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Analisis bibliométrico

Analisis de ciclo de vida

Analisis metagenémico

Analisis tecnoeconémico

Banano de rechazo

Biomasa

Biomasa residual
lignoceluldésica

Bioplastico

Biopolimeros

Biorrefineria

Biotecnologia blanca

Celulosa

Economia circular

Hidrolisis quimica

Hidrdélisis bioldgica

Limites del sistema

Metabolitos

GLOSARIO

Estudio cuantitativo de documentos y publicaciones para evaluar la
produccién cientifica y sus impactos.

Evaluacion del impacto ambiental de un producto desde su
produccién hasta su disposicion final.

Estudio de material genético recuperado directamente de muestras
ambientales para comprender comunidades microbianas.

Evaluacion de viabilidad econdmica y técnica de un proceso o
tecnologia.

Fruta de banano que no cumple con los estandares de calidad para
el mercado.

Materia orgénica utilizada como fuente de energia renovable.

Residuos vegetales ricos en celulosa, hemicelulosa y lignina,
usados en la produccion de bioenergia.

Un bioplastico es un material plastico producido a partir de fuentes
biolégicas renovables, como el almidén de maiz o la cascara de
platano. Bajo condiciones adecuadas, es biodegradable, lo que lo
convierte en una opcion mas sostenible en comparacion con los
plasticos derivados del petréleo. Sus aplicaciones incluyen
envases, utensilios desechables y productos duraderos.

Polimeros producidos por organismos vivos, biodegradables y
sostenibles.

Concepto estratégico que promueve la utilizacion integral y
sostenible de la biomasa. Asi mismo, es una realidad fisica
representada por las instalaciones industriales dedicadas a la
transformacion de la biomasa en biocombustibles, productos
quimicos y/o energia.

Rama de la biotecnologia enfocada en procesos industriales
sostenibles, utilizando microorganismos y/o enzimas para producir
productos quimicos, biocombustibles y materiales.

Polisacarido estructural principal de las paredes celulares
vegetales.

Sistema econdmico que busca reducir residuos mediante la
reutilizacién, reciclaje y renovacién de materiales y productos.

La hidrdlisis quimica involucra la descomposicion de biomasa
lignocelulésica mediante reacciones especificas, como acidos,
bases y 6xidos

Proceso mediante el cual la biomasa lignocelulésica se
descompone en sus componentes basicos, como azucares simples,
bajo la accién de enzimas bioldgicas.

Fronteras definidas que determinan qué procesos y flujos se
incluyen en un analisis de ciclo de vida.

Productos intermedios y finales del metabolismo en organismos
Vivos.



Nanocelulosa

Nervadura de banano

Raquis de banano

Tasa Interna de Retorno

Unidad funcional

Valor Actual Neto

Valor Presente Neto

Material derivado de la celulosa con dimensiones nanomeétricas,
conocido por su alta resistencia y ligereza.

Estructura vascular principal de la hoja de banano.

Eje central del racimo de banano del cual se desprenden los frutos.

Es el porcentaje que indica el rendimiento generado por una
inversion en un periodo especifico. Representa la tasa de
crecimiento a la cual el valor actual neto de una inversion se iguala
a cero, lo que determina su viabilidad y rentabilidad.

Medida cuantitativa de la funcion que un sistema de producto
proporciona, usada como base de comparacion en analisis de ciclo
de vida.

Es la diferencia entre el valor presente de los flujos de efectivo
entrantes y salientes de una inversion. Sirve para evaluar si un
proyecto es rentable al comparar los ingresos esperados con los
costos, descontados al valor presente en funcién de una tasa de
interés.

Representa la diferencia entre el valor presente de los flujos de
efectivo futuros de una inversién y el costo inicial de dicha inversion.
Se utiliza como una medida de la rentabilidad de un proyecto o
inversion, considerando la relevancia del valor del dinero en el
tiempo.



iNDICE GENERAL

CAPITULO | FUNDAMENTO TEORICO .....coouiiieieeeieeeeeeeee ettt 13
LS I [0 (o o [U T o3 T o RO PP PP OPPPPOPPRRP 13
1.2.  Sistema de produccién del banano y su biomasa residual............cc.ccccooviiiiienieeennn, 17
1.3.  Caracteristicas quimicas de la biomasa residual del banano ...............cccccccceeees 18
1.4. Transformacion de la biomasa residual del banano .............cccccvvvevieeiicciiieneee e, 20
1.5.  Analisis tecnoecondmico de los bioproductos derivados de residuos de banano..... 21
1.6.  Analisis del ciclo de vida ambiental de los sistemas agricolas del banano ............... 23
1.7.  Barreras a la transicion hacia una bioeconomia mas circular en la cadena de valor del
banano25
1.8.  Perspectivas para una bioeconomia circular basada en la biomasa residual del banano

26
1.9. Limites y posibilidades en la valoracién de biomasa residual del banano................. 29
1.10. Celulosa vegetal y bacteriana .............ccevviiiiiiiiiiii e 30
1.11. Métodos de produccion de CEelUlOSa............oeevieeiiiiiiiiiiii e 30
1.12. Produccion de nanocelulosa bacteriana a través de la fermentacion de té de kombucha
.............................................................................................................. 33

CAPITULO Il INTRODUCCION Y OBJETIVOS.......coiuiiiiiinireineieineeeieessse et 34

21. T (o To [F oo o ] o I SRR 34
2.1.1. Aplicacién de la nanocelulosa bacterial y almidén termoplastico como reemplazo
parcial en material de empaque PIASHICO ... 36
2.1.2. Optimizacién estadistica pare el proceso de obtencion de nanocelulosa bacterial
Y DIOPEICUIA. ...t 38
2.1.3. Anadlisis de ciclo de vida para la producciéon de nanocelulosa bacteriana y
biopeliculas a base de almidon termopIlastiCO ..........cvuvieiiiiiei e 40
21.4. ANAIlISIS tECNOECONOMICO ....eviiiiiiiiiiee e 41

2.2, ODJEUVO GENEIAL.... ..o 43

2.3, ODbjetivO €SPECITICO 1 ...coiiiiie et 43

2.4, ODbjetivo €SPECITICO 2 ... 43

2.5,  ODbjetivo @SPECITICO 3 ... 43

2.6.  ODbjetivO €SPECITICO 4 ... 43

CAPITULO 1l MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt en et eesn s 44
3.1.  Determinacion del medio de cultivo éptimo de la K. xylinus utilizando como fuente de

carbono los residuos lignoceluldsicos del banano, raquis y hoja, para la obtencién de la
NANOCEIUIOSA DACLEIIAL. .......oooiii e 44

3.1.1. Recoleccién y preparacion de muestras vegetales ..........cccccooiiciiiiinee 45

3.1.2. Analisis de identificacion mediante métodos bioquimicos y secuenciacion de
nueva generacion (NGS).......ooo i 46

3.1.3. Caracterizacion Fisicoquimica y Evaluacién de la Capacidad Antioxidante de
Infusiones de Té Verde, Jugo de Hoja y Raquis de Banano, e In6culo Madre .................. 47

3.1.4. Evaluaciéon del impacto de la ozonizacion del jugo de raquis de banano en la
produccion de nanocelulosa bacteriana ..........cccccooviciiiiii 48



3.1.5. Optimizacion de la produccion de NCB utilizando el método de Box-Behnken a

€SCala 0.1 IfrOS. ..o, 49
3.1.6. Determinacién de los parametros fisicoquimicos y del rendimiento en la
produccién de NCB en un medio optimizado a escala 10 I.........cccccevveeeiiiiciiinie e 50
3.1.7. Caracterizacion estructural (microscopia electronica de barrido, SEM) vy
fisicoquimica (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, FTIR; analisis
termogravimétrico, TGA; y difraccion de rayos X, XRD)de [a NCB ...........ccccocvveeviiinenenns 50
3.2. Empleo de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de empaque.
52
3.2.1. MaterialeS Y rEACHIVOS ........ceeiiiiiieiee s 52
3.2.2. Analisis proximal de la cascara de banano...........cccccceveeei i, 52
3.2.3. Caracterizacion del almidén extraido de la cascara de banano........................ 55
3.24. Optimizacién mediante disefio de mezcla simplex centroide para la produccion
de biopolimeros modificados CON NCB.............uiiiiiii e 58
3.2.5. Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas del bioplastico optimizado ........ 60

3.3.  Cuantificacién del desempefio ambiental de la nanocelulosa bacterial como reemplazo
parcial de material de empaque a lo largode su ciclode vida. ................cooeee i, 60

3.4. Analisis del uso de la nanocelulosa bacterial como soporte para la implementacion de
la economia circular en la cadena de valor del banano en un contexto de bioeconomia circular

4.1. Determinacién del medio de cultivo éptimo de la K. xylinus utilizando como fuente de
carbono los residuos lignoceluldsicos del banano, raquis y hoja, para la obtencion de la

nanocelulosa bacterial. ... 68
4.1.1. Identificacion mediante métodos bioquimicos y secuenciacién de nueva
GENETACION (NGS)..... ittt e et e e e st b e e e e anbaeeeean 68
4.1.2. Evaluacion del impacto de la ozonizacion del jugo de raquis de banano en la
produccion de nanocelulosa bacteriana ..........cccccoviiiiiiiie e 71
4.1.3. Caracterizacion fisicoquimica del jugo de nervadura de banano, el in6culo madre,
la infusidn de té verde y el jugo de raquis de banano .............cccceeeeii i, 80
4.14. Disefo experimental utilizando el método de Box-Behnken ................cccouee 83
4.1.5. Determinacién de los parametros fisicoquimicos y del rendimiento en la
produccién de nanocelulosa bacteriana en el medio optimizado.............cccccvvieviieeeiiineee. 89
4.1.6. Caracterizacion fisicoquimica de la nanocelulosa bacteriana mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA) y difraccion de rayos X (XRD).............. 90

4.2, Empleo de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de empaque.

95
4.2.1. Analisis proximal de la cascara de banano..........cccccccveee i 95
4.2.2. Caracterizacion del almidon extraido de la cascara de banano y comerciales . 96
4.2.3. Disefio de mezclas para la obtencion de peliculas a base de PEBD, NCB y ACB
....................................................................................................... 97
4.2.4. Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de la biopelicula optimizado ... 101

4.3. Cuantificacion del desempefio ambiental de la nanocelulosa bacterial como reemplazo

4



parcial de material de empaque a lo largo de su ciclode vida. ................coeoeei . 104

4.4. Analisis del uso de nanocelulosa bacterial como soporte para la implementacién de la
economia circular en la cadena de valor del banano......................ccc 107

CAPITULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .........ccooeviiieecieieieeeeeeeee e 113

5.1.  Determinacion del medio de cultivo éptimo de la K. xylinus utilizando como fuente de
carbono los residuos lignoceluldsicos del banano, raquis y hoja, para la obtencién de la

nanocelulosa bacterial ..., 113
5.2. Empleo de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de empaque
............................................................................................................ 114

5.3.  Cuantificacion del desempefio ambiental de la nanocelulosa bacterial como reemplazo
parcial de material de empaque a lo largo de su ciclo de vida ........cccccceeevviiiiiieiiie e, 115
5.4. Analisis del uso de nanocelulosa bacterial como soporte para la implementacion de la
economia circular en la cadena de valor del banano.......................co . 115
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt ettt et et ee et s, 117
NOTA SOBRE PUBLICACIONES......... ettt e e et e e 163
Apéndice A: Relacién de Abundancia Unificada............coooiiiiiiiiiiii e 164
Apéndice B: Cinética de caracteristicas fisicoquimicas el jugo de raquis de banano ............. 164

Apéndice C: Cddigo Rstudio para determinar correlacion entre las variables analizadas en el
jugo de raquis de banano 0ZONIZAdO ...........cc.uuiiiiiiii i 166

Apéndice D: Cédigo en Rstudio para optimizacién de medio de fermentacion mediante el disefio
[ T0) el = 1= o1 | (=Y o PP PPP 167

Apéndice E: Cdédigo en RStudio para el disefio simplex-centroide en la produccién de
biopolimeros basados en almidén de cascara de banano (ACB), nanocelulosa bacteriana (NCB)
Ve 1L Te=T 4o = TP PTRPPP PP 168

APENDICE F: Tabla suplementaria para analisis de ciclo de vida en la produccion de bioplastico
a partir de NCB-PEBD-ACB. ...ttt e e e e e e e e e e s ee e e e e e e e anneeees 171



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicién quimica media de las partes aéreas de la planta de banano expresada

como media en % de peso SeCO SegUN VarioS AULOIES. ...........eveiiiuirieeiiiiieee e e e e 18
Tabla 2. Caracteristicas de los estudios de analisis tecnoecondémico (ATE) en la valorizacion de
biomasa residual de la cadena de valor del banano. ............cccoooiiiii 22
Tabla 3. Resultados de la huella de carbono del banano en la literatura..............cccoocce 24
Tabla 4. Actores y barreras para la transicion hacia una bioeconomia circular ........................ 25
Tabla 5. Composicion quimica de la hoja y raquis de banano.............cccccvveveeeeeiiiicciiiieneee e, 34
Tabla 6. Estudios sobre analisis de ciclo de vida en la produccion de nanocelulosa bacteriana
..................................................................................................................................................... 41
Tabla 7. Variables y sus niveles para el disefio simplex centroide (DSC)........ccccccevvvvveeeninnnnn. 59
Tabla 8 Ensayos de Caracterizacion bioquimica para la identificacion de K. xylinus ............... 71
Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica de las materias primas ...........cccoovvee e, 80
Tabla 10. Variables y sus niveles para el disefio Box-Benhken ............cccooovivieiiiiiiiiiiiniee e 83
Tabla 11. Resultados disefio Box-Behnken para la optimizacién del rendimiento de nanocelulosa
DACIEIIANG ... ——————— 83
Tabla 12. Analisis de regresion para la produccién de nanocelulosa bacteriana...................... 85
Tabla 13 Composicion proximal de la harina de cascara de banano organico de rechazo
(ol elagl=Te [ToXe (oY a T PR PRR PP 95
Tabla 14. Diseno de Mezcla Simplex Centroide con tres componentes para la obtencién de
DIOPEIICUIAS ... ———————— 98
Tabla 15. Analisis de regresion para la produccion de peliculas basadas en NCB, ACB, y PEBD
..................................................................................................................................................... 98
Tabla 16. Datos experimentales obtenido en este estudio para calcular la produccion de
bIOPIAStICO (DIOITEfINEIIA). ..eii e e a e e e e eaeeees 107
Tabla 17. Costos de Materias Primas y Servicios Asociados para la Produccion de Bioplasticos
a Base de Nanocelulosa Bacteriana™ ..o 107
Tabla 18. Descripcion del equipo y precios unitarios que contribuyen al costo de capital...... 108
Tabla 19. Gastos de capital del proceso de produccién de biorrefineria.............cccovvveviieenn. 109
Tabla 20. Analisis de rentabilidad del proceso de produccion de bioplastico a base de NCB.
................................................................................................................................................... 111
Tabla 21.Anélisis de flujo de caja (en millones de US$) para el proceso de produccion de
bioplastico @ base de NCB. ....... ..o e 112



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1.Contribuciéon media de la biomasa aérea al peso fresco total de una planta de banano.
Adaptado de Ortiz-Ulloa et al., (20271)......oeeeiiiiieeiiiee e 18
Figura 2. Diagrama de flujo de bimasa lignoceluldsica residual para una bioeconomia circular
basada en la cadena de valor actual del banano de exportacién (rectangulo superior izquierdo
Lo7o] (o] o] 11770 ) ST SSTRRP 28
Figura 3. Diagrama esquematico de la via de sintesis de celulosa bacteriana en el género
Komagataeibacter donde se muestra los principales metabolitos y enzimas involucrados en el

o] f0Te=T-To T TP PTPTTT 32
Figura 4. Diagrama de proceso del objetivo especifico 1.........ccccoieviiiiiiiiii e, 44
Figura 5. Diagrama de proceso para objetivo especifico 2.. ......ccccevviiviiviiiie e 52

Figura 6. Escenario B. Biorrefineria para la produccion de nanocelulosa bacterial, almidén de
cascara de banano, bebida fermentada analoga al t¢ de kombucha, sin aprovechamiento del
DAGAZO reSIAUAL..........eeiiiiiiiee e 62
Figura 7. Escenario C. Biorrefineria para la producciéon de nanocelulosa bacterial, almidén de
cascara de banano, bebida fermentada analoga al t¢ de kombucha, con aprovechamiento del

DAGAZO reSIAUAL..... ...ttt e e e e e e e e e aeeaeeas 63
Figura 8. Abundancia unificada de especies de bacterias y hongos a partir del consorcio
microbiano (SCOBY) usado como inéculo para la obtencién de nanocelulosa bacterial. ......... 68
Figura 9. Arbol filogenético de 1as €SPECIES............c.cvoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70

Figura 10. Dinamica del pH en medios de cultivo con diferentes concentracies de jugo de raquis
de banano (a, 25%; b, 50%, y ¢, 75%.) y tiempo de ozonizacion durante 7 d de fermentacién.
Variacion del pH del medio con jugo de raquis de banano a distintas concentraciones: (a) 25%,

(b) 50%, y (c) 75%. Tiempo de ozonizacion 0, 5, 20, y 30 MiNULOS. .........coeciiiiiieeeiiiieee 73
Figura 11. Variacion de los °Brix del medio con jugo de raquis de banano a distintas
concentraciones: (a, 25%, b, 50%, Y C, 75%0). - uuueriirieeiiie e 75
Figura 12. Variacion de la turbidez del medio con jugo de raquis de banano a distintas
concentraciones: (@, 25%, b, 50%, ¥ C, 75%). «veeviuriei it 76
Figura 13. Variacion del rendimiento de produccién de nanocelulosa bacterial (gl”') a partir de
jugo de raquis de banano a distintas concentraciones: (a, 25%, b, 50%, y ¢, 75%). ......ccc....... 78
Figura 14. Correlacién entre las variables. ¢ indica p < 0.10. * indica p < .05. ** indica p < 0,01.
bbbl 9 o [ Tor= TN o O 10 10 SRR 79
Figura 15. Curvas de superficie de respuesta para el rendimiento de NCB (eje y) en funcién de
las variables de proceso composicion del sustrato y tiempo de fermentacion.. ..............c......... 86
Figura 16. Efectos principales de los términos del modelo............ccooviiiiiiiiii i 87

Figura 17. Cinética de la produccion de nanocelulosa bacteriana: variaciones de pH y turbidez
en el medio de cultivo en un biorreactor de 10 litros, cultivo en lote a 30 °C y 1 atmdsfera. .... 89

Figura 18. Imagenes SEM de las membranas nanocelulosa bacteriana.. .................ccccvveee. 91
Figura 19. Caracterizacion de nanocelulosa bacteriana: espectros de espectroscopia infrarroja
por transformada A& FOUNET.. .........uuiiii e e e e e st eeeeas 92

Figura 20. (a) Curva de analisis termogravimétrico y (b) curva termogravimétrica derivada de la
NCB obtenida en el medio de cultivo control (HS) y el medio alternativo optimizado Box-
7= o o1 = o 1SR 94
Figura 21. Difractograma de rayos X de nanocelulosa bacteriana en el medio optimizado a partir
del disefio Box-Behnken (linea negra), y nanocelulosa bacteriana en el medio HS-NCB (linea
o = ) S PSPPI 95
Figura 22.Caracteristicas fisicoquimicas del almidon de cascara de banano organico de
rechazo obtenido y distintos almidones comerciales de otras fuentes (maiz y yuca). Contenidos
de amilopectina (%) (a), amilosa (%) (b), cenizas (%) (c), y humedad (%) (d), perdida por secado
() N G T <L () TR PR TRRTR 97
Figura 23. Grafica de contorno de mezcla que muestra el efecto de las variables en la resistencia
a la traccién de la nueva mezcla de pelicula plastica.. ..o, 99
Figura 24. Grafica de resultados para diseio Simplex Centroide a) Efecto, b) Analisis de
[=Te (=TT o] o DO O TSP PPP T PPPPPPPPPRPN 100

7



Figura 25. Espectros FTIR del polietileno de baja densidad usado como estandar de la industria

(rojo) y de la biopelicula desarrollada en este trabajo (azul)..........ccccccveeeeiiiiiici 102
Figura 26. Termograma. En rojo TGA de Polietilieno de baja densidad y en azul TGA del
o]0 0] £=T= £ o o PSR 103
Figura 27. SEM a 100 um. (a) polietileno de baja densidad, (b) pelicula plastica optimizada.
................................................................................................................................................... 104
Figura 29. Potencial de calentamiento global para la produccién de 1 kg de pelicula plastica en
AIfErENTES ESCENAIIOS. ... .uviiiiii e e e e e e e e e e et e e e e e e e s e stara e e e e eeeeeseenneeees 106



ABREVIATURAS

ACV Analisis de ciclo de vida

ANOVA Analisis de varianza

ATE Analisis tecnoeconomico

BRL Biomasa residual lignocelulésica
BAA Bacterias del acido acético

BAL Bacterias del acido lactico

CcB Celulosa bacteriana

Ccv Celulosa vegetal

DBB Disefio Box — Behnken

DCC Disefo compuesto central

DSC Disefo simplex centroide

EC Economia circular

FB Fibra de banano

FTIR Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

GEI Gases de efecto invernadero

GPS Sistema de Posicionamiento Global (The Global Positioning System)
HC Huella de carbono

HS Medio HS (Hestrin-Schramm)

JHB Jugo de Hoja de Banano

JRB Jugo de Raquis de Banano

MSR Metodologia de superficie de respuesta
NCB Nanocelulosa bacteriana

NFC Nanofibras de celulosa

NCC Nanocelulosa cristalina

OoDS Objetivos de desarrollo sostenible



PEBD
SCOBY
SEM
TGA
TIR

TK

TPS
U.F.
VAN
VPN

XRD

Polietileno de baja densidad

Cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (Symbiotic Culture of Bacteria & Yeast)

Microscopia Electrénica de Barrido (Scanning Electron Microscopy)
Analisis Termogravimétrico (Thermogravimetric Analysis)

Tasa interna de retorno

Té de kombucha

Almidon termoplastico (Thermoplastic Starch)

Unidad funcional

Valor actual neto

Valor Presente Neto

Difraccion de Rayos X (X-ray Diffraction)
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RESUMEN

El interés en la nanocelulosa bacteriana (NCB) ha crecido debido a su alta pureza, excelentes
propiedades mecanicas y compatibilidad biolégica. Sin embargo, la produccion industrial de NCB
enfrenta desafios relacionados con el elevado costo de las fuentes de carbono y nitrégeno para la
fermentacion. En este contexto, las hojas y raquis de banano desechadas durante la cosecha presentan
una oportunidad valiosa como fuentes de nutrientes. Este estudio se enfoca en la revalorizacion de los
residuos lignocelulésicos del banano para la obtencion de NCB y el desarrollo de empaques para uso
agroindustrial, ademas de realizar un analisis de ciclo de vida (ACV). Para caracterizar las propiedades
estructurales, térmicas y morfoldgicas de la NCB, se emplearon técnicas como espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR), microscopia electronica de barrido (SEM), difraccion de rayos X
(XRD) y analisis termogravimétrico (TGA). La optimizacion del proceso se llevd a cabo mediante el disefio
Box-Benhken, obteniendo un modelo con un R? ajustado de 99,78%, y un rendimiento de 8,82 g/L de
NCB en peso seco al dia 14. Adicionalmente, se utilizé almidon de cascara de banano y NCB para
sustituir parcialmente el polietileno de baja densidad (PEBD), empleando el disefio Simplex-Centroide.
El modelo optimizado mostré un R? ajustado de 99,89%. La caracterizacion de los grupos funcionales
mediante FTIR indicé que la pelicula de base biolégica es comparable a la pelicula de PEBD. En
particular, se encontré que el potencial de calentamiento global del bioplastico (2,06 kg CO2-eq) es inferior
al del PEBD (2,67 kg CO2-eq). El andlisis financiero revela que, con una inversion inicial total de
3.016.633 ddlares, se proyecta generar ingresos anuales de 1.092.025,97 ddlares. Esta proyeccion se
basa en la produccion y venta de biopeliculas de NCB, una bebida analoga al té de kombucha y pellets
de fibra. Los ingresos se estiman bajo la premisa de venta completa de los productos, con un margen
bruto del 58,25% y un retorno de la inversion del 12,50%. La tasa interna de retorno (TIR) después de
impuestos es del 16,93%, y el tiempo de amortizacién es de 4,75 anos, indicando una recuperacion
rapida de la inversion inicial. La produccidn de bioplastico a partir de NCB tiene un costo de 0,97 $/kg,
con un precio de venta de 1,20 $/kg, logrando una utilidad del 24%, comparable al costo del PEBD. La
estrategia de utilizar una biorrefineria maximiza las ventajas ambientales y econémicas del proceso
biotecnoldgico. Este enfoque resalta el uso de residuos del banano como una solucién circular para la
produccién de NCB y plasticos de base biologica, fomentando la sostenibilidad en el cultivo del banano

y contribuyendo a los Objetivos de Desarrollo Sostenible.

Palabras claves: Banano, biorrefineria, sostenibilidad, analisis de ciclo de vida,
nanocelulosa bacteriana, bioplastico, residuos lignocelulésicos.
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ABSTRACT
Interest in bacterial nanocellulose (NCB) has grown due to its high purity, excellent mechanical properties,
and biological compatibility. However, the industrial production of NCB faces challenges related to the
high cost of carbon and nitrogen sources for fermentation. In this context, banana leaves and rachis
discarded during harvest present a valuable opportunity as nutrient sources. This study focuses on the
valorization of banana lignocellulosic waste for NCB production and the development of packaging for
agro-industrial use, as well as conducting a life cycle assessment (LCA). To characterize the structural,
thermal, and morphological properties of NCB, techniques such as Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), and
thermogravimetric analysis (TGA) were employed. The process was optimized using the Box-Behnken
design, achieving a model with an adjusted R? of 99.78% and a yield of 8.82 g/L of dry-weight NCB by
day 14. Additionally, banana peel starch and NCB were used to partially replace low-density polyethylene
(LDPE) using the Simplex-Centroid design. The optimized model showed an adjusted R? of 99.89%. FTIR
characterization indicated that the bio-based film is comparable to the LDPE film. Specifically, it was found
that the global warming potential (GWP) of the bioplastic (2.06 kg CO2-eq) is lower than that of LDPE
(2.67 kg CO2-eq). The financial analysis reveals that, with a total initial investment of $3,016,633, annual
revenues are projected to reach $1,092,025.97. This projection is based on the production and sale of
NCB biopellets, a kombucha-like beverage, and fiber pellets. Revenues are estimated under the
assumption of full product sales, with a gross margin of 58.25% and a return on investment of 12.50%.
The internal rate of return (IRR) after taxes is 16.93%, and the payback period is 4.75 years, indicating a
rapid recovery of the initial investment. The production of bioplastic from NCB is optimized at a cost of
$0.97/kg, with a selling price of $1.20/kg, achieving a 24% profit margin, comparable to the cost of LDPE.
The strategy of using a multiproduct biorefinery maximizes the environmental and economic advantages
of the biotechnological process. This approach highlights the use of banana waste as a circular solution
to produce NCB and bio-based plastics, promoting sustainability in banana cultivation and contributing to

the Sustainable Development Goals.

Keywords: Banana, multiproduct biorefinery, sustainability, life cycle analysis, bacterial nanocellulose,

bioplastic, lignocellulosic residues.
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CAPITULO | FUNDAMENTO TEORICO

Este capitulo | se basa en el articulo titulado “Prospectives for the development of a circular
bioeconomy around the banana value chain” presentado como requisito de este programa doctoral y

publicado en la revista Sustainable Production and Consumption el 7 de enero de 2022.

1.1. Introduccion

El banano y el platano se encuentran entre los diez principales cultivos en cuanto a produccion a
nivel mundial (Elbehri, 2015; FAO, 2019, 2021). En 2022, la producciéon mundial de banano y la superficie
total plantada fueron de 135,1 Mty 5,9 Mha, respectivamente (FAOSTAT, 2022). La produccién mundial
de banano y la superficie cosechada habian aumentado entre 2000 y 2017 un 3,2% y un 4,6%,
respectivamente (Evans et al., 2020; FAO, 2019; FAOSTAT, 2022). Este crecimiento de la produccion
mundial ha generado ingresos y empleo para millones de hogares. Los principales paises productores
son India (30,53 Mt), China (11,77 Mt), Indonesia (9,25 Mt), Brasil (6,85 Mt) y Ecuador (6,08 Mt)
(FAOSTAT, 2022). Las exportaciones de banano contribuyen al Producto Interno Bruto (PIB) general,
como es el caso de Ecuador (1,91%) (Corporacion Financiera Nacional, 2020), Costa Rica (2%)
(CORBANA, 2020), Guatemala (1,05%) (BANGUAT, 2016), pero pueden llegar al 35% del PIB agricola
como el caso de Ecuador (Agrocalidad, 2023). Sin embargo, la produccion agricola causa impactos
negativos en el suelo, el aire y los recursos hidricos (Elbehri, A., 2015; Spiertz, 2009). Se estima que la
agricultura es responsable del 21% de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) (Svanes &
Aronsson, 2013).

