y 2.85 Qglucosa/dia
respectivamente), tiempo durante el cual la velocidad de produccién de dcidos es méxima
(0.71 y 0.88 gacido/dia). Cuando se emplea sacarosa la velocidad de consumo de azdcares
es menor (1.20 y 1.55 gsacarosa/dia respectivamente), al igual que la produccion de dcidos
(0.32 y 0.39 gacido/dia); en el caso del glicerol, la velocidad de consumo de sustrato es la
mds bajas de los tres sustratos estudiados(0.82 y 1.28 ggicerol/dia respectivamente) asi como
la produccién de dcidos (0.26 y 0.28 gacido/dia). Al finalizar el cultivo, la totalidad de la
glucosa fue consumida, mientras la sacarosa quedd presente en el medio (17 y 9%) v en
mayor cantidad el glicerol (44 y 37%).
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La aparicidn de dcidos en el medio se debe a que el microorganismo sintetiza
especialmente dcido glucdnico, cetoglucdnico, y glicérico (Oikawa y colaboradores, 1995;
Pourramezan y colaboradores, 2009; Habe y colaboradores, 2010). El empleo de glucosa
produce una mayor cantidad de dcidos que la sacarosa vy el glicerol, sugiriendo que aquel
sustrato estimula la accidn oxidativa del microorganismo en mayor proporcién que los otros
estudiados en este trabajo. La baja acidez del medio a lo largo de todo el fiempo de
cultivo con el empleo de la sacarosa y el glicerol puede explicarse de la siguiente manera:
Para la sacarosa, la hidrélisis a glucosa + levana hace que la parte convertida en ésta
Ultima no esté disponible para oxidacién a dcidos; en cuanto a la glucosa, habrd una parte
que ird a la sintesis de celulosa y ofra estard disponible para la sintesis de dcidos; de ahi su
presencia en el medio.

En el caso del glicerol, Sternberg y colaboradores (1986) proponen que el microorganismo
convierte este sustrato en dihidroxiacetona fosfato, que puede ser precursor de la sintesis de
celulosa, pero también puede convertirse en D-gliceraldehido 3-fosfato (ésta reaccién es
reversible), precursor del dcido glicérico. El que esta Ultima conversidn sea reversible permite
una mayor disponibilidad del sustrato para la sintesis de celulosa y de esta manera la
produccién de dcido glicérico seria menor. Adicionalmente, un menor descenso del pH
permite conservar la viabilidad celular, lo que favorece las probabilidades de incrementar
la produccién de celulosa. La produccién de dcidos se encuentra alrededor de 5 g/l (la
menor produccién de las tres fuentes de carbono) para las dos temperaturas de cultivo, el
mdximo se produjo sobre el dia 5 y después se mantiene estable, de donde se puede
concluir que el dcido se genera los primeros dias de cultivo y posteriormente esa parte de la
ruta metabdlica se bloguea y se favorece la produccidén de dihidroxiacetona fosfato,
precursor de la celulosa.

El factor de rendimiento celulosa/sustrato Yess se aprecia en la figura 5.6. A 25°C el
rendimiento es similar para sacarosa y glicerol, mientras que a 30°C es éste Ultimo el que
permite un mayor rendimiento seguido de la sacarosa y glucosa. Esto tiene relaciéon con lo
expuesto anteriormente en la produccidén de dcidos, pues el glicerol es el sustrato que
permite la menor cantidad de dcidos en el medio, de manera que del total de sustrato
consumido una mayor parte es convertida en celulosa. No todo el glicerol fue consumido
durante el tiempo de cultivo, por o que puede obtenerse una cantidad de celulosa similar
a la obtenida a partir de glucosa empleando glicerol con una concentracion 30-50%
inferior.
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Figura 5.6. Rendimiento Ye/s en funcién del tiempo para las tres fuentes de carbono a 25°C (izquierda)
y 30°C (derecha)

El rendimiento obtenido con sacarosa es similar al obtenido con el empleo de glicerol; si
bien el microorganismo consumié mayor cantidad de sacarosa a lo largo del tiempo de
cultivo, también produjo celulosa en mayor cantidad que con el empleo del glicerol. El
rendimiento a partir de glucosa se ve afectado por la mayor cantidad de dcido en el
medio que disminuye la disponibilidad del sustrato para la produccién de celulosa, ademds
de disminuir la viabilidad celular.

En la figura 5.7 se aprecia cémo varia el espesor de las membranas con el tiempo de
cultivo. El espesor es mayor a 30°C cuando se emplean glucosa y sacarosa como fuentes
de carbono; con glicerol no se producen variaciones significativas del espesor con la
temperatura del cultivo.

Para obtener membranas de 50 um se necesitan 15 dias con glucosa y sacarosa y 20 dias
con glicerol si la temperatura es de 25°C; sila temperatura es de 30°C, se necesitan 12, 13y
17 dias al emplear glucosa, sacarosa y glicerol respectivamente.
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Figura 5.7. Espesor de las membranas secas en funcion del tiempo para las tres fuentes de carbono a
25°C (izquierda) y 30°C (derecha)

Las figuras 5.8 a 5.10 muestran la celulosa producida una vez extraida del medio de cultivo
y purificada. Al salir del cultivo, la celulosa lleva consigo el microorganismo que la produjo,
asi como algunos componentes del medio. Por ello es necesario someterla a un tratamiento

de purificacion, en este caso con NaOH. En la figura 5.9 se observa la celulosa tratada, de
un color blanco, libre de impurezas.

Figura 5.8. Celulosa hUmeda extraida del medio de cultivo

Figura 5.9. Celulosa hUmeda después del tratamiento de purificacion. l1zquierda: Superficie. Derecha:
Vista de la seccién transversal
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En la figura 5.10 se observa la diferencia entre una membrana fratada y una no fratada con
NaOH; la presencia de impurezas le da un color amarillento y opaco, mientras que la
membrana tratada presenta un color blanco y traslicido. Adicionalmente, se observd que
algunas membranas tratadas con agua destilada presentaron atagque microbiolégico
después de 30 dias de almacenamiento; en consecuencia se hace necesario el
tratamiento con una agente quimico para preservar su integridad vy favorecer su posterior
uso.

Figura 5.10. Membranas de celulosa después del secado. Izquierda: Sin tratamiento de purificacion.
Derecha: Tratada con NaOH 1N

Una vez determinados los tiempos de cultivo requeridos para obtener las membranas, se
realizaron las fermentaciones que tuvieron como objetivo la obtencién de las membranas
gue se emplearian en la caracterizacion. Se varié el método de purificacion y se observd
que a pesar de usar NaOH en concentraciones altas (1N y 5N) no se presentd degradacion
de la estructura. Con el fin de establecer el grado de compactacién de la membrana con
el tratamiento se determiné la densidad aparente; los resultados se presentan en las figuras
5.11-5.13. Las membranas obtenidas a partir de glucosa presentan una disminucién gradual
de la densidad aparente con la severidad del tratamiento; las obtenidas a partir de
sacarosa por su parecen sufrir mayores variaciones, mientras en las obtenidas a partir de
glicerol es notoria la diferencia en la densidad de las membranas tratadas con NaOH 1IN y
con 5N siendo estas Ultimas las que presentan la menor densidad debido a que se solubiliza
una mayor cantidad de celulosa. La densidad aparente presenta valores similares para las
membranas a partir de glucosa y glicerol (enfre 0.60 y 0.80 g cm3), mientras que las
obtenidas a partir de sacarosa presentan un valor superior (enfre 0.85y 0.95 g cm-3).
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Figura 5.11. Densidad aparente de las membranas obtenidas a partir de glucosa. Los nimeros indican
el tratamiento con NaOH al que fue sometida la membrana: 1. 1N, 10 min, 60°C. 2. 1N, 30 min, 60°C.
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Figura 5.12. Densidad aparente de las membranas obtenidas a partir de sacarosa. Los nUmeros
indican el tratamiento con NaOH al que fue sometida la membrana: 1. 1N, 10 min, 60°C. 2. 1N, 30
min, 60°C. 3. 1N, 10 min, 90°C. 4. 1N, 30 min, 90°C. 5. 5N, 10 min, é0°C. é. 5N, 30 min, é0°C. 7. 5N, 10
min, 90°C. 8. 5N, 30 min, 90°C
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Figura 5.13. Densidad aparente de las membranas obtenidas a partir de glicerol. Los nUmeros indican
el tratamiento con NaOH al que fue sometida la membrana: 1. 1N, 10 min, 60°C. 2. 1N, 30 min, 60°C.
3. 1N, 10 min, 90°C. 4. 1N, 30 min, 90°C. 5. 5N, 10 min, 40°C. é. 5N, 30 min, 40°C. 7. 5N, 10 min, 90°C.

8. 5N, 30 min, 90°C

5.2 Caracterizacion Estructural

5.2.1 Microscopia Electrénica de Barrido

La figura 5.14 muestra la superficie de una membrana fratada con agua destilada y ofra
con NaOH. Puede apreciarse que si el tratamiento se realiza sin agente quimico, la
membrana presenta restos de los microorganismos provenientes de la etapa de
fermentacién, lo que no sucede si el fratamiento se hace con un agente quimico.

La membrana tratada con agente quimico presenta espacios vacios de menor tamano
gue la membrana tratada Unicamente con agua, probablemente debido a que el agente
quimico solubiliza las fibras de celulosa mds delgadas, facilita las interacciones de puentes
de hidrégeno entre las cadenas de celulosa y reduce el tamano de los espacios vacios.

La figura 5.15 muestra la estructura de las membranas. Se aprecia la formacién en capas,
tal como lo reportan Borzani y De Souza (1995). No se observan poros cilindricos en la
seccién transversal de la membrana; sin embargo, en la figura 5.12.a) se observa la
presencia de poros en las diversas capas de la membrana, por lo que puede afirmarse que
se trata de una estructura porosa que presenta alta fortuosidad (Sokolnicki y colaboradores,
2006). Al observar con detalle la figura 5.15.b) se aprecia una variacion en la densidad de
capas a través del espesor de la membrana, tal como lo reportan Klemm y colaboradores
(2001). Se evidencian varias zonas, con un marcado confraste en el nUmero de capas,
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correspondiendo la menor cantidad a la zona inferior, lo cual se debe a que estas capas se
formaron en la primera fase de la etapa fermentativa, cuando existe menor cantidad de
microorganismos capaces de producir celulosa. Esto se debe a que la formacién de las
capas de celulosa estd asociada al crecimiento celular; a medida que aumenta la
cantidad de microorganismos la cantidad de celulosa también se incrementa.

