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Resumen

Este proyecto se enfoca en la evaluacion y comparacion de la produccion de un biomaterial a base de un
SCOBY (Cultivo simbidtico de bacterias y levaduras, por sus siglas en inglés) casero para té de Kombucha, el
cual se puso en crecimiento en dos medios de cultivo con dos métodos de inoculacion diferentes. Los medios
se prepararon, uno a partir de hidrolizado de cascaras de papa y papaya (RCH) y el otro medio tradicional de
Kombucha con sacarosa y té verde (ST); por otro lado, la primera inoculacion se realiz6 inicamente con liquido
del preinoculo (células libres) obteniendo los medios RCHL y STL y la segunda con secciones extraidas del
SCOBY (pelicula) mas liquido del preindculo obteniendo los medios RCHS y STS. Posteriormente, se
analizaron las propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas para comparar el biomaterial con cuero animal.
Finalmente se obtuvieron pesos secos promedios de 1.9848 g, 1.2866 g, 0.5002 g y 1.4068 g para los medios
RCHL, RCHS, STL y STS respectivamente. Para los resultados de las pruebas mecanicas ambos biomateriales
se muestran flexibles, se obtuvieron promedios de esfuerzo en MPa de 5,1943, 8,4381, 10,6569 y 10,8183 para
los medios RCHL, RCHS, STS y cuero animal, respectivamente. Ademas, el biomaterial con propiedades mas
cercanas al cuero fue el del STS. Para complementar la informacion del estudio, se realiza un anélisis del
biomaterial segin los principios de la quimica verde, desde el punto de vista de sostenibilidad arrojando que el
biomaterial obtenido es una opcién més alineada con estos principios en comparacion al cuero animal.

Abreviaciones

BK Biomasa de SCOBY de Kombucha

RC Residuo de cocina

RCH Residuo de cocina hidrolizado

ST Sacarosa y té verde

SCOBY Cultivo simbidtico de bacterias acéticas y levaduras

RCHL Residuo de cocina hidrolizado con inoculacion liquida

STL Sacarosa y té verde con inoculacion liquida

RCHS Residuo de cocina hidrolizado con inoculacién liquida y sélida
STS Sacarosa y té verde con inoculacion liquida y s6lida

1. Introduccion

Actualmente, el uso de cuero en la industria de la moda y en otros sectores se ha mantenido desde hace
mucho tiempo como una opciéon popular debido a su durabilidad y apariencia estética. Sin embargo, la
produccion de cuero animal es altamente contaminante y plantea serios problemas éticos; por otro lado, el cuero
sintético también presenta impactos ambientales, aunque se haya planteado como alternativa al cuero
tradicional. Por esta razén, en los tltimos afios ha habido un aumento en la investigacion y el desarrollo de
materiales de origen biomimético, incluyendo biomateriales de hongos, como alternativas sostenibles y éticas
al cuero tradicional [1]. Durante el proyecto se analizan propiedades, tales como la resistencia a la traccion, que
podrian indicar una posibilidad para reemplazar el cuero animal por biomateriales obtenidos a partir de hongos
y bacterias. Otros autores, debido a la pertinencia ambiental de la transicion a materiales mas ‘verdes’, exploran
la viabilidad y el potencial de estos biomateriales para reemplazar los materiales tradicionales en la industria de



la moda y otros sectores; esto para disminuir el consumo de 100 L de agua por kg de cuero que se produce en
las empresas peleteras [2]. Una de las ventajas de estos nuevos biomateriales es que pueden producirse a nivel
industrial en 7 dias y conservar una cantidad considerable de las propiedades del cuero animal: una resistencia
a la traccion <25 Mpa y un rompimiento de traccion del 56% de su maxima resistencia, y para biomateriales
obtenidos de biomasa micelial se registran rangos de resistencia de 5.6-12.5 Mpa y de rompimiento entre 16—
80%; asimismo, la densidad disminuye de ~570-1170 kg m™ a ~240-800 kg m™ al transcurrir del uso del
material animal al micelial [3]. Conviene subrayar que algunos autores reconocen el impacto positivo de estos
nuevos materiales textiles en el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) [4],
intercediendo directamente en produccion y consumo responsables (ODS #12), accion por el clima (ODS #13)
e industrial, innovacion e infraestructura (ODS #9). Un ejemplo de lo anterior es el analisis comparativo entre
el cuero bovino y otras alternativas que se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Ventajas y desventajas cuantitativas y cualitativas de los tres tipos de cueros usados actualmente en la industria. Elaboracion

propia a partir de [3] y [5].