Actualmente, el Cambio Climatico es la principal amenaza para la sostenibilidad (Brando et al., 2013;
Okoko etal.,, 2017). El cambio climatico es consecuencia de la emision de GEIl por actividades
antropogénicas (Clay & Zimmerer, 2020; Solomon et al., 2015; Spiertz, 2009). Se estima que estas
emisiones provienen principalmente de las practicas de labranza, el uso de combustibles fésiles, la
produccién de fertilizantes, los suelos agricolas fertilizados, el estiércol de los animales de granja y la
quema de residuos de cultivos (Jain et al., 2014; Kaushal & Prashar, 2021; Praveen & Sharma, 2019).
Es probable que el cambio climatico afecte negativamente a la agricultura al aumentar la frecuencia de
los fendmenos meteoroldgicos extremos, como temperaturas récord que pueden alcanzar hasta 50°C y
niveles de humedad extremos que pueden provocar inundaciones con acumulaciones de hasta 300 mm

en pocos dias o sequias prolongadas. Estos cambios pueden modificar los patrones de produccion y
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comercio a nivel mundial (Calzadilla et al., 2013; Manuel et al., 2021; B. Sultan & Gaetani, 2016; Wang
etal., 2021). De acuerdo con Varma & Bebber, (2019), el cambio climatico no ha afectado la
productividad mundial del banano; sin embargo, podria ser diferente en el futuro, disminuyendo la
produccién de este alimento debido a los cambios extremos en el clima. Ademas de un aumento en la
incidencia de plagas y enfermedades en el cultivo de banano (Bebber, 2019; Mata et al., 2020). Estos
cambios afectarian la diversidad y seguridad alimentaria, asi como la economia de los principales paises
productores (Bebber, 2019; Elbehri, A., 2015). Ademas, el suministro de bananos a los paises no
productores es un factor esencial que contribuye a la diversidad de la dieta que debe garantizarse.

Los gobiernos de todo el mundo han estado trabajando en instrumentos politicos y econémicos para
abordar los problemas ambientales (Duque-Acevedo et al., 2020; Egea et al., 2018). Desde 1992, a partir
de la Declaracion de Rio sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, se han estructurado modelos basados
en el desarrollo sostenible, integrando factores sociales, econémicos y ambientales. En 2015 se aprobd
la nueva Agenda para el Desarrollo Sostenible 2030 de la Organizacion de Naciones Unidas (ONU), que
establece 17 objetivos de desarrollo sostenible (ODS) (Bedard-Vallee et al., 2023; ONU, 2022). Sin
embargo, segun el informe de la ONU de 2019, las medidas adoptadas hasta la fecha no han avanzado
satisfactoriamente en la consecucién de estos ODS. La Unién Europea ha respondido a este desafio con
la Estrategia Europa 2020, buscando garantizar un crecimiento inteligente, sostenible e integrador
(European Commission, 2012, 2014). Esta estrategia sento las bases para la Economia Circular (EC) y
la Bioeconomia (European Commission, 2014). Ademas, la Unién Europea ha adoptado la Ley Europea
del Clima como parte del Pacto Verde Europeo, estableciendo metas vinculantes para reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero en al menos un 55% para 2030, con el objetivo de lograr la
neutralidad climatica en 2050. Esta legislacién también fomenta un mayor sumidero neto de carbono
(Consejo de la Union Europea, 2022).

La EC incluye todo tipo de procesos en los que el valor de los productos, materiales y recursos se
mantiene en la economia durante el mayor tiempo posible, y la generaciéon de residuos se reduce al
minimo (Anttonen et al., 2018; European Commission, 2012). La bioeconomia puede definirse como la
"produccién de recursos biolégicos renovables y la conversion de estos recursos y flujos de residuos en
productos de valor afiadido, como alimentos, piensos, productos de base bioldgica y bioenergia" (Carus
& Dammer, 2018; European Commission, 2012). La "Bioeconomia Circular" se define como la
interseccion de estos dos modelos econémicos (Carus & Dammer, 2018). Segun Duque-Acevedo et al.,
(2020), la EC y la bioeconomia contribuyen significativamente a la consecucion de cuatro ODS. En

14



concreto, el ODS 2: "Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y mejorar la nutricién, y promover
la agricultura sostenible"; ODS 11: "Lograr que las ciudades y los asentamientos humanos sean
inclusivos, seguros, resilientes y sostenibles"”; el ODS 12: "Garantizar modalidades de consumo y
produccién sostenibles”, y el ODS 13: "Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio climatico y
sus efectos".

La agricultura sostenible requiere adoptar los principios y conceptos en los que se basa la EC (de
Oliveira & Oliveira, 2023; European Commission, 2014) y la bioeconomia (Angouria-Tsorochidou et al.,
2021; Popp et al., 2021). Este enfoque implica el uso de residuos agricolas como materia prima para los
sistemas de produccion (Angouria-Tsorochidou et al., 2021; Yeboah et al., 2022). La idea subyacente es
transformar un subproducto inevitable de un sistema de produccién en un recurso para un segundo
sistema de produccién (D’Amato et al., 2017). El uso de los residuos generados por el sector agricola es
una forma eficaz de reducir las emisiones de GEI y mejorar el rendimiento de los sistemas agricolas
(Mago et al., 2021; Thomas et al., 2021). Sin embargo, la implementaciéon de un modelo circular en la
agricultura aun esta en desarrollo, y por el momento, solo existen propuestas para lograr la transicién de
un modelo lineal a un modelo mas circular (Angouria-Tsorochidou et al., 2021; Chojnacka et al., 2020;
Gawel et al., 2019). En este contexto, las biorrefinerias son un factor esencial en la transicién hacia una
economia circular y bioeconomia (Ubando et al., 2022). La biorrefineria permite la conversién de biomasa
de un producto a multiples productos de forma similar a como ocurre en las refinerias de petréleo, donde
se utiliza una sola materia prima en equipos con alta capacidad de procesamiento para conseguir la
maxima economia de escala (Ball et al., 2018; Giampietro, 2019). Las biorrefinerias representan un
enfoque prometedor siempre y cuando sean sostenibles, ecoeficientes y competitivas (Acevedo-Garcia
et al., 2022; Garlapati et al., 2020).

La implementacion de proyectos de biorrefineria requiere de un analisis tecnoeconémico (ATE) para
estimar el costo-beneficio de producir a diferentes escalas, tecnologia y escenarios (Leal Silva et al.,
2022; Yeboah et al., 2022). Dado que la sostenibilidad tiene tres dimensiones, el medio ambiente, la
sociedad y la prosperidad econdémica, es habitual evaluar de forma exhaustiva el uso de las biorrefinerias
combinando la ATE con el analisis del ciclo de vida (ACV) (Duque et al., 2015; Hill et al., 2006; Shi &
Guest, 2020). EI ACV es una herramienta de analisis cuantitativo para describir el comportamiento
medioambiental de un producto o sistema estandarizado por la norma ISO 14040 (Chaparro-Garnica
et al., 2022). Ademas, es ampliamente aceptado por la comunidad cientifica porque analiza los insumos
y productos de un sistema de produccion, proporcionando una base objetiva para las comparaciones
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(Fitzgerald et al., 2021; Guerrero & Mufioz, 2018; Kookos et al., 2019). Por lo tanto, permite analizar el
comportamiento ambiental de los bioproductos obtenidos a partir de residuos agricolas (Boschiero et al.,
2016; Ginni et al., 2021).

Los residuos agricolas pueden ser de dos tipos: (i) lignocelulésicos: aquellos cuyos componentes
principales son la hemicelulosa, la celulosa y la lignina como la paja de trigo, la fibra de maiz, la paja de
maiz, el raquis del banano, las hojas (S. Costa et al., 2018; Gabhane et al., 2014; Luo et al., 2017), y (ii)
material no lignocelulésico o amildceo, cuya composicion principal puede ser almidén, pectinas como el
fruto de rechazo o cascara de fruto (Anastopoulos et al., 2019; Velasquez-Arredondo et al., 2010). Para
que los residuos agricolas sean considerados un recurso para las biorrefinerias, se deben considerar
algunos factores, como la biodisponibilidad y la composicion bioquimica (Egea et al., 2018; Thomas et al.,
2021).

Estados Unidos, India y China son los paises con mas estudios sobre el uso de residuos agricolas,
principalmente de cultivos de trigo y maiz, ya que son los principales productores (Duque-Acevedo et al.,
2020). Investigaciones recientes sobre la valorizacion de residuos agroalimentarios incluyen su uso como
(i) materia prima para la produccién de alimentos con valor agregado (Eriksson et al., 2021; Gémez-
Garcia et al., 2021), o (ii) fuente de carbono durante la etapa de fermentacién en procesos de base
bioldgica (Bartek et al., 2021). En este sentido, los residuos agricolas y los desperdicios alimentarios
pueden ser bioconvertidos, a través de biorrefinerias, en (i) energia como bioetanol, biocombustible y
biogas (Calvin et al., 2021; Mboumboue & Njomo, 2018; Popp et al., 2021) y (ii) compuestos de interés
como acido lactico, polihidroxibutirato, nanocelulosa bacteriana (NCB), biofertilizantes, bioestimulantes y
biopolimeros (Fiallos-Cardenas et al., 2021; Gabhane et al., 2014; Naranjo et al., 2014; Teigiserova et al.,
2019). La NCB, asi como los otros compuestos permiten la reduccion o sustitucion del uso de
compuestos sintéticos en los sistemas agricolas, facilitando la transiciéon hacia modelos circulares
sostenibles (Forfora et al., 2024; Popp et al.,, 2021; Rashidi & Cullinane, 2019). Por otro lado, las
tecnologias verdes (como las biorrefinerias, procesos de base bioldgica, entre otras.) permiten recuperar
moléculas que agregan valor a subproductos alimentarios agroindustriales, permitiendo su
reincorporacion a la cadena de suministro de alimentos bajo el concepto de bioeconomia circular
(Chimphango et al., 2020; Eriksson et al., 2021). En este contexto, se destaca la importancia del ACV y
el ATE para la toma de decisiones informadas sobre la sostenibilidad de estos bioproductos (Bartek
et al., 2021; Eriksson et al., 2021; Ginni et al., 2021; Rashidi & Cullinane, 2019; Teigiserova et al., 2019).
Ambas herramientas permiten, en consecuencia, valorizar cuantitativamente residuos agricolas y
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desperdicios alimentarios en funcién de sus desempefio ambiental y econémico prometedores (Barros
et al., 2020; Mago et al., 2021; Mishra et al., 2022; Ubando et al., 2022), coherentes con algunos de los

ODS mencionados previamente (Boschiero et al., 2016; Gawel et al., 2019; Teigiserova et al., 2019).

1.2. Sistema de produccion del banano y su biomasa residual

El banano y el platano pertenecen a la familia Muséacea, consideradas como un cultivo perenne, a
pesar de su consistencia herbacea. Son ampliamente cultivados en regiones tropicales y subtropicales
de todo el mundo (Iriarte et al., 2014; Ortiz-Ulloa et al., 2021; Varma & Bebber, 2019). La Figura 1 muestra
las partes aéreas de la planta y la contribucién promedio de cada una al peso fresco total de la planta,
siendo el pseudotallo el que mayor aporta. Por razones de simplificacién, nombraremos en este
documento a ambos como bananos, haciendo la distincién necesaria entre ambos tipos de plantas
cuando sea requerido. En sistemas de monocultivo para exportaciéon, una vez que los bananos han
alcanzado la madurez, se cosechan y las hojas y pseudotallos suelen dejarse en el suelo para
descomposicion por microfauna y microorganismos (Abdullah et al., 2013; Tarrés et al., 2017; Velasquez-
Arredondo et al., 2010). Esta y otras practicas utilizadas en la gestion de residuos, como la incineracién
y la eliminacién en vertederos, no se consideran estrategias sostenibles o respetuosas con el medio
ambiente (S. Costa et al., 2018; D’Amato et al., 2017). Los bananos cosechados son transportados a las
instalaciones de manipulacion y envasado, generalmente ubicadas en la finca, separados del raquis,
lavados y clasificados de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y de calidad. La fruta seleccionada se
protege con fundas de plastico y se envasa en cajas de cartén para exportacion (Iriarte et al., 2014;
Svanes & Aronsson, 2013). Generalmente, las hojas y el pseudotallos quedan esparcidos en el campo,
y el raquis se descarta y se colecta en el centro de beneficio, Ambos residuos puede tener varios destinos

(Florian et al., 2019).
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13.43% Hojas

3.16% ~ Raquis

21.00% Fruta

61.62% | Pseudotallo

0.79% = Flor

Figura 1.Contribucion media de la biomasa aérea al peso fresco total de una planta de banano. Adaptado
de Ortiz-Ulloa et al., (2021).

En Ecuador, desde el punto de vista del sistema productivo, el banano se puede clasificar en funciéon
del destino de la produccion (autoconsumo, venta nacional o exportacién), segun la superficie cultivada
(pequefos, medianos y grandes productores) y segun el uso de agroquimicos (organico, convencional)

(Elbehri, A., 2015; Iriarte et al., 2014).

1.3. Caracteristicas quimicas de la biomasa residual del banano

Es fundamental caracterizar la materia prima antes de su procesamiento quimico, bioquimico y
microbiolégico (Batista Meneses et al., 2020; de Souza et al.,, 2017; Guerrero et al., 2018). Esta
informacién define las operaciones necesarias para transformar la biomasa residual en una fuente de
nutrientes para diferentes microorganismos (Palacios et al., 2017; Sarkar et al., 2019). La Tabla 1
muestra la composicion quimica de la biomasa lignocelulésica residual del banano en porcentaje de peso
seco, determinada en diferentes estudios.

Tabla 1. Composicion quimica media de las partes aéreas de la planta de banano expresada como media
en % de peso seco segun varios autores.

Especies

Celulosa Hemicelulosa Lignina Cenizas Extractivos Total Referencia

de banano

Pseudotallo

(Gabhane
44.32 22.0 9.66 14.00 - 89.98 Musa spp. etal,, 2014)
AAA (Guerrero

38.00 8.70 8.90 17.60 24.10 97,30 subgroup
: etal., 2016)

Cavendish.
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44.00

20.10

44.60

Hoja
32.56

21.90

26.70

31.70
Raquis
36.14

26.40
36.50

26.10

35.30

17.50

9.60

36.00

12.00

12.80

25.80

17.80

7.00

10.20

22.30

11.20

17.90

Cascara de banano

23.37

14.80

12.33

13.40

7.30

10.10

19.40

21.80

21.50

17.00

39.10

16.43

9.40

26.50

10.80

6.00

12.33

18.80

11.00

18.50

19.40

15.70

8.70

26.80

26.60

15.20

29.90

28.50

12.75

9.70

14.70

18.00

15.50

19.90

18.20

9.70

89.50

85.80

88.60

78.20

86.40

91.00

Musa spp.

M.acuminata
Colla (AAA)
“Dwarf
Cavendish”

Musa spp.

Musa spp.

Musa spp.

Musa spp.

Musa spp,

Musa spp.

Dwarf
Cavendish
Grande
naine
(Musa spp.)

Tabasco
variety

M.
cavendishii

(Abdullah
etal., 2013)

(Guerrero
et al., 2018)

(M. M.
Hossain
etal.,, 2019)

(Gabhane
etal., 2014)
(Guerrero
et al., 2016)
(E. R. K.
Fernandes
etal., 2013)
(Abdullah
et al., 2013)

(Gabhane
etal., 2014)
(Guerrero
et al., 2016)
(S. Costa
et al., 2018)
(Guerrero
et al., 2018)
(Tiappi
Deumaga
et al., 2020)

(Palacios
etal., 2017)
(Martinez-
Truijillo et al.,
2020)

Los componentes quimicos analizados principalmente son celulosa, hemicelulosa y lignina. Se

observa que el pseudotallo tiene una mayor concentracién de celulosa (38,2%) en comparacién con el

raquis (32,1%), la hoja de banano (28,2%) y la cascara (23,4%). Somerville et al., (2010) estiman que el

contenido de celulosa es del 38-50% en peso de la biomasa lignocelulésica. Sin embargo, Watkins et al.,

(2015) indican que es del 10 al 25%. En Guerrero et al., (2018), el contenido de celulosa en el pseudotallo

(20,1%) es inferior a los valores encontrados por otros autores. El contenido de celulosa en las hojas de

banano (21-33%) y en el raquis (26-36%) varia considerablemente. El contenido de lignina, hemicelulosa

y extractos en el pseudotallo varia entre los diferentes estudios. La hoja de banano tiene un alto contenido

de hemicelulosa y lignina en comparacion con el resto de la biomasa residual de banano. El raquis de

banano tiene un mayor contenido de cenizas, probablemente debido a la presencia de minerales

(Gabhane et al., 2014). Shimizu et al., (2018) afirman que la naturaleza lignocelulésica de la biomasa
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residual del banano dificulta la digestion enzimatica de la celulosa. En cuanto a la composicion mineral
en la cascara de banano, los valores son bastante diferentes, esto puede deberse a la variedad de la
especie y al manejo del cultivo.

Los extractivos representan las sustancias solubles en solventes organicos o acuosos presentes en
la biomasa. Estos pueden incluir compuestos como resinas, grasas, aceites, taninos, ceras, entre otros.
Su presencia varia significativamente segun la parte de la planta analizada y puede influir en las
propiedades fisicas y quimicas de la biomasa, asi como en su susceptibilidad a los procesos de

transformacion (E. R. K. Fernandes et al., 2013; Guerrero et al., 2018).

1.4. Transformacion de la biomasa residual del banano

Para que la biomasa residual sea revalorizada, primero debe pasar por una etapa de pretratamiento
(Dager-Lopez et al., 2024; Fiallos-Cardenas et al., 2022a). Las operaciones utilizadas en la etapa de
pretratamiento pueden ser fisicas, quimicas, biolégicas o una combinacion de estas (S. Costa et al.,
2018; Z. Lin et al., 2010; Swigtek et al., 2020). El pretratamiento fisico implica el uso de diferentes
técnicas como el vapor, la trituracion, la molienda, los ultrasonidos, las microondas o el secado. Por otro
lado, el pretratamiento quimico hace uso de reactivos acidos, basicos u oxidantes. Por el contrario, el
pretratamiento biolégico puede ser con hongos (Jayanna et al., 2021) o sus enzimas (Alvira et al., 2010;
Govumoni et al., 2013; Licari et al., 2016). La etapa de pretratamiento suele consistir en solubilizar la
estructura de la hemicelulosa y reducir la composicion de lignina de la biomasa (Licari et al., 2016;
Shimizu et al., 2018), lo que facilita el acceso enzimatico a los polimeros en la etapa de hidrélisis
enzimatica de la celulosa (Cotana et al., 2015; Suhag et al., 2020). Las enzimas se utilizan para reducir
los azucares complejos presentes en la biomasa, aumentando asi la concentracién de azucares simples,
como la glucosa, la galactosa, la arabinosa y la xilosa. Estos azucares sirven como fuente de carbono
en la etapa de fermentacion (Cotana et al., 2015; Sun et al., 2016; Watkins et al., 2015).

La transformacién de los residuos verdes agroindustriales mediante la biorrefineria de sus fracciones
lignoceluldsicas se encuentra actualmente en una intensa investigacion. la biorrefineria es tanto un
concepto estratégico que promueve la utilizacién integral y sostenible de la biomasa como una realidad
fisica representada por las instalaciones industriales dedicadas a estos procesos de transformacion.
Entre los principales recursos agricolas de biomasa, también se han caracterizado residuos de la
industria bananera (Florian et al., 2019).

Respecto a la revalorizacidon de la biomasa residual del banano, las hojas de banano se han utilizado
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tradicionalmente como envases para ciertos alimentos (Erdiansyah et al., 2021; Rajagukguk & Arnold,
2021), obtencién de micro/nanofibras lignocelulésicas para la fabricacién de papel con menores costos
de produccion y mayores rendimientos que el método de produccion de nanofibras de celulosa . Tarrés
et al., (2017). En las cenizas de hoja de banano se han determinado su viabilidad como reemplazo parcial
del cemento Portland ordinario (Thomas et al., 2021) o para producir concreto autocompactante (Mim
et al., 2023). También se ha evaluado el uso de la fibra de la hoja de banano, que tiene el potencial de
ser utilizado como material de refuerzo natural para una matriz polimérica de polietileno (Jumaidin et al.,
2021) o para el vermicompostaje (Mago et al., 2021). Asi mismo, Deepa et al., (2015) indicd que del
raquis de banano ese puede obtener nanofibrillas de celulosa con un rendimiento del 28.6%, utilizando
el proceso de explosién de vapor acoplado acido.

Diferentes estudios demuestran el uso de la biomasa residual del banano para obtener (i)
bioenergia, como bioetanol (Gongalves Filho et al., 2013; Guerrero et al., 2016; Linzmeyer et al., 2019;
Pazmifio-Hernandez et al., 2019; Sarkar et al., 2019), y biogas (Atinkut et al., 2020; Mboumboue &
Njomo, 2018). Suhag et al., (2020) reportaron un rendimiento maximo de bioetanol de 0,38 g/g de azucar,
utilizando hoja de banano seca como fuente de carbono. (ii) compuestos de interés, como biofertilizantes
(Phirke et al., 2001; Teigiserova et al., 2019), acido lactico (Mufidah et al., 2017), carbdén activado
(Acevedo et al., 2021), biopolimeros (Naranjo et al., 2014), nanocelulosa bacteriana (Sijabat et al., 2019),
entre otros compuestos de interés industrial.

La revalorizacion de la biomasa residual mediante procesos de base bioldgica es una tendencia
actual (D’Amato etal., 2017; Duque-Acevedo et al.,, 2020; Egea et al.,, 2018; Waramit, 2012). Sin
embargo, existen diferentes barreras para estos desarrollos, como los altos costos de produccién en
comparacién con los productos obtenidos a partir del petréleo (Waramit, 2012) y la variabilidad de los
atributos de calidad (composicion fisica, estructural y quimica de la biomasa) puede afectar técnica y
econdmicamente la operacion de una biorrefineria (C. Li et al., 2016),(Kapp & Sumner, 2019; Ng et al.,
2020; Williams et al., 2016). Estos atributos pueden variar debido a ciertos factores como el medio
ambiente, el manejo del cultivo y la ubicacion, lo cual resulta en una incertidumbre sobre el aporte de

azucares fermentables en los jugos extraido de la biomasa residual del banano.

1.5. Analisis tecnoeconémico de los bioproductos derivados de residuos de banano
El ATE es una herramienta fundamental en la evaluacién de la viabilidad de proyectos de

biorrefinerias que buscan valorizar residuos agricolas (Leal Silva et al., 2022; Martinez-Ruano et al.,
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2018). La relevancia de esta herramienta radica en su capacidad para integrar tanto aspectos técnicos
como econdmicos, permitiendo una comprension holistica del proceso productivo y su rentabilidad
potencial (AbdElhafez et al., 2022; Dourado et al., 2018). En el contexto de la biorrefineria, el ATE
proporciona informacion crucial para la toma de decisiones sobre inversiones y desarrollo de tecnologias,
asegurando que los procesos sean no solo eficientes y sostenibles, sino también econdmicamente
viables (Chaparro-Garnica et al., 2022; Martinez-Ruano et al., 2018).

Los residuos de banano, como cascaras, tallos y pseudotallos, representan una fuente abundante y
subutilizada de biomasa que puede ser transformada en una variedad de bioproductos de alto valor
afnadido, incluyendo biogas, bioetanol y bioplasticos como el Polihidroxibutirato. La valorizacion de estos
residuos a través de procesos de biorrefineria tiene el potencial de generar beneficios econdmicos
significativos para los agricultores y la industria local (Leal Silva et al., 2022).

Se identificaron tres estudios sobre ATE de bioproductos y bioenergia obtenidos a partir de biomasa
residual de banano. Estos estudios, resumidos en la Tabla 2, proporcionan una visién comprensiva de

las metodologias empleadas y los resultados obtenidos en diferentes escenarios de produccion y escalas

de procesamiento.

Tabla 2. Caracteristicas de los estudios de analisis tecnoeconémico (ATE) en la valorizacion de
biomasa residual de la cadena de valor del banano.

Objetivos Metodologia Principales conclusiones Referencia
Evaluar el impacto El ATE se evaluo en La produccion de biogas a
) términos de valor actual X B
ambiental y - partir de cascara de banano
- neto (VAN) utilizando el : 1 .
tecnoeconémico de la es una alternativa viable a (Martinez-
. L software Aspen Process ]
generacion de biogas a : través del modelo de Ruano
) . Economic  Analyzer. ElI . L
partir de cascara de banano s . .. biorrefineria y su etal,
. analisis ambiental se realizé - .
(M. paradisiaca), rentabilidad dependerd de 2018)
. . en base al balance general )
considerando diferentes la capacidad de
: del proceso y al consumo ot
escalas de procesamiento. g produccién.
neto de energia.
El ATE vy el andlisis Elbioetanol a partir del tallo
ambiental se realizaron con de platano genera menos
A .. el software HOMER (The CO2y SO:emisiones que el
Analisis para la produccion Micropower  Optimization diésel. Asimismo, el ATE (N.
de electricidad a partir de P P ' ’ .. Hossain
. . .~ Model, Homer Energy for muestra que es mas
bioetanol obtenido a partir - etal,
LLC). Los datos se rentable producir
de tallos de banano. . ) - ) 2019)
obtuvieron a través de electricidad a partir de
investigaciones bioetanol en comparacién
experimentales. con el diésel.
El analisis tecnoeconémico El pseudotallo de banano
Se realiza un andlisis se realizé con el software es el de mayor rendimiento
técnico-econdémico y Aspen Process Economic (0,259 kg de etanol/kg de
ambiental de la produccién Analyzer. El analisis materia prima) entre los (Duque
industrial de etanol a partir ambiental se realizd6 en residuos analizados. Este etal.,
de 10 residuos agricolas, base al balance general del rendimiento podria deberse 2015)

incluyendo pseudotallos vy
cascaras de banano.

proceso y al consumo neto
de energia; Se utilizd el
software WAR

a su bajo contenido de
humedad, alto contenido de
celulosa y hemicelulosa.
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Analisis técnico-econdmico

El ATE se realizdé en el

La produccion de PHB bajo

y ambiental para la ft A E . el concepto de biorrefineria N .
roduccién de Somtware Aspen ‘tconomic podria disminuir los costos (Naranjo

E’olihidroxibutirato (PHB) a Analyzer ~y el _impacto de produccién tener etal,
artir de banano y cascara ambiental se determing en im acr:)tos amgientales 2014)

P y el software WAR-GUI. pac

de banano rechazados. negativos.

Con base en los estudios de la Tabla 2, se observa que los estudios no son directamente
comparables entre si ya que la metodologia en cuanto a la materia prima utilizada y al producto final
obtenido varia entre ellos. No obstante, los estudios muestran una metodologia consistente en el ATE.
Los estudios realizados por N. Hossain et al., (2019), y Martinez-Ruano et al., (2018) concluyen que el
pseudotallo del banano podria utilizarse como materia prima con potencial para la produccion de
bioenergia econémicamente viable.

Las biorrefinerias son una alternativa para la produccion de bioenergia y diferentes bioproductos de
interés; sin embargo, todavia es un sector emergente. Por lo tanto, se deben seguir desarrollando
modelos de biorrefinerias mas avanzados que permitan procesos de conversion integrados y produzcan

una mayor variedad de productos de interés industrial (Hassan et al., 2019).

1.6. Analisis del ciclo de vida ambiental de los sistemas agricolas del banano

A pesar de la importancia del cultivo de banano para el desarrollo econémico de las regiones
productoras, especialmente en paises tropicales donde el banano es una fuente clave de ingresos y
empleo (Guerrero et al., 2016, 2018; Iriarte et al., 2014), existen pocos estudios de ACV que aborden
este producto (Coltro & Karaski, 2019; Iriarte et al., 2014; Roibas et al., 2015; Svanes & Aronsson, 2013).

El ACV es una metodologia que evalla los impactos ambientales de un producto a lo largo de su
ciclo de vida, desde la extraccion de materias primas hasta la disposicién final. Entre los indicadores mas
comunes en los ACV de banano se encuentran el Potencial de Calentamiento Global, cominmente
denominado huella de carbono (HC), y la Huella Hidrica.

En este contexto, la Huella de Carbono mide la cantidad total de gases de efecto invernadero (GEI)
emitidos durante el ciclo de vida del banano, expresada en kilogramos de CO2 equivalente por kilogramo
de banano de exportacion (kg CO2-eq kg™"). Este indicador es crucial para evaluar la contribucion del
cultivo, procesamiento y transporte del banano al cambio climatico.

Asi mismo, la Huella Hidrica evalua el volumen total de agua utilizada en el ciclo de vida del
producto, expresado en litros por kilogramo de banano (I kg™'). Este indicador es importante para evaluar

el consumo de recursos hidricos y los posibles impactos sobre los recursos acuaticos en las areas de
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cultivo.

La mayoria de los estudios revisados han reportado al menos la Huella de Carbono. Los resultados
indican una variacion entre 0,22 y 1,37 kg de CO2-eq kg™' banano de exportacién. Ver Tabla 3. Los
resultados de la huella hidrica del ciclo de vida oscilan entre 313 y 330 | kg™ banano (Coltro & Karaski,
2019; Roibas et al., 2015). Cuando se incluye, el transporte refrigerado al extranjero es el que mas
contribuye a la HC (Iriarte et al., 2014; Svanes & Aronsson, 2013), cuando no, la produccién primaria es
la mayor contribucion (Iriarte et al., 2014; Roibas et al., 2015). Cuando no se incluye el transporte, la
contribucion del embalaje se situa entre el 7 y el 13% (Coltro & Karaski, 2019; Roibas et al., 2015). Cabe
sefalar que, ademas de los limites del sistema, algunos otros problemas pueden hacer que los resultados
del ACV no sean comparables, como las opciones metodolégicas, los supuestos de modelado, los
criterios de corte, los modelos de caracterizacion, la tecnologia y las practicas en si, entre otros.