Figura 5.14. Imdgenes de membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de glucosa a 30°C.
a) Membrana tratada sin agente quimico. b) Membrana fratada con NaOH 1N por 10minutos a 60°C

Figura 5.15. Imdgenes de la membrana de celulosa bacteriana obtenida a partir de glucosa y tratada
con NaOH 1N por 10 minutos a 60°C. a) Vista de la superficie y de algunas capas interiores. b) Vista de
la seccidn transversal

Las figura 5.16 presenta imdgenes de las superficies superior e inferior de las membranas
obtenidas a partir de las 3 fuentes de carbono en la que no se aprecian mayores
diferencias entre las dos superficies de las membranas correspondientes a cada fuente de
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carbono; el origen de los poros en cada capa de la membrana puede explicarse si se
considera la eliminacidon de los microorganismos durante el tratamiento de purificacion,
lioerando los espacios por ellos ocupados.
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Figura 5.16. Indgenes de membranas de celulosa bacteriana obtenidas a 250C y tratadas con NaOH
1N por 10 minutos a 60°C. a) Membrana a partir de glucosa, cara superior b) Membrana a partir de
glucosa, cara inferior c¢) Membrana a partir de sacarosa, cara superior d) Membrana a partir de
sacarosa, cara inferior €) Membrana a partir de glicerol, cara superior f) Membrana a partir de
glicerol, cara inferior.
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La cantidad de poros presentes en las dos superficies de las membranas no aumenta
considerablemente exceptuando la membrana obtenida a partir de sacarosa, lo que
puede interpretarse con los resultados de la etapa de fermentacién, donde la sacarosa fue
la fuente de carbono que presentd la mayor produccidn de celulosa en el medio, y como
se ha reportado en trabajos anteriores, la produccion de celulosa se encuentra asociada al
crecimiento, por lo cual una mayor produccién de celulosa implica mayor cantfidad de
microorganismos presentes y por lo tanto después del tratamiento quimico, mayor cantidad
de espacios vacios en la membrana (Marx-Firgini y Pion, 1974; Naritomi y colaboradores,
1998b). La membrana a partir de glicerol presenta menor cantidad de espacios vacios, lo
que es un indicativo de la formacion de éstos con el crecimiento celular.

La figura 5.17 muestra la estructura de la seccidn transversal de una membrana tratada con
agua destilada y otfra tratada con agente quimico.

Figura 5.17. Imdgenes de la seccion transversal de membranas de celulosa bacteriana obtenidas a
partir de glucosa a 30°C. a) Membrana tratada con agua destilada b) Membrana tratada con NaOH
1N por 10 minutos a 60°C.

La membrana fratada sélo con agua presenta gran cantidad de fibras finas de celulosa,
qgue incluso se entrelazan en las distintas capas, mientras que en la membrana tratada con
agente qguimico las capas se compactan ain mds vy las fibras mds finas desaparecen,
probablemente debido a que el tratamiento quimico solubiliza estas fibras finas, y define y
acomoda las capas de la membrana.
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5.2.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

La figura 5.18 muestra los resultados de difraccidn de rayos X para membranas obtenidas a
partir de glucosa a 30°C, sometidas a fres tratamientos diferentes: Agua destilada, NaOH 1N
(60°C, 10 min) y NaOH 5N (?0°C, 30 min). Se aprecia la presencia de tres picos, cada uno de
ellos presenta el componente tanto de la fase cristalina |, como lg; de acuerdo con Wada'y
colaboradores (2001), el pico 1 representa la proyeccion de los planos (I 1 0) de la fraccién |,
y (IT0) de la fraccion Ig; el pico 2 representa las proyecciones de los planos (010) I,y (110) Iy
y el pico 3 (110) 1,y (20 0) Is. Estos picos se encuentran en 20 alrededor de 14.4 para el pico
1, 16.6 para el pico 2y 22.4 para el pico 3 (Phisalaphong y Jatupaiboon, 2008).
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Figura 5.18. Difraccion de rayos x para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
glucosa a 30°C y sometidas a diferentes tratamientos.

Se observa que en los diferentes tfratamientos persiste una mayor intensidad del pico 3 sobre
los picos 1y 2, y que sin importar la severidad del tratamiento el pico 2 no es perfectamente
visible.

Las figuras 5.19 a 5.21 permiten apreciar el efecto de la temperatura de cultivo sobre la
estructura de la membrana. Para un mismo tratamiento, en este caso el mds severo (NaOH
5N, 90°C, 30 minutos), las membranas obtenidas a partir de glucosa y glicerol no presentan
diferencias considerables. Por el contrario, en las membranas producidas a partir de
sacarosa la intensidad de la senal es mayor en la que se obtiene a 30°C comparada con la
de 25°C. Estas diferencias pueden estar relacionadas con el tamano del cristal y la
cristalinidad, como se discutird mds adelante.
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Figura 5.19. Difraccion de rayos x para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
glucosa a 25 y 30°C y tratadas con NaOH 5N a 90°C por 30 minutos
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Figura 5.20. Difraccion de rayos x para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
sacarosa a 25 y 30°C y tratadas con NaOH 5N a 90°C por 30 minutos
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Figura 5.21. Difraccion de rayos x para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
glicerol a 25 y 30°C y tratadas con NaOH 5N a 90°C por 30 minutos

Para calcular el tamano de cristal y la cristalinidad fue necesario realizar la deconvolucidn
de los picos, para ello se usd el programa IGOR PRO®. Puede apreciarse el resultado en la
figura 5.22 para la membrana obtenida a partir de glucosa a 30°C tratada con NaOH 1N a
60°C por 10 minutos.
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Figura 5.22. Difraccion de rayos X con andlisis de deconvolucién de picos para la membrana de
celulosa bacteriana obtenidas a partir de glucosa a 30°C y tratada con NaOH 1N a 60°C por 10 minutos
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Se calculd la cristalinidad de las membranas con el fin de evaluar el efecto del tratamiento
sobre esta propiedad; para ello se utilizd la siguiente ecuacion (Keshk y colaboradores,
2006; Retegi y colaboradores, 2010):

Lo =1
Cristalinidad (%) = ==—20=18" (5.1)
200

donde l200 €5 la mdxima intensidad del pico 3y lx=180 €5 la intensidad a 26=18°. Los resultados
se recogen en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Cristalinidad de membranas de celulosa bacteriana.

Fuente de Tratamiento de Cristalinidad
Carbono Temperatura Purificacién (%)
Agua destilada 72.73
ol 30°C NaOH TN 60°C 10 min 88.95
S NGOH 5N 90°C 30 min 89.76
o NaOH TN 60°C 10 min 90.06
250C
NaOH 5N 90°C 30 min 90.85
NaOH TN 60°C 10 min 88.15
g 30°C _
8 NaOH 5N 90°C 30 min 91.08
o]
9 NaOH TN 60°C 10 min 74.98
3 250C
NaOH 5N 90°C 30 min 82.23
NaOH TN 60°C 10 min 90.62
_ 30°C NaOH 5N 60°C 10 min 79.53
S NGOH 5N 90°C 30 min 87.76
-g NGOH 1N 60°C 10 min 90.65
250C NaOH 5N 60°C 10 min 84.07
NaOH 5N 90°C 30 min 84.46

El grado de cristalinidad de las membranas es superior al reportado por varios autores
(Watanabe y colaboradores, 1998; Keshk y colaboradores, 2006). Las membranas obtenidas
a partir de glucosa fratadas con un agente quimico presentan mayor cristalinidad que
cuando se utiliza agua destilada. En las membranas tratadas el aumento de la severidad
del tratamiento quimico no afecta el indice de cristalinidad (las variaciones son del orden
del 1%)
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Las membranas obtenidas a partir de sacarosa presentan una cristalinidad es mds alta en
membranas obtenidas a 30°C que a 25°C; en las primeras se observa una variacién del 3%
en la cristalinidad con la severidad del tratamiento, mientras que en las segundas esta
variacién es del 9%, sugiriendo que contienen una mayor proporcidén de celulosa en fase
amorfa que puede ser solubilizada con el tratamiento mds agresivo, y de esta manera
aumentar la cristalinidad del material.

En las membranas obtenidas a partir de glicerol se observa que la severidad del tratamiento
disminuye el grado de cristalinidad de las membranas obtenidas tanto a 25°C como a 30°C
(reduccidn de 7% en la cristalinidad), sugiriendo que al emplear esta fuente de carbono se
obtiene celulosa con un tamano de fibra menor, que puede hacerla susceptible al ataque
por parte del NaOH. Esto puede estar acorde con el trabgjo de Jung y colaboradores
(2010), quienes reportan que la celulosa obtenida empleando glucosa como fuente de
carbono presenta un ancho de fibra de 75 a 90 nm, mientras que al usar glicerol como
fuente de carbono se obtiene un ancho de fibra de 65 a 80 nm.

Wada y colaboradores (2001), elaboraron un método para determinar la cantidad de
celulosa l, y I presentes en la fase cristalina de varios tipos de celulosa bacteriana y vegetal
a partir de la distancia interplanar (d), obtenidos a partir de los resultados de difraccién de
rayos X, usando la ley de Bragg:

nA =2dsend (5.2

Donde n es una constante, A es la longitud de onda de rayos X y 6 es el dngulo de mdxima
intensidad del pico. Al aplicar este método se obtienen los resultados la relacién de celulosa
l/ls Que se presentan en la tabla 5.2.