Aspectos ambientales Cuero bovino Cuero sintético Cuero a base de biomasa*
Calentamiento global 34,6 7,82 N/A
Eutrofizacion 79,6 1,74 N/A
Impacto ambiental Escasez de agua 10,1 0,42 N/A
cuantitativo (segiin Agotamiento de
el indice de recursos/Combustibles 14 11,5 N/A
sostenibilidad Higg fosiles
[5]) Componentes quimicos 40,7 8,61 N/A
Total 179 30,09 N/A
Obtencion de materia . . Poliuretano/Cloruro de Celulosa/Colageno/Biomasa
. Piel animal R o
prima: polivinilo fungica
Propiedades Libre de crueldad animal
mecanicas Libre de crueldad animal
Renovable
provechosas
Ventajas Propiedades similares al cuero

Propiedades similares al

Renovable Menor impacto en generacion de
cuero
GEI
Impacto ambiental Blf)c.legradable Menor impacto por GEI Amplio aporte a ODS
cualitativo Emisiones por la Basado en hidrocarburos Puede presentar

ganaderia (GEI) biodegradabilidad limitada (en

. materiales compuestos)
Desventajas Adversidades por el

. k No renovable
bienestar animal

Propiedades tactiles diferentes al
Tratamiento a base cuero comun.

de sales de cromo

No biodegradable

*Cueros a base de biomasa no necesariamente obtenidas por el método que se utilizado en esta investigacion.

Con relacion a lo anterior, se han evaluado los agentes que permiten y optimizan el crecimiento del SCOBY
y la produccion de celulosa bacteriana para un desarrollo ideal de las caracteristicas del biomaterial
(conservando similitudes con las propiedades mencionadas en el parrafo anterior), tales como microorganismos
involucrados, oxigenacion durante las diferentes etapas de crecimiento y tratamientos para refuerzo de
propiedades y proteccion bioldgica del biomaterial [6]. Con relacion a los microorganismos estudiados para
produccion de celulosa bacteriana se encuentran Achromobacter, Agrobacterium, Komagataeibacter,
Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina 'y Pseudomonas [7]; mientras, del ecosistema que compone el SCOBY,
se tienen registros de levaduras del género Brettanomyces y de bacterias del género Komagataeibacter,
principalmente [8]. Las levaduras anteriormente mencionadas descomponen la sacarosa en glucosa y fructosa
mediante la enzima invertasa, mientras liberan etanol debido a su fermentacion; paralelamente, se forma la
biopelicula en la superficie del liquido, especialmente a partir de las bacterias acéticas del género mencionado;
estos microorganismos se distribuyen bajo una naturaleza sésil o planctonica alrededor del medio y el consorcio
[9]. Asimismo, la celulosa bacteriana se considera un polisacarido extracelular producido por estos
microorganismos, de donde se extrae el biomaterial con propiedades mecanicas resistentes que, incluso, superan
la celulosa obtenida de las plantas [10], reafirmando la hip6tesis de que se podria sustituir el cuero animal [11].



Por otro lado, en cuanto a la produccion de celulosa bacteriana con SCOBY de Kombucha, se ha encontrado
que un medio con 1% de té negro, 6% de glucosa 'y pH 6 a 30°C con una duracién de cultivo de 10 dias puede
obtenerse un maximo de 18.68 g/L. de celulosa bacteriana [6]. En el presente estudio se utiliza un medio
tradicional para té de Kombucha [12] y un medio de un hidrolizado de cascara de papa y papaya; se escoge la
papaya por su alto contenido proteico de 2,23 + 0,19 % [13], ademas de su contenido de nutrientes como 68,26
+ 1,12 g de carbohidratos cada 100 g de cascara y 3,64 + 0.10 g de lipidos cada 100 g de cascara [14].
Adicionalmente, se escoge la papa por su contenido de 72,53 + 0.08 g de carbohidratos, 11.17 + 0.03 g de
proteina, 2.09 &+ 0.01 g de grasas, valores calculados por cada 100 g de cascaras en peso seco y vitaminas del
complejo B [15]. Otros estudios, que analizan medios a partir de residuos hidrolizados, tales como carne, arroz
y vegetales variados, establecen que el rendimiento de produccion de celulosa bacteriana cae a medida que el
medio se diluye, por ejemplo, para una dilucion 1:1 de un medio RCH estudiado, el rendimiento llega a caer un
46,24%, por el contrario de la tasa de degradacion de azicar que aumenta un 12,85% [16]. Al mismo tiempo,
puede analizarse la actividad microbiana del complejo, como para el caso del crecimiento del biomaterial de
celulosa bacteriana que, analizando desde un peso seco, se podria decir que alcanza un aumento significativo
entre los dias 3 y 5, transcurriendo de 1,71 £ 0,4 mg a 11,8 + 5,4 mg [9].

Con base en lo anterior, en este proyecto se propuso evaluar un biomaterial elaborado a partir de biomasa
obtenida de un SCOBY de uso casero para Kombucha en dos medios de cultivo, estos medios consistieron de
un método tradicional ST y otro medio creado con un hidrolizado de céscaras de papa y papaya (RCH); ademas
de estudiar dos tipos de indculo para cada medio segin lo que se conoce sobre bacterias sésiles y planctonicas.