Tabla 3. Resultados de la huella de carbono del banano en la literatura

Limites del sistema Huella de
Unidad Funcional (UF) s carbono Referencia
simplificado (kg CO2-eq/UF)
1 Kg de banano Cavendish, Agricultura, embalaje,
vendido a un cliente en transporte al extranjero, 137 (Svanes &
Noruega transporte al por mayor, al ’ Aronsson, 2013)
por menor.
1 Kg de banano Cavendish, Agricultura, embalaje,
consumido en Noruega transporte al extranjero,
transporte al por mayor, al 1,77
por menor, ConNsumMo,
gestiéon de residuos.
1. Kg . de banano Prata, Agricultura, envasado, (Coltro & Karaski,
disponibles al por menor en 0,209
. venta al por menor. 2019)
el mercado interno
1 Kg de banano Cavendish, Agricultura envasado
disponibles al por menor en 9 ’ ’ 0,226
: venta al por menor.
el mercado nacional
1 kg de fruta Cavendish que Agricultura, embalaje, 1,28
llega a la etapa de transporte de ultramar,
consumo, teniendo en transporte europeo, venta (Roibas et al., 2015)
cuenta las pérdidas de al por menor, consumo. N
producto a lo largo de la
cadena de valor
Agricultura convencional, 0302
envasado. '
Agricultura ecoldgica, 0.249
empacado. ’
1 kg de banano ecuatoriano
Cavendish de primera Agricultura, embalaje, 0.45 (Iriarte et al., 2014)

calidad entregado a un
puerto europeo

transporte de ultramar.

Por lo general, los estudios de ACV que tratan de la EC con respecto a los residuos agricolas tienen

un enfoque basado en la produccion. Los productos de base bioldgica o bioenergia derivada de residuos

24



es el principal producto del sistema. Los limites del sistema pueden incluir la produccién agricola (Araujo
et al., 2022; Boschiero et al., 2016; Shi & Guest, 2020). Otro enfoque utilizado es el ACV basado en
insumos, como en los sistemas de gestidon de residuos (Arfelis et al., 2023; Boschiero et al., 2016;
Chaparro-Garnica et al., 2022). En cualquiera de los enfoques, debe proporcionarse informacién sobre
la cantidad de residuos de cada parte de la cadena del ciclo de vida que se tiene en cuenta en el
inventario.

El ACV se ha convertido en la principal herramienta para evaluar la sostenibilidad de la economia
circular (Bartek et al., 2021; Chaparro-Garnica et al., 2022; Fitzgerald et al., 2021)(Pefa et al., 2021) y
de los sistemas de bioeconomia circular (Munagala et al., 2021). Un enfoque valioso seria centrarse en
el principal producto agropecuario (el banano) y ampliar el sistema para incluir todos los efectos
asociados con sus productos derivados de residuos en el mismo sistema y en otras cadenas de valor.

Sin embargo, esto daria lugar a un ACV muy exigente en recursos.

1.7. Barreras a la transicion hacia una bioeconomia mas circular en la cadena de
valor del banano

Es fundamental identificar los actores/partes interesadas para la transiciéon de una economia lineal
a una bioeconomia mas circular y las barreras que deben superarse. En la Tabla 4 se enumeran algunas
barreras para la transicién a un modelo econdémico circular encontradas en la literatura.

Tabla 4. Actores y barreras para la transicion hacia una bioeconomia circular

Actor Barrera Referencia
Gobierno Falta de instrumentos de politica para fomentar el desarrollo (Gottinger
nacional tecnoldgico e impulsar la demanda. Ademas, la falta de visibn alargo et al., 2020)

plazo y de consenso sobre la direcciéon del cambio.

Carencia de instrumentos de politica diferenciados para abordar las (Wydra,

debilidades del sistema, como la formacién de mercados, que es el 2019)

principal cuello de botella de los sistemas de innovacion.

La burocracia en los procesos de desarrollo y la estabilidad politica (Angouria-
Tsorochidou
et al., 2021)

Sector privado Las empresas de base bioldgica son nichos de mercado vy, por lo  (Philp, 2018)
tanto, requieren poca biomasa residual como materia prima, y los
procesos para la obtencion de bioproductos requieren personal con
habilidades y educacion en diferentes areas del conocimiento como
ingenieria, biotecnologia, matematicas y estadistica. Este contexto
dificulta la contratacion de personal adecuado.
El sector privado enfrenta dificultades considerables, como altos (Lokko et al.,
costos de tecnologia e infraestructura, asi como requisitos 2018)
regulatorios complejos que dificultan la operacién eficiente. La falta
de colaboracion efectiva entre sectores publico y privado también
impide la transferencia 6éptima de tecnologia, limitando el desarrollo
y la escalabilidad de estas empresas.

Sociedad civil Varios factores pueden influir en las decisiones de los agricultores  (Harri et al.,
sobre el manejo de los residuos agricolas y su uso como materia 2020)
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prima en modelos circulares, incluida la falta de acceso al crédito o
a subsidios gubernamentales para la compra de equipos o
infraestructura, la baja demanda del mercado, los precios de venta
bajos o variables. Algunos agricultores creen que quemar residuos
mejora las propiedades nutricionales y fisicas del suelo, aunque
también hay desconocimiento sobre los efectos negativos de esta

practica.
Los agricultores de mas edad se resisten al cambio debido a la falta  (Ymeri et al,,
de conocimiento sobre la estructura del mercado. No estan 2020)

dispuestos a cambiar sus practicas agricolas tradicionales. Los
agricultores con mayores niveles de educacion tienen mas
probabilidades de formar parte del mercado circular.

Academia —  No existe un enfoque de base bioldgica en las tecnologias actuales. (Laibach
investigacion  Las tecnologias con potencial para valorizar la biomasa son etal., 2019)
(I+D+i) innovaciones de nicho y requieren apoyo politico.
La gestion ineficiente y la distancia a plantas de procesamiento (Kircher,
elevan los costos. Ademas, los conflictos entre explotaciones 2014)
agricolas y plantas de bioprocesos limitan la integracién de
procesos.

1.8. Perspectivas para una bioeconomia circular basada en la biomasa residual del
banano

Las practicas actuales de gestion de los residuos generados en el sistema de produccion bananera,
como la incineracion y el vertedero, no se consideran estrategias respetuosas con el medio ambiente. La
valorizacion de esta biomasa residual y su reinsercién en el sistema productivo con un enfoque de "cierre
de circulo" es una estrategia que podria reducir la generacion de residuos y las emisiones de GEl en el
cultivo del banano, ademas de promover el desarrollo de la bioeconomia y el cumplimiento de algunos
de los ODS. El exceso de biomasa residual generada por el sistema de produccién del banano en un
modelo agroexportador y su composicion quimica en términos de contenido de celulosa, hemicelulosa y
lignina la convierten en una materia prima atractiva para acoplar la produccién de bioenergia y
bioproductos. El proceso de valorizacion econémica de estos residuos suele constar de las siguientes
etapas de transformacion: pretratamiento, hidrélisis quimica, hidrolisis enzimatica, fermentacion y
purificacion. Sin embargo, utilizar el jugo extraido de la biomasa del banano como fuente de carbono es
un proceso mas sencillo, econémico y sostenible.

En esta seccion se propone un sistema para la valorizacion de la biomasa residual de banano,
utilizando estos residuos como materia prima (entrada) para la obtencién de bioproductos y bioenergia
(salidas). La Figura 2 resume la propuesta, misma que se basa en un sistema convencional de
produccién de monocultivo de banano (Acevedo et al., 2021; Iriarte et al., 2014) y se subdivide en la
cadena de valor actual del banano de exportacién, el procesamiento de base bioldgica, y los productos

finales de base bioldgica.
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En este esquema, la biomasa residual debe pasar primero por un pretratamiento basado en un
método fisico-mecanico para aprovechar la energia producida por el proceso biobasado. A continuacion,
la biomasa pretratada pasa por un proceso de hidrélisis celulésica enzimatica, transformando los
azucares complejos en azucares fermentables simples. Estos azlucares serviran como fuente de carbono
para los procesos metabdlicos de los microorganismos. Dependiendo de las caracteristicas del
microorganismo, se establecen las condiciones para la etapa de fermentacion. Como producto de esta
etapa se pueden obtener compuestos como etanol, Polihidroxibutirato (PHB), acido lactico, metano,
nanocelulosa bacteriana, entre otros. Estos bioproductos deben purificarse mediante métodos fisicos o
quimicos antes de ser utilizados como materia prima para producir productos de base biolégica. Por
ejemplo, el etanol al 100% podria utilizarse como insumo en equipos de generacién de electricidad y
como combustible para el sector del transporte. Los biopolimeros también podrian utilizarse para producir
materiales de proteccion o envases utilizados en la cadena de valor del banano u otros sistemas de
produccién. De esta manera, se reduciria el consumo de compuestos de sintesis quimica a base de

petréleo, reduciendo la generacion de GEIl a partir del sistema de produccién bananera.
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Figura 2. Diagrama de flujo de biomasa lignocelulésica residual para una bioeconomia circular basada en la cadena de valor actual del banano de exportacién
(rectangulo superior izquierdo color olivo). En amarillo se ilustra una etapa que incluye varios procesos potenciales en el que la biomasa se emplea como fuente
de carbono y energia en un proceso de base bioldgica (fermentaciéon microbiana). Estos procesos pueden ser complementarios o alternativos, y generan diversos
productos en funcién de las condiciones de fermentacion y los microorganismos utilizados. En términos generales, los productos finales se agrupan en la etapa
sefialado por el color verde claro pueden sustituir total o parcialmente insumos de la cadena de valor del banano, u otras. Las lineas continuas, representan los
flujos actuales y reales de entrada y salida a través de las distintas etapas de produccion. Estas lineas indican los procesos y flujos que estan en funcionamiento
en la cadena de valor del banano de exportacion en la actualidad. Lineas discontinuas, sefalan los flujos de entrada y salida propuestos para procesos
potenciales, es decir, aquellos que podrian ser implementados en el futuro. Estas lineas representan la biomasa y los bioproductos involucrados en procesos de
base biolégica que son complementarios o alternativos a los existentes. T: transporte.
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Esta propuesta de nueva cadena de valor bananera considera varios aspectos conceptuales de la
bioeconomia, tales como (i) la gestién de residuos (Lokko et al., 2018), (ii) la descarbonizacién fésil
(Atinkut et al., 2020; van Zyl et al., 2011), (iii) creaciéon de nuevos sectores y cadenas (Stegmann et al.,
2020), (iv) nuevos bioproductos, y (v) aprovechamiento de biomasa residual (Muscio & Sisto, 2020). Este
esquema se basa en procesos de base bioldgica con un enfoque de biorrefineria. Permitir la produccion
de bioproductos como la bioenergia y los bioplasticos, que puedan ser utilizados como insumos en la
cadena de valor del banano u otros sectores productivos contribuyendo a la consecucion del ODS 2,
produccioén sostenible de alimentos, ODS 7 energia asequible para todos, y ODS 8, nuevas fuentes de
trabajo decente y desarrollo econémico sostenible. Ademas, el concepto de biorrefineria se asocia a la
posibilidad de cerrar ciclos productivos a través de la valorizacién de la biomasa residual de banano y
procesos innovadores, contribuyendo al ODS 9, industria e innovacion, y al ODS 12, produccion y

consumo responsables.

1.9. Limites y Posibilidades en la Valoracion de Biomasa Residual del Banano

Por otro lado, se ha dicho que a veces los enfoques circulares no consideran los limites
termodinamicos del sistema y, por lo tanto, son poco realistas (Cullen, 2017; Geissdoerfer et al., 2017;
Giampietro, 2019). Sin embargo, se reconoce que es necesario utilizar insumos externos en cada
proceso, como fertilizantes. Ademas, la energia solar y el diéxido de carbono son insumos externos para
la fotosintesis durante la produccion primaria. Se estima que es posible "cerrar el circulo" en la cadena
de valor del banano en términos de energia. Las revisiones de los analisis tecnoeconémicos muestran el
potencial de la biomasa residual del banano para la produccion de bioenergia. Sin embargo, la
produccién de envases a través de procesos de base bioldgica necesita mas investigacion. El esquema
propuesto debe tener un enfoque de biorrefineria para ser econémicamente viable.

Se necesitan mas estudios para evaluar el potencial de los residuos de banano como materia prima
para producir diferentes bioproductos que puedan sustituir o reducir el uso de productos basados en la
sintesis del petréleo. La creciente necesidad de materiales biodegradables, impulsada por empresas,
entidades gubernamentales y consumidores, refleja la urgencia de abordar el impacto ambiental
asociado al estilo de vida contemporaneo (Salazar et al., 2022; Y. Zhu et al., 2016). En este contexto, la
celulosa se posiciona como un recurso fundamental debido a su alta disponibilidad, capacidad de

renovacion y degradabilidad natural (Arfelis et al., 2023; Deepa et al., 2015).
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1.10. Celulosa vegetal y bacteriana

La celulosa es un biopolimero de alto peso molecular con unidades de glucosa unidas por enlaces
-1,4-glicosidicos (Jonas & Farah, 1998). Su férmula molecular es (CeH100s)n, donde "n" es el nimero
de unidades de glucosa enlazadas que componen la cadena polimérica. En la biomasa vegetal, la
celulosa es el principal componente de la pared celular derivado de fuentes como las plantas y la madera
(Deshmukh et al., 2021). Ademas, la sintesis de celulosa también la llevan a cabo ciertos organismos,
como las algas verdes (Valonia) y los microorganismos, incluidas especies bacterianas Gram negativas
como Acetobactery Agrobacterium (EI-Gendi et al., 2023; Gromovykh et al., 2017; Saleh et al., 2022), y
Gram positivas como Lactobacillus (Saleh et al., 2022). A este tipo de celulosa se lo conoce como
celulosa bacteriana o NBC. En particular, la especie Gram-negativa Gluconacetobacter xylinus, antes
denominada Acetobacter xylinum, es el productor mas comun de NCB (EI-Gendi et al., 2023; Portela da
Gama & Dourado, 2018).

La celulosa vegetal y la NCB presentan similitudes y diferencias en cuanto a estructura y
propiedades. Ambas son celulosas con una estructura quimica similar (Andriani et al., 2020). Sin
embargo, la NCB se caracteriza por una mayor cristalinidad y grado de polimerizacién en comparacion
con la celulosa vegetal, lo que le confiere una resistencia y elasticidad superiores (Cheng et al., 2017).
Ademas, la estructura cristalina de la NCB presenta nanoestructuras que forman una red de microfibrillas
y macrofibrillas, lo que le confiere una elevada capacidad de absorcién de agua y mejora su estabilidad
mecanica (EI-Naggar et al., 2022), también se caracteriza por una nanoestructura mas homogénea,
compuesta principalmente por alomorfos la e I (Gromovykh et al., 2017). La estructura de la NCB puede
variar en funcién de su origen y método de extraccién. Ademas, es un biopolimero puro, libre de lignina,
hemicelulosas y pectina, moléculas no degradables asociadas a la toxicidad de las celulosas vegetales
(Ul-Islam et al., 2011). Es importante sefialar que el coste de produccion de NCB suele ser mas elevado

que el del proceso de obtencion de celulosa vegetal (Kamal et al., 2022; Ross et al., 1991).

1.11. Métodos de Produccion de Celulosa

La celulosa se produce mediante dos estrategias principales: sintesis quimica o sintesis bioquimica
(fermentacién). En la sintesis quimica, la celulosa se extrae de la biomasa lignocelulésica (BL) mediante
un enfoque descendente que implica métodos mecanicos y quimicos para aislar y purificar las nanofibras
de celulosa (NFC) y los nanocristales de celulosa (NCC) (Trache et al., 2017). En este proceso, la BL se

somete a tratamientos fisicos para reducir su tamario, seguidos de un tratamiento quimico intensivo que
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incluye el despulpado y el blanqueo con hidréxido de sodio (NaOH) y sulfuro de sodio (Na2S), y una etapa
de blanqueo con diéxido de cloro (ClO2) (Mujtaba et al., 2023). Sin embargo, este método presenta retos
econdémicos y medioambientales, ya que la cristalinidad de la celulosa puede degradarse parcialmente
durante el proceso, lo que reduce el rendimiento de celulosa y conlleva una costosa recuperacién de
otros componentes presentes en la lignocelulosa, como la hemicelulosa y la lignina. Ademas, la
produccién de NFC o NCC plantea retos en términos de intensidad energética, uniformidad del producto
y uso de acidos minerales corrosivos que producen residuos acidos (Batista et al., 2023; Mujtaba et al.,
2023; Trache et al., 2017).

Por otro lado, el método de fermentacién representa un enfoque ascendente mediante el uso de
microorganismos para transformar monosacaridos en productos mas complejos, como la NCB (EI-Gendi
et al., 2023; EI-Naggar et al., 2022). En este proceso, la biomasa lignocelulésica se somete a procesos
fisicos, y/o tratamientos quimicos y biolégicos para obtener los azlcares que contiene (Akintunde et al.,
2022; Amorim et al., 2019; Andriani et al., 2020). Ciertas bacterias pueden utilizar estos azucares para
sintetizar NCB, que se produce por secrecién en la membrana externa de las células bacterianas
(Anguluri et al., 2022; Anusuya et al., 2020).

La sintesis de NCB en K. xylinus implica varios pasos criticos: la produccion del precursor uridina
difosfato glucosa (UDP-GIc), la sintesis de la cadena de celulosa, la polimerizacién y la cristalizacion. El
proceso comienza con la conversion de glucosa, obtenida de compuestos de carbono a través del ciclo
de las pentosas fosfato y el ciclo del acido tricarboxilico, en glucosa-6-fosfato. Este paso es catalizado
por la glucoquinasa, seguida por la accién de la fosfoglucosa mutasa, que transforma la glucosa-6-fosfato
en glucosa-1-fosfato (G-1-P). Posteriormente, G-1-P se convierte en UDP-Glc mediante la pirofosforilasa
UDP-GIc, un paso fundamental para la sintesis de celulosa, dado que algunas cepas mutantes
deficientes en esta enzima presentan una reduccioén en la produccién de celulosa (Amorim et al., 2019;
Cheng et al., 2017).

La celulosa sintasa, ubicada en la membrana celular, utiliza UDP-GIc para formar celulosa. La
enzima cataliza la adicién de residuos de glucopiranosa de UDP-GIc a una nueva cadena de glucano (31-
4, ahadiendo glucosa al extremo no reductor del polisacarido en formacion. Una vez sintetizada, la
cadena de glucano se polimeriza y cristaliza antes de ser exportada fuera de la célula (EI-Naggar et al.,
2022; Kamal et al., 2022). Las cadenas de glucano se sintetizan primero en la membrana interna y luego
se secretan para formar protofibrillas de tamafio nanométrico (2-4 nm). Estas protofibrillas se agregan
estrechamente para formar fibras NCB de 20-100 nm de diametro (Ross et al., 1991; X. Wang & Zhong,
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2022; Zeng et al., 2014). El diagrama esquematico se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Diagrama esquematico de la via de sintesis de celulosa bacteriana en el género
Komagataeibacter donde se muestra los principales metabolitos y enzimas involucrados en el proceso.
DHAP Dihidroxiacetona, G3P Gliceraldehido 3 fosfato, PG Fosfoglicerato, Cdi-GMP Acido diguanilico
ciclico, GK-glucoquinasa, PGM fosfoglucomutasa, PGD 6 fosfogluconato deshidrogenasa, ADH alcohol
deshidrogenasa, A aldolasa, PK Fosfoglicerato quinasa, PG Fosfoglucomutasa, LA Lactonasa y E
Enolasa. Tomado de Kumar et al., (2024).

En K. xylinus, la sintesis de celulosa esta controlada por el operén bcsABCD, que consta de cuatro
genes responsables de la produccion de celulosa. Los genes BcsA y BcsB son esenciales para la
actividad de sintesis de celulosa in vitro, mientras que BcsC y BesD estan involucrados en el
empaquetamiento y transporte de las moléculas de glucano hacia la superficie celular (X. Li et al., 2023).
Ademas, tres genes adicionales, ccpA, bcsZ y bglX, localizados en el locus BCS, desempefian roles
complementarios en la regulacion y la hidrélisis del glucano (Omadijela et al.,, 2013). El gen ccpA
(Celulosa Complementaria Proteina A) es crucial para la sintesis de celulosa y afecta la expresion de
BcsB y BesC, interactuando con BesD para organizar las cadenas de glucano en cintas cristalinas. El
operdn bes tipo | incluye genes besA y besB, a menudo fusionados y escindidos postraduccién, mientras
que el gen besD dirige la exportacion de glucanos desde el periplasma. El operén bces tipo Il contiene
genes bcsE y besG, pero carece de besD (Reiniati et al., 2017).

Entre las proteinas del operén bcs, BcsA es la mas conservada y se encuentra en la membrana
citoplasmatica con segmentos transmembrana y dominios citoplasmaticos, jugando un papel catalitico
en la sintesis de celulosa y en la unién al sustrato UDP-glucosa. BcsB, una proteina en forma de cupula
facilita la translocacién de cadenas de glucano a través de la membrana. BcsC, una proteina periplasmica

con multiples dominios organiza el complejo BCS y exporta el glucano fuera de la célula. BesD, un
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tetramero de dimeros en forma de barril, estabiliza el complejo BCS y organiza las subunidades en la
membrana plasmatica (Nascimento et al., 2021) .

El factor complementario de celulosa (CcpA), también conocido como BcsH, interactia con BcsD
en el periplasma y es esencial para la actividad de BCS (Mishra et al., 2022; Singhania et al., 2022).
Ademas, BcsZ, una proteina de dominio Unico secretada en el periplasma, participa en la reduccién de
la celulosa microfibrilar y en el empaquetamiento de fibrillas, asi como en la biosintesis de celulosa y la
codificacién de una B-1,4-glucanasa (Reiniati et al., 2017; Singhania et al., 2022).

La NCB ha ganado popularidad debido a su sencillo proceso de produccion, no toxicidad, alta
pureza, biocompatibilidad, y respetuoso con el medio ambiente (Chandana et al., 2022). Se puede
obtener NCB en la produccién de alimentos como la nata de coco (Halib & Amin, 2012; J. Zhang et al.,
2017). Ademas, esta celulosa puede ser producida a partir de diversas fuentes de biomasa mediante

estrategias mas sostenibles, como en la fermentacion del t¢ de kombucha (TK).

1.12. Produccion de Nanocelulosa Bacteriana a través de la Fermentacion de Té de
Kombucha

El TK se fermenta utilizando un cultivo simbidtico de levaduras y bacterias conocido como SCOBY
(Tefon Oztiirk et al., 2023; Yassunaka Hata et al., 2023). SCOBY es un consorcio microbiano que incluye
levaduras, bacterias del acido acético (BAA) y bacterias del acido lactico (BAL) (Dartora et al., 2023;
Pradhan et al., 2023). Este cultivo se utiliza junto con té negro o verde para preparar el TK (Dartora et al.,
2023; Kapp & Sumner, 2019). El té verde contribuye principalmente con cuatro derivados polifenélicos:
(-)-epicatequina (EC), (-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC) y (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG). Por su parte, el té negro aporta principalmente dos derivados
polifendlicos: la teaflavina y las terubiginas. Estos tés también proporcionan una fuente de nitrégeno para
la fermentacion (Costa et al., 2022; Dima et al., 2017).

Durante la preparacién del TK, la bebida fermenta durante 7 a 14 dias en condiciones estaticas,
aerdbicas y en ausencia de luz (Bhattacharya et al., 2013; Chakravorty et al., 2019). Como flujo lateral
de la fermentacion, se obtiene una biopelicula que contiene NCB, conocida como hongo del té (HT), que
se forma en la interfaz gas-liquido del recipiente (Aditiawati et al., 2023; Dartora et al., 2023; Landis et al.,
2022). El TK tiene notables propiedades nutricionales (Costa et al., 2022; Dartora et al., 2023; Laavanya
et al., 2021; Zailani & Adnan, 2022) y su consumo ha aumentado en los Ultimos afios (Bhattacharya et al.,

2013; Chakravorty et al., 2019; Costa et al., 2022).
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CAPITULO Il INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Parte de los capitulos Il a V se basan en la publicacion titulada “Bacterial Nanocellulose Derived
from Banana Leaf Extract: Yield and Variation Factors,” aceptada en la revista Resources el 27 de

noviembre de 2021.

2.1. Introduccion

El elevado costo asociado a los medios de fermentacion, que representa aproximadamente el 30%
del costo total de produccion, constituye un desafio significativo para cumplir con los estandares de
fabricacion comercial (Fernandes et al., 2020). Los medios convencionales para la fermentacion de NCB
suelen incluir soluciones complejas y costosas, como el medio de cultivo de Hestrin-Schramm (HS) y
otras formulaciones ricas en nutrientes, que contienen azucares especificos, fuentes de nitrégeno, y otros
aditivos esenciales para el crecimiento 6ptimo de las bacterias (Hestrin & Schramm, 1954; Singhania
et al., 2022).

En las ultimas décadas, la utilizacion de residuos agroindustriales para la produccion sostenible de
NCB ha emergido como una alternativa prometedora y rentable frente a estos medios convencionales
(Abol-Fotouh et al., 2020; Amorim et al., 2019; Cerrutti et al., 2016; Dima et al., 2017). Se destacan
aquellos residuos que contienen monosacaridos de 5 y 6 carbonos (Avcioglu, 2022), ademas de ser ricos
en compuestos nitrogenados que desempefan un papel crucial en la reproduccion celular y el soporte
estructural, mientras que la fuente de carbono juega un papel fundamental en estimular el crecimiento y
el metabolismo celular (Sharma et al., 2019; Yim et al., 2017). En este contexto, el jugo de raquis y la
nervadura del banano son ejemplos de recursos que poseen compuestos quimicos potencialmente utiles
en el proceso de produccion de NCB. Ver Tabla 5.

Tabla 5. Composicion quimica de la hoja y raquis de banano

Azucar Proteina Almidoén Ceniza coTt FTD? NTK3

N4 P5 H H
(%plp)  (%plp)  (%plp)  (%plp) (gkg) (gkg) (ghkg) O  CP°  Especie  Referencia

Hoja
Dwarf (Oliveira
1.15 8.30 1.10 19.40 - - - - - Cavendis et al,,
h 2007)
Musa (Mago
- - - 29.50 40.8 5.90 710 5746 69.15 paradisia et al,,
ca 2021)
(Singh
- - - 7.26 - - - 33.81 - - etal.,
2020)
Raquis
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Dwarf Oliveira

0.94 2.00 1.40 26.80 - - - - - Cavendis et al.,
h 2007)

(Florian
- 4.30 - 2850 - - - - . Gande etal,
2019)

(1) Carbono organico total (COT), (2) fésforo total disponible (FTD), (3) nitrégeno total Kjeldhal
(NTK), (4) relacion carbono - nitrogeno (C:N), (5) relacion carbono - fosforo (C:P).

Este trabajo de investigacion se centra en analizar el empleo de hojas y raquis de banano como
fuente de nutrientes para la produccién de NCB, aprovechando sus propiedades quimicas que podrian
servir como una alternativa econémica en el proceso de fabricacién de NCB. En el contexto actual, se
han realizado investigaciones sobre el uso del jugo obtenido de las hojas del banano. Chai et al., (2018)
encontraron que el jugo prensado de hoja de banano posee un alto contenido de glucosa (16.6 g/l),
utilizado posteriormente en la produccién de lipasas. Por su parte, Tan et al., (2019) emplearon jugo
extraido de hoja de banano (JEHB), el cual contiene un total de azucares del 14%, con concentraciones
especificas de glucosa (18.9 g/l), sacarosa (13.29 g/l) y fructosa (15.63 g/l), con un volumen total de 0.33
| JEHB/kg de hoja de banano y un rendimiento tedrico del 75% para la obtencion de bioetanol. Estos
resultados demuestran el potencial del jugo de la hoja de banano como fuente de carbono en el proceso
de fermentacién de diferentes microorganismos.

Por otro lado, se ha determinado que el jugo obtenido del raquis de banano contiene alcaloides,
polifenoles, flavonoides, saponinas, taninos galicos y terpenoides (Seri et al., 2022). Estos compuestos
pueden afectar negativamente el proceso de fermentacion, ya que pueden inhibir la actividad de las
levaduras debido a sus efectos toxicos y su capacidad para interferir en las células y enzimas
involucradas en el proceso fermentativo (Dubeau & Young, 1982; Ito et al., 2005).

En este sentido, el ozono (Os), un agente oxidante potente, tiene la capacidad de degradar diversos
compuestos organicos, incluidos los mencionados anteriormente (Battimelli et al., 2010; Cavka et al.,
2015; Rosen et al., 2019; Travaini et al., 2016; Vidal & Molinier, 1988). El pretratamiento con ozono es
una técnica adecuada para la mejora de la biodegradabilidad de las aguas residuales de fermentacion
de melaza, en condiciones aerdbicas, anaerdbicas y andxicas (Battimelli et al., 2010). En la industria
vinicola, se ha demostrado que el tratamiento con ozono de jugos de uva ricos en polifenoles mejora la
fermentacion alcohdlica al reducir la concentracidén de compuestos inhibidores (Mostashari et al., 2022).