Los resultados del cdlculo de la distancia interplanar son congruentes con los obtenidos por
Wada y colaboradores (2001), para celulosa bacteriana. Todas las membranas son ricas en
celulosa l,, que es una caracteristica de este tipo de celulosa, pues en la de origen vegetal
la estructura predominante es la I (Bielecki y colaboradores, 2002). En las membranas
obtenidas a partir de glucosa a 30°C y sacarosa a 25°C, el tratamiento parece aumentar la
cantidad de celulosa |, presente en la estructura; las membranas obtenidas a partir de
glicerol presentan el comportamiento inverso. De acuerdo con varios autores (O’Sullivan,
1997, Wada y colaboradores, 2001) la celulosa |, es convertida a I por diversos métodos,
especialmente por medio de calor; en el presente trabajo es posible que el cambio de
temperatura sumado a la adicidén de NaOH permiten que esta transformacién ocurra para
las membranas obtenidas a partir de glicerol; sin embargo para las membranas obtenidas a
partir de glucosa y sacarosa la literatura no reporta este cambio. Una explicacion posible
del aumento del contenido de celulosa I, con el tratamiento es que las fibras estdn
organizadas de manera que el fratamiento quimico degrada la estructura cristalina Iy y por
ello la relacion 1./l se incrementa.
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Tabla 5.2. Distancia interplanar y relacién de celulosa |,/l; para membranas de

celulosa bacteriana.

Fuente de

Carbono Temperatura Tratamiento di(A) d2(A)  ds(A) lo:lg
Agua destilada 0.597 0.521 0.384 6:4
30°C NaOH 1N 60°C 10 min | 0.611 0.531 0390 7.7:2.3
Glucosa NaOH 5N 90°C 30 min | 0.604  0.521  0.388  9.6:0.4
D50 NaOH IN 60°C 10min | 0.606  0.521  0.388  10:0
NaOH 5N 90°C 30 min | 0.607  0.523  0.389  9.9:01
300C NaOH IN 60°C 10min | 0.597  0.516  0.385  9.6:04
Sacaros NaOH 5N 90°C 30 min | 0.612  0.528  0.391 10:0
D50 NaOH IN 60°C 10min | 0.585  0.508 0.379 7.8:2.2
NaOH 5N 90°C 30 min | 0.610  0.525  0.390  10:0
NaOH IN 60°C 10 min | 0.611  0.529  0.392  9.3:0.7
30°C NaOH 5N 60°C 10 min | 0.608  0.526 0.391 9.2:0.8
Glicerol NaOH 5N 90°C 30 min | 0.604  0.525  0.388 7.5:2.5
NaOH IN 60°C 10min | 0.605  0.523 0.382 9.3.0.7
25°C NOOH 5N 60°C 10 min | 0.591  0.514  0.383 8.3:1.7
NaOH 5N 90°C 30 min | 0.610  0.529  0.391  6.8:3.2

Para calcular el tamano de particula de la fase cristalina se utilizd la ecuacidon de Scherrer
(Kim y colaboradores, 2002):

~ HA
BCosé

(5.3)

Donde L es el tamano de la fase cristalina perpendicular al plano, H es es una constante
(asumiendo un perfil del pico tipo Gaus), A es la longitud de onda de rayos X, B el ancho a
la altura media del pico y 6 es el dngulo de mdxima intensidad del pico. Los resultados se
presentan en la tabla 5.3 para membranas obtenidas a partir de las tres fuentes de
carbono, a temperaturas de 25°C y 30°C vy diversos tratamientos de purificacion.

En las membranas obtenidas a partir de glucosa a 30°C se presenta un mayor efecto del
tratamiento sobre el tamano de particula cristalina asociado al pico 2, que disminuye
medida que el fratamiento se hace mds severo; los otros dos no presentan mayores
variaciones, pero si un efecto marcado del agente quimico. Las membranas obtenidas a
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25°C no parecen presentar un efecto marcado del tratamiento sobre el tamano de
particula para ninguno de los planos.

Tabla 5.3. Tamano de cristal para membranas de celulosa bacteriana

Fcl;ente de Temperatura Tratarr]ientg de Tamaiio de Cristal (A)
arbono Purificacion Picol Pico2 Pico3
Agua destilada 46 62 54
g 30°C NaOH 1N 60°C 10 min 56 80 63
8 NaOH 5N 90°C 30 min 55 65 65
© D50 NaOH TN 60°C 10 min 53 70 65
NaOH 5N 90°C 30 min 58 67 68
3000 NaOH 1N 60°C 10 min 56 75 65
g NaOH 5N 90°C 30 min 52 64 41
§ 0500 NaOH 1N 60°C 10 min 54 62 63
3 NaOH 5N 90°C 30 min 61 70 66
NaOH 1N 60°C 10 min 49 58 57
_ 30°C NaOH 5N 60°C 10 min 54 55 56
% NGOH 5N 90°C 30 min 60 66 65
o) NaOH 1N 60°C 10 min 48 56 56
25°C NaOH 5N 40°C 10 min 62 67 69
NaOH 5N 90°C 30 min 60 68 66

Las membranas obtenidas a partir de sacarosa a 30°C presentan una notable disminucidn
en el tamano de particula asociado al pico 2 con el tratamiento de purificacién, pero en
general el tamano disminuye para todas las fases cristalinas. EI comportamiento se invierte
para las membranas obtenidas a 25°C, donde el tamano aumenta de forma notoria con la
intensidad del fratamiento para todas las fases cristalinas asociadas especialmente para los
picos 1y 2. Las membranas obtenidas a partir de glicerol a 25 y 30°C presentan aumento
del tamano de particula con el tratamiento para todas las fases cristalinas. Una primera
explicacién para el aumento del tamano de particula con la intensidad del tratamiento
puede fundamentarse en el hecho de que soluciones concentradas de NaOH solubilizan las
fibras de celulosa; en este caso el NaOH puede estar actuando sobre la fase amorfa,
permitiendo un acomodamiento de las fases cristalinas y dado que todos los tratamientos
incluyeron un aumento de la temperatura, ésta podria estar actuar sobre el
acomodamiento de los cristales, permitiendo el aumento de tamano de particula.
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5.2.3 Adsorcion de Nitrégeno

Las pruebas de adsorcidén y desorcion de nitrdgeno se redlizaron para algunas de las
membranas obtenidas. La figura 5.23 presenta el perfil obtenido por una de las membranas
obtenidas a partir de sacarosa a 30°C.
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Figura 5.23. Perfil de Adsorcion y Desorcion de N2 para la membrana obtenida a partir de sacarosa a
30°C, tratada con NaOH 1N 60°C por 10 minutos

Se observa el fendmeno de histéresis (la curva curva de adsorcién no coincide con la de
desorcidon) debido a que se presenta la condensacién del N2 en los poros de la membrana.
La presencia de este fendmeno es caracteristica de estructuras donde los poros son
abiertos por ambos exiremos. El estudio de la tfrayectoria trazada por las curvas de
adsorcion y desorcion en el ciclo de histéresis permite obtener una idea de la estructura de
la membrana (Arague, 2003). Existen diferentes tipos de histéresis; cuando la curva de
adsorcién se desplaza hacia la zona de presiones relativas (p/pe) altas, mientras la
desorcidén se produce a presiones intemedias, se estd hablando histéresis tipo B,
caracteristica de estructuras capilares de cuerpo ancho y cuello corto y estrecho, comunes
en materiales de naturaleza cristalina con empaquetamiento de particulas en forma de
ldmina, que permiten la formacion de poros con forma de aberturas con paredes paralelas
(Martin, 1990). Esta descripcién de la estructura es coherente con lo observado en las
imd&genes de microscopia electrénica de barrido para las membranas (Figura 5.14 y 5.16).

Para redlizar el cdlculo del drea especifica y la distribuciéon de tamano de poro se utilizd la
metodologia descrita en las normas ASTM D 3662-03 y ASTM D 4641-94 (Anexos A y B). La





22 Capitulo 5

figura 5.24 presenta la distribucién de tamano de poro para una de las membranas
obtenidas a partir de sacarosa a 30°C.
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Figura 5.24. Distribucién de tamano de poro para la membrana obtenida a partir de sacarosa a 30°C,
tratada con NaOH 1N 60°C por 10 minutos

Los poros de la membrana se catalogan como mesoporos (15-100 A); No hay presencia de
microporos en la estructura. Los resultados de radio de poro y drea superficial para algunas
membranas se resumen en la tabla 5.4.

El drea superficial especifica es bastante pequena (menor a 50 m2/g) para todas las
membranas; esto quiere decir que la membrana tiene una porosidad muy baja; la
estructura es entonces bastante compacta y presenta algunos mesoporos.
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Tabla 5.4. Radio medio de poro y drea superficial de membranas de celulosa

bacteriana.
AREA AREA
Fuente de | Temperatura Tratamiento de RADIO DE SUPERFICIAL SUPERFICIAL TOTAL
Carbono de cultivo Purificacion PORO (A)e ESPECIFICA (BET) ACUMULADA $1
(m?/g) (m%/g)
- 12.85 18.74
o 300C NaOH 1N 60°C 10 min 25
S NaOH 5N 90°C 30 min 23 12.13 18.41
=
D) 050 NaOH TN 60°C 10 min 18 9.63 10.39
NaOH 5N 90°C 30 mi 1 9.34 9.31
- 19.82 28.22
g 3000 NaOH 1N 60°C 10 min 21
g NaOH 5N 90°C 30 min 22 18.68 23.41
8 NaOH 1N 60°C 10 min 20 19.56 27.18
Y 250C
NaOH 5N 90°C 30 min 10 18.36 11.93
: 9.63 8.66
5 300C NaOH 1N 60°C 10 min 23
§ NaOH 5N 90°C 30 min 25 16.17 23.41
o ; 4.38 6.76
) 050C NaOH 1N 60°C 10 min 10
NaOH 5N 90°C 30 min 30 15.44 13.52

a. Determinado como el pico de la curva de distribucion de tamano de poro.

En las membranas obtenidas a partir de las tres fuentes de carbono a 30°C no hay variacién
del radio de poro con el tfratamiento, mientras las membranas obtenidas a 25°C presentan
variaciones del orden de 100% para las tres fuentes de carbono; en las membranas
obtenidas a partir de glucosa y sacarosa el tratamiento puede estar influyendo sobre las
interacciones puente de hidrégeno alrededor del poro, las hace mds fuertes y esto
disminuye su tamano. En las membranas obtenidas a partir de glicerol el tratamiento al
disolver una mayor cantidad de celulosa tanto en la fase amorfa como la cristalina, permite
el debilitfamiento de estas interacciones y por ello el tamano de poro aumenta.