2. Materiales y métodos
e  Preparacion preindculo SCOBY de Kombucha casero.

Se prepar6 un medio con 5 g de té verde natural de Viella S.A. en 500 mL de agua desionizada, esta mezcla
se hirvié durante 20 min en agitacion a 400 rpm. [12]. Seguidamente, se filtro el t€ y se agregaron 50 g de
sacarosa al liquido, agitando durante 5 min a 200 rpm para homogenizar. El medio se agregd a un Beaker de
800 mL cubierto por 10 capas de gasa, este se esterilizo en la autoclave (C.I Dental X Ray®) para finalmente
inocular el SCOBY de Kombucha, extraido de un cultivo de SCOBY5s para la elaboracion de té de Kombucha
casero, y dejar en fermentacion estatica a una temperatura de 30°C durante 4 dias.

e Preparacion del medio de cultivo a partir de un hidrolizado enzimatico de residuos de cocina para
fermentacion con SCOBY de Kombucha casero.

Se recogieron 330 g de cascaras de papay 330 g de cascara de papaya, como sustrato para el medio de cultivo
RC [13, 14, 15];. Estos residuos organicos se mezclaron con agua en una proporcion de peso y volumen 1:1y
se dejaron en remojo durante 5 min a temperatura de ebullicion. A continuacion, el RC se filtro y se triturd en
una maquina de picar (Handy Chopper, Black & Decker™) hasta dejar una consistencia lodosa. Esta suspension
RC se hidroliz6 a 46°C, durante 60 min., con agua desionizada en una proporcion solido-liquido de 1:1 (p/v) y
con 4,41 g de Pancreatina de Merck S.A. de actividad amilasa de 7500 FIP-U [16]. Posteriormente, se filtro, el
liquido recuperado se centrifugd a 4500 rpm durante 15 min (Hettich® ROTINA 420 R), y el sobrenadante fue
recuperado y empleado como el medio RCH.

e  Preparacion del medio de cultivo de té y sacarosa para fermentacion con SCOBY de Kombucha casero.

Se prepard un medio con 8,64 g de té verde natural de Viella S.A. en 1200 mL de agua desionizada, esta
mezcla se hirvié durante 20 min en agitacion a 400 rpm. [12]. Seguidamente, se filtraron las hojas de t€ y se
agregaron 120 g de sacarosa al liquido, agitando durante 5 min a 200 rpm para homogenizar. Finalmente, el
liquido resultante fue el medio ST, el cual fue diluido adicionando agua destilada con base en el contenido de
azucares del medio RCH, con el fin de iniciar los cultivos celulares con similar concentracion de fuente de
carbono ©.



e Cuantificacion de proteinas y carbohidratos de los medios de cultivo.

Para cuantificar algunos nutrientes de los medios de cultivo se eligen 2 pruebas analiticas: determinacion de
proteinas, con el método de Lowry modificado, empleando BSA (albumina suero bovino) como estandar para
la curva de calibracion [17], y determinacion de sacarosa por el método del DNS (4cido 3,5-dinitrosalisilico)
con hidroélisis previa con solucion de HCl al 10% vy un stock de sacarosa de 30 g/L para la curva de calibracion
[18], con el fin de tener contenidos proteicos y de carbohidratos similares para ambos medios (el contenido de
carbohidratos se determiné en g de sacarosa Eq.).

e Inoculacion de los medios de cultivo.

Para el montaje se utilizaron Beakers de 600 mL, los cuales se prepararon agregando 180 mL de cada medio
(RCH y ST). Cada recipiente se cubri6 con 10 capas de gasa y se esterilizo en la autoclave (C.I Dental X Ray®).
Posteriormente, se procedié a inocular en la cadmara de flujo laminar empleando dos métodos: 1) Agregar 20
mL del preinéculo (células libres) a cada uno de los medios RCHL y STL y 2) Agregar 20 mL del preindculo
y 13,09 cm? de SCOBY inicial (el 4rea afiadida corresponde a la division del SCOBY inicial en 6 partes iguales),
a cada uno de los medios RCHS y STS. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

e  Produccion de la biomasa.

Los cultivos se desarrollaron de forma estatica a una temperatura de 30°C durante 15 dias. Cumplido este
periodo, se extrajo la biomasa que crecid en forma de pelicula en cada medio, se lavo con agua desionizada y
se llevo a secado a 28°C hasta peso constante [16]. Posteriormente, se pesd en balanza analitica para estimar
peso seco.

e Tratamiento de la biomasa obtenida.

Con la biomasa en forma de pelicula seca, se aplicoé un tratamiento para inhibir la actividad de
microrganismos aun presentes en el material. Para esto, se calentd una solucion de NaOH 0,3 M a 90°C [16] y
se adicionaron las muestras circulares por 1 h. Se lavaron nuevamente las muestras con agua desionizada para
neutralizar el pH y se secaron a 30°C hasta tener un peso constante. Finalmente, se llevaron las muestras secas
a una maquina de corte laser (Kentron®), cortando 3 probetas del biomaterial obtenido en cada ensayo segiin
disefio realizado bajo la norma ASTM D638 (archivo .DXF) [19], el disefio se observa en la Figura 1.