El desarrollo en el campo de la NCB es de gran relevancia en la investigacion actual, dado que tiene
aplicaciones en diferentes sectores, como la medicina, la alimentacion y la cosmetologia (Abol-Fotouh et
al.,, 2020; El-Naggar et al., 2022; Portela da Gama & Dourado, 2018), se puede producir de forma
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sostenible (Chandana et al., 2022; Kamal et al., 2022) y exhibe propiedades fisicas y bioquimicas unicas
(Alves et al., 2020; Behera et al., 2022; Cerrutti et al., 2016). Sin embargo, debe purificarse porque,
durante la fermentacion, se producen melanoidinas (Aditiawati et al., 2023). Por lo tanto, el biofilm debe
someterse a un tratamiento fisico o quimico para su purificacion y posterior caracterizacion (Abol-Fotouh
et al., 2020; Sijabat et al., 2019). Los analisis realizados para la caracterizacion de NCB incluyen (i)
analisis termogravimétrico (TGA), (ii) infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y (iii) difraccion de
rayos X (XRD) (Dima et al., 2017; Gromovykh et al., 2017).

Los avances en la creacion de biomateriales y biopolimeros estan permitiendo una sustitucion
gradual de los plasticos derivados del petroleo. Esto se debe a que los biomateriales son renovables,
amigables con el medio ambiente y biodegradables, ofreciendo una alternativa sostenible a los materiales

tradicionales (Mahardika et al., 2023; Oliveira et al., 2007; Omran et al., 2021).

2.1.1. Aplicacion de la nanocelulosa bacterial y almidon termoplastico como
reemplazo parcial en material de empaque plastico

Los materiales termoplasticos son ampliamente utilizados en la industria para la fabricacién de una
amplia gama de productos. El polietileno (PE), el polipropileno (PP) y el cloruro de polivinilo (PVC)
representan casi el 60% de la producciéon europea de termoplasticos, alcanzando 57.9 millones de
toneladas en 2019, lo que supone una disminucién del 6.3% en comparacién con 2018 (PlasticsEurope,
2020)(Cazon & Vazquez, 2021). No obstante, la produccion mundial sigue en aumento, llegando a 368
millones de toneladas en 2019, un incremento del 2.5% respecto a 2018 (PlasticsEurope, 2020). Este
crecimiento tiene un impacto directo en las emisiones globales de CO2, estimadas en 850 millones de
toneladas en 2019, tanto por la produccion como por la incineracion de estos materiales (Arkin et al.,
2019). La fase de obtencion de termoplasticos puede generar mas del 50% del impacto total del producto,
seguida por el proceso de fabricacion y su transporte (Choi et al., 2018; Dormer et al., 2013). Por esta
razon, es crucial optimizar los productos fabricados con termoplasticos desde la etapa de disefio, ya que
esta fase puede determinar hasta el 80% de sus impactos ambientales (How to Do Eco, 2000).

Una estrategia eficaz para reducir la cantidad de material virgen sin comprometer la funcionalidad
del producto es la incorporacién de materiales con menor impacto, la introduccion de agentes aligerantes
o la optimizacién del producto mediante refuerzos (Fitzgerald et al., 2021; Omran et al., 2021). En este
sentido, las fibras naturales de origen vegetal y animal han sido objeto de amplia exploracion en las

ultimas dos décadas, ganando relevancia frente a sus contrapartes sintéticas debido a su
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biodegradabilidad, renovabilidad, ligereza y superiores propiedades bioquimicas y de resistencia (Dunne
et al., 2016). Especificamente, las fibras vegetales como el banano, la fibra de coco, el sisal, el yute, el
kenaf y otras mas, han sido investigadas para aplicaciones industriales (Abera et al., 2023; Alemdar &
Sain, 2008; Haroni et al., 2021). La fibra de banano, en particular, destaca debido a la extensa produccién
mundial de esta fruta (Balda et al., 2021). Un estudio realizado por (Jumaidin et al., 2021) demostré que
la incorporacién del 40% de fibra de hoja de banano (FHB) en el almidén termoplastico de yuca mejora
significativamente la resistencia, el médulo de traccién y flexién, asi como la estabilidad térmica del
material. Los analisis SEM y FT-IR confirmaron una distribucion homogénea y una fuerte interaccion
intermolecular entre las fibras y la matriz.

Sin embargo, la busqueda de alternativas a los plasticos convencionales ha llevado a numerosos
estudios a explorar opciones mas sostenibles (Alemdar & Sain, 2008; Jumaidin et al., 2021; Mohanty
etal.,, 2000; Sharma etal., 2019). En este contexto, la celulosa sigue siendo el biopolimero mas
abundante, econdémico y antiguo conocido. Este material contintia siendo objeto de extensos desarrollos
y aplicaciones en diversos campos (Mahardika et al., 2023; Sharma et al., 2019). En particular, la NCB
destaca por sus propiedades extraordinarias, diferenciadas de otros polimeros a base de polisacaridos,
lo que la hace especialmente atractiva para aplicaciones en la industria alimentaria (Cazén & Vazquez,
2021). ElI moédulo elastico de las microfibrillas individuales de NCB, medido mediante microscopia de
fuerza atdmica, es de 78 GPa, significativamente superior al de las fibras naturales, cuyo modulo elastico
es inferior a 30 GPa (Klemm et al., 2006; Mohanty et al., 2000; Sharma et al., 2019). Esta notable rigidez
refuerza el potencial de la NCB en diversas aplicaciones industriales y tecnoldgicas.

Asi mismo, el almidén termoplastico (TPS, en inglés), derivado del almidon natural mediante la
incorporacion de plastificantes y refuerzos, representa una de las alternativas mas prometedoras para
sustituir a los polimeros derivados del petréleo (Y. Zhang et al., 2014). Este material exhibe buenas
propiedades mecanicas, resistencia al agua reducida, barrera a los gases, estabilidad térmica, baja
densidad y bajo costo. Su capacidad para degradarse facilmente en el suelo lo posiciona como una
opcion ecoldgica (Guo et al., 2021; Y. Zhang et al., 2014).

El proceso implica la plastificacion de granulos de almidon mediante calor, resultando en una fase
continua viscosa de masa fundida. Esta fase puede ser procesada utilizando técnicas tradicionales como
el moldeo por inyeccion y la extrusion para obtener productos de almidén termoplastico (Ghozali et al.,
2024; Nwuzor et al., 2023). Diversos plastificantes como el glicerol, la bisformamida de etileno y la urea
han sido empleados en combinacion con almidén para la producciéon de compuestos de TPS (Abera
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et al., 2023; El-Shall et al., 2023; Nwuzor et al., 2023).

Sin embargo, el TPS presenta algunos inconvenientes que limitan su uso generalizado, como su
naturaleza hidrofilica y la baja resistencia al agua, la degradacion de propiedades mecanicas bajo
condiciones ambientales, la fragilidad en ausencia de plastificantes adecuados, y su tendencia a volverse
blando y débil con la adicién de plastificantes (Alemdar & Sain, 2008; Anjana et al., 2021; Mahardika
et al., 2023; Nwuzor et al., 2023). Para abordar estos desafios, se han realizado numerosos intentos
combinando almidén con polimeros sintéticos (Jumaidin et al., 2021; Mahardika et al., 2023; Nwuzor
et al., 2023; Yun et al., 2008). Actualmente se esta pasando de los plasticos petroquimicos a los de base
bioldgica (bioplasticos) (Bishop et al., 2021).

La optimizacion de los parametros de produccion es crucial para mejorar las propiedades del TPS.
En este sentido, la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) se ha utilizado efectivamente,
incluyendo enfoques como el Disefio Compuesto Central (DCC), el Disefio Box-Behnken y el Disefio de
Mezcla, entre otros, para optimizar multiples variables simultdneamente y minimizar el tiempo de
desarrollo (Ewulonu et al., 2020; Z. Liu et al., 2019; Oyeoka et al., 2021). Este enfoque permite obtener
resultados optimos de manera eficiente, superando las limitaciones del método experimental

convencional.

2.1.2. Optimizacion estadistica pare el proceso de obtencion de nanocelulosa
bacterial y biopelicula

El control y la optimizacién de las condiciones de produccion y los medios son fundamentales para
mejorar el rendimiento y reducir los costes de produccion (Rahman et al., 2021). Tradicionalmente, el
enfoque de una variable a la vez (OVAT, en inglés) ha sido ampliamente utilizado para optimizar la
produccion de NCB (Alemam et al., 2021). Sin embargo, debido a la intensiva mano de obra y los altos
costos asociados, ha surgido un interés creciente en el uso de disefios numéricos estadisticos como una
alternativa mas eficiente y rentable (EI-Gendi et al., 2022).

La optimizacién estadistica permite obtener datos mas precisos al considerar las interacciones entre
los parametros, facilitando la identificacion de la influencia de multiples factores sin necesidad de realizar
experimentos extensivos (Ye et al., 2019). Entre los métodos estadisticos utilizados, la MSR destaca por
su capacidad para evaluar la interaccion de diferentes parametros con un menor consumo de tiempo y
recursos (Czyrski & Sznura, 2019). Para la implementacién de MSR, es crucial seleccionar

adecuadamente el rango de los parametros, tarea facilitada por modelos estadisticos como el DCC, Box-
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Behnken, Plackett-Burman y el método de Taguchi (Aytekin et al., 2016).

Un aspecto esencial en la optimizacién estadistica es la capacidad de predecir la respuesta del
proceso basada en los valores de las variables independientes, asegurando que las ecuaciones
generadas sean estadisticamente significativas (Granato et al., 2014). Para ello, se requiere que el valor
p esté por debajo de un umbral especifico (a), y que el coeficiente de determinacion (r?) sea mayor a
0.70, explicando asi mas del 70% de la variabilidad de los datos. Ademas, se verifica la falta de ajuste
del modelo, con un valor p mayor a 0.05 (Dwivedi & Sharma, 2015; Granato et al., 2014).

El proceso de optimizacion estadistica implica tres pasos principales: primero, establecer el rango
de las variables y desarrollar la matriz de disefio y el modelo; segundo, realizar los experimentos en el
laboratorio, registrar los resultados y ajustarlos al modelo aplicado para determinar los niveles 6ptimos
que maximicen la productividad; y tercero, validar computacionalmente los resultados esperados para
asegurar la adecuacion del modelo aplicado (Anusuya et al., 2020; Czyrski & Sznura, 2019; Mufidah
et al., 2017). En la evaluacion de la precision y significancia de los resultados obtenidos mediante disefios
estadisticos, se aplican comunmente el analisis de varianza (ANOVA) y el analisis de regresion (Dwivedi
& Sharma, 2015; Garcia M et al., 2012; T.-F. Zhang et al., 2011).

Los disenos estadisticos de optimizacion permiten determinar los valores éptimos de las variables
clave para alcanzar las respuestas deseadas maximas. Entre estos disefos se incluyen el disefio Box-
Behnken (DBB) y el DCC, ambos ampliamente utilizados en la MSR propuesta por Box & Behnken,
(1960). donde los resultados de la optimizacién podrian ser analizados a través de graficos de superficie
(2 o 3 dimensionales) que representan el cambio en la respuesta (Y), de acuerdo con los parametros
aplicados (X). Los disefios de optimizacion se basan en modelos cuadraticos polinédmicos, donde también
se puede dilucidar la naturaleza de las interacciones de las variables y la implicacion de estas en el
rendimiento del proceso (Rahman et al., 2021). Para dos variables estudiadas, el modelo polinémico
cuadratico representa una reaccion de segundo orden como se observa en la ecuacién (1):

Y = A+ B;X; + ByX, + B1;X1 X, + By X2 + By X2 ))

Donde Y = respuesta del proceso, A = interseccion del modelo (representa la respuesta ajustada en
el punto central del disefio), X4, X2 = variables estudiadas, B1, B2= coeficientes lineales; B12 = coeficientes
de interaccioén cruzada; y B11, B22 = coeficientes cuadraticos no lineales.

La integracion del método OVAT con disefios estadisticos ha sido adoptada como una estrategia
efectiva para optimizar medios de cultivo. Inicialmente, el enfoque OVAT se emplea para explorar las

variables relevantes, y luego, los niveles optimos de las variables identificadas se refinan aun mas a
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través de disefios estadisticos de optimizacién (EI-Gendi et al., 2022).

La optimizacién de la producciéon de NCB mediante el disefio Box-Behnken ha demostrado ser
efectiva al identificar las condiciones éptimas de cultivo que maximizan el rendimiento. En un estudio
realizado por Farrag et al., (2019) se utilizd Gluconacetobacter hansenii ATCC 23.769 para optimizar la
produccién de NCB. Las variables analizadas incluyeron extracto de levadura, temperatura y tiempo de
incubacion. Las condiciones especificas de este estudio fueron manitol 25 g/L, extracto de levadura 13
g/L, etanol 7 mL/L, pH 7, tamafo del inéculo 7%, temperatura 26,3 °C y un tiempo de incubacion de 12
dias. Bajo estas condiciones, se obtuvo un rendimiento de 2.91 g/L durante 12 dias de fermentacion.

En otro estudio, Santoso et al., (2020) investigaron el efecto de la fructosa, peptona y pH en la
produccién de NCB utilizando Komactobacter intermedius (BCRC 910,677). Las condiciones especificas
fueron fructosa 41 g/L, peptona 38 g/L, pH 5,2 y un tiempo de incubaciéon de 6 dias. Los resultados
indicaron un rendimiento de 3.906 g/I durante 6 dias de fermentacion.

Por su parte, B. Zhu et al., (2021, pp. 6-5) emplearon Komagataeibacter intermedius 6-5 (aislado
local) en un medio residual de pera bajo condiciones de cultivo estatico a 30 °C. Las variables
optimizadas fueron la concentracidon de glucosa, la concentracién de acido citrico y la cantidad de
inoculacién, encontrdndose que las condiciones éptimas eran glucosa 3,62%, acido citrico 0,45% y
tamafo del in6culo 9,39%. Este estudio reportd un rendimiento de 11.54 g/L durante 7 dias de
fermentacion. La eleccion de las variables y su interaccién son fundamentales para la eficiencia del
proceso. Ademas, la utilizacion de medios residuales y el ajuste preciso de nutrientes y condiciones de

cultivo pueden mejorar significativamente la produccion de NCB.

2.1.3. Analisis de ciclo de vida para la produccion de nanocelulosa bacteriana y
biopeliculas a base de almidon termoplastico

El ACV, estandarizado por las normas ISO 14040:2006 y 14044:2006, permite evaluar los aspectos
ambientales y los impactos potenciales a lo largo del ciclo de vida de un producto (Chaparro-Garnica
et al., 2022; Fitzgerald et al., 2021). Entre estos impactos, se destaca la huella de carbono, que cuantifica
la contribucion de un producto al calentamiento global en términos de CO: equivalente (Fitzgerald et al.,
2021; Forte et al., 2021; Guerrero & Muinoz, 2018). Ademas, otros indicadores de impactos proporcionan
una evaluacion de impacto mas amplia (Boschiero et al., 2016; Carvalho et al., 2019; Fitzgerald et al.,
2021).

El ACV no solo facilita la evaluacién ambiental de productos (Aragao et al., 2020; Bartek et al., 2021),
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procesos (Kookos et al., 2019) y servicios (Boschiero et al., 2016), sino que también permite cuantificar
el desempefio ambiental de alternativas de ecodisefio (de Araujo e Silva et al., 2020; Polverini, 2021).

Esto incluye la evaluacién de la reduccion de impactos ambientales mediante el uso de mayor
cantidad de material reciclado (Dormer et al., 2013), la influencia del disefio de envases (Wu et al., 2013),
el tipo de materiales utilizados (Gérny et al., 2021), los efectos del transporte y la logistica (Rosmiati,
2020; Rodriguez et al., 2020a), asi como las opciones de reutilizacién y reciclaje (Agencia Europea de
Medio Ambiente Waste Recycling, 2022; Rodriguez et al., 2020b). En la Tabla 6, se incluyen algunos
estudios de ACV para la obtencién de NCB.

Tabla 6. Estudios sobre analisis de ciclo de vida en la produccién de nanocelulosa bacteriana

Unidad

Software/método . Limites del .
de evaluacién Funcional sistema Resultados Referencia
(UF)

CCalC2 1 kg de Delacunaa  Medio HS: 573 kg CO2- (Tsouko et al.,
nanocelulosa la puerta eq/uf 2023)
bacterial seco Brewer’s Spent Grain

(BSG) and Brewer’s Spent
Yeast (BSY) extracto
acuoso

BSGE:129 kg CO2-eq/UF
BSGE+BSYE: 135 kg
CO2-eq/UF

No indicado 1 kg de Escala 39 kg CO2-eq/UF (Martinez et al.,
nanocelulosa laboratorio 2023)
bacteriana

GaBi Pro ReCiPe 1 kg de Delacunaa 33,49 kg CO2-eq/UF (Forte et al.,

2016 Midpoint (H) celulosa la puerta 2021)
bacteriana
(masa seca)

ILCD 2011 1 kg de Escala 13,10 kg CO2-eq/UF (de Araudjo e

Midpoint V1.05 celulosa laboratorio Silva et al.,
bacteriana 2020)

(masa seca)

Una perspectiva desde la cuna hasta la puerta es especialmente pertinente para materiales con
diversas aplicaciones futuras, algunas aun en desarrollo completo. Los resultados del ACV desde la cuna
hasta la puerta pueden ser utilizados en estudios posteriores de ACV desde la cuna hasta la tumba,
especialmente cuando el material producido, como en este caso la NCB, forma parte de aplicaciones

futuras adicionales (Arvidsson et al., 2015).

2.1.4. Analisis tecnoeconémico
Las aplicaciones potenciales de los residuos lignocelulésicos del cultivo de banano pueden estimular
significativamente la economia en regiones como Ecuador, donde se generan mas de 400,000 toneladas

anuales (Tarrés et al.,, 2017). Estos residuos representan una valiosa fuente de recursos naturales

41



sostenibles y de alto valor, capaces de diversificar la economia local y fomentar una transicion hacia una
economia circular alineada con los objetivos globales de cambio climatico y transicion energética
(Guerrero et al., 2016; Lokko et al., 2018).

La NCB, como material natural, exhibe propiedades unicas y renovables que la hacen altamente
promisoria para diversas aplicaciones industriales (Singhania et al., 2022). Sin embargo, la produccion a
gran escala de NCB enfrenta desafios significativos debido a la limitada informacién sobre la viabilidad
del proceso (Fernandes et al., 2020; Tsouko et al., 2023). Por lo tanto, es crucial realizar un analisis
tecnoecondmico (TEA, siglas en inglés) detallado para evaluar su viabilidad econémica (Penloglou et al.,
2023).

El analisis técnico del proceso de produccion industrial de NCB incluye un riguroso levantamiento
bibliografico, balance de materiales, estimacion de recursos y optimizacién de requisitos (Behera et al.,
2022; Penloglou et al., 2023). Paralelamente, el analisis econdmico abarca la estimacion de costos
operativos y de capital, asi como el analisis de flujo de caja que considera ventas, impuestos, utilidad
bruta y neta (Duque et al., 2015; Leal Silva et al., 2022; Martinez-Ruano et al., 2018).

Behera et al., (2022) realizaron un analisis de viabilidad tecno-econdémica utilizando el software
SuperPro Designer v10 para una planta de produccién de NCB a partir de kombucha, revelando una
inversion estimada de USD 13.72 millones y costos operativos anuales de USD 3.8 millones. Este estudio
indico que los gastos asociados a instalaciones y mano de obra representaron el 89%, con un periodo
de recuperacion de 4.23 afios, un retorno de la inversion del 23.64% y una tasa interna de retorno del
16.48%.

Por otra parte, Dourado et al., (2018) evaluaron la producciéon a gran escala de NCB utilizando
melaza de desecho y un medio quimicamente definido, proyectando una inversién de USD 13 millones
para una instalacién capaz de producir 504 toneladas anuales, con costos operativos anuales de USD
7.4 millones. Segun sus hallazgos, estimaron un beneficio neto anual de USD 3.3 millones y un periodo
de recuperacion de inversion de cuatro afios.

Ademas, Sundaram et al., (2023) destacaron la viabilidad econémica del uso del medio glicerol-
sesame seed meal hydrolysate (SSM) para la produccion fermentativa de NCB, demostrando un alto
rendimiento y productividad econémicos. Reportaron un rendimiento econémico (EY) de $69.83 de NCB
por dolar de nutriente y una productividad econdémica (EP) de $6.98 de NCB por doélar de nutriente por
dia, valores superiores comparados con otros medios control, debido al aprovechamiento de compuestos
nitrogenados de biomasa residual como fuente de nitrégeno.
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Los ATEs subrayan que la produccion a gran escala de NCB demanda una considerable inversién
de capital (Kamal et al., 2022), donde la composicién del medio de cultivo juega un papel crucial. Los
costos asociados con las fuentes de carbono y nitrégeno representan aproximadamente el 30% del costo
total de produccion (Abol-Fotouh et al., 2020; Martinez et al., 2023), lo que destaca la importancia de
optimizar estos aspectos para mejorar la viabilidad econémica y la capacidad de produccién industrial de

NCB.

2.2. Objetivo general
Revalorizar los residuos lignoceluldsicos del banano para la obtenciéon de nanocelulosa bacterial:

desarrollo de empaques para uso agroindustrial y su analisis de ciclo de vida.

2.3. Objetivo especifico 1

Determinar el medio de cultivo 6ptimo de la K. xylinus utilizando como fuente de carbono los residuos

lignocelulésicos del banano, raquis y hoja, para la obtencién de la nanocelulosa bacterial.

2.4. Objetivo especifico 2

Emplear la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de empaque.

2.5. Objetivo especifico 3

Cuantificar el desempefio ambiental de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material

de empaque a lo largo de su ciclo de vida.

2.6. Objetivo especifico 4
Analizar el uso de nanocelulosa bacterial como soporte para la implementacion de la economia

circular en la cadena de valor del banano.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

3.1. Determinacion del medio de cultivo 6ptimo de la K. xylinus utilizando como

fuente de carbono los residuos lignocelulésicos del banano, raquis y hoja, para
la obtencion de la nanocelulosa bacterial.

La busqueda de alternativas sostenibles y eficientes para la produccién de nanocelulosa bacteriana
ha impulsado el interés en el uso de residuos lignocelulésicos, particularmente aquellos derivados del
banano, como fuentes de carbono. Entre estos, el raquis y la hoja de banano representan materiales
abundantes y subutilizados que podrian proporcionar una solucién viable y econémica para la
fermentacion de Komagataeibacter. Esta seccion se enfoca en la optimizacion del medio de cultivo para
la produccién de NCB utilizando estos residuos lignoceluldsicos. La Figura 4 ilustra las etapas clave del
procedimiento experimental mediante un diagrama de proceso.

| Materia prima/Reactivos

Proceso/Etapa Producto

Inéculo
madre N Identificacion (1;3)

Camellia Infusion de té

. X — —  Esterilizacion (3)
sinensis : verde

L4 v

Hoja de
banano

Jugo de nervadura
de banano

Nanocelulosa
Bacterial (6)

Medio de cultivo
(4)

—» Esterilizacion (3) Escalado (5) f >

Raquis de
banano

o Jugo de raquis de

*  Esterilizacion
banano

{—#» Ozonizacion (2;3)

‘Control
‘e Glucosa

Peptona

Medio Hestrin-

Nanocelulosa

Fosfato disédico
Acido citrico

. :
i® Extracto de levadura
.
.

Schramm (HS)

Bacterial (6)

Figura 4. Diagrama de proceso del objetivo especifico 1. Las etapas numeradas describen los
procedimientos realizados para cumplir este objetivo especifico: (1) Identificacion de las especies
microbianas mediante métodos bioquimicos y secuenciacién de nueva generacién (NGS) del genoma
microbiano; (2) Evaluacion del impacto de la ozonizacion del jugo de raquis de banano en la produccion
de nanocelulosa bacteriana; (3) Caracterizacion fisicoquimica del jugo de hoja de banano, el indculo
madre, la infusion de té verde y el jugo de raquis de banano; (4) Optimizacién del medio de cultivo
mediante el método de Box-Behnken; (5) Parametros fisicoquimicos y del rendimiento en la produccion
de nanocelulosa bacteriana en un medio optimizado, escalado a 20 litros, y (6) Caracterizacion
fisicoquimica de la nanocelulosa bacteriana mediante microscopia electrénica de barrido (SEM),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA) y
difraccion de rayos X (XRD).

A continuacion, se describen en detalle los materiales y métodos empleados para llevar a cabo cada
una de estas etapas, proporcionando una base sélida para la reproduccion y verificacion de los resultados

obtenidos.
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3.1.1. Recoleccioén y preparacion de muestras vegetales

Las hojas y raquis de banano, junto con bananos de rechazo, se recolectaron de una plantacién de
cultivo organico del subgrupo Cavendish (Musa acuminata) ubicada en el recinto Tres Postes
(—1.983744822954974, -79.6114196251947), en la provincia de Guayas, Ecuador, segun el Sistema de
Posicionamiento Global (GPS). Se seleccionaron treinta hojas y raquis de banano, procurando elegir
muestras sin sintomas de necrosis, clorosis o perforaciones de insectos, y en el caso de las hojas,
completamente expandidas desde la tercera capa desde la parte superior en plantas en la etapa de
cosecha. Las muestras fueron codificadas y transportadas en bolsas plasticas al laboratorio. Ademas, se
recolectaron 5 kg de bananos de rechazo en grados de madurez 1 a 3, utilizando la escala de Von
Loesecke (Céspedes et al., 2011; Souza et al., 2024).

Las hojas y raquis se lavaron con abundante agua y esponjas para eliminar el polvo, materia
organica y residuos, y luego se dejaron secar al sol durante dos horas para su posterior procesamiento.
Para obtener el jugo de las hojas y raquis, se pasaron tres veces por un molino denominado "trapiche",
compuesto por tres rodillos que presionan las muestras, similar al equipo utilizado para extraer jugo de
cafa de azucar. Entre cada submuestra, el trapiche se lavé con abundante agua corriente para evitar la
contaminacion cruzada. El jugo extraido se recolecté en vasos de precipitados de 2,000 mL, se etiquetd
y se almacend a 4 °C, siguiendo la metodologia descrita por Fiallos-Cardenas et al., (2021).

Las muestras de jugo se centrifugaron a 3,500 RPM durante 35 minutos a -4 °C, utilizando una
centrifuga (Thermo Scientific Sorvall ST 16R, Dreieich, Alemania). Los jugos obtenidos se pasteurizaron
por separado a 121 °C durante 15 minutos y se almacenaron en frascos de vidrio ambar a 4 °C para su
analisis posterior. En cuanto a los bananos de rechazo, se utilizé Unicamente la cascara para la
preparacion del polvo de cascara de banano. Primero, las cascaras se lavaron y se secaron en una estufa
a 50 °C hasta alcanzar un peso constante. Posteriormente, se trituraron para obtener el polvo. El polvo
de cascara de banano obtenido se almacend en fundas plasticas con cierre hermético, y estas fundas se
guardaron en un secador con silica gel para su preservacion.

La hoja de té verde (Camellia sinensis) utilizada en esta investigacion se adquirié de una empresa
local de procesamiento de té y se preparé mediante métodos convencionales. El té verde se preparo
sumergiendo bolsas de té en agua destilada calentada a 95 °C, utilizando una proporcion de 10 g de

hojas de té verde por litro. La infusidon se removi6 durante 5 minutos, después de lo cual se retiraron las
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bolsas y se mantuvo a 37 °C en un bafo de agua (NTT-20S; Eyela, Tokio, Japén) hasta su uso, segun
la metodologia de Dager-Lopez et al., (2024). Al finalizar esta esta se tenian los jugos de hojas (JHB) y
de raquis (JRB) de banano, asi como una infusiéon de té para la formulacion de diversos medios de

fermentacion y analisis posteriores.

3.1.2. Analisis de identificacion mediante métodos bioquimicos y secuenciacion de
nueva generacion (NGS)

Se recolectaron 50 mL del cultivo madre de SCOBY, obtenido de un cultivo mantenido en
condiciones controladas en la Universidad Estatal de Milagro, conforme a las metodologias descritas por
(Zailani & Adnan, 2022). El cultivo fue centrifugado a 4 °C a 3000 rpm durante 20 minutos. Los
sobrenadantes se descartaron y los granulos obtenidos se utilizaron para la extraccion de ADN. Los
granulos se resuspendieron en 1 mL de solucién tampon de lisis y el ADN total se extrajo utilizando el kit
comercial ZymoBIOMICS DNA Kits a base de columnas (Zymo Research Corporation, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y calidad del ADN extraido se evaluaron
mediante el indice DO260nm/OD280nm (1,8-2,0) usando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, EE. UU.) y electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La secuenciacion de alto rendimiento se llevé a cabo en la plataforma lllumina MiSeq (San Diego,
CA, EE. UU.) proporcionada por Majorbio Bio-Pharm Technology Co., Ltd. (Shanghai, China). Para cada
muestra, el ADN se fragment6 en fragmentos de aproximadamente 600 pb utilizando un ultrasonido M220
Focused (Covaris Inc., EE. UU.). Las librerias se equilibraron en concentraciéon en un pool final de todas
las muestras. Los archivos Fastq fueron sometidos a un proceso de control de calidad y filtrado para
garantizar la correcta clasificacion taxonémica. Para la clasificacion taxondémica, se utilizé un algoritmo
de alto rendimiento de la base de datos de CosmosID, conocido por su alta precision en la identificacion
de microorganismos en muestras metagendmicas. Al finalizar se realizaron analisis clasicos de riqueza
y abundancia del complejo de especies presentes en el inéculo usado en todos los experimentos de esta
tesis.

