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PROCESO PARA PRODUCIR CELULOSA BACTERIANA EN PRESENCIA DE
UN AGENTE QUIMICO DE ENTRECRUZAMIENTO

1. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso para obtener celulosa bacteriana a partir de
bacterias del género Gluconacetobacter que comprende inicialmente obtener un
microorganismo productor de celulosa modificado mediante su exposiciéon gradual a un
agente quimico de entrecruzamiento presente en el medio de cultivo. Posteriormente se
puede obtener la celulosa bacteriana cultivando dicho microorganismo modificado en un
nuevo medio de cultivo que contiene un agente quimico de entrecruzamiento y un

catalizador.
2. DESCRIPCION DEL ESTADO DEL ARTE

La celulosa es el biopolimero mds abundante sobre la tierra, representa alrededor de
1,5x10" toneladas de la produccion de biomasa total anual (1). La mayor cantidad de
celulosa se obtiene de las plantas, sin embargo, también es sintetizada por animales y
diferentes microorganismos, incluyendo bacterias (Gluconacetobacter), algas, hongos,
entre otros (2,3). En su forma nativa, la celulosa presenta una estructura fibrilar
responsable de su papel estructural en las paredes celulares de las plantas. Esta morfologia
sumada a sus excelentes propiedades mecdnicas, la hace atractiva para ser utilizada en

multiples aplicaciones.

La celulosa producida por bacterias tiene diversas aplicaciones entre las que se destacan
materia prima para alimentos, diafragmas electroacusticos, agente espesante, estabilizante,
reductor de calorfas y fibra dietarfa, material para la absorcion de toxinas y aceites, piel
artificial, tratamiento de heridas, regeneracion de tejidos, implantes dentales, implantes de
arterias, empaques para alimentos y material reforzante de matrices poliméricas de tipo

termoplasticas y termoestables (4).



Los grupos funcionales hidroxilo de la celulosa son los responsables de su caricter
hidrofilico, lo que dificulta su compatibilidad con las matrices de naturaleza hidréfoba.
Varias estrategias se han generado para tratar de mejorar la compatibilidad entre los
polimeros y los refuerzos de celulosa por reacciones como la esterificacion,
policondensacion, eterificacion o acetilacion (5). Asi mismo, la superficie de la celulosa
se puede modificar quimicamente con agentes de entrecruzamiento a través de la

formacién de enlaces covalentes entre sus cadenas (6,7).

Entre los agentes quimicos de entrecruzamiento mas ampliamente utilizados se encuentran
los aldehidos y uno de los mds conocidos es el formaldehido, el cual es considerado
potencialmente carcindgeno (6), por lo que investigaciones actuales se han orientado en la
bisqueda de sustitutos (7). Recientemente se han utilizado dialdehidos de &cidos
policarboxilicos como el glioxal, el cual es un agente de entrecruzamiento del tipo no-

formaldehido capaz de entrecruzar la celulosa (6-9).

El glioxal es el dialdehido mds simple y en sus emisiones al medio ambiente es
rapidamente degradado por microorganismos y transformado enzimaticamente por
bacterias y hongos (10). Entre sus aplicaciones se encuentra como biocida, agente
desinfectante, intermedio en la fabricacion de productos farmacéuticos y agente de
reticulacion en la produccién de diferentes polimeros. En la industria textil, se ha utilizado

para impartir mayores propiedades mecéanicas en humedo a las telas de algodon.

La reaccién de la celulosa con glioxal se ha investigado comuinmente para impartir
propiedades de durabilidad de materiales basados en celulosa, tales como los textiles y el
papel (6,7). Estas condiciones se han adoptado mas recientemente para modificar la
superficie de las peliculas de celulosa bacteriana, buscando principalmente reducir su
cardcter hidrofilo y prevenir la delaminacion de la nanoestructura. Se ha evaluado el efecto
de la modificacién de la superficie y las propiedades mecénicas y se ha logrado una menor

delaminacién sin cambio considerable en las propiedades mecénicas (10).



Generalmente, la reaccion entre la celulosa y el glioxal en presencia de un catalizador se
realiza en una etapa posterior a la sintesis de la celulosa. En el proceso de la presente
invencion, se aprovecha la solubilidad del glioxal en agua para adicionarlo previamente en
el medio de cultivo junto con el catalizador de la reacciéon de entrecruzamiento, de forma
tal que la celulosa producida entra en contacto directo con los reactivos. Siguiendo éstas
condiciones, en una etapa posterior, la celulosa obtenida es sometida a un proceso de

curado en el que ocurre la reaccién de entrecruzamiento de la celulosa con el glioxal.

3. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1(a)  Microorganismo desarrollado en un medio de cultivo sin modificar.

Figura 1(b) Microorganismo desarrollado en un medio de cultivo con presencia del

agente de entrecruzamiento.

Figura 1(c) Red de cintas de celulosa producidas en el medio de cultivo sin modificar.

Figura 1(d) Red de cintas de celulosa producidas en el medio de cultivo modificado con

glioxal.

4. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los medios de cultivo empleados en los procesos de la presente invencién tienen los
componentes esenciales necesarios para el crecimiento del microorganismo, tales como
una o mas fuentes de carbono, una o més fuentes de nitrégeno y una o méas fuentes de
micronutrientes metdlicos para favorecer los procesos enzimdticos y el transporte de

nutrientes.



En una modalidad preferida de la invencidn, la fuente de nitrégeno se selecciona de un
grupo que consiste de peptona, extracto de levadura, extracto de carne, urea y cualquier
residuo orgdnico que contenga alguna de las anteriores sustancias. La fuente de fésforo
se selecciona de un grupo que consiste de dcido fosférico, fosfatos de metales alcalinos y
fosfatos de metales alcalinotérreos. Por su parte, la fuente de micronutrientes metédlicos
se selecciona de un grupo que consiste de sales de azufre, sales de cloro, sales de
nitrégeno y sales de Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Co, Mn, Mo, K a una concentracién entre 1 ppm

y 1000 ppm.

El pH del medio de cultivo se puede regular con un &cido seleccionado del grupo que
consiste de acido citrico, dcido oxdlico, dcido clorhidrico, 4cido acético y 4cido fosférico o
con una base que se selecciona del grupo que consiste de hidréxido de amonio,

hidréxido de sodio, hidréxido de calcio y carbonato de calcio.

Inicialmente el microrganismo productor de celulosa del género Gluconacetobacter debe
ser adaptado mediante un proceso adecuado para que pueda soportar, sin perder su
capacidad productora, la presencia de agentes quimicos de entrecruzamiento que
posteriormente reaccionan con la celulosa. Asi, en un primer aspecto, la presente
invencion se refiere a un nuevo método para la adaptaciéon y el acondicionamiento de una
cepa productora de celulosa bacteriana del género Gluconacetobacter en presencia de un

agente quimico de entrecruzamiento.

El método para la adaptacion del microorganismo comprende las siguientes etapas:

a) Preparar un primer medio de cultivo que comprende al menos una fuente de
carbono, una fuente de nitr6geno, una fuente de foésforo, una fuente de
micronutrientes metédlicos, un agente quimico de entrecruzamiento y un

catalizador de la reaccién de entrecruzamiento como el acido fosférico.



b) Precultivar un microorganismo productor de celulosa en el medio de cultivo
del paso a) e incubar en forma aerdbica a una temperatura entre 25°C y 30°C y pH

entre 3,0 y 7,0.

c) Cultivar el microorganismo obtenido en b) en un nuevo medio de cultivo al
cual se le ha adicionado una mayor cantidad de agente quimico de

entrecruzamiento; y

d) repetir la etapa c) sucesivamente hasta alcanzar una concentracién del
agente quimico de entrecruzamiento en el nuevo medio de cultivo, al menos dos

veces mayor a la del primer medio de cultivo.

Es necesario precultivar el microorganismo productor de celulosa en el medio de cultivo
con la adicion del agente quimico de entrecruzamiento y del catalizador e incubarlo en
condiciones aerébicas a una temperatura entre 25°C y 30°C, presién entre 1 y 10
atmosferas y pH entre 3,0 y 7,0. La cantidad de agente quimico de entrecruzamiento debe
ser paulatinamente incrementada para exponer de manera gradual el microorganismo

evitando su intoxicacidn y la pérdida de la capacidad de producir celulosa.

En una modalidad preferida, el agente quimico de entrecruzamiento es un compuesto
orgénico del grupo de los aldehidos o del grupo de los 4cidos carboxilicos. Se pueden
realizar adiciones crecientes de cantidades entre 0,01% y el 0,05% p/p durante cada etapa
de fermentacion, hasta alcanzar la cantidad de agente necesaria para la modificacion, la

cual puede estar entre el 0,5% y el 2,0% p/p.