TVEESLILII&Y
Figura 1. Probeta Tipo V de la norma ASTM D638.

e Medicion de propiedades mecanicas del biomaterial.

Las probetas cortadas de cada biomaterial obtenido fueron procesadas en la Maquina Universal de ensayos
(INSTRON® 6800 series) de la Universidad EAFIT, donde se midieron propiedades mecénicas de traccion, para
obtener el esfuerzo soportado por cada probeta; cada ensayo se realizé 3 veces para el biomaterial producido en
cada medio de cultivo y con los diferentes métodos de inoculacion.



e Disefio de experimentos y analisis estadistico

Se hizo un disefio de experimentos 22 en el que se evaluaron 2 factores cada uno con 2 niveles. El primero
corresponde al tipo de medio de cultivo (RCH y ST) y el segundo al método de inoculacion (liquido y liquido
+ solido, representados asi: RCHL, RCHS, STL y STS,). Por otro lado, las variables de respuesta evaluadas
fueron esfuerzo y peso seco producido en los diferentes tratamientos. El tratamiento estadistico de datos se
realizé con un andlisis de varianza y un anélisis de media en el software Statgraphics19® con un nivel de
confianza del 95%. En la tabla 2 se muestra el disefio seleccionado.

Tabla 2. Diseflo de experimentos.

Tipo de Meétodo de Tratamiento
medio inoculacion
RCH | RCHL 1
RCH ‘ RCHS 2
ST ‘ STL 3
ST ‘ STS 4

e  Microscopia electronica de barrido SEM

Para conocer las caracteristicas superficiales y la composicion quimica del biomaterial se realizd una
microscopia electronica de barrido para una réplica de cada tipo de biopelicula RCHL, RCHS, STS
correspondiente a la que presentd mayor esfuerzo mecanico. Primero, se tomaron fotos tomando como base de
medicion 10 um y se observaron diferentes relieves para cada medio. Posteriormente se analizo la composicion
quimica de las muestras en el mismo equipo, para evaluar concentraciones de diferentes elementos presentes en
el material.

e  Analisis de sostenibilidad:

Para complementar el estudio del biomaterial obtenido se hace un analisis de sostenibilidad segun los 12
principios de la quimica verde. Este analisis es comparativo; se hace una revision de sostenibilidad del material
de este estudio junto con el cuero animal. Se escogieron principios de quimica verde con diferencias entre estos
materiales; el criterio para definir estos principios fue una busqueda de fuentes bibliograficas donde se reportan
impactos detallados del biomaterial de Kombucha y el cuero animal. Los datos fueron recopilados de diferentes
autores que reportaron impactos cuantitativos o cualitativos, por ejemplo, en el area ambiental, social o laboral.

3. Resultados y analisis
e  Composicion de los medios de cultivo

El contenido inicial de azucares y proteinas de los medios se muestran en la tabla 3. En la cuantificacion de
azucares se encontré que el medio ST contenia 106,41g/L y el medio RCH 50.99¢g/L, por lo que se hizo una
dilucién a la mitad del medio ST y asi tener la misma concentracion inicial de eq de sacarosa en ambos medios

[6].

Tabla 3. Caracteristicas iniciales de los medios de cultivo

Parametro Medio RCH Medio ST
Aziicares (g/L) \ 50,9973 51
pH \ 6-7 7-8




Es importante resaltar que el medio ST contenia Ginicamente té verde y sacarosa, mientras el medio RCH
aportaba otros nutrientes que no fueron cuantificados, pero se han reportado por otros autores en estudios de
caracterizacion [13, 14, 15]. La papa aporta vitaminas B1, B2 y B6, potasio, fosforo y magnesio, todos esenciales
en el crecimiento celular [15]. En complemento de esto, se observo un crecimiento mas rapido de la biomasa
del medio RCH, hecho que se evidenciara con los pesos secos reportados en la tabla 4.

e Tratamiento de BK

Para el tratamiento de la BK durante el estudio preliminar, se realizaron pruebas con recubrimiento de cera
de carnauba teniendo en cuenta sus propiedades de reduccion de la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno.
[20]. Sin embargo, se obtuvieron pérdidas en las propiedades mecanicas porque el recubrimiento era fragil,
como se muestra en la figura 2; y en el proceso de corte de las probetas era tedioso y contaminante porque se
generaba un humo negro con olor fuerte.

Figura 2. Tratamiento con cera de carnauba.

Por lo anterior, se eligi6 el tratamiento con la solucion de NaOH 0,3 M [16] que se emplea usualmente para
el tratamiento de biomateriales por su contribucion significativa a la mejora de las propiedades mecénicas de
las peliculas, aumentando su resistencia a la traccion y la elasticidad, y la actividad antibacteriana [21].
Finalizado el tratamiento se observo que las peliculas perdieron el color aportado por los medios, dejando en la
solucion una tonalidad amarilla.