Conociendo la prevalencia de K. xylinus como productor de NCB, se aislaron las colonias
individuales a partir de los granulos obtenidos tras la centrifugacion inicial descrita previamente en este
acapite. Las colonias fueron seleccionadas presumiblemente en base a su color, siendo blancas
transparentes al disolver el CaCO3 del agar Acetobacter Acetigenes Bacteria (AAB). Posteriormente, las

colonias aisladas fueron cultivadas y purificadas en medio HS (Hestrin-Schramm) especifico para el
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género Komagataeibacter, que contiene glucosa (20gl"), peptona (5gl'), extracto de levadura (5gl"),
fosfato dipotasico (2.7gl™") y acido citrico (2.7gl™") (Hestrin & Schramm, 1954). Los cultivo fueron
incubados durante 48 h (30 °C, en condiciones aerdbicas). Las colonias aisladas y purificadas se
sometieron a una serie de pruebas bioquimicas para la caracterizaciéon de las capacidades funcionales
de la especie (X. Liu et al., 2023; Mishra et al., 2022).

La tincién de Gram se realizé para determinar la naturaleza de la pared celular de las bacterias. La
produccién de catalasa se evalu6é colocando una gota de peréxido de hidrégeno sobre las colonias y
observando la formacién de burbujas. La prueba de oxidasa se llevé a cabo utilizando discos de oxidasa
impregnados con reactivo tetrametil-p-fenilendiamina. La produccién de indol se evalu6 cultivando las
bacterias en un medio que contiene triptéfano y posteriormente afiadiendo reactivo de Kovac para
observar el desarrollo de un anillo rojo en la parte superior del medio (Mishra et al., 2022; B. Zhu et al.,
2021).

Para evaluar el crecimiento en presencia de acido acético al 0.35% (pH 3.5), las colonias se
inocularon en medio HS ajustado con acido acético. Asimismo, el crecimiento con etanol al 3% (v/v) en
presencia de acido acético al 5% se evalué mediante la adicion de los compuestos mencionados al medio
de cultivo. La necesidad de acido aceético para el crecimiento se determiné cultivando las bacterias en
medio HS con y sin acido acético. El crecimiento en presencia exclusiva de acido acético, etanol y glucosa
se evalué inoculando las bacterias en un medio minimo suplementado con estos compuestos. La
capacidad de utilizar etanol como fuente de carbono se evalué mediante el crecimiento en medio HS
modificado con etanol como unica fuente de carbono.

Finalmente, la producciéon de celulosa se determiné cultivando las colonias en medio HS y
observando la formacion de una pelicula de celulosa en la superficie del medio tras la incubacion.
Caracterizacion fisicoquimica de diferentes fuentes de carbono y energia (jugo de nervadura de banano,

la infusion de té verde y el jugo de raquis de banano) y del in6culo madre.

3.1.3. Caracterizacion Fisicoquimica y Evaluacion de la Capacidad Antioxidante de
Infusiones de Té Verde, Jugo de Hoja y Raquis de Banano, e Inéculo Madre

Se llevaron a cabo analisis detallados para caracterizar las propiedades fisicoquimicas y evaluar la
capacidad antioxidante de diversas muestras, incluyendo infusiones de té verde, jugo de hoja de banano
(JHB), jugo de raquis de banano (JRB) y el inéculo madre. La densidad de las soluciones se determiné

utilizando un picnémetro a 25 °C. Las mediciones de acidez se realizaron utilizando un medidor de pH
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digital (APERA Instruments, LLC-PC60, USA, Columbus, OH, USA), previamente calibrado a valores de
pH de 4.0 y 7.0. La concentracion de sdélidos solubles totales (°Brix) en el JHB a 25 + 2 °C se evalud
utilizando un refractometro digital (Atago Co., Ltd., Tokio, Japdn). Para analizar los azlucares reductores
se empled el método del acido 3,5-dinitrosalicilico, cuantificando la concentracién de azucares reductores
mediante la curva estandar de D-glucosa (Miller, 2002). La conductividad eléctrica se determiné utilizando
un multimetro portatil (HACH-HQ40D, Loveland, CO, EE. UU.).

El perfil cromatico se evalué mediante el sistema CIELAB, que implicé la medicién de tres
parametros: L*, a* y b*. El parametro L* refleja la luminosidad (que va de O para el negro a 100 para el
blanco), mientras que a* y b* indican variaciones cromaticas entre tonos verde/rojo y azul/amarillo,
respectivamente. Para estas mediciones se empled un colorimetro de sobremesa Konica Minolta CR5
(Tokio, Japén).

Para evaluar la capacidad antioxidante, se realizé el ensayo de barrido de radicales DPPH con
adaptaciones menores (X. Liu et al., 2023). Se preparé una mezcla de 100 pL de la muestray 1,9 mL de
una solucién de radicales DPPH diluida en metanol en una proporcién de 1:1. Después de 30 min a
temperatura ambiente y en la oscuridad (23-26 °C), se evalud la capacidad de eliminacion de radicales
libres midiendo la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresaron como porcentajes medios de
inhibicién y se realizaron por triplicado para garantizar la fiabilidad de los datos.

Estos analisis proporcionan informacion critica sobre las propiedades fisicoquimicas de los medios
utilizados y su impacto potencial en la produccion y calidad de NCB. Los datos obtenidos de los jugos de
raquis y hoja de banano y otros medios contribuyen a una comprension mas profunda del proceso de

produccién de NCB y son fundamentales para su aplicaciéon en bioplasticos y otros productos industriales.

3.1.4. Evaluacion del impacto de la ozonizacion del jugo de raquis de banano en la
produccion de nanocelulosa bacteriana

En esta seccidn, se detalla la metodologia utilizada para evaluar el impacto de la ozonizacion del
jugo de raquis de banano en la produccién de NCB. El proceso incluyé un cribado exhaustivo del jugo de
raquis, en combinacion con la infusién de té verde, para optimizar la produccion de NCB. Este cribado
se refiere a la evaluacion sistematica y detallada de diferentes condiciones de ozonizacién para identificar
las mas efectivas en la mejora de la produccion de NCB.

El JRB fue ozonizado durante distintos tiempos (0, 5, 20, y 30 minutos) utilizando un generador de

ozono (OzonePlus™, Brazil). El ozono fue producido ajustando el tiempo de reaccién del pretratamiento,
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manteniendo constante la concentracion de ozono en el rango de 600-615 mg/h. El pretratamiento se
llevé a cabo a temperatura ambiente (30 £ 2 °C) y presidén atmosférica (aprox. 1,02 atm). Para cada
combinacidon de concentracién y tiempo de ozonizacién, se prepararon muestras independientes.
Posteriormente, cada muestra de jugo de raquis ozonizado se mezcl6 con la infusién de té verde y 10%
de vinagre madres en proporciones de 25%, 50% y 75%. Se realizaron un total de 9 combinaciones para
cada tiempo de ozonizacion, resultando en un total de 60 muestras diferentes por cada tiempo de
evaluacion. Se evaluaron los cambios en pH, turbidez, °Brix y rendimiento en la produccion de NCB
durante 7 dias. Las muestras fueron incubadas bajo condiciones controladas de temperatura (30°C) y
humedad, garantizando asi la reproducibilidad y consistencia de los resultados obtenidos.

La ozonizacion del JRB es una etapa crucial para la produccion de NCB, ya que el ozono actua
como un agente oxidante que puede modificar las propiedades fisicoquimicas del jugo (Mostashari et al.,
2022). Este proceso tiene el potencial de mejorar la calidad del medio de cultivo al descomponer
compuestos indeseables y aumentar la disponibilidad de nutrientes esenciales para los microorganismos
productores de NCB. La ozonizacion puede influir en la viscosidad, la concentracién de sélidos solubles

y otros parametros importantes que afectan la eficiencia de la fermentacion.

3.1.5. Optimizacion de la produccion de NCB utilizando el método de Box-Behnken a
escala 0.1 litros

Basandose en estudios previos, se identificaron tres variables independientes que podrian influir en
el rendimiento de la nanocelulosa bacteriana (NCB): i) la fuente de carbono ( jugo de raquis y hojas de
banano); ii) la concentracion de esta fuente de carbono; vy iii) el tiempo de fermentacion (Dager-Lopez
et al., 2024; Fiallos-Cardenas et al., 2021). La composicién de los medios fue la siguiente X de jugo, Y
de té verde, y 10% de inoculo madre de SCOBY obtenido de la fuente descrita previamente. En estos
experimentos se trabajo a escala 0.10 litros.

Para optimizar estos parametros, se aplicé un disefio de optimizacion de superficie de respuesta
utilizando el software Rstudio (version 4.0.3) con el disefio de Box Behnken (BBD). Se llevaron a cabo
un total de 20 experimentos factoriales BBD para explorar los efectos individuales y sinérgicos de las tres
variables. Cada variable fue evaluada en tres niveles (-1, 0, +1), donde 0 representé el punto central y
+1 y -1 indicaron valores altos y bajos, respectivamente. La respuesta evaluada (Y) fue el rendimiento
de NCB, medido como peso seco después del proceso de liofilizacion, utilizando las siguientes variables

independientes (X): X1 = composicioén de jugo de nervadura de banano, %p/p (JHB), X2 = jugo de raquis
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de banano, %p/p (JRB), X3 = tiempo de fermentacion (dias).

Los datos experimentales se ajustaron mediante regresiéon a un polinomio cuadratico predictivo
utilizando un algoritmo de optimizacion no lineal. Se generaron graficos 3D para visualizar las
interacciones entre las variables significativas y sus valores 6ptimos.

La produccion de NCB se registré como peso seco después del proceso de liofilizacién. Para ello,
las peliculas de nanocelulosa humedas obtenidas se lavaron con NaOH 0.4 M a 80°C, seguido de un
enjuague con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados. Es importante destacar que todas las
muestras para estos experimentos fueron obtenidas del mismo lote de SCOBY. De este lote Unico, se
prepararon tres frascos independientes para cada tipo de medio y concentracion, lo que garantiza que
las variaciones observadas en los resultados se deben a las condiciones experimentales y no a
diferencias entre lotes de SCOBY.

Las peliculas de NCB purificadas se liofilizaron a -80 °C durante 24 horas y se pesaron (Dager-
Lopez et al., 2024; Fiallos-Cardenas et al., 2021; Segal et al., 1959). Finalmente, se analizaron los
rendimientos de la produccion de peliculas de NCB, liofilizadas a -80 °C y 0.008 mmHg durante 24 horas,
utilizando un equipo Biosafer-10D (Biosafer Biotechnology Co., Ltd, Nanjing, Jiangsu, China). Los
rendimientos se calcularon conforme a la ecuacion (2):

_Wa
V(S, = Sf)

Donde W(d es la masa de NCB producida (g), V es el volumen de reaccion (), So es la concentracion

Rendimiento BNC % = X 100% 2)

inicial de sustrato en el medio (g/l) y Sf es la concentracion final de sustrato en el medio (g/l).

3.1.6. Determinacion de los parametros fisicoquimicos y del rendimiento en la
produccion de NCB en un medio optimizado a escala 10 |

Los valores éptimos obtenidos previamente se utilizaron para escalar el proceso de produccién a 10
litro de medio en condiciones estaticas a 30 °C. Se evalué el pH, la turbidez y el rendimiento de NCB en
base seca en varios momentos (0, 4, 7 y 14 dias), siguiendo la metodologia descrita por Dager-Lépez

et al., (2024)

3.1.7. Caracterizacion estructural (microscopia electronica de barrido, SEM) y
fisicoquimica (espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, FTIR;
analisis termogravimétrico, TGA; y difraccion de rayos X, XRD) de la NCB

Microscopia electronica de barrido (SEM): Después de la fase de fermentacion, la
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NCB se sometié a un tratamiento con NaOH y agua destilada, seguido de un proceso de
secado mediante liofilizaciéon a -80 °C utilizando el sistema FreeZone de 4,5 L (Labconco,
Kansas City, MO, EE. UU.). Posteriormente, se realizd6 un analisis estructural de la NCB
utilizando un microscopio electrénico de barrido FEI Inspect S SEM (FEI Company, Hillsboro,
OR, EE.UU.). Durante la preparacion de las imagenes SEM, la NCB seca se fijo y se recubrio
con una fina capa de nanoparticulas de oro. Las observaciones se realizaron con un aumento
de 10.000x y una tensién de aceleracién de 14,5 kV.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): La estructura quimica
de la NCB seca se determiné mediante FTIR. Los espectros se registraron utilizando la
técnica de reflectancia total atenuada (ATR) en un espectrémetro Spectrum GX (PerkinElmer,
Waltham, MA, EE. UU.) en el rango de 4000 a 500 cm-1. Se acumularon un total de 32
espectros con una resolucion de 4 cm-1. Los datos espectrales se normalizaron y se
sometieron a correcciones de fondo y de referencia. Posteriormente, se generaron
representaciones graficas utilizando el software OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EE. UU.).

Analisis termogravimétrico (TGA): La estabilidad térmica de la NCB se determiné
mediante la realizacion de TGA utilizando un Q-600 de TA Instruments con un analizador
térmico DTA simultaneo. Las muestras de NCB se pesaron y se colocaron en una bandeja
con un rango de peso de 2 a 5 mg. Las muestras se calentaron con nitrégeno de 25 °C a
1000 °C a una velocidad de calentamiento constante de 10 °C/min.

Difraccion de rayos X (XRD): La NCB seca se molié hasta convertirlo en polvo para el
analisis de difraccion de rayos X. La muestra se analizé con radiacion Cu-Ka filtrada con
niquel (a = 0,15418 nm). Los mapas de difraccidon se registraron a temperatura ambiente
utilizando un difractémetro de rayos X PANalytical X'Pert, operando a 45 kV y 40 mA. El rango
de 20 fue de 5 a 80°, con una velocidad de escaneo de 0,01°/s. El indice de cristalinidad (Crl)
de la NCB se determiné mediante la técnica de Segal et al., (1959), como se muestra en la
ecuacion (3).

Loo — 1
Cri(%) = U200 = lam) 100% 3)
1200

Donde, Crl representa el indice de cristalinidad, /am representa la intensidad de difraccién minima

en torno a 206 = 18°, e 1200 es la intensidad de difraccion maxima de (002) difraccién de red en torno a
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20 = 22,6° (Mago et al., 2021).

3.2. Empleo de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de
empaque.

El desarrollo de materiales de empaque sostenibles ha cobrado una relevancia significativa en la
industria, debido a la creciente preocupacion por el impacto ambiental de los polimeros convencionales.
En este contexto, la NCB ha emergido como un material prometedor debido a sus propiedades
mecanicas excepcionales y su biodegradabilidad. Este estudio tiene como objetivo especifico emplear la
NCB como un reemplazo parcial en la fabricacion de peliculas bioplasticas, evaluando su efectividad y
desempefio como componente en estos materiales de empaque. La Figura 5 presenta un diagrama de
proceso detallando las etapas principales y los analisis realizados en cada una de ellas.

Materia prima/Reactivos Proceso/Etapa Producto

Céscara de : Polvo de cascara
banano de banano (1)

.{Almiddn de cascara | N Almidén

de banano (2) modificado
Pelicula

¥ Bio-plastico (3,4) > Optimizada
Bio-plastico

Nanocelulosa
bacterial

. Peliculas de .
" polietileno de baja —; Trituracion
. densidad :

v

Figura 5. Diagrama de proceso para objetivo especifico 2. Las etapas numeradas indican los analisis
realizados: (1) analisis proximal de la cascara de banano; (2) caracterizacién del almidén extraido de la
cascara de banano; (3) disefio de mezclas para la obtencion de peliculas de polietileno de baja densidad
(PEBD), almidén de cascara de banano (ACB) y nanocelulosa bacterial; y (4) evaluacion de las
propiedades mecanicas de la pelicula compuesta PEBD-ACB-NCB optimizada.

A continuacion, se detallan los materiales y métodos utilizados en cada etapa del proceso,
proporcionando una base metodolégica soélida para la replicacion y validacién de los resultados

obtenidos.

3.2.1. Materiales y reactivos
Los almidones de maiz y yuca se obtuvieron de proveedores comerciales reconocidos, mientras que
los reactivos utilizados, incluyendo acido sulfurico, hidroxido de sodio, yodo, glicerol, etanol, amilosa y

yoduro de potasio, fueron adquiridos de la marca Sigma Aldrich.

3.2.2. Analisis proximal de la cascara de banano
El anadlisis proximal se realizd siguiendo los métodos estandar de la AOAC International
(anteriormente conocida como la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales de los Estados Unidos), tal
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como se describe en Helrich, (1990). Se determinaron diversos parametros, entre ellos el contenido de
humedad, proteina cruda, grasa bruta, fibra cruda, cenizas totales y extracto libre de nitrogeno
(carbohidratos). Se realizo un triplicado para cada parametro con el objetivo de garantizar la precision de

los resultados.

Determinacion del contenido de humedad

Se depositaron dos gramos de muestras frescas en un crisol previamente secado y pesado. Las
muestras fueron sometidas a un proceso de secado por combustién en un horno a una temperatura
constante de 105 °C hasta alcanzar un peso constante. Posteriormente, tras retirar las muestras del
horno, se permitié que se enfriaran durante 60 minutos en un desecador antes de proceder a su pesaje
nuevamente.

El contenido de humedad se determind mediante el calculo basado en la ecuacion (4), que describe
la pérdida de peso de la muestra original y se expresé como un porcentaje.

W, — (W, — W,
Contenido de humedad (%) = % % 100 4)
1

Donde WO0= peso del crisol; W1=Peso de la muestra fresca (2g); y W2= peso del crisol y la muestra

seca.

Determinacion de proteina en base seca

Para determinar el contenido de proteina en base seca, se empled un analizador Kjeldahl para medir
el contenido total de nitrégeno en la muestra. Este valor se convirtié en proteina bruta utilizando el factor
6,25, basado en la suposicion de que la proteina media contiene aproximadamente un 16% de nitrégeno.
Esta técnica analitica se divide en tres etapas fundamentales: (i) digestion, (ii) destilacion y (iii) titulacion.
Para cada ensayo, se utilizd6 una muestra de 1,0 g. El contenido de proteinas en la muestra, expresado
en base seca, se calcula mediante la ecuacion (5).

(ViN; — V,N,) — (V3N; — V,N,)
m(100 — H)

P (%) = (14.0)(F) )

Donde P= contenido de proteinas en porcentaje de masa; V1= volumen de la solucion 0.1N H2SOa4,
empleado para recoger el destilado de la muestra, en cm?; N1= normalidad de la solucion de acido
sulfurico; V2= volumen de la solucion 0.1N de NaOH, empleado en la titulacion, en cm?3; N2= normalidad
de la solucién de NaOH; V3= volumen de la solucion 0.1N H2SO4, empleado para recoger el destilado del
ensayo en blanco, en cm?; V4= volumen de la solucién 0.1 N NaOH, empleado en la titulacion del ensayo

en blanco, en cm? m= masa de la muestra en gramos; H= porcentaje de humedad en la muestra; y F=
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factor para convertir el nitrégeno a proteinas (F=6.25).
Determinacion de lipidos

Para determinar el contenido de lipido crudo, se utilizé la técnica de extraccion Soxhlet con éter de
petréleo. Se tomaron 1,0 g de la muestra, los cuales se colocaron en dedales previamente pesados y se
cubrieron con un fajo de algodén. Un vaso de extraccion Soxhlet fue pesado y se le anadieron 100 mL
de éter de petrdleo por muestra. El proceso de extraccion incluyd varios pasos: la muestra se hirvid
durante 20 minutos, se enjuagé durante 35 minutos, se recuperd durante 10 minutos y se secé durante
5 minutos. Posteriormente, el vaso de extraccion se retird y se colocé en un horno a 105 °C durante 60
minutos para el secado. Después de este tiempo, el vaso se enfrié en desecadores. El contenido de
lipidos crudos se determiné pesando nuevamente el vaso de extraccién, y el resultado se calculd

utilizando la ecuacion (6).

, [ W3 — Wy
Contenido de lipidos crudo (%) = — % 100 (6)
2

Donde w1= peso del contenedor; w2= peso de la muestra; y w3=lipidos y peso del contenedor.

Determinacion total de cenizas

El crisol de porcelana se sec6 en un horno a 105 °C durante 60 minutos y, posteriormente, se dejé
enfriar en un desecador antes de ser pesado. Se colocé 1,0 g de la muestra en el crisol, que luego se
introdujo en un horno de mufla ajustado a 550 °C y se dejo durante la noche. Tras la incineracion, la
muestra se retird del horno, se enfrié en un desecador y se pesé nuevamente. El contenido total de

cenizas se calculd utilizando la ecuacion (7).

Wy — Wy
—x1
—— X 00 ™

1

Contenido de ceniza (%) =

Donde w0=peso del crisol; wi1=peso de la muestra; y w2=peso de la muestra de crisol y cenizas.

Determinacion de fibra bruta

Muestras secas y desgrasadas de 1,0 g se pesaron por triplicado en crisoles filtrantes limpios y
previamente pesados. Los crisoles con las muestras se transfirieron a una unidad de extraccién en
caliente, donde se digirieron durante 30 minutos con 150 mL de una solucion compuesta de acido
sulfurico al 12,5% y 0,25 mL de octanol. Después de 30 minutos, se apago el condensador y se dejo
enfriar la solucién. La solucion acida se filtré y se lavd con agua destilada caliente mediante succion.

Posteriormente, las muestras se digirieron durante otros 30 minutos con 150 mL de una solucion

alcalina (hidroxido de sodio al 12,5%) y 0,25 mL de octanol para disolver la materia soluble en alcali de
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las muestras. Los crisoles de porcelana, junto con el residuo final, se secaron a 105 °C en un horno
durante 60 minutos, se enfriaron en un desecador y luego se pesaron. La incineracion del residuo se
realizd en un horno de mufla precalentado a 550 °C durante 180 minutos. El porcentaje de contenido de

fibra bruta se calcul6 utilizando la ecuacion (8).

w, —w.
Fibra cruda (%) = — >

X 100 (8)
1

Donde w1=peso de la muestra; w2=crisol con peso residual; y w3=crisol vacio con peso residual de

cenizas.

Determinacion del extracto libre de nitrogeno

El extracto libre de nitrogeno (hidratos de carbono) se determiné utilizando la ecuacion
(9).

Extracto libre de Nitrégeno =100— (H+ P+ L+ F + C) ©))

Donde H= porcentaje de humedad; P= porcentaje de proteina; L= porcentaje de lipidos;

F= porcentaje de fibra bruta, y C= porcentaje de cenizas.

3.2.3. Caracterizacion del almidon extraido de la cascara de banano

Para extraer almidén de la cdscara de banano, se siguio el siguiente procedimiento. Se tomé 15 g
de cascara de banano finamente pulverizada y se mezclé con 100 mL de etanol como disolvente. Esta
mezcla se agité durante 2 minutos y se dejo reposar en un agitador a temperatura ambiente durante 16
horas. Posteriormente, se filtraron las mezclas utilizando papel de filtro Whatman n°® 1, recolectando los
residuos filtrados para su posterior extraccion de almidén. El filtrado resultante se centrifugé a 6000 rpm
durante 10 minutos para eliminar los microrresiduos. Los extractos claros obtenidos se filtraron
nuevamente con una membrana de 0,45 uym y se concentraron utilizando un evaporador rotativo.
Finalmente, los extractos secos de cascara de banano obtenidos con etanol se almacenaron a -20 °C
para su analisis futuro.

Para la extraccién del almidon, se preparé una mezcla de polvo de cascara de banano y agua en
una proporcion de 1:5 (p/p), la cual se remojé a 30 °C durante 3 horas y luego se licué durante 5 minutos.
Esta mezcla se tamiz6 a través de un tamiz de malla 60 para separar el filtrado del residuo. El residuo
recolectado se mezcl6é con 50 mL de etanol al 70% durante 5 minutos y se filtr6 nuevamente para separar
el residuo. Los filtrados recolectados se centrifugaron a 11.000 rpm durante 15 minutos en la centrifuga

(Thermo Scientific, EE. UU.). El sobrenadante se decanté y el precipitado resultante se mezclé con 100
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ml de agua, filtrandose dos veces con una malla de 200 y papel de filtro Whatman (tamarfio de poro de
2,5 ymy n°5). Ademas, se lavd consecutivamente con una solucién de hidréxido de sodio 0,1 My agua
desionizada.

Finalmente, el residuo filtrado se secd en un liofilizador (Labconco, EE. UU.) y el almidén seco se
almacend a -5 °C para su analisis posterior. Para determinar el rendimiento en la obtencion de almidon
a partir de la cascara de banano se utilizé la ecuacion (10).

o Masa de almidén extraido (g)
Rendimiento (%) = — x 100 (10)
Masa de muestra original (g)

Se evaluaron las propiedades quimicas del almidén de cascara de banano, almidén de maiz y
almidén de yuca, que seran utilizados para la obtencién de bioplasticos. Los almidones de maiz y de
yuca fueron adquiridos de una marca comercial. Las propiedades analizadas incluyen el pH, presencia

de almiddn, el contenido de humedad, el contenido de cenizas, y el contenido de amilosa.
Medicion del pH

Se mezclaron cinco gramos de muestra de almidén con 25 ml de agua destilada libre de CO2 durante
1 minuto, y se dejaron reposar durante 15 minutos. Posteriormente, se midio el pH de la mezcla utilizando
un medidor de pH digital (APERA Instruments, LLC-PC60, Columbus, OH, USA), previamente calibrado

con soluciones de pH 4.0y 7.0.

Determinacion de presencia de almidon en las muestras

Para la deteccion de almidones mediante la prueba de Lugol, se siguio el siguiente procedimiento.
Inicialmente, se pesaron 5 gramos de la muestra de almidén y se depositaron en un vaso de precipitados
limpio. Posteriormente, se afiadieron 50 ml de agua destilada a la muestra y se agité vigorosamente
hasta lograr una suspensiéon homogénea.

La solucion de Lugol se preparé disolviendo 1 gramo de yodo y 2 gramos de yoduro de potasio en
100 ml de agua destilada. Seguidamente, se agregaron 2-3 gotas de la solucién de Lugol preparada a la
suspension de almidén. Se agité cuidadosamente la mezcla para garantizar una distribuciéon uniforme de
la soluciéon de Lugol. La aparicidon de un color violeta azulado en la mezcla indica la presencia de almidén

en la muestra, ya que el yodo forma un complejo de color intenso con la amilosa presente en el almidon.

Contenido de humedad

Se tomaron tres gramos de almidén y se colocaron en un crisol, el cual se introdujo en un horno a

una temperatura constante de 105 °C, donde se secaron durante 24 horas hasta alcanzar un peso
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constante. Posteriormente, se llevé a cabo la determinacion del contenido de humedad en el almidon
seco, manteniendo la muestra en el horno con control termostatico a 105 °C durante el mismo periodo
de tiempo. El peso seco de cada muestra se registré utilizando una balanza de precision. Se establecio
como criterio que el contenido de humedad del almidon debia ser inferior al 20%. Para calcular este

contenido, se utilizé la ecuacion (11).

. Peso inicial — Peso final
Contenido de humedad (%) = —— x 100 (1)
Peso inicial

Determinacion de contenido de cenizas

Se procedié a calentar una muestra de 5 gramos de almidén a una temperatura de 550 °C, lo que
provoco la descomposicion y evaporacion del compuesto organico y sus derivados, resultando en la
formacion de residuos de compuestos organicos y elementos minerales. Se establecié como criterio que
el contenido de cenizas debia ser inferior al 1%. La determinacién del contenido de cenizas se llevé a

cabo mediante la aplicacion de la ecuacion (12).

. . Wy — Wy
Contenido de cenizas (%) = > x 100 (12)
1

Donde wo= peso del crisol; ws= peso inicial; y w2=peso de la ceniza y crisol

Determinacion del contenido de amilosa y amilopectina

Se dispersaron 100 miligramos de amilosa en 1 mL de etanol absoluto, al que se le afiadieron 9 mL
de NaOH 1 M. La solucién se sometio a calentamiento en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos
con agitacién constante para obtener una solucién clara; luego, se ajusté el volumen total a 100 mL con
agua destilada para obtener la solucion madre.

Para generar los espectros de absorcion, se afadieron 4 mL de la solucién madre de amilosa o 2.6
mL de la solucién madre de amilopectina a 30 mL de agua destilada, y se ajustoé el pH a 3.6 utilizando
HCI 0.5 M. Posteriormente, se agrego 0.5 mL de solucion de yodo-yoduro de potasio (I12-Kl) (2 g/L 12, 20
g/L Kl), y el volumen total se ajusté a 50 mL con agua destilada. La solucion de reaccién se mezcld y se
dej6é a temperatura ambiente durante 30 minutos, tras lo cual se escaned utilizando un espectrofotometro
a longitudes de onda de 600 nm.

Para obtener la curva estandar de amilosa, la solucion madre de amilosa se diluyé para obtener

soluciones de reaccion con concentraciones finales de 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 yg/mL, 40 pg/mL, 50
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pg/mL, 60 pg/mL y 70 pg/mL, respectivamente. Basandose en esta curva de calibraciéon estandar de

amilosa, se determind el valor maximo de amilosa presente en los almidones de cascara de banano,

maiz y yuca, utilizando la ecuacion (13). El contenido de amilopectina se determind mediante la ecuacion

(14). La cantidad de amilosa y amilopectina presentes en el almidén afecta las propiedades mecanicas

del polimero de almidon, siendo el almidén con alto contenido de amilosa mas rigido y duro que el almidén

con alto contenido de amilopectina debido a sus estructuras comparativamente menos ramificadas.
Contenido de amilosa (%) = 3.06 X abosrbancia X 20 (13)

Contenido de amilopectina (%) = 100 — Contenido de amilosa (%) (14)

3.2.4. Optimizacion mediante diseno de mezcla simplex centroide para la produccion
de biopolimeros modificados con NCB

La metodologia de superficie de respuesta empled un disefio experimental de mezcla simplex-
centroide para formular el medio. Este método se selecciond por su capacidad para manejar multiples
componentes en un sistema de mezcla y evaluar sus interacciones de manera eficiente (Dias et al.,
2014). A diferencia del disefio de Box-Behnken, utilizado anteriormente para explorar variables
independientes en un rango mas amplio, el disefio de mezcla simplex-centroide es particularmente
adecuado para sistemas donde la combinacion de ingredientes es fundamental (Jiao et al., 2018).