El drea superficial no presenta mayores variaciones para las membranas a partir de glucosa
y sacarosa a 25°C y 30°C. Las membranas obtenidas a partir de glicerol presentan un
aumento del drea superficial con la severidad del tratamiento tanto para las membranas
obtenidas a 25 como a 30°C. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en los
andlisis de XRD, y corroboran lo expuesto en la seccién 5.2.2.
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5.2.4 Espectroscopia Infrarrojo (FT IR)

Varios autores han reportado andlisis de infrarrojo de celulosa bacteriana (Shirk y
Greathouse, 1952; Bertocchi y colaboradores, 1997; Duvey y colaboradores, 2002;
Kacurakova y colaboradores, 2002). La tabla 5.5 presenta algunos picos reportados en la
literatura para la estructura de celulosa.

Tabla 5.5. Enlaces asociados a la estructura de Celulosa.

(L;r;ggi;;:ngle) Enlace REFERENCIA
895 5(C-1-H) enlace B-anomérico
1000, 1015, 1030, v (C-C), v (C-O) Kacurakovay
1115 colaboradores (2002)
1317, 1362 6s(CH2)w
1426 6sCHa w
1300-1500 6(CH)
2900-3000 v (C-H) Stuart (2004)
3330 v (OH), puente de H

6: Deformacidn angular en el plano; v: Deformacion Axial; s: simétrico

Las membranas elaboradas en el presente frabajo fueron analizadas en el espectro de 400-
4000 cm-'. Los resultados del andlisis infrarrojo para las membranas obtenidas a partir de
glucosa y sometidas a diferentes tratamientos de purificacion se presentan en la figura 5.24.

Se puede apreciar que los picos reportados en la literatura son visibles en las muestras
analizadas. La estructura quimica de las membranas no presenta diferencias apreciables
con el fratamiento, excepto por la membrana fratada con agua destilada que presenta un
pico adicional a 1545 cm-; de acuerdo con Duvey y colaboradores (2002), este pico
corresponde al enlace amida, que puede tener relacidon con proteinas y remanentes de
biomasa presentes en esta membrana. El tratamiento con NaOH elimina estas impurezas,
razén por la cual este pico no estd presente en las membranas fratadas. De acuerdo
conBertocchi y colaboradores (1997), los picos presentes a 897 y 1429 cm-! (“fijereteo” del
enlace CHa) permiten confirmar la presencia de la estructura tipo | de la celulosa. Los picos
a 1372 cm-! (deformacién angular del enlace C-H en el plano) y 2900 cm-' (deformacidn de
los enlaces C-H y CH2) se usan para determinar el grado de cristalinidad.
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Figura 5.25. Espectro Infrarrojo para las membranas obtenidas a partir de glucosa a 25°C sometidas a
diferentes tratamientos de purificacion

En la figura 5.25 Se observa una disminucién de la intensidad para el pico a 1372 cm-', y en
menor medida para el pico a 2900 cm-! para la membrana fratada con agua destilada,
siendo congruente con lo encontrado en los andlisis de difraccién de rayos X, pues ésta
membrana presentd la menor cristalinidad.

La figura 5.26 presenta el espectro infrarrojo para membranas obtenidas a partir de las tres
fuentes de carbono. No se observan diferencias apreciables en la estructura de las
membranas. Los picos que manifiestan la cristalinidad permiten apreciar que las
membranas obtenidas a partir de glucosa y glicerol presentan la mds alta, en comparacién
con las membranas obtenidas a partir de sacarosa, concordando con lo presentado en la
tabla 5.1, donde la cristalinidad es de 90.04, 74.98 y 90.65 para las membranas obtenidas a
partir de glucosa, sacarosa y glicerol respectivamente.

El pico correspondiente a la deformacién de los enlaces -OH presenta diferencias
significativas entre la membrana obtenida a partir de sacarosa y las demds. Esto puede ser
un indicativo de diferencias en los arreglos -OH entre las diferentes cadenas de celulosa,
qgue pueden tener efecto sobre el desempeno de la membrana. Se puede concluir que la
celulosa obtenida de las tres fuentes de carbono presentan el mismo comportamiento en el
espectro IR, con presencia de los picos que permiten identificar las caracteristicas generales
de la celulosa, estos no presentan mayores diferencias, mientras los picos que dan un
indicativo del grado de cristalinidad, presentan diferencias de acuerdo con el sustrato,
condiciones de cultivo y tratamiento.
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Figura 5.26. Espectro Infrarrojo para las membranas obtenidas a partir de glucosa, sacarosa y glicerol
a 25°C y purificadas con NaOH 1N 60°C 10minutos

En la figura 5.27 se observa que las membranas obtenidas a 25°C y 30°C no presentan
diferencias significativas en su estructura.
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Figura 5.27. Espectro Infrarrojo para las membranas obtenidas a partir de glucosa, a 25°C y 30°C
purificadas con NaOH 1N 60°C 10minutos
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5.2.5 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

La figuras 5.28 y 5.29 presentan el comportamiento de las membranas de glucosa sometidas
a andlisis termogravimétrico. Antes de 100°C no existe una pérdida apreciable de peso, que
podria asociarse a evaporacién del agua contenida en la muestra, por lo que puede
entenderse que la cantfidad de agua en la estructura de las membranas es minima. El
segundo evento, que inicia alrededor de 200°C para las membranas tfratadas con NaOH vy
100°C para la tfratada con agua destilada, puede estar asociado al inicio de la
descomposicion térmica o la pérdida de agua ligada.

Existe un tercer evento, que inicia alrededor de 250°C para las membranas fratadas y 170°C
para la membrana tratada con agua destilada, donde ocurre una pérdida de peso con
forma de “hombro”, que determina el inicio de la degradacidon térmica (Sufol vy
colaboradores, 2003). Entre menor sea la temperatura de inicio de este evento, menor
estabilidad térmica presenta la estructura, debido principalmente a la presencia de
impurezas en la matriz polimérica que se degradan mds rdpidamente, y ello se evidencia
en la pérdida de peso, tal como ocurre con la muestra fratada solamente con agua
destilada.

El cuarto evento corresponde a una pérdida de peso a gran velocidad, asociada a la
pirolisis de la celulosa. Se observa que para las membranas tratadas con NaOH esta
pérdida de peso representa entre el 60 y el 70% del total de la muestra. Para la celulosa
tratada con agua destilada, la pérdida de peso asociada a este evento es del 35%.

Las membranas obtenidas a partir de sacarosa y glicerol presentaron comportamientos
similares a los de las membranas producidas con glucosa. La tabla 5.6 presenta los
resultados obtenidos para las membranas probadas. La pérdida de peso a 100°C es muy
baja para todas las membranas, un indicativo de que el contenido de agua es muy bagjo, vy
en las membranas obtenidas a partir de glucosa y sacarosa este contenido disminuye un
poco con la severidad del fratamiento. Las membranas producidas con glicerol presentan
el comportamiento inverso. La temperatura de descomposicion aumenta con la severidad
del fratamiento para las membranas obtenidas a partir de glucosa tanto a 25 como a 30°C,
mientras que ocurre lo confrario para las membranas obtenidas a partir de sacarosa vy
glicerol.
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Figura 5.28. Andilisis Termogravimétrico para las membranas obtenidas a partir de glucosa a 25°C
(linea continua) y 30°C (linea punteada) sometidas a diferentes fratamientos de purificacion
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Figura 5.29. Andlisis Termogravimétrico (TG) y su derivada (DTG) para la membrana obtenida a partir

de glucosa a 25°C y tratada con NaOH 1N durante 10 minutos a 60°C.
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Tabla 5.6. Resultados del andlisis termogravimétrico de membranas de celulosa
bacteriana.

Pérdida de Temperatura de
Fuente de Temperatura . Temperatura de alcance de
N Tratamiento peso a 100°C s oz P
carbono de Cultivo (%) Descomposicion pérdida de peso
° en 20%
250C TN 60°C 10min 98.7 370.1 334.6
5N 90°C 30min 98.3 384.4 357.7
Glucosa _
300C TN 60°C 10min 100 370.0 349.8
5N 90°C 30min 97.6 376.1 354.4
250C TN 60°C 10min 98.3 371.2 340.6
5N 90°C 30min 97.9 372.3 346.2
Sacarosa
300C TN 60°C 10min 98.2 361.2 322.2
5N 90°C 30min 97.6 375.5 347.7
250C TN 60°C 10min 97.7 384.5 331.2
. 5N 90°C 30min 98.6 373.2 324.9
Glicerol
300C TN 60°C 10min 97.4 381.6 343.4
5N 90°C 30min 97.8 379.7 333.8

De acuerdo con George y colaboradores (2005), la temperatura de degradacién de la
celulosa estd asociada a pardmetros como el grado de polimerizacién y cristalinidad; esta
Ultima permite una estabilizacién de la estructura, y por ende un aumento en la
temperatura de degradacién. El aumento de la severidad del fratamiento de purificacion
incrementa el grado de cristalinidad para las membranas obtenidas a partir de glucosa y
sacarosa tanto a 25¢C como a 30°C (tabla 5.1), lo que se refleja en las temperaturas de
degradacién, y consecuentemente, en el contenido de agua en la membrana, pues a
mayor cristalinidad, menor posibilidad de retener agua en la estructura. Las membranas
obtenidas a partir de glicerol presentan el comportamiento contrario, lo que tendria
explicacién en el descenso del grado de cristalinidad con la intensidad del fratamiento de
purificacion.

5.2.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los resultados del andlisis calorimétrico pueden apreciarse en la figura 5.30 para las
membranas obtenidas a partir de glucosa. Un primer evento, entre 25 y 45°C, puede
asociarse a la temperatura de transicion vitrea del polimero, Tg. Posteriormente se presenta
un pico endotérmico que puede atribuirse a evaporacién del agua ligada presente en la
estructura, o a la fusién de la fase cristalina del polimero a la temperatura Tm. Bertranm y
Dale (1986) y Caicedo y colaboradores (2002), atribuyen este pico a pérdida de agua
presente en la estructura, especificamente agua ligada.





Capitulo 5

30

George y colaboradores (2005b), asociaron este pico con la fusién de la fase cristalina de la
estructura. Sin embargo los autores no reportan la temperatura de fusibn para ser

comparada con los datos de este trabajo.