Una vez se tiene el microorganismo adaptado, se puede producir celulosa bacteriana a

partir de dicho microorganismo de la siguiente manera:



1) Cultivar el microorganismo productor de celulosa en un medio de cultivo que
tiene un dialdehido como agente quimico de entrecruzamiento y un catalizador,
inoculdndolo a partir de una cantidad que comprende entre el 1% y el 15 % p/p

del precultivo;

i1) Incubar de forma aerdbica a una temperatura entre 25°C y 30°C y pH entre

3,0y 7,0;

iii) Extraer la celulosa bacteriana producida por la bacteria adaptada del medio de

cultivo.

En una modalidad preferida de la invencién, el microorganismo productor de celulosa se
selecciona del grupo del género Gluconacetobacter, el agente quimico de entrecruzamiento
es un aldehido o un 4cido carboxilico y se utiliza un catalizador de la reaccién de

modificacion.

En una modalidad ain mads preferida, el microorganismo productor de celulosa es
Gluconacetobacter medellinensis, el agente quimico de entrecruzamiento es glioxal y el

catalizador es acido fosférico.

S. EJEMPLOS

Ejemplo 1. Evaluacién del efecto de glioxal en las bacterias y en la biosintesis de

celulosa y proceso para modificar el microorganismo Gluconacetobacter.

Se evalu6 el efecto de glioxal en las células bacterianas y en la biosintesis de celulosa. Con
la inclusion de glioxal en el medio de cultivo, se observé una pequefia variaciéon en el
tamaio de la bacteria y una modificacién en su forma, la cual cambié de bacilar a coco-

bacilar (11).



Una concentracion de 1,2% v/v de glioxal en el medio de cultivo altera la funcién de las
proteinas del microorganismo y también su metabolismo celular, reduciendo asi el
nimero de células bacterianas disponibles para la biosintesis de celulosa. Estudios de
genotoxicidad han demostrado que el glioxal a elevadas concentraciones es mutagénico en

procariotas y eucariotas, ya que forma aductos estables por reticulacion con el ADN (11).

De acuerdo a lo anterior, las bacterias fueron expuestas a una concentracion inicial de
glioxal del 0,03% v/v y posteriormente fueron sometidas a un incremento gradual en la
concentracion de glioxal hasta alcanzar una concentraciéon de 1,2% v/v, siguiendo el

procedimiento detallado en la presente invencion.

De manera sorprendente, la capacidad de sintesis de celulosa no fue alterada por el medio
de cultivo que tiene una concentracion de glioxal de 1,2% v/v. Las Figuras 1(c) y 1(d)
muestran la red de cintas de celulosa formadas en el medio de cultivo no modificado y en
el medio modificado con glioxal, respectivamente. La formacién de la red interconectada

no se encuentra afectada por la presencia del glioxal.

Ejemplo 2. Método de produccion de celulosa bacteriana.

La cepa Gluconacetobacter fue aislada previamente de un vinagre casero. La cepa
bacteriana purificada se incubé en un medio de cultivo estdtico Hestrin-Schramm (HS)
que contiene 2,0% p/p de glucosa, 0,5% p/p de peptona, 0,5% p/p de extracto de
levadura, 0,27% p/p de Na,HPO,, ajustando a pH 3,5 con 4cido fosférico. Se adiciond

glioxal en el medio de cultivo como agente quimico de entrecruzamiento.

La cepa fue expuesta a una concentraciéon de 0,03 % v/v de agente quimico de
entrecruzamiento, mediante la adicién de glioxal al medio de cultivo e incubada por cuatro
dias. El 4cido fosférico presente en el medio de cultivo también actia como catalizador de

la reaccion de modificacion.



La pelicula de celulosa producida en la superficie del medio de cultivo modificado con
glioxal al 0,03% p/p fue extraida y la cepa se transfirié a un nuevo medio de cultivo con
concentraciones crecientes de glioxal (pasos de 0,03% v/v). Este paso fue repetido hasta

alcanzar una concentracion de glioxal del 1,2 % v/v.

Ejemplo 3. Caracterizacién de los microorganismos y de la celulosa bacteriana obtenida

en el Ejemplo 2.

Los cambios en la morfologia del microorganismo y en la celulosa bacteriana producida
se evaluaron por microscopia electronica de barrido (SEM). En la Figura 1(a) y 1(b) se
observan células bacterianas cultivadas en medio de cultivo con y sin glioxal,

respectivamente, donde se observa una pequefia modificacién en la morfologia.