Figura 3. Tratamiento con NaOH 0,3 M.

e  Produccion de BK

En la produccion de BK se obtuvieron variaciones de crecimiento segiin los tipos de medios y los métodos
de inoculacion, los cuales se observan en la tabla 4. La mayor produccion de BK se obtuvo en el medio RCHL
con promedio de 1,9848 g de peso seco, mientras que la menor produccion fue en el medio STL con 0,5002 g
de peso seco. De manera general los mejores resultados de crecimiento de BK se obtuvieron en el medio RCH
pues en ambos tipos de inoculacion los pesos secos promedios fueron altos debido a que este aportaba, a través
de la papa y la papaya, otros nutrientes adicionales como minerales y vitaminas B, tales como la riboflavina o
la niacina, que son esenciales para la sintesis de proteinas, carbohidratos, lipidos y aminoacidos esenciales



(alrededor de 429—666 mg/100 g peso seco de minerales y vitaminas del complejo B son la cantidad ideal para
la sintesis mencionada) [15].

Tabla 4. Pesos secos de la biomasa obtenida de los medios de cultivo

Medio Peso seco
de cultivo Promedio(g)
RCHL 1.9848 £ 0.2902
RCHS 1.2866 + 0.0354
STL 0.5002 £ 0.0956
STS 1.4068 £ 0.6470

Con los resultados obtenidos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) se ajusté un modelo estadistico
lineal general que relaciona peso seco con 2 factores predictivos. Dado a que se obtuvo que el valor-P para el
factor tipo de medio fue de 0,00114 (<0,05) este tiene un efecto estadisticamente significativo, sin embargo el
factor tipo de inoculacioén presentd un valor-P de 0,06191 (>0,05) por lo tanto este factor no tiene efecto
significativo sobre la variable de respuesta peso seco con un nivel de confianza del 95,0%.Adicionalmente se
analiz6 la combinacion de tipo de medio y tipo de inoculacion, obteniendo un vapor-P de 0,0014, el cual indica
que también hay diferencia significativa.

Adicionalmente, se realiz6 una comparacion de medias (figura 4), en la que se muestra el peso seco como
variable de respuesta para el tipo de medio, que es el factor que presenta diferencias significativas.  Los
intervalos desplegados estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
En este caso como los intervalos no se traslapan verticalmente corresponden a pares de medias que tienen una
diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 4. Analisis de medias de peso seco para el factor de tipo de medio. 1 y 2 corresponden a RCH y ST, respectivamente.

Otro factor importante en el crecimiento de BK fue la dilucion realizada al medio ST, el crecimiento
posiblemente se redujo por no tener la concentraciéon de nutrientes necesarios en el mismo, de acuerdo con lo
reportado en la literatura la concentracion de sacarosa usualmente empleada es 100 g/L y de té verde es 7,2 g/L
[12]; pero ambas se modificaron disminuyendo a la mitad para aproximarlas a las del medio RCH.

e  Andlisis de propiedades
Para el esfuerzo soportado por el biomaterial, se realizé una modificacion en el anélisis, empleando un disefio

3" donde los factores fueron 3 tipos de medios (RCHL, RCHS Y STS), lo anterior se establecié porque con el
biomaterial producido en el medio STL no fue posible elaborar probetas, debido a que a las condiciones de este



cultivo se recupera una BK con caracteristicas que no permiten obtener probetas bajo la norma ASTM trabajada
y, a su vez, la alta fragilidad del biomaterial favorecia la ruptura del mismo, impidiendo su cuantificacion.

Es importante mencionar que el esfuerzo soportado por cada probeta hace referencia al calculo del cociente
entre el maximo de la fuerza aplicada y el area transversal de la menor seccion de las probetas. Para asegurar la
consistencia y reproducibilidad del ensayo de traccion, de cada medio se cortaron 3 probetas (réplicas). Los
resultados del esfuerzo se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Promedios de los esfuerzos soportados por las probetas del biomaterial obtenido y el cuero animal en el ensayo de traccion.

Medio Esfuerzo
de cultivo (MPa)
RCHL 5.1943 4+ 0.5507
RCHS 8.4381 £+ 3.2858
STS 10.6569 + 2.8429
Cuero 10.8183 + 2.4633
animal