La tabla 5.7 Presenta las temperaturas de transicion vitrea y de fusion de la fase cristalina
para las membranas tratadas. La temperatura de transicidn vitrea aumenta con la
severidad del tratamiento de purificacidn para las membranas obtenidas a partir de

glucosa y glicerol, pero no asi para las producidas con sacarosa, donde ocurre lo contrario.
Esto puede tener relacion con el grado de cristalinidad de la estructura, pues a mayor

grado de cristalinidad, mayor Tg.
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Figura 5.30. Termogramas DSC para las membranas obtenidas a partir de glucosa a 30°C sometidas a
diferentes tratamientos de purificacion
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Tabla 5.7. Resultados del andlisis calorimétrico de membranas de celulosa
bacteriana.

Fuente de | Temperatura Tratamiento T
Carbono de Cultivo 9
250C TN 60°C 10min 40.86
5N 90°C 30min  43.49
Glucosa
300C IN 60°C 10min  28.15
5N 90°C 30min  31.25
250C IN 60°C 10min  36.32
5N 90°C 30min  28.19
Sacarosa
300C IN 60°C 10min  27.96
5N 90°C 30min  23.04
250C TN 60°C 10min  30.63
. 5N 90°C 30min  32.88
Glicerol
300C IN 60°C 10min  27.82
5N 90°C 30min  29.31

5.3 Determinacion de las Propiedades de Transporte

5.3.1 Grado de Hinchamiento

La celulosa bacteriana posee cardcter hidrofilico, al igual que la celulosa de origen vegetal
(Duvey y colaboradores, 2002; George y colaboradores, 2005, Ramana y colaboradores,
2000). Esto puede evidenciarse en los resultados sobre grado de hinchamiento de las figuras
5.31 y 5.32 para las membranas producidas a 25y 30°C respectivamente. El hinchamiento es
mayor para las membranas obtenidas a 30°C. No existe un efecto marcado del fratamiento
sobre el grado de hinchamiento.

En las membranas producidas a 30°C existen diferencias en el grado de hinchamiento entre
las distintas fuentes de carbono, siendo las membranas obtenidas a partir de sacarosa las
que presentan el menor grado de hinchamiento con respecto a las obtenidas a partir de
glucosa y dglicerol. Se observa que al finalizar el ensayo las membranas presentan cambio
en una sola dimensién, el espesor, confirmando lo reportado por ofros autores (Caicedo y
colaboradores, 2003; Buyanov y colaboradores, 2010).





32 Capitulo 5

Los andlisis de difraccidén de rayos x determinaron que la membrana posee una elevada
proporcién de estructura cristalina que no permite almacenar grandes cantidades de
solvente, porlo que puede concluirse que el agua absorbida queda atrapada en mayor
cantidad en los espacios existentes entre las capas de la membrana que en la fase amorfa
presente en cada una de las capas.
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Figura 5.31. Grado de Hinchamiento para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
diferentes sustratos a 25°C
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Figura 5.32. Grado de Hinchamiento para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
diferentes sustratos a 30°C
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Las membranas obtenidas a las dos temperaturas de cultivo no presentan mayores
variaciones en el grado de hinchamiento antes del proceso de secado como se aprecia en
las figuras 5.33 a 5.35; ninguna de las membranas sometidas a la prueba recuperd el grado
de hinchamiento que poseia antes del secado. Esto puede tener origen en el método de
secado al que fue sometida la membrana. Clasen y colaboradores (2006), evaluaron el
efecto de diversas alternatfivas de secado en membranas de celulosa bacteriana vy
encontraron que las que se someten a secado por evaporacién del solvente (empleado en
este trabajo) presentan los menores valores de hinchamiento comparadas con los
correspondientes al secado por liofilizacidn; este Ultimo, aunque también presenta una
reduccion en la cantidad de agua absorbida, permite una mejor recuperacién de la
estructura que el secado por evaporacion.
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Figura 5.33. Grado de Hinchamiento para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
glucosa a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) antes y después del secado

El fendmeno presentado durante este método de secado fue expuesto por lJie y
colaboradores (2005); de acuerdo con estos autores las uniones tipo puente de hidrégeno
entre agua-agua y agua-celulosa son lo suficientemente fuertes para formar algunas macro
cavidades que se hacen cada vez mds pequenas a medida que se evapora el agua libre,
dando lugar a uniones puente de hidrogeno entre las fibras de celulosa. Al realizar el
hinchamiento de la membrana seca, estas uniones requieren una mayor energia de
solvatacidon que no se alcanza faciimente a las condiciones del ensayo. Como se expuso en
la seccidn 1.1 la celulosa de origen bacteriano contiene una gran fraccién de celulosa |,
gque se caracteriza por presentar mayor cantidad de puentes de hidrégeno que la celulosa
lp, de manera que a mayor cantidad de puentes de hidrogeno, mayor energia de
solvatacion, y en consecuencia, menor probabilidad de recuperar la capacidad de
retencién de agua propia de la celulosa antes del secado.
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Figura 5.34. Grado de Hinchamiento para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
sacarosa a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) antes y después del secado
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Figura 5.35. Grado de Hinchamiento para membranas de celulosa bacteriana obtenidas a partir de
glicerol a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha) antes y después del secado

Después del proceso de secado, el hinchamiento de las membranas obtenidas a partir de
sacarosa no presentan diferencias apreciables para las dos temperaturas de cultivo (figuras
5.32 y 5.33); si se tiene en cuenta que el espesor promedio de las membranas es el mismo
(50 um), y que aun asi la cantidad de celulosa presente varia para cada una de ellas,
puede afirmarse que la diferencia en la densidad se presenta en las distintas capas que
forman la membrana, es decir, a nivel del drea. Resultados similares fueron reportados por
Wanichapichart y colaboradores (2002). Si se encuentran mds fibras por unidad de dreq, la
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probabilidad de agregacidn y colapso durante el proceso de secado seria mayor. Esto
explicaria por qué a las membranas obtenidas a partir de sacarosa corresponden los
menores valores de hinchamiento que a las membranas obtenidas a partir de glucosa y
glicerol, pues para el mismo espesor que las demds, contienen mayor cantidad de celulosa.
Por su parte, las membranas obtenidas a partir de glicerol, que presentan la menor
cantidad de celulosa por unidad de drea, son menos afectadas por el fendmeno de
agregacién de fibras y por ello su grado de hinchamiento es mayor.

5.3.2 Permeabiidad Hidraulica

Las membranas empleadas en las pruebas de permeabilidad hidrdulica fueron sometidas
hasta una presion de 12 bar sin presentar ruptura. En las figuras 5.36 y 5.37 se observan los
resultados de permeado en funcidn del tiempo y de flux en funcidén de la presidn para una
de las membranas obtenidas a partir de glicerol a 250C.

La membrana presenta un comportamiento estable con el aumento de la presion. El
tiempo de estabilizacion empleado en las pruebas (30 minutos para cada presidon) es
suficiente para eliminar los efectos de la compactacidon de la estructura sobre el
desempeno de la membrana. Esto se ve reflejado en la grdfica 5.40, donde no se aprecian
mayores variaciones del flux de permeado con el tiempo para la presidén de operacion.
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Figura 5.36. Masa de agua vs tiempo para una membrana de celulosa bacteriana obtenida a partir de
glicerol
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Por ofra parte, es claro que no existen diferencias significativas en el flux, en los ensayos que
se realizaron con variacién ascendente y descendente de la presidén (figura 5.37). En el
intervalo de presiones estudiado, las membranas presentaron un comportamiento estable
con el aumento de la presidn, es decir, el aumento del flux con la presidn se mantuvo
constante, de lo cual se deduce que no se presentd ruptura de las membranas, y tfampoco
se produjo reduccion del flux por fendmenos asociados a compactacidn excesiva o
colapso de la estructura.
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Figura 5.37. Efecto de la presion aplicada sobre el flux de permeado en la prueba de permeabilidad
hidraulica para una membrana de celulosa bacteriana obtenida a partir de glicerol

Las figuras 5.38 y 5.39 presentan los resultados de las pruebas de permeabilidad para las
membranas obtenidas a partir de las diferentes fuentes de carbono a 25y 30°C. Las
membranas producidas a 25°C presentan un L, menor que el de las obtenidas a 30°C
(variaciones de 80% para las obtenidas a partir de glucosa y de 50% para las obtenidas a
partir de glicerol). Sin embargo, contrario a lo obtenido con las pruebas de hinchamiento, el
tratamiento influye en la permeabilidad, especialmente en las membranas obtenidas a
partir de glicerol y tfratadas con NaOH 5N presentan una permeabilidad 73% mayor para las
obtenidas a 25°C y 88 % mayor para las obtenidas a 30°C que cuando se utiliza NaOH 1N,

Las membranas obtenidas a partir de glucosa y sacarosa presentan variaciones menos
marcadas de la permeabilidad con la concentracion de NaOH en el fratamiento; de igual
manera, tal como sucedid con las pruebas de grado de hinchamiento, presentan los
valores mds bajos. El tiempo de exposicidn de la membrana al agente quimico no afecta
significativamente la permeabilidad, comparado con factores como la fuente de carbono
y la concentracién del agente.
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Figura 5.38. Coeficiente de permeabilidad hidraulica (Lr) para membranas obtenidas a 25°C a partir
de las tres fuentes de carbono: glucosa, sacarosa y glicerol
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Figura 5.39. Coeficiente de permeabilidad hidraulica (Lr) para membranas obtenidas a 30°C y las tres
fuentes de carbono: glucosa, sacarosa y glicerol
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En las figuras 540 a 5.42 puede observarse una posible relacion entre el

prel

hinchamiento con el radio medio de poro y el drea superficial; para las membranas
obtenidas a partir de glucosa y dglicerol, a mayor radio medio de poro, mds facil es el paso

de liguido a través de la membrana.
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Figura 5.40. Relacion entre el radio medio de poro y el drea superficial con el grado de hinchamiento
(Q) y el coeficiente de permeabilidad hidrdulica (Lr) para membranas obtenidas a partir de glucosa. =
Q (%). ¢ Lp (I m-2h-'bar-'). Rojo: Membranas obtenidas a 25°C. Verde: Membranas obtenidas a 30°C.
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Figura 5.41. Relacion entre el radio medio de poro y el drea superficial con el grado de hinchamiento
(Q) y el coeficiente de permeabilidad hidraulica (Lr) para membranas obtenidas a partir de glicerol. m
Q (%). ¢ Lp (I m-2h-'bar-'). Rojo: Membranas obtenidas a 25°C. Verde: Membranas obtenidas a 30°C.