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas funcionales y bioquimicas a las cepas del
microorganismo Gluconacetobacter medellinensis antes y después del proceso de
adaptacion al glioxal. Entre las pruebas funcionales se evalué el tipo de colonia,
movilidad, catalasa, oxidasa y tincion de Gram, mientras que las pruebas bioquimicas
realizadas fueron produccion de &acido a partir de diferentes azucares, produccion de
celulosa y el crecimiento con diferentes fuentes de carbono. Como resultado de dichas

pruebas, no se encontré ninguna diferencia entre las cepas evaluadas.

Las superficies de las peliculas de celulosa se deshidrataron mediante liofilizacién y se
observaron a través de un microscopio electrénico de barrido (Jeol JSM 5910 LV)
operado a 10 kV. Previo a la observacion, la muestra fue cubierta con una delgada capa
de oro/paladio utilizando un sistema de bombardeo i6nico durante 5 minutos. La figura
1(c) muestra la red de cintas de celulosa producidas en el medio de cultivo sin modificar y
la figura 1(d) muestra la red de cintas de celulosa producidas en el medio de cultivo
modificado con glioxal, donde se puede observar una variacién minima en el tamafio de

las cintas.



6. FIGURAS

Figuras 1(a), 1(b), 1(c) y 1(d)
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para modificar un microorganismo que produce celulosa bacteriana que
comprende:
a) Preparar un primer medio de cultivo adicionando un agente quimico de

entrecruzamiento y un catalizador.

b) Incubar un microorganismo productor de celulosa en dicho primer medio de
cultivo.
c) Cultivar el microorganismo obtenido en b) con un nuevo medio de cultivo al

cual se le ha adicionado una mayor cantidad de agente quimico de
entrecruzamiento; y

d) repetir la etapa c) sucesivamente hasta alcanzar una concentracién del
agente quimico de entrecruzamiento en el nuevo medio de cultivo, al

menos dos veces mayor a la concentracion del primer medio de cultivo.

2. El proceso segin la Reivindicacion 1, donde el microorganismo productor de

celulosa es del género Gluconacetobacter.

3. El proceso segin la Reivindicacién 1, donde al primer medio de cultivo se le
adiciona un agente quimico de entrecruzamiento para alcanzar una concentracién de

0,03% v/v.

4, El proceso segiin la Reivindicacién 1, donde al nuevo medio de cultivo se le
adiciona un agente quimico de entrecruzamiento para aumentar la concentracién en un

0,03% v/v.

5. El proceso segiun la Reivindicaciéon 1, donde el agente quimico de
entrecruzamiento es un compuesto organico del grupo de los aldehidos o del grupo de los

acidos carboxilicos.
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6. El proceso segin la Reivindicacion 1, donde el agente quimico de

entrecruzamiento es glioxal y el catalizador es acido fosférico.

7. El proceso segun la Reivindicacién 1, donde las condiciones del crecimiento del
cultivo en cada una de las etapas son: ambiente aerdbico, temperatura entre 25°C y 30°C,

presion entre 1 y 10 atmoésferas y pH entre 3,0 y 7,0.

8. Proceso para producir celulosa bacteriana que comprende:

a) Seleccionar un microorganismo capaz de producir celulosa bacteriana.
b) Cultivar dicho microorganismo en un medio de cultivo que contiene un agente
quimico de entrecruzamiento y un catalizador; y

c) Extraer la celulosa producida.

9. El proceso segin la Reivindicaciéon 8, donde el microorganismo productor de

celulosa es del género Gluconacetobacter.

10.  El proceso segun la Reivindicacion 8, donde el agente quimico de

entrecruzamiento es glioxal y el catalizador es acido fosférico.
11. Un microorganismo modificado productor de celulosa del género

Gluconacetobacter, caracterizado porque produce celulosa bacteriana en presencia de

glioxal.

ootk sk ke skoskeosk skok skok
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a un proceso para producir celulosa bacteriana que
comprende una etapa inicial de adaptaciéon de un microorganismo productor de celulosa
mediante su exposicion gradual a un agente quimico de entrecruzamiento y una etapa
posterior donde dicho microorganismo modificado se cultiva en un nuevo medio de
cultivo, que contiene el agente quimico de entrecruzamiento y un catalizador, para obtener

asi la celulosa.
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