A partir del analisis de varianza (ANOVA) se ajustdo un modelo estadistico lineal general que relaciona a
esfuerzo con tipo de medio. Dado que se obtuvo que el valor-P fue 0,0430 (<0.05), hay un efecto
estadisticamente significativo del tipo de medio sobre el esfuerzo, con un nivel de confianza del 95,0%. Con el
analisis de comparacion de medias (figura 5), se muestra el esfuerzo promedio para cada nivel de tipo de medio
y también se muestran intervalos alrededor de cada media, los cuales indican que entre el medio 1y 2 (RCHL
y RCHS) y entre el 2 y 3 (RCHS y STS) no hay diferencias estadisticamente significativas para esta variable de
salida. Sin embargo, entre el medio 1 y 3 (RCHL y STS) si las hay. Pese a que la produccion de BK promedio
fue mayor y mas rapida, segtn el seguimiento dia a dia que se hizo a los cultivos, no se obtuvieron los mayores
resultados en esfuerzo respecto al medio STS. El hecho de una produccion rapida y mayor de BK pudo ser
contraproducente en cuanto a obtencion de celulosa bacteriana, pues al tener una pelicula gruesa en la superficie
del medio se afectaba la completa oxigenacion de los microorganismos planctonicos y las colonias sésiles de la
cara inferior del biofilm [9, 22]; es decir, mientras la BK de los medios RCH alcanzaban un mayor tamafio
gracias a los nutrientes, la BK del medio STS tenia un crecimiento lento pero posiblemente una produccion
mayor de biocelulosa gracias a la oxigenacion que permitia su delgada pelicula.
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En adicion a los analisis anteriores, para comparar el biomaterial producido con el cuero animal, se cortaron
probetas del cuero, obtenido de residuos industriales, bajo la misma norma empleada y se sometieron al ensayo
de traccion. Debido a que las probetas de cuero tenian un mayor espesor que las del biomaterial, los resultados
de los ensayos de tension maxima eran considerablemente mayores en el cuero, por lo que fue necesario calcular
el area transversal de ambos materiales para poder considerar esta condicién y que sean comparables los
resultados del esfuerzo soportado. El 4rea para las probetas de los medios ST y RCH fue de 0,636 mm®y 1,27
mm?y para las de cuero fue 5,088 mm?. Los resultados del esfuerzo promedio soportado para las probetas de
cuero se muestran en la tabla 5.

Con los calculos realizados, se obtuvieron resultados satisfactorios del biomaterial para el esfuerzo, porque
para algunas réplicas de los medios fue incluso mayor que el del cuero animal que fue de 10,818 MPa. De
manera general el esfuerzo mas bajo fue para el medio RCHL con un promedio de 5,1943 MPa y el mayor fue
para el medio STS con un promedio de 10.6569 MPa. Adicional al analisis a partir de estos valores promedio,
se resalta que se presentaron réplicas de BK con algunos valores incluso mas cercanos y otros superiores al
cuero animal, como el valor de RCHS (réplica 3) con 11.9680 MPa, y el valor de STS (réplica 2) con 12.56
MPa respectivamente; mostrando el alto potencial que puede tener este biomaterial para el futuro desarrollo de
productos biobasados. Finalmente, el biomaterial de los medios con mayor resultado se puede comparar con
algunos HDPE, que tienen esfuerzos cercanos a 12 MPa en sus condiciones mas rigidas [23].

Para comparar la densidad del biomaterial obtenido con el cuero animal se realizaron mediciones de
dimensiones para calcular el volumen y se pesaron las muestras. Los resultados obtenidos para esta propiedad
son menores en todos los medios de cultivo en relacion con la densidad del cuero animal. Se puede afirmar que
esto es satisfactorio porque se presentan resultados altos de esfuerzo aun teniendo menor cantidad de masa en
el mismo volumen, como se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Promedios de la densidad obtenidos para el biomaterial y el cuero animal.

Medio Densidad promedio
de cultivo (g/cm”3)
RCHL 0,2975 £ 0,0415
RCHS 0,4205 £ 0,0782
STS 0,4771 £ 0,1075
Cuero 1,0515

e  Analisis con Microscopia Electronica de Barrido - SEM

Con los resultados obtenidos con la microscopia electronica de barrido se obtuvo que el medio RCHL
presentd caracteristicas mas lisas que los otros 2, y el medio RCHS presenté6 mas irregularidades como se
observa en la figura 6. En la figura 6B se observa una formacion de cristales, posiblemente ocasionada por la
rapida evaporacion de liquido durante la fase de secado y la presencia de azticares en la superficie de la muestra;
esto también puede observarse a menor escala en la figura 6C para el medio STS. Lo anterior puede indicar una
alta cantidad de azlicares disueltos en el indculo que, por diferencias de concentracion, empezaron a pasarse al
liquido contenido dentro de la biomasa en crecimiento. Sin embargo, la superficie del biomaterial de este
proyecto tiene apariencia distinta a la encontrada por un biomaterial producido con inoculacién similar, pero
con un recubrimiento de emulsion polimérica de polimetil metacrilato, en este ultimo se veian nano fibrillas (o
hebras) a lo largo de la superficie [24] a diferencia del material liso que se observa en la figura 6. Por el contrario,
lo hallado en este analisis con SEM corrobora que, entre biomateriales de Kombucha, o al menos entre aquellos
cuya produccion tiene variacion entre componentes del indculo entre t€ verde, té negro, yerbabuena, lavanda,
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orégano e hinojo, el obtenido de la fermentacion a base de té verde es el que menos fibrillas presenta en su
superficie, indicando que es comun que la superficie presente poca densidad de fibrillas, como en la figura 6C
[25]. No se han encontrado reportes de produccion de biomaterial en medios similares al RCH utilizado; de las
figuras 6A y 6B se puede concluir que, para el medio RCH, el método de inoculacion repercute
considerablemente en la organizacion molecular del biomaterial, formando cristales o capas en la superficie.