Para las membranas producidas con sacarosa, la relacién entre radio medio de poro y
permeabilidad permanece casi constante, al igual que el hinchamiento. Sin embargo,
aunqgue el radio medio de poro y el drea superficial presentan valores similares y hasta
superiores a los presentados por las membranas obtenidas a partir de glucosa y glicerol, la
permeabilidad es significativamente menor, dando a entender que si bien la presencia de
estos poros en la membrana es importante para el transporte de solvente, es mds
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importante la capacidad que tenga la membrana para retener agua en su interior, pues es
ésta la encargada de facilitar el tfransporte a través de la misma. Esto puede apreciarse
claramente en estas figuras, pues sélo si aumenta el grado de hinchamiento, lo hace

también la permeabilidad con el tamano de poro.
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Figura 5.42. Relacion entre el radio medio de poro y el drea superficial con el grado de hinchamiento
(Q) y el coeficiente de permeabilidad hidraulica (Lr) para membranas obtenidas a partir de sacarosa.
m Q (%). ¢ Lp (I m-2h-bar'). Membranas obtenidas a 25°C. Verde: Membranas obtenidas a 30°C.

Las figuras 5.43 a 5.45, presentan la relacion existente entre el grado de hinchamiento y la
permeabilidad para las diferentes membranas. En términos generales, a medida que crece
el grado de hinchamiento, aumenta la permeabilidad. Sin embargo este aumento es
menor para las membranas obtenidas a 25°C que para las obtenidas a 30°C, para las fres

fuentes de carbono.
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Figura 5.43. Relacién entre el grado de hinchamiento (Q) y el coeficiente de permeabilidad hidraulica
(Lr) para membranas obtenidas a partir de glucosa. Membranas obtenidas a 25°C (izquierda) y 30°C

(derecha). Membranas tratadas con NaOH ¢ IN y m 5N.
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Figura 5.44. Relacién entre el grado de hinchamiento (Q) y el coeficiente de permeabilidad hidraulica
(Lr) para membranas obtenidas a partir de sacarosa. Membranas obtenidas a 25°C (izquierda) y 30°C
(derecha). Membranas tratadas con NaOH ¢ IN y m 5N.

El fratamiento no parece afectar significativamente estas propiedades, ni su relacién, en el
caso de las membranas obtenidas a partir de glucosa y sacarosa a 25°C; sin embargo, para
las membranas obtenidas a 30°C y a partir de glicerol a las dos temperaturas de cultivo el
tratamiento incrementa la proporcionalidad entre el grado de hinchamiento y la
permeabilidad.
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Figura 5.45. Relacién entre el grado de hinchamiento (Q) y el coeficiente de permeabilidad hidraulica
(Lr) para membranas obtenidas a partir de glicerol. Membranas obtenidas a 25°C (izquierda) y 30°C
(derecha). Membranas tratadas con NaOH ¢ IN y m 5N.
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De todo lo anterior puede concluirse que si bien la cristalinidad y la estructura mesoporosa
de la membrana de celulosa tiene influencia sobre la permeabilidad, es el grado de
hinchamiento el principal promotor del transporte a través de la membrana. La fuente de
carbono vy la temperatura de cultivo afectan las propiedades de transporte en mayor
grado que el fratamiento de purificacién, en el cual sélo incide en las membranas cuyas
fibras presentan un didmetro que las hace susceptibles al atagque del agente quimico, que
origina a su vez algunos espacios que permiten el paso del agua.

Caicedo y colaboradores (2002), explicaron el transporte a fravés de membranas de
celulosa bacteriana con la teoria de agregados moleculares, expuesta en el trabagjo de
Uragami, y colaboradores, (1982), segun la cual, el agua forma agregados moleculares
cuyo tamano varia dependiendo de si se trata de agua pura o de una mezcla entre agua y
otro solvente, caso en el cual la composicién es factor influyente. El ingreso a la membrana
se redliza a fravés de los poros de la superficie, los cuales, de acuerdo al método de
obtencién presentan grupos hidroxilo en diferentes cantidades y arreglos, que interactian
con los agregados. A mayor cantidad de hidroxilos presentes, menor flux de permeado.

Si se acepta este mecanismo de ftfransporte, los agregados moleculares de agua
presentardn tamano similar en los diferentes ensayos, debido a que se trata de agua pura, y
a gue se mantuvieron constantes todas las condiciones de operacion en las pruebas para
las diferentes membranas. El hecho de que la fuente de carbono y la temperatura de
cultivo sean las variables que mds afectan la permeabilidad, da a entender que la
velocidad de formacién de las fibras de celulosa permite arreglos diferentes de los grupos
hidroxilo presentes en las fibras de celulosa, y son entonces las interacciones entre los
diversos arreglos de los grupos hidroxilo y el agua, las que originan variaciones en las
permeabilidades. Asi, a las membranas obtenidas a partir de sacarosa corresponderia una
mayor cantidad de grupos hidroxilo disponible para interactuar con el agua y por esta
razéon el flux de permeado es menor en comparacion con las membranas producidas por
las ofras fuentes de carbono.

5.3.3 Retencion de Solutos

Las pruebas de retencién de solutos se realizaron para las membranas que presentaron la
mayor y menor permeabilidad hidrdulica; estas son respectivamente, la membrana
obtenida a partir de glicerol a 30°C, tratada con NaOH 5N a 60°C durante 10 minutos (L=
57.07 Im-2h-bar'), y la obtenida a partir de sacarosa a 25°C, tratada con NaOH 1N a 60°C
durante 10 minutos (Lp= 1.70 Im2h-Tbar). Los resultados pueden apreciarse en las figuras
5.46 y 5.47. Las dos membranas presentan una caida del flux de permeado con respecto al
agua pura caracteristico de la ultrafiltfracién tangencial, donde el flux de permeado de la
solucidon aumenta proporcionalmente con la presidén a valores bajos de ésta; sin embargo, a
presiones mayores, el flux tiende a ser constante (flux limite) debido a un aumento de las
especies retenidas en la superficie de la membrana (polarizacidn de la concentracién),
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creando una resistencia adicional que se compensa con el incremento de la presidon
(Habert y colaboradores, 2006).
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Figura 5.46. Flux de permeado de diferentes solutos para la membrana de mayor permeabilidad
hidraulica

El flux de permeado de diferentes solutos en la membrana de mayor permeabilidad (figura
5.46) presenta una drdstica caida con respecto al agua pura, y disminuye a medida que
aumenta el tamano de la molécula a retener, excepto para el PVA. De la misma manerag, el
flux limite se encuentra en valores superiores a 12 bar excepto para el PVA, que lo alcanza
a los 3 bar. Para la membrana de menor permeabilidad (figura 5.47), la diferencia entre el
flux de agua pura y el de las soluciones no presenta una variacion significativa para
presiones inferiores a 6 bar, debido probablemente al alto grado de compactacién de la
membrana, pues ésta presenta una de las mayores densidades aparentes (figura 5.12), con
un consecuente aumento de la tortuosidad. Para presiones mayores se empieza a observar
un comportamiento similar al enconfrado con la membrana de alta permeabilidad
hidraulica, es decir, el flux de permeado de todas las soluciones es menor que el
encontrado para el agua pura, y el flux limite se encuentra a presiones superiores a 12 bar,
siendo la solucién de PVA la que tiende a alcanzarlo mds rdpidamente.
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Figura 5.47. Flux de permeado de diferentes solutos para la membrana de menor permeabilidad

hidraulica
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Figura 5.48. Retencién para la membrana de mayor permeabilidad hidraulica

En el caso de la retencidn (figuras 5.48 y 5.49), el soluto mds pequeno, el Na2SOs, presenta la
menor retencién (alrededor del 60%) sin variaciones significativas con la presién de trabajo;
esto puede dar a entender que el soluto, debido a su tamano, pasa con facilidad a través
de los poros superficiales, y una vez en el interior de la membrana se tfransportan a través
del agua presente gracias al hinchamiento. Estos valores de retencién estdn acordes con
los presentados por Hollman y Bhattacharyya (2002) para membranas de celulosa
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bacteriana funcionadlizada con poly(dcido L-glutdmico). Dichos autores también
encuentran que la retencién no cambia significativamente con la variaciéon de la presidn
de tfrabajo (y por ende el flux de permeado), debido a que el tamano de poro permite el
paso de la molécula de NazSOs, v las interacciones entre el soluto y la membrana no son
suficientes para interferir en su migracion.
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Figura 5.49. Retencién para la membrana de menor permeabilidad hidraulica

La retencion de los solutos de mayor peso molecular disminuye con la presion en las dos
membranas. Se esperaria que a mayor peso molecular del soluto, mayor retencidn; sin
embargo, lo que se observa es que la mayor retencidn la presenta el alcohol polivinilico (85-
124 kDa), mientras que el dextrano de mayor peso molecular (500 kDa) presenta una
retencién similar al dextrano de menor peso molecular (70 kDa). Esto puede ser ocasionado
por la estructura de los solutos, pues los dextranos son moléculas ramificadas, que poseen
un alto grado de flexibilidad, lo cual favorece su paso a través de la membrana, mientras el
PVA es una molécula lineal con una gran cantidad de grupos hidroxilo; la baja flexibilidad
de la molécula permite que estos grupos se encuentren expuestos y disponibles para
interactuar con los propios de la estructura de la membrana, dificultando su paso, v,
disminuyendo el flux de permeado. Balmann y Nobrega (1989), encontraron en su frabajo
que las moléculas de origen bioldgico como el dextrano son susceptibles de deformacién
bajo el efecto de la presion; estas deformaciones podrian facilitar el paso del dextrano a
través de la membrana. Otro factor que explicaria esta diferencia en el flux es la viscosidad
de las soluciones, pues las soluciones 1% p/v de dextrano T70 y T500 presentan viscosidades
de 0,013 y 0,106 centi poises (cP) respectivamente (Pharmacosmos, 2011), mientras la de la
solucion de PVA es de 2 cP (Tao, 2003).
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5.3.4 Didlisis

Las pruebas de didlisis se realizaron con dos membranas, obtenidas a partir de glucosa a
30°C (membrana 1) y sacarosa a 25°C (membrana 2), que presentaron alta vy baja
permeabilidad hidrdulica, respectivamente. Se usaron dos solutos, uno orgdnico y uno
inorgdnico, con el fin de determinar si la membrana facilita el fransporte de alguno en
particular. Los resultados se aprecian en las figuras 5.50 y 5.51.
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Figura 5.50. Composicion de NazSO4 en el alimento y el permeado para las membranas obtenidas a
partir de sacarosa a 25°C (izquierda) y glucosa a 30°C (derecha)

La tabla 5.8 muestra que las velocidades de permeacion para las dos membranas
presentan el mismo orden de magnitud. Hollman y Bhattacharyya (2002), demostraron que
el Na2SO4 no presenta interacciones significativas con la celulosa, razén por la cual su paso
a través de la membrana no va a tener dificultades diferentes a las asociadas con la
tortuosidad del material. Esto puede evidenciarse en la figura 5.50 donde el flux de
permeado se mantiene constante con el tiempo; de existir interacciones entre las moléculas
de Na2SO4 con la membrana, el flux de permeado disminuiria con el tiempo, debido a que
estas posibles interacciones pueden aumentar la fortuosidad. Igual comportamiento se
observa con la permeaciéon de la solucién de Urea (figura 5.51).
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Figura 5.51. Composicion de Urea en el alimento y el permeado para las membranas obtenidas a
partir de sacarosa a 25°C (izquierda) y glucosa a 30°C (derecha)

Tabla 5.8. Flux de permeado (g°'cm-2's-') de Na.SO4 y Urea para las membranas

7 2o o

empleadas en las pruebas de didlisis.