Este disefio considera 29 — 1 combinaciones de mezclas, donde q representa el numero de
componentes del sistema, a saber, NCB, PEBD y almidén de cascara de banano (ACB). Los factores
representan la fraccién de cada materia prima en la mezcla, variando de 0 a 1 sin restricciones en el
espacio de disefio. En este contexto, el espacio factible para un experimento de mezcla de tres
componentes se representa como un simplex, configurado geométricamente como un triangulo. Cada
mezcla en estudio varia segun su ubicacién dentro de esta regién, siendo los vértices del simplex
representativos de mezclas puras compuestas al 100% de un solo ingrediente (Neves et al., 2022;
Rodrigues et al., 2019).

El modelo matematico empleado se define segun la ecuacion (15):

q q
Y= Z P+ Z - Bixix + Z Bi23X1X2X3 (15)
1<i=q 1<i<j=q

Donde Y denota la variable dependiente resistencia a la traccién, y X1, X2 y X3 corresponden a las
variables independientes NCB, PEBD y ACB, respectivamente. Ver Tabla 7. La idoneidad del modelo se
evalué mediante indicadores como R? ajustado, R? y valor p. La modelizacion y optimizacién se llevaron
a cabo utilizando el software RStudio (versién 4.0.3) con el apoyo de la libreria MIXEXP (Lawson &
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Willden, 2016).

Tabla 7. Variables y sus niveles para el disefio simplex centroide (DSC).

. Niveles
Variables 0 0.33 0.5 1
X1: Nanocelulosa bacterial (%p/p) 5 23,33 32,5 60
X2: Almidon de cascara de banano (%p/p) 5 23,33 32,5 60
X3: Polietileno de Baja Densidad (%p/p) 5 23,33 32,5 60

%pl/p: Porcentaje peso/peso

La formulacion restante tiene la siguiente composicion constante: 27,50% de glicerina, utilizada
como plastificante. Los plastificantes mejoran las caracteristicas de procesamiento de los compuestos y
proporcionan adaptabilidad al producto final. El glicerol, un biopolimero basico también conocido como
glicerina o alcohol de azucar, es inodoro € incoloro (Abera et al., 2023). Cuando las peliculas contienen
menos del 20% de glicerol, es mas probable que sean fragiles y pueden exhibir una textura y apariencia
desiguales (Dou et al., 2016). 1% de acido acético, empleado como conservante. El acido acético ayuda
a mantener alteradas las moléculas del almidén incluso después del calentamiento y actia como
disolvente del almidon (Kiran V et al., 2022; Samer et al., 2022). 1% de acido estearico, que sirve como
agente de lubricacion y estabilizador. El acido estearico mejora la dispersion de los componentes, facilita
el proceso de extrusion, proporciona estabilidad térmica y aumenta la resistencia a la humedad (Y. Zhang
et al., 2014). 0,50% de agua, utilizada como medio de dispersion para asegurar la integracion homogénea
de los componentes. El agua facilita la gelatinizacion del almiddn y optimiza las propiedades mecanicas
y estructurales del bioplastico (Kiran V et al., 2022).

La mezcla ternaria de NCB, PEBD y ACB, junto con el resto de los compuestos, se procesoé en un
redmetro de par Brabender® Plastograph® EC (Brabender GmbH & Co. KG, Alemania) de doble tornillo
con un torque de 60 rev/min, a una temperatura inicial de 60°C durante 5 minutos, seguida de una
temperatura de 120°C durante 10 minutos. Las muestras se dejaron enfriar y luego se tomaron 30 g de
la muestra, que fueron prensados a 1500 psi durante 3 minutos y luego a 2000 psi durante 3 minutos a
una temperatura constante de 110°C.

Previa a cada prueba de resistencia a la traccion, las muestras se acondicionaron durante 48 horas
a una temperatura de 25°C, siguiendo el método de ensayo estandar (ISO 2418:2005 y ISO 2419:2005
para Muestreo y Acondicionamiento). Posteriormente, las muestras destinadas a la prueba de resistencia
a la traccién se prepararon conforme a los estandares establecidos para laminas plasticas delgadas,
segun ASTM D882. Para la medicién de la resistencia a la traccion, se empled una célula de carga de 1

kN con una velocidad de desplazamiento de mordaza de 50 mm/min. Se procedid a cortar tiras de pelicula
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con dimensiones uniformes de ancho y grosor (10 mm x 50 mm) a partir de la lamina plastica preparada.
La resistencia a la traccion se determiné utilizando la ecuacion (16):

Fuerza (N)
Area (anchura x espesor) (mm?)

Resistencia a la traccién (MPa) = (16)

3.2.5. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas del bioplastico optimizado
FTIR: Los cambios quimicos en la muestra de PEBD-TPSB-NCB optimizada fueron analizados

mediante espectroscopia FTIR utilizando un espectrometro PerkinElmer Spectrum One (PerkinElmer
Inc., Washington, EE. UU.) equipado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). Los
espectros se registraron antes y después del proceso de degradacién plastica mixta, empleando una
resolucion espectral de 4 cm™, y adquiriendo 20 exploraciones por espectro en el rango de 4000-400
cm-—1, y aire como fondo a temperatura ambiente.

TGA: La estabilidad térmica del PEBD y del bioplastico se determind mediante la realizacién de

TGA utilizando un Q-600 de TA Instruments con un analizador térmico DTA simultaneo. Las muestras de
PEBD vy bioplastico se pesaron y se colocaron en una bandeja con un rango de peso de 2 a 5 mg. Las
muestras se calentaron con nitrégeno de 25 °C a 1000 °C a una velocidad de calentamiento constante

de 10 °C/min.

SEM: La morfologia de las peliculas plasticas mixtas se analizé mediante imagenes SEM obtenidas

utilizando un Tescan Mira XMU (Tescan™, Brno, Republica Checa) en modo de electrones
retrodispersados para el analisis de superficies, con una tensién de aceleraciéon de 9 kV. Antes del
analisis, las muestras analizadas se colocaron en trozos de aluminio individuales y se pulverizaron con
una fina capa de oro utilizando una pulverizacién catédica Baltec SCD 005 durante 110 s al vacio a 0,1

mbar.

3.3. Cuantificacion del desempeiio ambiental de la nanocelulosa bacterial como
reemplazo parcial de material de empaque a lo largo de su ciclo de vida.

La Norma Internacional ISO 14040:2006 utilizada para este trabajo especifica las cuatro fases que
componen un ACV tipico, comenzando con la definicidon del objetivo y alcance, seguido de un analisis de
inventario, continuando con la evaluacién de impacto, y terminando con la interpretacion de los resultados

(ISO, 2006).

3.3.1. Objetivo y alcance
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Unidad funcional

En este ACV, la unidad funcional se define como 1 kg de pelicula plastica. El objetivo es cuantificar
la huella de carbono de una pelicula plastica en tres escenarios distintos:

Escenario A: Pelicula de polietileno de baja densidad (PEBD) 100% origen fosil.

Escenarios B: Pelicula plastica a base de nanocelulosa bacterial, almidén de cascara de banano y
PEBD (sin aprovechamiento del bagazo residual).

Escenario C: Pelicula plastica a base de nanocelulosa bacterial, almidon de cascara de banano y
PEBD (con aprovechamiento del bagazo residual).

3.3.2. Analisis del inventario de ciclo de vida

Se detallan los procesos involucrados en la preparacion y produccion de los materiales plasticos
para cada escenario. En los Escenarios B y C, se utilizaron datos obtenidos de la optimizacién del medio
de cultivo mediante el disefio Box-Behnken (Objetivo Especifico 1). El inéculo se prepard en un
fermentador de semillas durante 14 dias a 30°C, y posteriormente se transfiri6 a una unidad de
fermentacion estatica para facilitar la formacion de la biopelicula de NCB.

El caldo liquido, que contiene azucares, bacterias prebidticas y levaduras osmdfilas, se separé en
la corriente superior de la unidad de fermentacion estatica y puede comercializarse como analogo al té
Kombucha, una bebida saludable que estimula el metabolismo digestivo y aumenta la inmunidad (Dima
et al., 2017; Kapp & Sumner, 2019; Pradhan et al., 2023). La biopelicula de celulosa formada se pasé a
un filtro de banda y se blanqued con una soluciéon de hidréxido de sodio 0.4 M para eliminar los azlcares
residuales, las células microbianas y otros contaminantes. Posteriormente, la biopelicula de celulosa se
seco en un secador de bandejas a 60°C y se extruy6 en forma de filamento, el cual puede comercializarse
directamente (Fiallos-Cardenas et al., 2021; Rodrigues et al., 2019).

Para la formulacion de la pelicula plastica de base bioldgica, se utilizaron los resultados del disefio
Simplex-Centroide (Objetivo Especifico 2). A continuacion, se describen los detalles de cada escenario:
Escenario A: Pelicula de PEBD 100% origen fésil

El PEBD de origen fésil se ha modelado utilizando el inventario de Ecoinvent, (Ecoinvent, 2020), con
ajustes especificos en la fuente energética, adaptando los datos originales a las condiciones de Ecuador
(Ramirez et al., 2020). Este escenario sirve como referencia para evaluar la huella de carbono del

polimero biolégico frente a su contraparte fosil.

Escenario B: Pelicula optimizada con nanocelulosa bacterial, almidon de cascara de
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banano y PEBD (Sin aprovechamiento del bagazo residual)

En el presente estudio, se han modelado especificamente varios procesos, mientras que otros se
han tomado del inventario de Ecoinvent (Ecoinvent, 2020), con las adaptaciones necesarias para las
condiciones de Ecuador. A continuacion, se detallan los procesos modelados en este trabajo de
investigacion:

Entre los procesos modelados se incluye la produccion de JHB, que abarca el lavado, trituracion,
clarificacion y filtrado de hojas de banano. Ademas, se ha modelado la produccién del medio de
fermentacion, que consiste en la preparacion de una infusion de té verde, su mezcla con JHB vy la
posterior pasteurizacion.

Otro proceso modelado es la produccion de NCB impura, que incluye la fermentacion estatica, la
separacion del caldo liquido y la obtencién de la biopelicula. La purificacién de la NCB, que implica el
lavado, secado y blanqueo con hidroxido de sodio, también ha sido modelada, asi como la produccion
de 1 kg de NCB pura.

Adicionalmente, se ha modelado la produccién de la bebida fermentada analoga al té de kombucha,
que incluye el embotellado en botellas de vidrio. Finalmente, se ha abordado la produccién de ACB, que
comprende la extraccion, purificacion y secado del almidon.

Los detalles cuantificados de estos procesos se presentan en el apéndice F, y la representacion del

flujo del proceso con el limite del sistema se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Escenario B. Biorrefineria para la produccion de nanocelulosa bacterial, almidén de cascara de
banano, bebida fermentada analoga al t¢ de kombucha, sin aprovechamiento del bagazo residual.
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Por otro lado, se han utilizado datos del inventario de Ecoinvent (Ecoinvent, 2020) para la produccion
de PEBD de origen fésil, adaptando estos datos a las condiciones energéticas de Ecuador (Ramirez
et al., 2020). Adicionalmente, se han tomado datos bibliograficos para la huella de carbono de Camellia
sinensis (Khanali et al., 2017).

Escenario C: Pelicula optimizada con nanocelulosa bacterial, almidon de cascara de
banano y PEBD (Con aprovechamiento del bagazo residual)

En este escenario, se han modelado siete etapas clave: (i) Obtencion del JHB, que comprende
lavado, trituracion, clarificacion vy filtrado de las hojas; (ii) Preparaciéon del Medio de Fermentacioén, que
implica la preparaciéon de una infusion de té verde mezclada con JHB, seguida de la pasteurizacion del
medio; (i) Purificacién de la NCB, que incluye el lavado y secado de la celulosa; (iv) Produccion de ACB,
desde la extraccién hasta la purificacion y secado del almidén; (v) Empacado de la Bebida Fermentada,
que abarca el embotellado de la bebida analoga al t&¢ Kombucha en vidrio; (vi) Empacado de la Fibra
Vegetal del Banano, que incluye el triturado, secado, peletizado y empaque de la fibra. Los detalles
cuantificados de estos procesos son los mismos que en el escenario B, con la diferencia que se aumenta
el modelado de la etapa (vi) y la aplicacién de un método de asignacion fisica en el proceso (i). La Figura

7 ilustra el flujo del proceso.
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Figura 7. Escenario C. Biorrefineria para la produccién de nanocelulosa bacterial, almidén de cascara de
banano, bebida fermentada analoga al t¢ de kombucha, con aprovechamiento del bagazo residual

Las fibras naturales pueden ser un sucedaneo adecuado con las fibras sintéticas (Jumaidin et al.,

2021; ONU, 2023). Las fibras naturales se utilizan en diferentes formas en compuestos de polimeros
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reforzados con fibra, como continuos, orientados al azar y como esteras de tela tejida (Alavudeen et al.,
2015; Mohamed et al., 2022). Se ha demostrado que las propiedades fisicas y mecanicas de tableros a
base de fibra de hoja de banano son superiores a las de tableros de fibra de densidad media (MDF)
comercial. Este tipo de tableros cumplen con las normativas y pueden ser una buena fuente de materia
prima para las industrias de MDF (Rashid et al., 2014). Se espera que el mercado de compuestos de
fibras naturales crezca de 4.438,83 millones de délares en 2022 a 6.910,46 millones de dolares en 2028;
Se estima que registrara una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 7,7% de 2022 a 2028
(The Insight Partners, 2022). Se empleo datos del inventario de Ecoinvent (Ecoinvent, 2020) ajustados

para Ecuador (Ramirez et al., 2020).

3.3.3. Evaluacion de impacto de ciclo de vida

El analisis de impacto se llevd a cabo utilizando el método Recipe Midpoint (H) V1.13, uno de los
métodos predominantes en estudios actuales de ACV (Aliakbarian et al., 2024; Deng et al., 2013;
Oleksiak & Poloczek, 2024). La categoria evaluada fue el potencial de calentamiento global (GWP100),
debido a que el cambio climatico es uno de los mayores retos ambientales contemporaneos. Este
enfoque es esencial para cuantificar el impacto climatico de los bioplasticos en comparaciéon con
materiales tradicionales, dado que el calentamiento global tiene repercusiones globales significativas. La
descarbonizacién se ha convertido en una necesidad imperiosa para mitigar el cambio climatico. En este
contexto, la biomasa emerge como una alternativa prometedora para diversos sectores industriales,
incluyendo la produccién de plasticos (Amin et al., 2019; Bishop et al., 2021; Zuraida et al., 2012)

El analisis de inventario y la evaluaciéon de impactos se llevaron a cabo utilizando el software

OpenLCA (Ciroth, 2007), asegurando una evaluacién precisa del impacto ambiental.
3.3.4. Interpretacion de resultados

Para que el polimero de base bioldgica sea considerado adecuado desde una perspectiva de cambio
climatico, debe demostrar una huella de carbono inferior en comparacién con su contraparte de origen
fosil.
3.4. Analisis del uso de la nanocelulosa bacterial como soporte para Ila

implementacion de la economia circular en la cadena de valor del banano en
un contexto de bioeconomia circular

3.4.1. Descripcion de la simulacion del proceso

La via del proceso que involucra la formacion de bioplastico de base bioldgica, fibra vegetal y una
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bebida analoga al té de kombucha se simulé como un proceso de siete etapas para estudiar la economia
involucrada, utilizando BioSteam (REF) con los precios base del afio 2022.

Inicialmente, el proceso consistié en la obtenciéon del JHB y su mezcla con té verde para la
preparacion del medio de fermentacién. La biomasa obtenida como bagazo se puede comercializar como
fibra vegetal, proporcionando una fuente adicional de ingresos econdmicos. La preparacion del indculo
se realiz6 en unidades fermentadoras de semillas con un volumen maximo de 250 litros y un volumen de
trabajo de 182 litros.

Para satisfacer la demanda de produccién segun el caudal, la fermentacion de la kombucha se llevd
a cabo a 30°C en diez reactores estaticos en modo escalonado, cada uno con un rendimiento nominal
de 1546 kg/h, promoviendo asi la propagacién de la biopelicula. La etapa de fermentacion constituye el
principal cuello de botella del proceso, ocupando el tiempo maximo por lote en comparaciéon con otros
equipos del proceso. Para optimizar el rendimiento, se simuld el proceso particular en modo escalonado.
Se supone que el sistema funciona las 24 horas del dia en un ciclo continuo de 24 horas, con un lote de
fermentacion iniciado y otro completado diariamente, teniendo un tiempo total de procesamiento de 14
dias. Dourado et al., (2018) también informaron de reactores similares operados en sala limpia en modo
escalonado para la producciéon de NCB.

La salida del fermentador estatico se dirige a las unidades de procesamiento posteriores, que operan
de manera continua. El caldo de fermentaciéon de la unidad de fermentacion estatica se puede
comercializar como un analogo al té de kombucha, proporcionando una fuente secundaria de ingresos
economicos.

La unidad de fermentacion estatica implica una serie de reacciones basadas en el metabolismo
inherente del SCOBY para convertir el azlicar (sacarosa) en celulosa y otros subproductos, como se

describe en las Ecuaciones (17) a (20).

Ce¢H1,05(Sacarosa) + H,0 — C¢Hy,04(Glucosa) + CgHy,0(Fructosa) a7
CeH15,04(Glucosa) + CoH, 5 04(Fructosa) — (CgHqo0s), (Celulosa) (18)
Ce¢H1,04(Glucosa) —» CO,(Dioxido de carbono) + C,Hs0,(Etanol) (19)
C,Hs;0,(Etanol) + 0, » CH;COO0H (4cido acético) + H,0 (20)

La NCB se procesa con un caudal volumétrico de 1 L/h y un rendimiento nominal de 7,58 kg/h para
facilitar el blanqueo mediante tratamiento con NaOH 0,4 M. La NCB blanqueada resultante se seca a 60
°C en un secador de bandejas con un volumen de 1140 L, bandejas con una superficie de 5 m? y una

distancia vertical de 20 cm entre cada bandeja. La biopelicula seca de NCB, junto con PEBD y ACB, se
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pasa al dispositivo de extrusién, que cuenta con un diametro de tornillo de 0,91 cm y una profundidad de
dosificacion de 6 mm, para formar filamentos de bioplastico.
3.4.2. Evaluacion econémica

Los datos iniciales, que incluyen desde los costos de las materias primas hasta la cinética de
reaccion, establecen la base para simular la cantidad necesaria de equipos. Se detallan las unidades de
cada equipo, el material utilizado, el tamano y los costos de capital correspondientes a cada etapa del
proceso de simulacion del disefo. Los costos totales de capital comprenden el capital fijo directo, el
capital circulante y los costos de puesta en marcha. El capital fijo directo abarca el costo del equipo, su
instalacién, tuberias, suministro eléctrico, mejoras en las instalaciones y otros gastos auxiliares. Los
factores de calculo se han establecido conforme a los estandares predeterminados (Behera et al., 2022).

Por otro lado, los costos operativos totales se derivan de la suma de los costos de materias primas,
mano de obra, gastos de instalacién y servicios publicos, incluyendo el costo de la electricidad
consumida. Entre las materias primas figuran la mezcla de té (0,6 US$/kg) e hidroxido de sodio (0,38
US$/kg). En cuanto a los ingresos, estos se dividen en tres flujos principales: filamentos a base de
celulosa de kombucha (la principal fuente de ingresos), bebida analoga al t¢ de kombucha como flujo
secundario y fibra vegetal de banano sin tratar. Se estima que la bebida de kombucha se comercializa a
8,70 US$/kg (Mohd Ariff et al., 2023), mientras que los filamentos a base de celulosa de kombucha se
venden a 1,63 US$/kg (Behera et al., 2022; Penloglou et al., 2023), y la fibra de banano en formato de
pellet tiene un precio aproximado de 4 US$/kg (Balda et al., 2021; Fiberight, 2022; IMPADESA, 2016;
Instituto Textil Nacional AC, 2019).

Para evaluar la rentabilidad del proceso simulado, se analizan parametros como el precio minimo
de venta, los costos unitarios de produccion, la utilidad bruta, la utilidad neta, el Valor Actual Neto (VAN),
la Tasa Interna de Retorno (TIR), el periodo de recuperacién y el Retorno de la Inversion (ROI) mediante
un analisis de flujo de caja. Estos parametros se calculan considerando un tiempo operativo de 330 dias,
una carga tributaria del 40%, una inflacion del 4% y una tasa de interés del 7% (Penloglou et al., 2023).
3.4.3. Supuestos y limitaciones del modelo

Se planificé que toda la instalacién operaria durante 330 dias al afio, destinando los dias restantes
al mantenimiento de la planta. Se asumié que el bioproceso seguiria el enfoque del Analisis de Peligros
y Puntos Criticos de Control (HACCP) durante la fermentacion de la kombucha, segun Behera et al.,

(2022). Con un periodo de retencion por lote de 14 dias, se pueden ejecutar aproximadamente 23 lotes
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anuales. La utilidad neta del proceso se calculé considerando un 40% de impuestos, después de deducir

los costos operativos de los ingresos totales.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion del medio de cultivo éptimo de la K. xylinus utilizando como
fuente de carbono los residuos lignocelulésicos del banano, raquis y hoja, para
la obtencion de la nanocelulosa bacterial.

4.1.1. Ildentificacion mediante métodos bioquimicos y secuenciacion de nueva
generacion (NGS)

El analisis metagendmico del in6culo madre revel6 una comunidad microbiana diversa, destacando
Komagataeibacter xylinus con una abundancia relativa significativa del 70.86% (Figura 8). Esta especie
es reconocida por su capacidad para producir celulosa bacteriana, esencial en la estructura del SCOBY
y la formacion de biofilms. Otras especies identificadas, aunque en menor abundancia, incluyeron (K.
hansei, y K. intermedius) aunque en menor abundancias La alta prevalencia de K. xylinus, junto con un
76.27% de coincidencias unicas y un 72.30% de coincidencias totales, confirma su papel crucial en el

consorcio microbiano.
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Figura 8. Abundancia unificada de especies de bacterias y hongos a partir del consorcio microbiano (SCOBY) usado
como indculo para la obtencion de nanocelulosa bacterial.

También se detectaron especies del género Gluconacetobacter, como Gluconacetobacter sp.
SXCC-1y Gluconobacter sp. AC10, conocidas por su capacidad para oxidar azlcares y producir acidos
organicos, influenciando potencialmente el pH del medio de cultivo.

En el reino Fungi, se observaron tres especies: Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces
anomalus y Pichia kudriavzevii. Brettanomyces bruxellensis fue especialmente prominente,

representando el 25.76% de la abundancia relativa, lo cual sugiere su contribuciéon a la produccién de
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compuestos aromaticos y complejidad sensorial del té fermentado. La presencia de estos hongos
también puede influir en la dinamica de competencia microbiana y en la supresiéon de microorganismos
indeseables.

Vale destacar que B. bruxellensis mostré una abundancia alta (25%), desde la perspectiva ecoldgica
significa que existe algun tipo de relacién mutuamente benedficiosa entre ellos (Kilmanoglu et al., 2024)

Resultados similares fueron reportados por de Oliveira Duarte et al., (2024) quienes encontraron
que el analisis taxondmico del SCOBY reveld la presencia de microorganismos pertenecientes a los
reinos Fungi y Bacteria, incluyendo las familias Saccharomycetaceae y Acetobacteraceae. Entre las
levaduras, se identificaron B. bruxellensis (47.23%), Candida ethanolica (52.76%) y B. anomalus (0.01%).
Ademas de estas levaduras, se detectaron otras bacterias en cantidades menores, como Lactobacillus
nagelii, Oenococcus oeni, Alkalihalobacillus clausii y Komagataeibacter hansenii, asi como otras
bacterias no identificadas (0.07%). Asimismo, se ha determinado que la kombucha contiene diversas
bacterias, destacando Komagataeibacter xylinus, que representa un 93.38%, ademas de Bacillus
coagulans y Lactobacillus nagelii (Hooi et al., 2023).

Es importante aclarar que, en este trabajo de investigacion, el SCOBY se utiliza exclusivamente
como inéculo para la producciéon de NCB. La estabilidad del SCOBY, que se refiere a su capacidad para
mantener una comunidad microbiana equilibrada y productiva, es crucial para garantizar la produccién
constante y eficiente de NCB. Sin embargo, la estabilidad del SCOBY no debe confundirse con la
estabilidad de la NCB, ya que esta ultima se refiere a las propiedades fisicas y quimicas del bioplastico
resultante. La inclusién del analisis metagenémico del SCOBY proporciona una base cientifica para
entender y optimizar el proceso de produccién de NCB, asegurando que las condiciones microbianas
sean adecuadas para obtener un material de alta calidad.

La ausencia de virus, protistas y fagos en las muestras analizadas indica un ambiente controlado y
estable, enfocado en bacterias y hongos beneficiosos para la fermentacion. La coexistencia de bacterias
productoras de celulosa como K. xylinus y hongos como B. bruxellensis es fundamental para la estructura
y mantenimiento del SCOBY, asi como para la calidad final del té fermentado (Scapin et al., 2017). El

arbol filogenético se muestra en la Figura 9.
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luconobacter sp. AC10
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Komaaataeibacter hansenii ATCC 23769

Pichia kudriavzevii str.
EBre?tlanomyces anomalus str. CBS 7654
Brettanomyces bruxellensis

Figura 9. Arbol filogenético de las especies

La seleccién de bacterias del inoculo se determiné en base a la formacion de colonias blancas
transparentes (Komagataeibacter xylinus) al disolver el CaCO3 en agar acido acéticas (AAB). La
caracterizacion bioquimica de Komagataeibacter xylinus (anteriormente conocido como Acetobacter
xylinum y Gluconacetobacter xylinus) es fundamental para confirmar su identidad y comprender sus
capacidades funcionales. A continuacion, se presenta un analisis detallado de los resultados obtenidos,
basado en los ensayos de caracterizacion descritos en la Tabla 8.

En primer lugar, se confirma que K. xylinus es una bacteria Gram-negativa, un rasgo comun entre
las bacterias acéticas que influye en las caracteristicas estructurales de su célula, particularmente en la
composicion de la pared celular, que es delgada y contiene una capa de peptidoglicano rodeada por una
membrana externa (Du et al., 2018; Lee et al., 2024).

La produccién de catalasa es positiva, indicando la presencia de la enzima catalasa, la cual
descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno (Alemam et al., 2021). Este rasgo es distintivo
de muchas bacterias aerdbicas y facultativamente anaerébicas, permitiéndoles sobrevivir en entornos
donde el perdxido de hidrogeno es un subproducto del metabolismo oxidativo (B. Zhu et al., 2021). En
contraste, la prueba de oxidasa resultd negativa, lo que es congruente con la biologia del género
Komagataeibacter, que carece de la enzima citocromo ¢ oxidasa. La ausencia de actividad oxidasa es
un indicador crucial para diferenciar este microorganismo de otros que si poseen esta enzima (Anguluri
et al.,, 2022).

Ademas, la bacteria no produce indol, como se confirmé con un resultado negativo en esta prueba.
La capacidad de producir indol, derivado de la descomposicion del aminoacido triptéfano, no es tipica de
esta especie, distinguiéndola de otros microorganismos que poseen la enzima triptofanasa (S.-P. Lin
et al., 2016). Por otro lado, el crecimiento en presencia de acido acético al 0,35% y pH 3,5 demuestra su
capacidad para tolerar ambientes acidos, una caracteristica adaptativa esencial para bacterias acéticas
que frecuentemente habitan en entornos fermentativos donde los acidos organicos son prevalentes

(Machado et al., 2018; Zailani & Adnan, 2022).
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El crecimiento positivo bajo la condicién de etanol al 3% en presencia de acido acético al 5% refleja
su potencial para metabolizar el etanol y tolerar altos niveles de acido acético, lo cual es significativo en
su aplicacion industrial en la produccion de celulosa bacteriana (Du et al., 2018; Neves et al., 2022). Sin
embargo, el hecho de que no requiera estrictamente acido acético para su crecimiento indica una
versatilidad metabdlica que le permite desarrollarse en medios sin la necesidad de este compuesto, lo
cual puede ser ventajoso en diversas condiciones de cultivo (Abol-Fotouh et al., 2020; Akintunde et al.,
2022).

La capacidad de K. xylinus para utilizar etanol como fuente de carbono refuerza su habilidad para
metabolizar este compuesto, lo cual es beneficioso para procesos industriales donde el etanol es un
subproducto disponible (Rahman et al., 2021; Santoso et al., 2020). Finalmente, la producciéon de
celulosa es uno de sus rasgos mas significativos, confirmada con un resultado positivo (X. Liu et al.,
2023; Ye et al., 2019).

Esta caracteristica destaca a K. xylinus en el campo de la biotecnologia por su aplicaciéon en
materiales compuestos, medicina y como biomaterial sostenible.