10 pm EHT=20.00kV  Signal A= SET Date: 10 May 2023 univensioan 10 pm EHT=2000kV Sigml A = SET Date: 10 Mey 2023 univERsiDAD
— WD = 9.82 mm Mag= 100KX Time: 14:57.31 EALII @ WD = 9.56 mm Mag= 100KX Time: i5:44:21 m
A) Superficie medio RCHL (réplica 1) B) Superficie medio RCHS (réplica 3)

10pm EHT=20.00kV  Signal A= SET Dafe: 10 May 2023 uNIvVERSiDAD
— Wo=10.49mm  Mag= 100KX Time: 16:08:39 FIT

C) Superficie medio STS (réplica 2)
Figura 6. Comparacion de superficies entre las muestras A) RCHL, B) RCHS y C) STS.

Los resultados de analisis de composicion quimica de las muestras en el mismo equipo se muestran en las
graficas de composicion de la figura 7, aparecen picos de oro (Au) y paladio (Pd), que se deben omitir en el
analisis al ser parte del recubrimiento que se les hace a las muestras previo a la medicion, para poder observar
con claridad las composiciones quimica y superficial. De los picos mas altos se encuentran el oxigeno (O) y el
carbono (C), datos que tienen sentido al ser un material de tejidos organicos a partir de levaduras y bacterias;
por otro lado, los picos de sodio (Na) pueden deberse al pretratamiento con NaOH realizado, indicando una
adsorcion de esta solucion basica por parte del biomaterial, hecho que también pudo influir en la adquisicion de
rigidez por parte del material, segun lo que se observd y sinti6 posterior a retirar el biomaterial de la solucion,
junto con la ausencia de este elemento en otros reportes [24, 26]. En consecuencia, el efecto del tratamiento
conNaOH podria ser modificado por el de cera de carnauba u otro tratamiento en la capa superficial, para evitar
la penetracion de compuestos que pueden ser no deseados, o que afecten ciertas propiedades del biomaterial.
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e  Analisis de sostenibilidad

Se realiz6 un analisis comparativo entre el biomaterial obtenido y el cuero bovino desde los 12 principios de la
quimica verde [27], estableciendo asi un analisis cualitativo desde los conceptos de la sostenibilidad en el disefio
de productos debido a que no es posible desarrollar un analisis de ciclo de vida (ACV) porque los datos sobre
la produccion del biomaterial de Kombucha a escala industrial son escasos, y habria que hacer diversas
suposiciones aun imprecisas, tales como equipos de produccion, balances de masa a escala industrial, entre
otros. De los 12 principios que abarca la quimica verde, se seleccionaron algunos de ellos donde hay una
diferencia considerable entre el impacto de estos materiales. El criterio para escoger estos principios fue que
presentaran diferencia entre ambos materiales y que estuvieran reportadas cuantitativa o cualitativamente por
otros autores, apuntando a areas ambientales, sociales o de seguridad.

Inicialmente, teniendo en cuenta que el ganado produce alrededor del 14% de los gases de efecto invernadero,
aproximadamente 7,1 millones de toneladas equivalentes de CO, al afio [28], y sus residuos se componen
principalmente de excrementos, orina, residuos de piensos y agua de lavado, que contribuyen al 30% de las
emisiones de nitrogeno y fosforo a medios acuiferos de Estados Unidos [29] se corrobora el impacto ambiental
de la deficiente gestion de residuos de la industria ganadera; mientras el biomaterial de Kombucha para el
método de RCH emplea residuos organicos de cocina (convirtiendo los residuos en materia prima) y para el
método ST tiene como Unico residuo el liquido donde se hace la inoculacion, que es considerado como un
subproducto al ser el té¢ fermentando de Kombucha altamente consumido en Asia y ganando mercado en otras
regiones. En relacion con lo anterior, la transicion de un material a otro esta relacionada con el estamento 1:
prevencion de residuos en lugar de gestion de los mismos. Segundo, respecto a economia de atomos, la
obtencion de azicares del medio que es uno de los procesos que permite el crecimiento de la biomasa estudiada,
no es eficiente en esta fermentacion debido al bajo consumo de estos azucares respecto a la cantidad total de
carbohidratos disponibles en el medio [16]; pero sus residuos o subproductos, al no ser sintéticos, impactan
menos a nivel ambiental si se extraen del proceso (subproductos tales como el té fermentado de Kombucha, si
se considera el biomaterial como el producto principal). La fase posterior al curtido del cuero bovino se realiza
en un medio acuoso y consiste en procesos quimicos que requieren quimicos como desacidulantes, engrasantes
sintéticos, tensioactivos, colorantes y auxiliares quimicos y acidos [30] que ni son reaprovechados ni estan cerca
de ser absorbidos en su totalidad por el producto [31]; por ello, la elevada concentracion de contaminantes y la
baja biodegradabilidad de las aguas residuales post-curtido [32] constituyen una importante fuente de
preocupacion medioambiental, una representacion de la baja economia de atomos de este proceso y una escasez
de innovacion en el disefio de productos quimicos seguros y del uso de disolventes y auxiliares mas seguros
(estos ultimos siendo el 4to y el 5to estamento de la quimica verde).