Flux de Flux de
Membrana Permeado Perrpeado
Na28O4 Urea
1 6,53*107 6,78*107
2 8,80*107 8,70*107

Membrana 1: Obtenida a partir de sacarosa a 25°C.
Membrana 2: Obtenida a partir de glucosa a 30°C

Gosting y Xkeley (1952) y Kuznetsova (2007) reportaron valores de coeficientes de difusion
en agua para Urea y NaxSO4 respectivamente. Los valores de estos coeficientes para las
concenfraciones de las soluciones empleadas en el presente frabajo son 1.386x10-5 cm?2/s
para la Urea y 1.123 x105 cm?/s para el Na:SOs; los dos coeficientes presentan el mismo
orden de magnitud, es decir, la difusividad de estos dos solutos en agua es similar; En el
presente trabajo, la diferencia de velocidades para las dos membranas es casi la misma,
por lo que se creeria que la estructura no interactia con el soluto, sélo presenta la
resistencia al flujo propia de la tortuosidad del material, que es mayor para la membrana
obtenida a partir de sacarosa que para la obtenida a partir de glucosa.

Podria concluirse entonces que no se encontraron interacciones fuertes entre los dos solutos
probados y la membrana y que, debido a que el tamano de las especies no es muy
grande, el transporte se realiza tanto en la matriz de celulosa como en la fase confinua
(que en este caso es agua), pero que es en esta Ultima donde el transporte ocurre de
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manera significativa debido a la gran cantidad de agua que tiene la membrana por efecto
del hinchamiento. Sin embargo es necesario trabajar en la obtencién de los coeficientes de
difusion en estos sistemas con el propdsito de cuantificar con mayor precision el efecto de
la estructura polimérica en el fransporte, es decir, qué tanto varia el coeficiente de difusién
efectiva en el sistema con respecto al coeficiente de difusion en agua.

5.3.5 Permeacion de Gases

En las pruebas de permeacion de gases realizadas con membranas de espesor similar a las
empleadas con soluciones (y con agua), no se presentd flujo de gas, resultado que
mantuvo no obstante haber aumentado la presion de operacidon hasta 10 bar. Este
comportamiento permite concluir que el tratamiento de purificacion es seguro y no
deteriora la membrana. De hecho, para apreciar el flux de permeado fue necesario utilizar
membranas de 10 um de espesor, obtenidas durante los primeros diez dias de cultivo. Los
resultados se presentan en la figura 5.52.
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Figura 5.52. Permeacion de Gases para membranas obtenidas a partir de glucosa, sacarosa y glicerol
a 30°C. GPU (Gas permeation Unit, cm3*cm-2's-"*cmHg-1*10¢)

Las permeabilidades son muy bajas para todas las membranas, pero especialmente para
las obtenidas a partir de sacarosa; los valores son similares a los reportados por Clasen y
colaboradores (2006) para membranas secadas por evaporacion.

Esto se debe en gran medida a que las moléculas de gas se mueven preferencialmente por
la fase amorfa en un polimero semicristalino; debido a que las membranas de celulosa
bacteriana presentaron un alto grado de cristalinidad, la fase amorfa es muy reducida y por
ello el gas presenta dificultad para transportarse a través de la membrana.
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Las membranas obtenidas a partir de glucosa presentan los mayores flux de permeado
para N2y CO2, comparados con las membranas obtenidas a partir de sacarosa y glicerol; el
flux de Oz fue el mds bajo de los tres gases probados para todas las membranas.

Estas pruebas de permeacién de gases permitieron verificar que el transporte a fravés de la
membrana se facilita por el hinchamiento, de acuerdo a lo expuesto en la seccién 5.3.4.
Debido a que las membranas para esta prueba no de sometieron a hinchamiento previo,
las moléculas de gas no encontraron espacio suficiente para difundirse con mayor
velocidad.

= Selectividad Ideal

La tabla 5.9 presenta los resultados de selectividad ideal para las membranas. Puede
observarse que las mejores selectividades corresponden a la membrana obtenida a partir
de glucosa y el mayor valor estd asociado al sistema N2/Oa.

Tabla 5.9. Selectividad ideal para la mezcla de gases en las membranas obtenidas

a partir de las tres fuentes de carbono.

Fuente de Carbono
Selectividad
I dgclxl Glucosa Sacarosa Glicerol
N2/O2 16.75 0.70 3.02
CO2/0O2 5.47 1.68 1.36

Si se supone que no existe interferencia entre moléculas en una mezcla, se puede decir que
las membranas de celulosa a partir de glucosa permiten una mejor separacién de mezclas
de N2y Oz2 0 CO2 y O, respecto a las demds membranas y que las de sacarosa no son
buenas tfransportadoras de gases.

Las tres membranas presentan cierta selectividad para el CO2, a pesar de ser el gas cuya
molécula es la de mayor peso molecular de los tres que se probaron. Esto puede tener
explicacién en el didmetro cinético de las moléculas (d), que puede entenderse como el
didmetro de poro necesario para garantizar el paso de una molécula a través de éste. Por
esta razédn, el CO2 (d= 0,33nm), puede transportarse con mayor facilidad a través de la
maitriz polimérica que el N2 (d= 0,364nm) y el Oz (d= 0,346nm). El O2, a pesar de tener un
didmetro cinético menor que el del Nz, presentd la menor permeacién de todos los gases,
debido probablemente a interacciones entre las moléculas del gas y la membrana.
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Belbekhouche y colaboradores (2011), elaboraron membranas de celulosa de cardcter
nano estructurado (similares a las membranas de celulosa bacteriana del presente frabajo),
y determinaron experimentalmente los coeficientes de permeabilidad de Oz, N2 y CO2; los
valores reportados presentan el mismo comportamiento que los obtenidos en el presente
trabajo, es decir, son mayores para el N2, seguidos por el CO2 y por Ultimo el O2. Los autores
determinaron igualmente los coeficientes de difusién y de solubilidad, ya que de acuerdo
con el modelo de solucién-difusién (seccidn 2.4.2), el coeficiente de permeabilidad de un
gas estd dado por el producto de los coeficientes de estos; el coeficiente de solubilidad es
el pardmetro termodindmico que determina la afinidad entre las moléculas de gas vy la
membrana, mientras que el de difusividad es el pardmetro cinético que determina la
rapidez con que las moléculas del gas pasan a través de la estructura polimérica; el
coeficiente de solubilidad reportado por dichos autores presenta el mismo orden de
magnitud: sin embargo, el coeficiente de difusién es similar para el CO2 y N2, mientras que el
coeficiente del O2 es 20 veces menor que para el COz. Las membranas de celulosa
bacteriana utilizadas en el presente trabajo podrian presentar el mismo resultado, si se tiene
en cuenta que el oxigeno presenta la permeabilidad mds baja. Sin embargo, es necesario
realizar estudios detallados de solubilidad vy difusividad para los distintos sistemas
gas/membrana, con el fin de comprender y explicar mejor el fendmeno de permeacion.

5.3.6 Pervaporacion

Las pruebas de pervaporacién se realizaron con las membranas obtenidas a partir de las
tres fuentes de carbono glucosa, sacarosa y glicerol, a 250C y 30°C, tratadas con NaOH 1N
a 90°C por 10 min. El alimento fue una solucién de etanol 95% p/v.

La figura 5.53 muestra los resultados del flux de permeado con el tiempo. Las membranas
obtenidas utilizando sacarosa como fuente de carbono presentan el flux de permeado mds
alto, contrario a los resultados en las pruebas de permeabilidad hidrdulica, donde éstas
membranas presentaban el mds bajo; sin embargo, la membrana obtenida a partir de
sacarosa y 30°C presentd un flux similar al de las membranas producidas con glucosa vy
30°C, y glicerol 250C. La membrana que presenta el mejor flux es entonces la obtenida a
partir de sacarosay 25°C.