Tabla 8 Ensayos de Caracterizacion bioquimica para la identificacién de K. xylinus

e s . (Lee et al.,
Ensayos de caracterizacion K. xylinus 2024)

Reaccion la Tincion de Gram - -
Actividad Produccioén de catalasa + +
Actividad Oxidasa - -
Produccion de indol - -
Crecimiento en presencia de acido acético al 0,35% (pH 3,5) + +
Crecimiento con etanol al 3% (v/v) en presencia de acido + +
acético al 5%

Requerimiento de acido acético para el crecimiento - -
Crecimiento del etanol de origen carbonico + +
Produccion de celulosa + +

4.1.2. Evaluacion del impacto de la ozonizacién del jugo de raquis de banano en la
produccion de nanocelulosa bacteriana

El ozono (O3) es un fuerte agente oxidante (EO = 2,07 V, 25 °C) que se puede generar facilmente a
partir de oxigeno in situ y a demanda (Rosen et al., 2019, 2021; Travaini et al., 2016). Se puede llevar a

cabo a temperatura y presion ambiente, lo que lo hace muy conveniente y rentable. Ademas, la capacidad
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del ozono para disolverse en agua (110 mg/L a 25 °C) y su vida media relativamente corta en agua (20
min) (Garcia-Cubero et al., 2009; Zucker et al., 2016) evita la formacién de restos que requieran
tratamiento al final del proceso (Rosen et al., 2019).

El analisis de la variacion del pH del medio con JRB a distintas concentraciones y tratamientos de
ozonizacion revela patrones para la produccion de NCB. En medios sin ozonizar (R-25, R-50, R-75), el
pH inicial es relativamente estable, mostrando ligeras fluctuaciones a lo largo de los dias de analisis. Los
medios ozonizados por 5 minutos (R-25-5, R-50-5, R-75-5) presentan un comportamiento del pH mas
similar a los medios sin ozonizar, indicando que tiempos de ozonizaciéon mas cortos no afectan de manera
significativa la acidez del medio. Ver Figura 10a, Figura 10b y Figura 10c.

Particularmente, los tratamientos JRB a concentraciones de 25%, 50% y 75%, ozonizados durante
20 minutos muestran un descenso significativo del pH, llegando a valores de 3.54 y 3.50 respectivamente
en el dia 7. Este descenso podria tener implicaciones directas en el crecimiento y la actividad metabdlica
de las bacterias productoras de NCB, ya que el pH del medio es un factor critico que influye en la
eficiencia de la produccién de NCB (Dima et al., 2017; Du et al., 2018). Un pH mas bajo podria inhibir el
crecimiento bacteriano o alterar la estructura de la nanocelulosa producida (Aditiawati et al., 2023; Lee

etal., 2024).
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Figura 10. Dinamica del pH en medios de cultivo con diferentes concentraciones de jugo de raquis de
banano (a, 25%; b, 50%, y ¢, 75%.) y tiempo de ozonizacién (0,5,20, y 30 min) durante 7 d de
fermentacion.

La alta velocidad de reaccion del ozono con compuestos fendlicos (por ejemplo, furfural y HMF) y
su baja afinidad con los azucares y el etanol (Ko3=1300 m™'s™" para fenol, 0,45 M-'s™ para la glucosa, y
0,37 M~"'s™" para etanol) (Hoigné & Bader, 1983; Pryor et al., 1984) a valores de pH neutros a acidos, da
como resultado la eliminacion eficiente de los inhibidores de la celulasa y mejora la sacarificacion (Cavka
et al., 2015; Rosen et al., 2019; Travaini et al., 2016; Vidal & Molinier, 1988), lo que lo convierte en una
opcion deseable para la eliminacion de los compuestos hidrolizados.

Mientras que la ozonizacion corta, eliminé eficazmente los compuestos fendlicos mediante la
degradacion de la lignina (Rosen et al., 2019, 2021; Travaini et al., 2016), el furfural del tratamiento de
aguas residuales (Von Gunten, 2003) y el azucar blanqueado (Fernandez et al., 2006), las ozonizaciones
largas aumentaron la concentracién de acidos organicos, reduciendo la eficiencia de la fermentacion

(Cavka et al., 2015). Sin embargo, también se sugiri6 que el ozono es un mutageno de la levadura

73



(Dubeau & Young, 1982; Ito et al., 2005); por lo tanto, se requiere una mejor comprension de la cinética
de la ozonizacion.

Ademas, la Figura 11a, Figura 11b, y Figura 11c, muestran que el tratamiento con ozono afecta
significativamente los °Brix del jugo de raquis de banano. Al observar los tratamientos sin ozonizacion
(Tiempo = 0), todas las concentraciones de JRB-25, JRB-50, JRB-75, muestran una disminucion en los
°Brix a lo largo del tiempo. Este fendmeno sugiere que los azucares solubles estan siendo consumidos
por la biomasa presente en el medio, posiblemente debido a la actividad microbiana natural. Este
comportamiento inicial sirve como un control para evaluar la efectividad de la ozonizacion.

Para los tratamientos con ozono, se observa una variedad de efectos segun la duracién del
tratamiento. En el caso de la ozonizacién por 5 minutos, los °Brix muestran mayor estabilidad en JRB-
75, lo cual podria indicar que una mayor concentracién de jugo es mas resistente a los cambios en los
solidos solubles, probablemente debido a una menor susceptibilidad a la degradacién microbiana (Seri
et al., 2022). La exposicion al ozono durante 20 minutos parece aumentar la estabilidad de los °Brix en
la concentracion R-75.

En contraste, la ozonizacion por 30 minutos resulta en una disminucion de los °Brix similar a los
tratamientos con menor duracion. Este hallazgo indica que una exposicién prolongada al ozono no
necesariamente contribuye a mantener altos los niveles de °Brix. De hecho, podria estar ocurriendo una
sobreexposicion que afecta negativamente la calidad del jugo al promover reacciones oxidativas
adicionales que degradan los azUlcares solubles.
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Figura 11. Variacién de los °Brix del medio con jugo de raquis de banano a distintas concentraciones: (a,

25%, b, 50%, y ¢, 75%).
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Figura 12. Variacion de la turbidez del medio con jugo de raquis de banano a distintas concentraciones:
(a, 25%, b, 50%, y ¢, 75%).

Asi mismo, los resultados obtenidos en este estudio evidencian los efectos del tratamiento con
ozono sobre la turbidez del JRB, medida en Unidades Nefelométricas de Turbidez (NTU). Ver Figura 12.

En ausencia de tratamiento con ozono, se observa una variabilidad considerable en la turbidez a lo
largo del tiempo para todas las concentraciones de JRB (25%, 50%, 75%). En el caso de JRB 25%, la
turbidez fluctia de 345 NTU en el dia 1 a 866 NTU en el dia 6, antes de disminuir a 200 NTU en el dia
7. Este patrén sugiere una proliferacion inicial de microorganismos seguida de una posible sedimentacion
o clarificacién parcial del medio. Para JRB 50% y JRB 75%, se observa un aumento significativo en la
turbidez, alcanzando picos de 1736 NTU y 1856 NTU respectivamente en el dia 6, lo que indica una alta
actividad microbiana sin el efecto del ozono.

El tratamiento con ozono por 5 minutos muestra un impacto notable en la turbidez, especialmente

en las concentraciones JRB 25% y JRB 50%. En JRB 25%, la turbidez aumenta a 2000 NTU en el dia 6,
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lo que sugiere una activacion inicial de microorganismos que luego se estabiliza. En JRB 50%, se observa
una estabilizacién en torno a los 2000 NTU durante varios dias, indicando que la biomasa presente esta
en equilibrio, posiblemente debido a la accién antimicrobiana parcial del ozono. En JRB 75%, la turbidez
alcanza 1556 NTU en el dia 3 y se mantiene relativamente alta, lo que podria ser una sefial de resistencia
microbiana o un equilibrio dinamico entre la proliferacion y la eliminacion microbiana.

El tratamiento con ozono por 20 minutos revela una reduccién en las fluctuaciones de turbidez,
especialmente en las concentraciones mas altas. En JRB 25%, la turbidez se estabiliza en torno a 1200
NTU en el dia 7, mientras que en JRB 50% y JRB 75%, los valores de turbidez oscilan menos,
manteniéndose entre 1100 y 1300 NTU.

Finalmente, la ozonizacién por 30 minutos muestra una tendencia general a reducir la turbidez en
comparacion con tiempos de ozonizaciéon mas cortos. En JRB 25%, la turbidez aumenta progresivamente
desde 259 NTU en el dia 1 hasta 979 NTU en el dia 7. En JRB 50%, los valores de turbidez son menores
en comparacion con tratamientos de menor duracion, con un maximo de 1008 NTU en el dia 2. Para JRB
75%, la turbidez alcanza un pico de 899 NTU en el dia 6, antes de disminuir a 677 NTU en el dia 7,
indicando que el ozono tiene un efecto significativo en la reduccion de la biomasa a concentraciones mas
altas y tiempos de exposicién prolongados.

En la Figura 13, se puede observar la cinética del rendimiento de NCB a distintas concentraciones
de JRB y tiempos de ozonizacion. La concentracion de JRB mostré un efecto significativo en el
rendimiento de NCB.
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Figura 13. Variaciéon del rendimiento de produccion de nanocelulosa bacterial (gl-') a partir de jugo de
raquis de banano a distintas concentraciones: (a, 25%, b, 50%, y ¢, 75%).

En general, las concentraciones mas altas de JRB (50% y 75%) tendieron a producir menores
rendimientos de NCB, especialmente cuando se combinaron con tiempos moderados de ozonizacion (20
minutos). Esto sugiere que una mayor disponibilidad de sustrato no favorece necesariamente la
producciéon de NCB en estas condiciones. Los medios con JRB sin ozonizar y aquellos ozonizados a
tiempos distintos de 20 minutos no mostraron crecimiento significativo de NCB, indicando que tanto la

concentracién del sustrato como el tiempo de ozonizacion son criticos para la produccion éptima de NCB.
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Figura 14. Correlacion entre las variables. « indica p < 0.10. * indica p < .05. ** indica p < 0,01. *** indica
p < 0,001.

Se analizaron las correlaciones entre las distintas variables. Ver Figura 14. En la diagonal del grafico
de correlacion, se presentan histogramas o densidades de las distribuciones de cada variable individual.
Estos graficos muestran cémo se distribuyen los valores de cada variable en el conjunto de datos. Debajo
de la diagonal, se encuentran las matrices de dispersion (scatter plots) que muestran las relaciones
bivariadas entre las variables. Cada grafico de dispersion ilustra como una variable se correlaciona con
otra. Por ejemplo, la dispersién entre °Brix y rendimiento de NCB muestra puntos que indican como varian
los valores de °Brix con respecto a los rendimientos de NCB observados. Arriba de la diagonal, se
encuentran los coeficientes de correlacion de Pearson entre cada par de variables, los valores positivos
indican una correlacién directa, mientras que los negativos indican una correlacion inversa.

La concentracion de JRB muestra una tendencia significativa con respecto al rendimiento de NCB
(gI"") y los dias de fermentacion. El rendimiento de NCB esta significativamente correlacionado con los
°Brix (r = -0.29), indicando una relacién inversa moderada. Ademas, el rendimiento de NCB presenta una
correlacion inversa altamente significativa (r = -0.52), sugiriendo que a medida que aumenta la
concentracién de NCB, disminuyen los °Brix de manera notable. La turbidez del medio, que es una
medida indirecta de la biomasa, mostré una correlacién positiva altamente significativa con los dias de
fermentacion. Esto indica que la biomasa aumenta con el tiempo de fermentacion, lo cual es consistente
con un mayor crecimiento microbiano. Sin embargo, esta turbidez también mostré una correlaciéon
negativa significativa con los °Brix, sugiriendo que el crecimiento microbiano estd asociado con el

consumo de azucares solubles.
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El tiempo de ozonizacién y la concentracién de JRB tienen efectos significativos y complejos sobre
el rendimiento de NCB. Los tratamientos con tiempos moderados de ozonizacion (20 minutos) parecen
optimizar la estabilidad de los °Brix y el rendimiento de NCB, especialmente en concentraciones altas de
JRB. Sin embargo, exposiciones prolongadas (30 minutos) pueden ser contraproducentes. Estos
hallazgos sugieren que tanto la concentracion de sustrato como el tiempo de ozonizacion deben ser

cuidadosamente controlados para maximizar la produccion de NCB.

4.1.3. Caracterizacion fisicoquimica del jugo de nervadura de banano, el inéculo
madre, la infusion de té verde y el jugo de raquis de banano

En el contexto de esta investigacion, se ha llevado a cabo un analisis minucioso de las propiedades
fisicoquimicas inherentes a los componentes de la formulaciéon del medio de cultivo. Los resultados
derivados de estas evaluaciones se pueden encontrar en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracterizacion fisicoquimica de las materias primas

Jugo de

Parametros Jugo de hoja raquis de Infysién de Inoculo
de banano banano* té verde madre
pH 5,640,022 5,35+0,02° 5,37+0,02° 3,20+0,02°
Densidad (g/ml) 1,02+5,0E%  1,01#5,0E%  1,01£5,0E3@  1,05+5,0E7
°Brix 4,00+0,32° 2,10+0,32° 1,33+0,32° 12,83+0,32°
Azucares reductores (g/l) 15,97+0,492 8,97+0,29° 0,00+0,00° 5,67+0,49°
Conductividad (uS/cm) 16,57+5,702 17,071,202 39,405,70° 75,1315,70
Actividad antioxidante (DPPH) (%) 71,0040,11° 26,70+1,10° 70,27+0,11° 16,18+0,11°
Trolox (UM) 45,07+0,582 16,43+0,50°  45,47+0,58° 8,17+0,58°
L* 27,5510,13 34,55+0,13 92,23+0,13 90,97+0,13
a* 0,49+0,15 20,5040,12 -5,2410,15 -0,4240,15
b* -0,3540,32 25,2040,04 34,4840,32 15,33+0,32
chroma 0,62+0,16 32,50+0,07 27,4340,16 15,13+0,16
Hue 324,03+0,32 50,20+0,03 210,33+0,32 90,50+40,32

(*): Jugo de raquis de banano-Os3-20 min; Medias de las tres repeticiones + desviacion estandar. Las
mismas letras en superindice dentro de una fila indican que no hay diferencias significativas (p< 0,05
segun la prueba de Tukey).

El pH desempeifia un papel critico en los procesos de fermentacién. Se identificé que el JHB posee
un caracter menos acido en comparacion con la ITV y el IM. No obstante, los hallazgos de Tan et al.,
(2019) establecieron un valor de pH de 6,8 para el JHB, mientras que Mago et al., (2021) determinaron

un pH de 6,4+0,15 para la biomasa de la hoja de banano. La variabilidad en el pH del JHB puede estar
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influenciada por factores como el tipo de suelo, la variabilidad genética y el uso de fertilizantes quimicos
(Fiall

os-Cardenas et al., 2022b; He et al., 2023).

Por otro lado, el valor del pH de la ITV es muy similar a los valores obtenidos en otras investigaciones
(Bai et al., 2023; Kim et al., 2016; H.-L. Tan et al., 2023). El valor acido de la ITV podria atribuirse a la
extraccion de compuestos presentes en las hojas de té como acidos organicos, fenoles, grupos
carboxilicos y aminoacidos (H.-L. Tan et al., 2023).

En cuanto al pH del IM exhibe valores similares a los reportados en otras investigaciones (M. A. D.
C. Costa etal.,, 2022; Ulusoy & Tamer, 2019). Se ha sugerido que un rango de pH 4&cido,
aproximadamente entre 6 y 3, podria propiciar la proliferaciéon de una gama mas amplia de
microorganismos, y potencialmente impulsar la produccién de nanocelulosa bacteriana (Fiallos-Cardenas
et al., 2021). JRB presenta una acidez moderada y una densidad similar al JHB y ITV.

La densidad y los grados Brix indican la concentracion de soélidos solubles totales (SST). La ITV
presenta valores similares a los obtenidos en investigaciones previas (H.-L. Tan et al., 2023). Segun Kim
et al., (2016) Los SST en el ITV pueden ser por la presencia de compuestos fendlicos, alcaloides,
carbohidratos, aminoéacidos, pigmentos, vitaminas, y otros compuestos menores (Kim et al., 2016). El IM
muestra una mayor densidad y °Brix, sugiriendo una mayor concentracién de compuestos solubles en
comparacioén con el JHB y el ITV. Esto podria proveer mas nutrientes para la actividad microbiana durante
la fermentacion.

El JHB presento la mayor cantidad de azucares reductores al compararlos con la ITV y el IM. He
et al., (2023) determinaron que en los cultivares de banano Williams y Grand Nain el contenido de
carbohidratos solubles totales fue de 25,21+2,84 y 23,50+0,86 mg/g, respectivamente. Por otro lado, Tan
et al., (2019) encontré que el jugo prensado de las hojas de banano contenia un azucar total de 14% con
la cantidad de glucosa (18,9 g/L), sacarosa (13,29 g/L) y fructosa (15,63 g/L). JRB tiene un menor
contenido de sélidos solubles y azucares reductores en comparacion con el JHB. Es importante sefalar
que factores como el tipo de suelo y la variabilidad genética pueden inducir cambios significativos en la
composicion de la biomasa del banano (He et al., 2023).

La conductividad eléctrica del JHB sugiere una presencia notable de iones en esta solucién. Mago
et al., (2021) determinaron que la conductividad de la biomasa de la hoja de banano era 1,98+0,02
mS/cm, siendo un valor mas alto de lo reportado en esta investigacion. Segun Tan et al., (2019) el jugo
obtenido por prensado de la hoja del banano posee una cantidad significativa de macroelementos (K, Na
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y Mg) y trazas de microelementos (Fe, Cu, Zny B). Respecto a ITV, Bai et al., (2023) determinaron tres
macroelementos (Ca, Ky Mg) y once oligoelementos (Al, As, B, Cd, Co, Cr, Fe, Mn, Pb, Se y Zn) en
hojas de té verde. Walker & Stewart, (2016) indican que la presencia de estos macroelementos (K, Na y
Mg), microelementos (Fe, Cu, Zn y B) en el medio de cultivo se considera crucial en la fermentacion
microbiana, indicando que tienen un efecto significativo en la tasa de crecimiento de la levadura, el
consumo de sustrato y en el rendimiento de la produccién de bebidas fermentadas.

Por otro lado, la capacidad antioxidante del JHB, marcada por un 71,0%, junto con una
concentracion significativa de trolox, resalta su capacidad para proteger contra el dafio oxidativo. El JHB
y la ITV muestran una alta actividad antioxidante, atribuible a los fitoquimicos presentes en las hojas de
banano y en el té verde, respectivamente. H.-L. Tan et al., (2023) determinaron valores similares 76,71
—95,48% de inhibicién. Esta capacidad puede proteger contra el dafio oxidativo durante la fermentacion.
Las hojas de banano contienen fitoquimicos como flavonoides, taninos y terpenoides (Marie-Magdeleine
et al., 2010). EI JRB presenté una actividad antioxidante inicial de 86,30 £ 0,10%, la cual se redujo debido
a la ozonizacion. Este proceso puede disminuir la actividad antioxidante de alimentos y compuestos
naturales debido a la descomposicion de antioxidantes y la oxidaciéon de compuestos fendlicos y acidos
grasos. Sin embargo, los efectos especificos de la ozonizacion dependen de diversos factores, como la
naturaleza del alimento, las condiciones de ozonizacion y la composicién quimica de los antioxidantes
presentes (Cavka et al., 2015).

En el caso del JHB, se observa un valor de luminosidad con una tonalidad relativamente menos
clara. Los valores de a* y b*, sugieren una minima tendencia hacia tonalidades rojizas y una ligera
inclinacion hacia tonalidades azules.

En contraste, el ITV exhibe un L* mas elevado, lo que refleja una mayor luminosidad o claridad en
comparacioén con el JHB. Sin embargo, los valores de a* y b* sugieren una inclinacién hacia tonalidades
mas verdosas y con matices azulados. Los resultados obtenidos estuvieron de acuerdo con los obtenidos
por otros estudios (Bai et al., 2023; H.-L. Tan et al., 2023). Bai et al., (2023), los cuales sostienen que
los valores a* y b* en la ITV estan estrechamente relacionados con los Sélidos Totales Disueltos (TDS)
y pH elevados, destacando que un aumento en los TDS puede intensificar el color en el té verde. Esta
relacién entre los atributos de color y la composicion quimica del producto es esencial para comprender
las influencias de los componentes del medio en las caracteristicas visuales del producto final. Por otro
lado, el IM presenta el valor mas alto de luminosidad denotando una mayor claridad visual. Ademas, los
valores de a* y b* indican una marcada tendencia hacia tonalidades rojizas y amarillas.
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Los valores de chroma, que representan la saturacion del color, varian significativamente entre las
muestras. El JHB exhibe el valor mas bajo de chroma lo que indica una menor saturacion de color.
Mientras tanto, el ITV y el IM muestran valores significativamente mas altos, sugiriendo una mayor
saturacion y viveza en las tonalidades presentes en estas muestras. El agua de preparacion es uno de
los principales factores que afectan el color de la infusion de té. Los resultados del analisis de los valores
L*, a*, b*, chroma (C*) y hue (H*) de las muestras JHB, ITV e IM indican que estas presentan diferencias
significativas en sus caracteristicas croméaticas. La muestra IM es la mas luminosa, roja y amarilla de las
tres, mientras que la muestra JHB es la mas oscura, verde y de menor saturacion. JRB tiene un valor de
chroma alto, indicando una mayor intensidad de color. Tales variaciones podrian estar relacionadas con
la presencia y concentracién de compuestos bioquimicos, como fitoquimicos o antioxidantes, presentes
en cada uno de los medios analizados, lo que influye en sus caracteristicas visuales y potencialmente en
sus propiedades funcionales en aplicaciones de fermentacion y produccion bioldgica (Dager-Lépez et al.,

2024).

4.1.4. Diseiio experimental utilizando el método de Box-Behnken

El disefio experimental basado en el método de Box-Behnken se implementd para optimizar el
rendimiento en la produccién de NCB. Ver Tabla 10, donde se muestran los niveles de cada una de las
variables analizadas.

Tabla 10. Niveles de las variables para la metodologia Box-Benhken

Niveles de las variables

Variables

-1 0 1

X1. Jugo de hoja de banano (% p/p) 30 40 50
X2. Jugo de raquis de banano (% p/p) 0 15 30
X3. tiempo de fermentacion (dias) 7 14 21

Niveles de las variables, -1: nivel bajo; 0: nivel medio; 1: nivel alto de la variable.

La Tabla 11 presenta los resultados obtenidos para las diferentes combinaciones de los factores
experimentales, mostrando tanto los rendimientos experimentales como los rendimientos calculados por
el modelo.

Tabla 11. Resultados disefio Box-Behnken para la optimizacién del rendimiento de nanocelulosa
bacteriana

Xx1. Juxcza-de X3. Rendimiento Rendimiento
N° Jugo de hoja 9c Tiempo de Experimental Calculado
raquis de . - A -
de banano b fermentacion (gl™) (gl™)
anano

1 -1 -1 -1 10.50 10.65
2 0 -1 -1 11.50 11.02
3 1 -1 -1 10.40 10.51
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4 -1 0 -1 0.00 0.21
5 1 0 -1 0.10 0.24
6 -1 1 -1 0.00 -0.27
7 0 1 -1 0.00 0.28
8 1 1 -1 0.10 -0.05
9 -1 -1 0 11.90 11.89
10 1 -1 0 11.60 11.69
11 -1 1 0 0.20 0.23
12 1 1 0 0.50 0.40
13 -1 -1 1 12.30 12.39
14 0 -1 1 12.80 12.70
15 1 -1 1 12.00 12.14
16 -1 0 1 1.30 1.21
17 1 0 1 1.40 1.14
18 -1 1 1 0.10 -0.002
19 0 1 1 0.20 0.50
20 1 1 1 0.10 0.12

El analisis estadistico proporciona métricas clave de ajuste del modelo que refuerzan la validez y la
precision del mismo (Czyrski & Sznura, 2019). De acuerdo con la literatura existente, el coeficiente de
determinacion (R?) indica conformidad cuando supera el 70% y se interpreta favorablemente a medida
que se acerca a 1,00, lo que significa un ajuste superior del modelo a los datos reales o a su significacion
general (Nurcholis et al., 2023). Ademas, el R? ajustada se emplea para evaluar la alineacion de los
resultados experimentales con los resultados tedricos (Laavanya et al., 2021). En particular, los valores
de R? y el R? ajustado, asi como la estadistica F y su valor p asociado, ofrecen una comprensién mas
profunda del desempefio estadistico del modelo.

El R2 multiple obtenido es 0.9988, lo que indica que el modelo explica el 99.88% de la variabilidad
en la respuesta del rendimiento. Este valor es extremadamente alto, lo que sugiere que el modelo tiene
un excelente ajuste a los datos observados. Este nivel de explicacion es muy deseable en el contexto de
modelos predictivos y optimizacion, ya que implica que el modelo es altamente representativo del sistema
estudiado.

El R? ajustado, que es 0.9978, proporciona una medida ajustada del R? que toma en cuenta el
numero de predictores en el modelo y la cantidad de datos disponibles. El hecho de que el R? ajustado
sea muy cercano al R? multiple sugiere que el modelo no esta sobreajustado y que la inclusion de los
términos adicionales (efectos lineales, interacciones y términos cuadraticos) es justificada. El R? ajustado
es particularmente util en modelos con multiples predictores, ya que penaliza la inclusion de predictores
innecesarios y ayuda a prevenir el sobreajuste (Box & Behnken, 1960).

La estadistica F del modelo es 940, con 9 grados de libertad para el modelo y 10 grados de libertad

para los residuos. Este valor de F extremadamente alto, junto con un valor p de 1.954x10'%, indica que
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el modelo global es altamente significativo. La estadistica F compara el modelo completo con un modelo
nulo que no contiene predictores y determina si hay suficiente evidencia para concluir que al menos uno
de los predictores esta asociado con la respuesta. En este caso, el valor p muy bajo sugiere que es casi
imposible que los efectos observados sean debidos al azar, proporcionando una fuerte evidencia de que
el modelo es adecuado para describir la relacion entre los factores y el rendimiento (Bae & Shoda, 2005;
Dwivedi & Sharma, 2015). Ver Tabla 12.

Tabla 12. Analisis de regresion para la produccion de nanocelulosa bacteriana.

Factores Coeficientes Error estandar Valor t Pr(>|t])
Intercepto 2,2833 2,8614 0,7980 0,4434
X1.JHB 0,3452 0,1338 2,5798 0,0274
X2.JRB -3,0692 0,0972 -31,5755 2,3863E"
X3.t 0,3417 0,1057 3,2335 0,0089
X1.JHB:X2.JRB 0,0018 0,0016 1,1741 0,2675
X1.JHB:X3.t -0,0004 0,0011 -0,3202 0,7553
X2.JRB:X3.t -0,0105 0,0022 -4,6964 0,0008
X1.JHB? -0,0044 0,0017 -2,6416 0,0246
X2.JRB? 0,1995 0,0066 30,1143 3,8154E"
X3.t2 -0,0074 0,0034 -2,1888 0,0534

X1.JHB: Jugo de hoja de banano, X2.JRB: Jugo de raquis de banano, X3.t: Tiempo (dias).

Basado en los resultados del MSR y los coeficientes estimados, para predecir el rendimiento de
NCB se expresa la siguiente ecuacion (21).

Rendimiento=2.283+0.345*X1.JHB-3.069*X2.JRB+0.342*X3.t+0.002*X1.JHB*X2.JRB-0.0004*X1.
JHB*X3.t-0.010*X2.JRB*X3.t+ 0.002*X1.JHB*X2.JRB - 0.0004 \times X1.JHB \times X3.t -
0.010*X2.JRB*X3.t+0.002*X1.JHB*X2.JRB-0.0004*X1.JHB*X3.t-0.010*X2.JRB*X3.t
-0.004*X1.JHB?+0.200*X2.JRB?-0.007xX3.t?- 0.004*X1.JHB? + 0.200*X2.JRB? -
0.007*X3.t2-0.004*X1.JHB?+0.200*X2.JRB?-0.007*X3.t2 (21)

El andlisis de varianza (ANOVA) aplicado al modelo Box-Behnken para la optimizacién del
rendimiento en la produccion de NCB revela hallazgos estadisticamente significativos que proporcionan
una comprensién profunda de la influencia de las variables independientes sobre el rendimiento. El MSR
se ajustd utilizando tres factores: X1.JHB, X2.JRB y X3.t, con un enfoque en tres componentes del
modelo: los efectos lineales (FO), los términos de interaccion de segundo orden (TWI) y los términos
cuadraticos (PQ). Los resultados del ANOVA muestran que todos estos componentes son altamente
significativos.

Los efectos lineales de los factores X1.JHB, X2.JRB y X3.t presentan un valor F de 2416.6932 con
un valor p extremadamente bajo (1.341x10™), indicando que estos efectos lineales tienen una influencia
altamente significativa sobre el rendimiento del proceso. Este resultado sugiere que las variaciones
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lineales en los niveles de los factores considerados tienen un impacto substancial y predecible en la
respuesta. La magnitud de estos valores F y p refuerza la importancia de los efectos lineales en el
modelo.

Ademas, los términos de interaccion de segundo orden (TWI), que consideran las interacciones
entre los factores, también son significativos, con un valor F de 7.8458 y un valor p de 0.005529. Este
hallazgo destaca la importancia de considerar no solo los efectos individuales de los factores, sino
también como la combinaciéon de dos factores puede influir conjuntamente en el rendimiento. Las
interacciones significativas implican que ciertos niveles de X1.JHB pueden afectar el rendimiento de
manera diferente dependiendo del nivel de X2.JRB y X3.t (Czyrski & Sznura, 2019).