Al mismo tiempo, el problema de la cantidad de quimicos empleados durante el proceso productivo del cuero
bovino, pues la volatilidad de los polvos organicos del cuero, las curtientes vegetales y los polvos minerales de
las sustancias causan irritacion en los tractos respiratorios de quienes trabajan bajo ambientes de exposicion
constante a estos componentes [33] impactando negativamente en el 4to estamento de la quimica verde; por
otro lado, el biomaterial de BK no requiere elementos especiales de proteccion al menos en escala de
laboratorio, al trabajar mayormente con azicares, agua y otros componentes no perjudiciales. Para concluir y
reforzar esta seccion del andlisis, se puede remitir a la Tabla 1, donde se observan impactos ambientales segiin
el indice Higgs [5] de indole cualitativa, pues corrobora que cueros a base de biomasa tienden a presentar menor
impacto que el cuero animal; ademas, este tipo de estudios pueden fundamentar futuros calculos para indices
cuantitativos relacionados con este tipo de materiales aun en desarrollo.

4. Conclusiones

En relacion con la evaluacion de los medios de cultivo es importante tener en cuenta el tipo y la concentracion
de los nutrientes en los medios, el medio RCHL favoreci6 la mayor produccion BK, pero el mayor esfuerzo
soportado lo tuvieron las probetas del medio STS. Por lo que el tipo de medio de cultivo y los métodos de
inoculacion presentaron efecto estadisticamente significativo sobre el peso seco de la BK y el esfuerzo
soportado. Ademads, los resultados de esfuerzo en comparacion con el cuero animal demuestran que el
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biomaterial producido puede ser una alternativa viable y con propiedades mecanicas (esfuerzo) similares a las
del cuero.

Entre los medios estudiados, el RCH obtuvo mayores pesos secos promedio para el biomaterial producido
del SCORBY, siendo el RCHL el de mayor produccion general. Estos resultados se deben probablemente a la
riqueza de otros nutrientes que se encontrd reportada por otros autores para medios residuales similares; esto
refuerza la idea que la biomasa residual es un buen reemplazo para abonos y una importante fuente energética.
Por otro lado, el medio con un esfuerzo mayor en la prueba de traccion fue el STS, posiblemente por una mayor
produccion de biocelulosa debido a una mayor oxigenacion durante su tiempo de inoculacion e indicando una
probable relacion entre esta produccion y el esfuerzo del material.

La eleccion del proceso de tratamiento es fundamental para las propiedades obtenidas del biomaterial, cuando
se realizo el recubrimiento con cera de carnauba se dificulté el corte de las probetas, se gener6é un humo, y se
observo afectacion en la elasticidad; por otro lado, con el tratamiento de NaOH se solucionaron estos problemas
pero se hallaron trazas de Na en la composicion del biomaterial segun el analisis obtenido del SEM; por ello, se
propone la posibilidad que el tratamiento con NaOH sea cambiado por otro para evitar la presencia de Na en el
biomaterial, se podria analizar una disolucion en alcohol de alguna cera para crear un barniz, se sugiere ahondar
mas en futuros estudios. En cuanto a las imagenes de analisis de superficie, se obtuvieron peliculas con pocas
fibrillas en la superficie, siendo el medio RCHL el que presentd caracteristicas mas lisas, mientras el medio
RCHS present6 mas irregularidades

Finalmente, el biomaterial de Kombucha muestra un potencial significativo para alinearse con los principios
de la Quimica Verde en comparacion con el cuero bovino. Este potencial se refleja en su capacidad para reducir
residuos al utilizar menos recursos en su produccion, la posibilidad de minimizar el uso de productos quimicos
peligrosos en el proceso de fabricacion, y la perspectiva de un menor consumo de energia. Ademas, el
biomaterial de Kombucha aprovecha materias primas renovables o convertir residuos de otras areas en materias
primas, puede ser mas seguro tanto para los trabajadores como para el medio ambiente. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la produccion de biomaterial de Kombucha todavia esta en desarrollo y requiere
investigaciones adicionales para perfeccionar completamente su sostenibilidad, viabilidad y efectividad.
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