Esto puede deberse a dos factores: primero, al arreglo de los grupos hidroxilo presentes en
la estructura, que interactian no sélo con los presentes en el agua sino también en el
etanol; las interacciones con este Ultimo pueden ser de un cardcter mds débil que las
conformadas con el agua, y debido a que el etanol se encuentra en mayor proporcion,
serdn mds importantes a nivel global, dando como resultado un flux de permeado de los
dos componentes; Por ello las membranas obtenidas a partir de sacarosa, que observadas
por microscopia electrénica tenian mayor cantidad de poros, y cuyo radio medio de poro
es comparable al presentado por las demds membranas, permite un mayor flux de
permeado.
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Segundo, el grado de hinchamiento, que si bien no se determiné cuantitativamente, si se
observa que es mucho menor el hinchamiento de la membrana en la solucién de etanol al
presentado por la membrana en agua purg; esto estd acorde con los resultados
encontrados por Duvey y colaboradores (2002) y Caicedo y colaboradores (2003,) el menor
hinchamiento reduce la posibilidad de formacién de clusters de agua y sus posibles
interacciones con los grupos hidroxilo presentes en Ias fibras de celulosa y de esta manera el
agua presente en la solucidn, al no formar clusters es libre de solubilizarse y difundirse a
través de la estructura polimérica en mayor proporcidén que el etanol.
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Figura 5.53. Flux de permeado en la prueba de pervaporacion para membranas obtenidas a partir de
glucosa, sacarosa y glicerol a 25°C (izquierda) y 30°C (derecha)

En el presente trabajo se encontrd que la membrana que presenta el menor flux de
permeado de agua es la obtenida a partir de glucosa a 25°C (58 g*m-2*h-1), y la de mayor
flux es la obtenida a partir de sacarosa a 25°C (592 g*m-2*h-1), mostrando en todos los casos
un mejor desempeno que las membranas evaluadas por Duvey y colaboradores (2002),
quienes redlizaron pruebas de pervaporacion de la mezcla etanol/ agua con membranas
de celulosa bacteriana obtenidas a partir de sacarosa a 35°C, y encontraron que para
composiciones del alimento superiores a 90% etanol el flux de agua en el permeado no
superd los 40 g*rm-2*h-'. La figuras 5.54 a 5.56 presenta las composiciones del alimento y
permeado con el tfiempo.
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Figura 5.54. Composiciones en el alimento y permeado en pruebas de pervaporaciéon para
membranas obtenidas a partir de glucosa 25°C (izquierda) y 30°C (derecha)

En términos generales, permitir un periodo de estabilizacién de una hora es suficiente para
obtener composiciones similares de alimento y permeado durante el periodo de duracion
del ensayo, es decir, se observa un régimen permanente para las 6 membranas.
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Figura 5.55. Composiciones en el alimento y permeado en pruebas de pervaporaciéon para
membranas obtenidas a partir de sacarosa 25°C (izquierda) y 30°C (derecha)
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Figura 5.56. Composiciones en el alimento y permeado en pruebas de pervaporaciéon para
membranas obtenidas a partir de sacarosa 25°C (izquierda) y 30°C (derecha)

La fabla 5.10 presenta las selectividades para agua en |as diferentes membranas.

Tabla 5.10. Selectividades para agua anzo/eox para las diferentes membranas.

Membrana
Fuente de Temperatura Selectividad
Carbono de Cultivo
25°C 3.972
Glucosa
30°C 5.439
25°C 2.751
Sacarosa
30°C 4.868
Glicerol 250C 3.087
30°C 5.794

Se observa que las selectividades son en general bajas. Sin embargo, las membranas
obtenidas a partir de las 3 fuentes de carbono a 30°C presentan selectividades mds altas
que las reportadas por Duvey y colaboradores (2002), para la misma mezcla, cuyo valor es
de 4.3 para la mezcla 90% etanol. Tal como se esperaba, la membrana obtenida a partir de
sacarosa a 25°C, al presentar el mayor flux, presentd la menor selectividad de todas las

membranas probadas.





6. Conclusiones y Sugerencias

6.1 Conclusiones

e Fue posible obtener membranas de celulosa bacteriona empleando como
microorganismo Acetobacter xylinum, con propiedades estructurales y de transporte
especificas. Las variaciones en las condiciones de cultivo y purificacion afectan su
desempeno en los diversos procesos de separacion.

e La mayor produccién de celulosa se logrd con el uso de sacarosa como fuente de
carbono y temperatura de 30°C; sin embargo, el mayor rendimiento producto/sustrato
lo presentd el glicerol, lo que indica que microorganismo presenta mayor afinidad por la
sacarosq, pero sigue una ruta metabdlica menos eficiente.

e Las membranas presentaron una cristalinidad alta, con valores entre 75% y 91%,
superiores a los reportados en la literatura; la temperatura de cultivo y la fuente de
carbono tienen efecto sobre el grado de cristalinidad; el fratamiento de purificacién no
tiene un efecto sobre la cristalinidad para las membranas obtenidas a partir de glucosa
y sacarosa; sin embargo influye notoriamente en las membranas obtenidas a partir de
glicerol. El tratamiento quimico no influye en el dominio de la estructura la sobre la
membrana.

e Las membranas presentan una baja porosidad, reflejada en las pequenas dareas
superficiales (4-20 m2/g); el grado de compactacién de la celulosa es alto, debido al
método de secado que favorece el acercamiento de las fibras.

e Los andlisis de DSC y TGA permitieron observar que las propiedades térmicas
(temperatura de descomposicion y temperatura de transicién vitrea) varian de acuerdo
a la cristalinidad de la estructura.
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El proceso de secado influye en el arreglo de las fibras de celulosa de tal manera que la
cantidad de agua retenida por hinchamiento después del secado es inferior a la que
refiene antes de éste. El grado de hinchamiento no presenta diferencias significativas
entre las membranas obtenidas a 25°C; sin embargo, en las membranas producidas a
30°C existen diferencias en el grado de hinchamiento: el mayor lo presentaron las
membranas obtenidas a partir de glicerol.

El alto grado de la cristalinidad afecta el flux de manera notoria, pues en general para
todas las membranas fue bastante bajo. La permeabilidad hidrdulica se ve afectada
por la fuente de carbono y por la temperatura de cultivo. El fratamiento no influye de
manera significativa para las membranas obtenidas a partir de glucosa y sacarosa; sin
embargo, en las membranas obtenidas a partir de glicerol esta propiedad aumenta con
la severidad del tratamiento de purificacion.

Las membranas son selectivas a la permeacién de solutos: a mayor masa molar, mayor
retencién (se encontraron valores entre 60% y 99%). No se presentaron interacciones
entre los solutos probados y las membranas, excepto el PVA, debido probablemente a
la gran cantidad de grupos hidroxilo presentes en la molécula, que interactian con los
propios de la estructura de la celulosa. La retencidn de solutos en la membrana
depende del peso moleculary la estructura del soluto. Macromoléculas lineales como el
PVA presentaron la mayor retencién.

Las pruebas de permeacion de gases mostraron que las membranas obtenidas a partir
de glucosa presentan buena selectividad para separar N2 de O2 (16.75); Todas las
membranas presentan selectividad para separar CO2; sin embargo, debido a la
elevada cristalinidad la permeabilidad es muy baja, inferior a 0.05 GPU.

Las membranas preparadas permiten realizar separaciones de mezclas etanol-agua por
pervaporacion. Los valores de flux de permeado fueron superiores a los reportados en la
literatura; sin embargo, la selectividad es baja y estd influenciada por la fuente de
carbono y la temperatura de cultivo en la etapa de fermentacion.
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La presente tesis permitid obtener publicaciones de reconocimiento nacional e
internacional:

Articulo publicado en revista indexada:

e Carreno, L., Caicedo, L., Habert, A. "Effect of culture and purification conditions on
physicochemical and tfransport properties in bacterial cellulose membranes”. Chemical
Engineering Transactions v. 20, pdg. 327-332, 2010. Indexado en Scopus.

Trabajos presentados en eventos:

e Carreno, L., Caicedo, L. “Membranas de Celulosa Bacteriana en procesos de
separacion de mezclas etanol- agua”. Presentacion Oral, Memorias XXIV Congreso
Colombiano de Ingenieria Quimica. Cali, Colombia, Octubre de 2007.

e Carreino, L., Caicedo, L. “Efecto de las condiciones de cultivo y purificacion sobre las
propiedades fisicoquimicas y de fransporte en membranas de celulosa bacteriana.
Presentacion Oral, Memorias, Simpdsio de Processos de Separacdo com Membranas.
Rio de Janeiro, Julio de 2009.

e Carreno, L., Caicedo, L., Habert, A. "Physicochemical and transport properties of
bacterial cellulose membranes”. Presentacién Oral, Memorias, VI Congresso
Iberoamericano de Ciéncia e Tecnologia de Membranas, CITEM 2010. Sinfra, Portugal,
Abril de 2010.

e Carreno, L., Caicedo, L., Habert, A. "Effect of culture and purification conditions on
physicochemical and fransport properties in  bacterial cellulose membranes”.
Presentacién Poster, Memorias, 2n¢ Industrial Biotechnology International Conference,
IBIC 2010. Padua, Italia, Abril de 2010.

6.2 Sugerencias

e Debido a que las membranas obtenidas a partir de glucosa y glicerol presentan
propiedades de transporte que las hacen atractivas para procesos de separaciéon
como retencién de solutos, permeacién de gases y pervaporacion, es necesario evaluar
el efecto de la concentraciéon de la fuente de carbono sobre la produccidn de celulosa
especialmente para el dlicerol, ya que presenta el mayor rendimiento
producto/sustrato; esta evaluacidn permitiria disminuir los costos de produccién con
miras al escalamiento del proceso. Al emplear glucosa es necesario evaluar el control
de pH en el medio del cultivo para evitar la inhibicidn del microorganismo debido a la
produccién de dacidos.
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Capitulo 5

El elevado grado de cristalinidad de las membranas es un impedimento para obtener
un alto flux de permeado en los diversos procesos de separacién, por lo cual es
necesario evaluar algunos métodos para que éste descienda; uno de ellos podria ser la
adicién de un polimero soluble en el medio de cultivo. Otra manera de disminuir la
cristalinidad es conservar la fase amorfa de la estructura; para ello se sugiere evaluar
algunos agentes quimicos mds suaves que el NaOH en la purificacion de la celulosa, de
manera que se evite solubilizar las fibras mds finas.

Para evitar la excesiva compactaciéon de la celulosa durante el secado, se recomienda
regular la velocidad de evaporacién del agua. Se propone el uso de un solvente con
polaridad diferente a la del agua, de manera que esta Ultima abandona lentamente la
maitriz polimérica y desfavorece la interaccién de los grupos hidroxilo entre las fibras de
celulosa.

Se sugiere redlizar un estudio detallado de didlisis en las membranas, con el fin de
determinar los coeficientes de difusion efectiva y la interaccion de los solutos con la
maitriz polimérica.

Debido a la alta selectividad en la permeacion de gases presentada por la membrana
obtenida a partir de glucosa, se sugiere realizar pruebas con la mezcla N2/O2 o
directamente con aire para evaluar la selectividad real. De igual manera se sugiere
realizar pruebas con gases orgdnicos para evaluar la selectividad.
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