Los términos cuadraticos (PQ), que modelan las relaciones no lineales entre los factores y la
respuesta, presentan un valor F de 395.3916 y un valor p de 1.102x10-'°, lo que confirma su significancia
estadistica. La inclusién de estos términos cuadraticos en el modelo es crucial para capturar la curvatura
en la superficie de respuesta, indicando que la relaciéon entre los factores y el rendimiento no es
simplemente lineal. Este tipo de modelado permite identificar 6ptimos locales y globales mas
precisamente, lo que es esencial para la optimizacién del proceso (Annadurai & Sheeja, 1998; Box &
Behnken, 1960).

El analisis de los residuos muestra una suma de cuadrados de 0.73 y un error medio cuadratico de
0.073, lo que sugiere que el modelo ajustado explica la mayor parte de la variabilidad en los datos
observados. La falta de ajuste (lack of fit) no es significativa, lo cual es un indicio de que el modelo
propuesto es adecuado para describir los datos experimentales sin evidencia de falta de ajuste
significativa. Esto refuerza la robustez del modelo y su capacidad para predecir con precision el

rendimiento del proceso.
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Figura 15. Curvas de superficie de respuesta para el rendimiento de NCB (eje y) en funcién de las
variables de proceso composicion del sustrato y tiempo de fermentacion. (a) examina la relacion entre la
concentracion de raquis de banano (X2.JRB) y el tiempo de fermentacion (X3.t), con la composicion de
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jugo de hoja de banano (X1.JHB) constante (b) analiza el rendimiento respecto a X1.JHB y X3.,
manteniendo X2.JRB constante. (¢c) muestra la relacion entre X1.JHB y X2.JRB, con X3.t constante. Estas
visualizaciones ayudan a identificar las condiciones 6ptimas para maximizar el rendimiento de NCB.

La Figura 15a, muestra que el rendimiento de la NCB incrementa proporcionalmente con el aumento
de X1.JHB. Esta relacion es positiva y lineal, lo que sugiere que el efecto del jugo de nervadura de banano
se mantiene constante dentro del intervalo de valores estudiado. En otras palabras, por cada unidad
adicional de X1.JHB, se observa un incremento constante en el rendimiento de la NCB.

La Figura 15b representa la relacion entre el rendimiento de la NCB y el X2.JRB, manteniendo las
variables X1.JHB y X3.t constantes en sus valores centrales. No se observa una tendencia lineal clara.
La curva presenta una forma parabdlica, lo que sugiere que el efecto del X2.JRB sobre el rendimiento no
es constante y presenta un maximo dentro del rango estudiado.

La Figura 15¢ muestra la relacion entre el rendimiento de la NCB y el X3.t, manteniendo las variables
X1.JHB y X2.JRB constantes en sus valores centrales. Se observa una tendencia lineal positiva, lo que
indica que el rendimiento aumenta proporcionalmente con el incremento del tiempo de reaccién (X3.t)
dentro del rango estudiado. Esto sugiere que un mayor tiempo de reaccién permite una mejor interaccion

entre los reactivos, favoreciendo la produccion de NCB.
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Efecto

Figura 16. Efectos principales de los términos del modelo

La Figura 16 muestra que el rendimiento de NCB incrementa con el aumento de la cantidad de
X1.JHBy el X3.t. Ademas, se observa que el rendimiento disminuye con el incremento de la cantidad de
X2.JRB. La magnitud del efecto de este ultimo factor, con un valor de -3, subraya su impacto significativo
en la funciéon objetivo. Especificamente, un incremento de una unidad en X2.JRB resulta en una
reduccién de 3 unidades en dicha funcién.

Este hallazgo indica que el JRB tiene un efecto negativo sobre el rendimiento de la NCB. Esto se

debe a que, agregar una fuente de nitrégeno en exceso conduce a una disminucién de la produccién de
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NCB (Son etal., 2003). Basado en el analisis estadistico y el MSR generado, se recomienda
concentraciones menores al 0.5% de X2.JRB segun lo identificado en el punto estacionario. Por tanto,
ajustar X2.JRB a cero puede simplificar experimentalmente las condiciones y permitira aprovechar al
maximo la interaccion entre los factores para alcanzar niveles maximos de rendimiento de NCB. Por otro
lado, la combinacién de azicares como la glucosa y la fructosa presente en el JHB aceleré el proceso
de fermentacion (Dager-Lépez et al., 2024; Fiallos-Cardenas et al., 2021; Valenzuela-Cobos Et Al,
2024). Por tanto, se utilizaran los siguientes valores como puntos estacionarios: X1.JHB = 40.44%,
X2.JRB = 0.00%, y X3.t = 14 dias.

En conjunto, los resultados del ANOVA proporcionan evidencia contundente de que el modelo Box-
Behnken es altamente efectivo para explicar la variabilidad en el rendimiento de la produccion de NCB.
Los efectos lineales, las interacciones de segundo orden y los términos cuadraticos son todos
significativos, destacando la complejidad de las relaciones entre los factores investigados. Este modelo
permite predecir el rendimiento con alta precision, también optimizar el proceso al identificar los niveles
de factores que maximicen la produccion de NCB. La robustez estadistica del modelo refuerza su
aplicabilidad en un contexto industrial y de investigacion, ofreciendo una herramienta poderosa para
mejorar la eficiencia y la productividad en la produccién de NCB (Dwivedi & Sharma, 2015).

El rendimiento de NCB, obtenido en este estudio fue de 8.1 gl'. Son et al., (2001) alcanzaron un
rendimiento de 15.2 g/L durante 8 dias de fermentacidn, optimizando las condiciones con glucosa al 4%,
extracto de levadura al 0.1%, polipeptona al 0.7%, Naz2HPO4 al 0.8%, y etanol al 1.4%. Bae & Shoda,
(2005) informaron rendimientos de 14.3 g/L durante 3 dias de fermentacion, utilizando fructosa al 4.99%,
licor de maiz al 2.85%, oxigeno disuelto al 28.33%, y una concentracion de agar al 0.38%. Bagewadi
et al., (2020) reportaron un rendimiento de 9.2 g/L durante 8 dias de fermentacion utilizando lactosa al
2%, manteniendo un pH de 7; la temperatura inicial fue de 50 °C durante 3 dias y luego se ajusté a 37
°C durante los siguientes 5 dias. Aswini et al., (2020) lograron un rendimiento de 469.83 g/I/30 dias (peso
hdamedo) utilizando glicerol al 50 ml/l, extracto de levadura al 7.50 g/l junto con 7.76 g/l de PEG 6000,
suplementado con medio Hestrin y Schramm (HS) a pH 6.0 y una temperatura de 33.5 °C. En otro estudio
relevante, B. Zhu et al., (2021, pp. 6-5) reportaron un rendimiento de 11.54 g/L durante 7 dias de
fermentacion. Este enfoque integrador entre la optimizacion de sustratos, condiciones de cultivo y
rendimiento de NCB proporciona una base soélida para futuras investigaciones en el campo de la

biotecnologia de materiales.
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4.1.5. Determinacion de los parametros fisicoquimicos y del rendimiento en la
produccion de nanocelulosa bacteriana en el medio optimizado

Sobre la base de los resultados obtenidos en el disefio Box-Benhken, la produccion se escalé a 10
L. Los resultados muestran una disminucion progresiva del pH del medio de cultivo con el tiempo (Figura
17). Esta tendencia, observada en medios de fermentacion similares al t¢ de kombucha, puede indicar
una intensa actividad metabdlica, asociada con la produccion de acidos organicos tales como acético, D-
glucurédnico, lactico, tartarico y citrico. Estudios previos han sugerido que estos acidos se generan

durante el proceso fermentativo (Aditiawati et al., 2023; Fiallos-Cardenas et al., 2021; Manan et al., 2022).
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Figura 17. Cinética de la produccién de nanocelulosa bacteriana: variaciones de pH y turbidez en el medio
de cultivo en un biorreactor de 10 litros, cultivo en lote a 30 °C y 1 atmdsfera.

La turbidez del medio de cultivo optimizado experimenté un aumento significativo durante los
primeros siete dias de fermentacion, manteniéndose estable a partir de entonces. Durante la fase inicial,
las bacterias incrementan su poblacion utilizando oxigeno, lo que genera celulosa y, por ende, aumenta
la turbidez. Tras el agotamiento del oxigeno, las bacterias en la superficie continian produciendo celulosa
bacteriana, alcanzando un estado de equilibrio, mientras que las bacterias sumergidas en el medio de
fermentacion se vuelven inactivas. Estas ultimas pueden reactivarse para futuros cultivos (Aditiawati
et al., 2023). En bebidas analogas a la kombucha, la turbidez se asocia con el crecimiento microbiano,
donde la presencia de Komagataeibacter, predominante en el cultivo inicial, induce la produccién de
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celulosa, afectando directamente la turbidez (Hatiboruah et al., 2020; Leonarski et al., 2021).

La formacion de NCB se manifiesta inicialmente como una capa delicada, que se engrosa
progresivamente a lo largo del proceso de fermentacion, siendo perceptible a partir del cuarto dia. Al dia
14, se alcanzo un rendimiento promedio de 8,82 g/L de NCB en peso seco, lo que representa resultados
prometedores. En contraste, estudios anteriores reportaron un rendimiento de 0,031 g/g a los 21 dias
(Neves et al., 2022), mientras que otros alcanzaron hasta 6,4 g/L de NCB en masa seca después de 21
dias (Dartora et al., 2023). La produccién de NCB a partir de diversas materias primas, como extracto de
jugo de acerola y residuos industriales, rindi6 2,9 g/L después de 12 dias de fermentacion (Hamed et al.,
2022). De manera similar, la produccion de NCB en medios de té negro registré 3,06 g/L en peso seco
(Manan et al., 2022).

La utilizacién del jugo de hoja de banano y la infusién de té verde arrojé resultados alentadores,
atribuidos a la riqueza en nutrientes, vitaminas, polifenoles y fitoquimicos presentes en estas infusiones.
Este enfoque estratégico redujo la necesidad de fuentes adicionales de nitrégeno, traduciéndose en una
disminucion de costes (Dartora et al., 2023). Este éxito se puede atribuir a la explotacion de las relaciones
simbidticas entre las bacterias dentro del SCOBY. Segun, Z.-Y. Li et al., (2021) las cepas individuales
que producen NCB demostraron un rendimiento del 3,0 al 4,1%, mientras que el cultivo simbidtico logré
una produccién de NCB que oscild entre el 6,3% y el 10,0%, subrayando una mejora sustancial en la
eficiencia.

La seleccién de biomasa residual como materia prima no solo satisface los requisitos técnicos para
la produccién de NCB, sino que también garantiza la sostenibilidad al mitigar la competencia con los
recursos alimentarios. Este enfoque estratégico presenta perspectivas prometedoras para la produccion

eficiente y rentable de NCB con aplicaciones especializadas.

4.1.6. Caracterizacion fisicoquimica de Ila nanocelulosa bacteriana mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico (TGA) y difraccion
de rayos X (XRD)

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Se utilizd6 SEM para examinar la morfologia microscépica de las muestras de NCB. Figura18ayb
ilustran la morfologia de la NCB producida tanto en el medio de control HS (HS-NCB) como en el medio
optimizado (B.B-NCB), respectivamente. La NCB se purificé mediante un tratamiento con NaOH, seguido

de un lavado exhaustivo con agua para eliminar todas las impurezas y células bacterianas (Dager-Lopez
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et al., 2024; Fiallos-Céardenas et al., 2021). La microestructura reveld una red de fibrillas de celulosa en
ambas muestras de NCB. Las imagenes muestran la disposicion de las NCB en una red de capas con
microfibrillas de celulosa orientadas aleatoriamente. Figura 18 c1, En el caso de HS-NCB, los diametros
de las microfibrillas varian de 23.9 nm a 119.2 nm, con un promedio de 43.5 nm, lo cual concuerda con
hallazgos previos (Lee et al., 2024; Z.-Y. Li et al., 2021). Por el contrario, Figura 18 c2, el B.B-NCB
presentd diametros que oscilaron entre 28.7 nm y 120.0 nm, con una media de 58.23 nm. Estos
resultados sugieren un mayor diametro medio de fibra en el medio B.B-NCB, conclusion apoyada por
investigaciones previas centradas en la evaluacion de residuos industriales (Akintunde et al., 2022; Feng
et al., 2024; Khattak et al., 2015). La densidad, el tamafio y la disposicion de las fibrillas de NCB
dependen principalmente de la composicion del medio, la viscosidad y la actividad de las bacterias

productoras de NCB(Akintunde et al., 2022; Khattak et al., 2015; Ul-Islam et al., 2012).

(a) (b) | (c)
Figura 18. Imagenes SEM de las membranas nanocelulosa bacteriana. Distribucion de diametro y
distribucién estandar para: (a) medio de control HS, y (b) medio optimizado por disefio Box-Behnken. (c)
Tamano de particula c.1 medio HS, c2 medio Box-Behnken.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El estudio utilizé analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) para
evaluar las caracteristicas estructurales de las membranas HS-NCB y B.B-CB producidas bajo diferentes
condiciones nutricionales. Los resultados revelaron bandas caracteristicas asociadas a la celulosa tipo I.
La Figura 19 muestra espectros FT-IR similares entre HS-NCB y B.B-NCB, con un pico en la regién de
3300-3412 cm™, indicando las vibraciones de estiramiento de -OH, tipicas de la celulosa tipo | (Pacheco
et al., 2017; Taokaew et al., 2013). A pesar de esta similitud, se observé una variacion en la intensidad
maxima de B.B-NCB en esta region, sugiriendo una modificacion en la interaccion del enlace de
hidrogeno. Esta alteracion se atribuye tanto a la influencia de los hidratos de carbono en el medio de
cultivo (Ghozali et al., 2024; Hamed et al., 2022) como a la presencia de agua adsorbida (EI-Shall et al.,

2023; Fatima et al., 2022).

91



——HS-BNC ~ ——B.B.-BNC
(O;H) (C-H) (H'?'H)(C-Q—C)

Absorbancia (u.a.)

r T T T I a— T g T + T T T g 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 19. Caracterizacion de nanocelulosa bacteriana: espectros de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier. La linea roja representa el espectro NCB obtenido en el medio de control HS,
mientras que la linea negra representa el espectro NCB obtenido en el medio optimizado. Obsérvese las
coincidencias en los primeros tres picos (de izquierda a derecha) de ambas curvas.

Las muestras también presentaron otras bandas relevantes, como las correspondientes al
estiramiento CH de grupos CH: alrededor de 2893 cm™, especifico de la celulosa tipo | (Khattak et al.,
2015), y el CH asimétrico estiramiento a 2854 cm™" (Cerrutti et al., 2016), que representa la vibracion de
estiramiento C-H de los anillos de azucar (Akintunde et al., 2022). En el caso de B.B-NCB, la deteccion
simultanea de ambas bandas sugiere una influencia probable de la composicién del sustrato de azucar
en el proceso de fermentacion. Investigaciones previas han mostrado cémo diferentes fuentes de
carbono pueden afectar el espectro de la muestra de NCB (Hamed et al., 2022; Thorat & Dastager, 2018).
Ademas, se observaron bandas prominentes alrededor de 2250 cm™, correspondientes al estiramiento
de CN (Jiamsawat et al., 2022), lo que podria indicar una asociacién con la presencia de carbohidratos
y compuestos nitrogenados en los ingredientes del medio de fermentacion (Ghozali et al., 2024; Hamed
et al., 2022; Nguyen et al., 2021; Pereira et al., 2024). Se observaron también una banda de absorcion a
1650,5 cm™, atribuida a la presencia del grupo funcional carboxilo (C=0), y una banda alrededor de 1642
cm™, atribuida a la flexion H-O-H debido a la adsorcion de agua (M. Z. Amin et al., 2019; Nguyen et al.,
2021).

Los espectros de ambas muestras mostraron sefiales caracteristicas de celulosa tipo |. Bandas
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fuertes a 1425 cm™ se observaron en el espectro de la celulosa, asignadas a la flexion simétrica CHo.
Una banda a 1160 cm™ indicd un estiramiento asimétrico C-O-C en el enlace B-glicosidico (Akintunde
et al., 2022; Hamed et al., 2022), y un maximo a 1068 cm™" correspondi6 al estiramiento simétrico C-O
del alcohol primario. Las diferencias entre B.B-NCB y HS-NCB pueden atribuirse a los carbohidratos y
compuestos fendlicos presentes en el medio de fermentacion. Estos compuestos fendlicos pueden
combinarse con la celulosa in situ durante la fermentacion, explicando asi los cambios observados (Z.-
Y. Lietal., 2021; Phan et al., 2017).
Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de los NCB producidos en el medio de control (HS-NCB) y en el medio
optimizado (B.B-NCB) se evalué mediante TGA, cuyos resultados se presentan en la Figura 20a, y el
analisis termogravimétrico diferencial (DTG), ilustrado en la Figura 20b. Ambas muestras de NCB
mostraron curvas similares con tres etapas distintas de pérdida de masa. Inicialmente, se observé una
disminucion marginal en el peso hasta aproximadamente 150 °C, atribuida a la evaporacion del agua
durante el tratamiento térmico inicial. El proceso de degradacion térmica se desarrollé en dos etapas
discernibles, la segunda etapa se produjo entre 240 y 425 °C y estuvo estrechamente relacionada con la
degradacion de la celulosa. Esta etapa implicd la despolimerizacion, deshidratacion y descomposicion
de las unidades de glucosa, culminando en la formacién de un residuo carbonoso (Oz & Kalender, 2023).
Resultd en una pérdida de peso de aproximadamente 56,56% y 50,02% en HS-NCB y B.B-NCB,
respectivamente. La etapa final, alcanzando los 800 °C, mostré una reduccién de peso de 15,3% y 18,6%
en HS-NCB y B.B-NCB, respectivamente. En general, la muestra experimentd una pérdida de masa
agregada del 82,09% de su peso inicial.

Estudios previos han indicado que la pérdida de masa de celulosa bacteriana suele oscilar entre el
70% y el 95%, dependiendo de la cepa bacteriana responsable de la produccién de celulosa (S.-P. Lin
et al., 2016; Machado et al., 2018; Skiba et al., 2023). La muestra de HS-NCB demostré una disminucion
del residuo en TGA en comparacion con la B.B,-NCB atribuible a las distinciones en la composicion del
medio y la estructura de los NCB producidos (Thorat & Dastager, 2018). En las curvas DTG, las
temperaturas maximas de descomposicion (Tmax) para HS-NCB y B.B-NCB fueron de 352,24 y 355,51
°C, respectivamente. Una ligera desviacién en la temperatura de degradacién podria atribuirse a
variaciones en el tamano, la disposicion y la compacidad de las fibrillas de NCB (Ul-Islam et al., 2012).
Los resultados de DTG se alinearon con los hallazgos de XRD, ya que se ha informado que una mayor
cristalinidad mejora la estabilidad térmica de NCB (Naeem et al., 2022). Los hallazgos de TGA para
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ambos medios de cultivo revelaron patrones similares, consistentes con los resultados de estudios

previos (Fiallos-Cardenas et al., 2021; Jiamsawat et al., 2022; Lee et al., 2024; Yang et al., 2024).
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Figura 20. (a) Curva de analisis termogravimétrico y (b) curva termogravimétrica derivada de la NCB
obtenida en el medio de cultivo control (HS) y el medio alternativo optimizado Box-Behnken.

Difraccién de rayos X (XRD)

NCB es un compuesto macromolecular policristalino homogéneo que consta de una region cristalina
ordenada y una region amorfa desordenada (French, 2014). Su notable cristalinidad, en comparacién
con la celulosa vegetal, sirve como atributo distintivo (Lee et al., 2024). Dentro de la region cristalina
ordenada, varias muestras de NCB exhiben picos amplios y robustos a 26 = 14,5° y 22,7°, valores
consistentes con investigaciones previas (Fan etal.,, 2016; Feng et al., 2024; Lee et al., 2024). Los
patrones XRD muestran tres reflexiones en 14.5, 16.7 y 22.7, respectivamente. Ver Figura 21.

Representa picos de difraccion tipicos de celulosa tipo | y refleja la estructura cristalina y amorfa de
los componentes NCB. Estos resultados muestran similitudes con estudios previos (Du et al., 2018;
Gomes et al., 2013). El indice de cristalinidad (Crl) se erige como un parametro crucial para el NCB y sus
compuestos derivados (French & Santiago Cintron, 2013). De acuerdo con la férmula de Segal, la
cristalinidad del B.B-NCB producido en el medio optimizado alcanzé el 83,5%, superando a la del HS-
NCB producido en el medio HS (79,5%). Estos hallazgos sugieren que el NCB del medio optimizado con
JHB tiene el mayor contenido de celulosa la, mientras que el NCB del medio HS tiene el menor contenido
de celulosa la. Varios factores, como los métodos de cultivo, las fuentes de carbono, el pH del medio, la
velocidad de agitacion, la temperatura, el tiempo de cultivo, los aditivos y los métodos de secado, podrian
influir en la cristalinidad del NCB (Jung et al., 2010). También se considera la posible relacién con la
degradacion del NaOH, ya que este proceso de degradacion inicia la descomposicion del polimero y

facilita la hidrdlisis de la celulosa (Leonarski et al., 2021, 2023).
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Figura 21. Difractograma de rayos X de nanocelulosa bacteriana en el medio optimizado a partir del
disefio Box-Behnken (linea negra), y nanocelulosa bacteriana en el medio HS-NCB (linea roja).

4.2. Empleo de la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de
empaque.

4.2.1. Analisis proximal de la cascara de banano

El analisis quimico y elemental de la cascara de banano ha revelado la presencia de lipidos,
carbohidratos, proteinas, fibras crudas, azucar soluble en agua, y minerales. Ver Tabla 13. Los resultados
de la composicion proximal muestran las caracteristicas distintivas que pueden influir en su aplicacion y
valor nutricional (Bishnoi et al., 2023; Kiran V et al., 2022; Naveen et al., 2023).

El contenido elevado de cenizas sugiere una notable concentracion de minerales inorganicos en la
HCB. Estos minerales pueden incluir potasio, calcio, magnesio y fésforo (Kiran V et al., 2022; Sijabat
et al., 2019). También exhibe un contenido significativo de Humedad y fibra bruta.

La composicion de proteinas y lipidos, son bajos en comparacién con otros alimentos proteicos y
grasos, estos componentes son importantes para la funcionalidad y el perfil nutricional de la harina. Estos
resultados se alinean con los reportados por Puraikalan, (2018). La composicion de los residuos de
cascara de fruta varia en funcién de factores como la especie y la temporada, siendo la grasa, varios
extractos y polifendlicos la parte restante (Abera et al., 2023; Bishnoi et al., 2023).

Tabla 13 Composicion proximal de la harina de cascara de banano organico de rechazo (promedio de
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n=X)

Parametros (%) Valores
Cenizas 8.3040.6
Humedad 13.77+0.2
Proteina bruta 4.4510.7
Lipidos 3.85+0.65
Fibra bruta 23.45+0.83
Materia organica 85.17+0.42
Hidratos de carbono 43.51+0.26

4.2.2. Caracterizacion del almidén extraido de la cascara de banano y comerciales

El rendimiento de almidén obtenido de la cascara de banano (ACB) fue del 19,6%, mientras que
estudios previos han reportado valores en un rango del 11% al 30% (Abera et al., 2023; Chandrasekar
etal., 2023). La prueba de Lugol demostré uniformemente un color violeta azulado en todos los
almidones analizados, indicativo de la presencia de amilosa y amilopectina, componentes estructurales
fundamentales del almidén vegetal (Ferreira et al., 2020; Sinanoglou et al., 2023; Y. Zhang et al., 2014).

El analisis del pH revel6 variaciones significativas entre los almidones. El ACB y el de maiz
mostraron pH ligeramente acidos, mientras que el almidén de yuca presentd un pH mas bajo. Esta
diferencia puede atribuirse a la presencia de acidos organicos residuales en el almidén de yuca, lo cual
puede influir en sus propiedades funcionales y en su comportamiento durante el procesamiento (Abera
et al., 2023; Y. Zhang et al., 2014).

El contenido de humedad mostré que el almidon de yuca tenia el mayor contenido, seguido por el
almidén de maiz y el de cascara de banano. Esta variabilidad podria ser atribuida a factores como la
madurez de las materias primas y las condiciones de secado, aspectos criticos que afectan la estabilidad
y la vida util de los almidones (Chandrasekar et al., 2023; Ramli et al., 2020).

En cuanto a la pérdida por secado, el almidén de yuca exhibié la mayor pérdida, lo que sugiere una
mayor cantidad de componentes volatiles o agua libre en comparacion con los otros almidones
estudiados. Esta observaciéon es crucial ya que la pérdida por secado influye directamente en las
propiedades de gelatinizacion y en la estabilidad del almidon durante el almacenamiento (Singh et al.,
2003). El contenido de cenizas fue mas elevado en el ACB, indicando una mayor presencia de minerales
(Abera et al., 2023; Chandrasekar et al., 2023; Ferreira et al., 2020).

El analisis de la composicién de amilosa y amilopectina mostré diferencias significativas entre los
almidones estudiados. El almidén de maiz presenté el mayor contenido de amilosa, mientras que el de
yuca exhibié un contenido superior de amilopectina. Estas diferencias tienen implicaciones directas en

las propiedades funcionales del almidén, como la capacidad de gelificacién y la retrogradacion,
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determinantes en su uso industrial. EIl ACB mostr6 un contenido moderado de amilosa (10-30%), siendo
rico en amilopectina. La amilopectina desempena un papel importante en la unién de polimeros lineales
para la creacion de material de envasado flexible (Ferreira et al., 2020). La presencia de un mayor
porcentaje de amilopectina amorfa ramificada en el ACB puede ser adecuada para el desarrollo de
material termoplastico estable (Abera et al., 2023). Los valores obtenidos en este estudio sobre la amilosa
y amilopectina en el ACB son consistentes con los reportados por Chandrasekar et al., (2023). Ver Figura

22.
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Figura 22.Caracteristicas fisicoquimicas del almidén de cascara de banano organico de rechazo obtenido
y distintos almidones comerciales de otras fuentes (maiz y yuca). Contenidos de amilopectina (%) (a),
amilosa (%) (b), cenizas (%) (c), y humedad (%) (d), perdida por secado (%) (e), y pH (f).

Los materiales biodegradables a base de almidén, derivados de cultivos como los cereales y el maiz,
conducen a un desperdicio de alimentos desfavorable en el contexto de la actual escasez alimentaria.
Por ello, es fundamental desarrollar plasticos ecoldégicos, econdmicos, de alta calidad y biodegradables

a partir de biomasa residual (Bangar et al., 2022; Yu et al., 2023).

4.2.3. Diseiio de mezclas para la obtencion de peliculas a base de PEBD, NCB y ACB

Para la formulacién de la pelicula de base bioldgica con propiedades optimizadas se ha utilizado un
disefio simplex centroide para evaluar el efecto combinado de la nanocelulosa bacteriana (NCB), el
almidon de cascara de banano (ACB) y el polietileno de baja densidad (PEBD) en el médulo de traccion
(MPa) de las peliculas obtenidas. La tabla 14 presenta los resultados experimentales y las predicciones

obtenidas a partir del modelo de regresion ajustado. Ver Tabla 14.
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Tabla 14. Disefio de mezcla simplex centroide con tres componentes para la obtencién de biopeliculas

Resistencia a la traccion (MPa)

Mezcla X1 X2 X3
Real Prediccion
1 1 0 0 11,01+0,02 11,00
2 0 1 0 15,10£0,02 15,00
3 0 0 1 10,03+0,02 10,00
4 0,5 0,5 0 16,04+0,02 16,40
5 0,5 0 0,5 17,15+0,02 17,00
6 0 0,5 0,5 13,10+0,02 13,00
7 0,33 0,33 0,33 18,14+0,02 18,32
8 0,33 0,33 0,33 19,10+0,02 18,32
9 0,33 0,33 0,33 18,10+0,02 18,32

X1= Nanocelulosa bacteriana, X2= Almidon de céscara de banano, X3: Polietileno de baja
densidad.
El modelo de regresion ajustado para predecir el médulo de traccion (MPa) de las peliculas basadas
en NCB, ACB y PEBD es el que se muestra en la ecuacion (22):
Resistencia a la traccion (MPa) = 11,000*X1 + 15,000*X2 + 10,000*X3 + 13,602*X1*X2 +
26,002*X1*X3 + 1,999*X2*X3 + 53,260*X1*X2*X3 (22)
El analisis de regresion revela que los componentes NCB, ACB y PEBD, tanto individualmente como
en combinacion, influyen significativamente en el médulo de traccion de las peliculas desarrolladas. La
NCB y el ACB, en particular, exhiben los efectos mas notables, lo cual es coherente con su
comportamiento como biopolimeros reforzantes y filmogénicos. Los coeficientes de regresion, sus
errores estandar, valores t y valores p, mostrando la significancia de cada factor y sus interacciones. Ver
Tabla 15.

Tabla 15. Analisis de regresion para la produccién de peliculas basadas en NCB, ACB, y PEBD

Error

Factores Coeficiente Estandar Valor - t Valor-p
X1 11,000 0,521 21,113 <0.01 Significativo
X2 15,000 0,521 28,789 <0.01 Significativo
X3 10,000 0,521 19,193 <0.01 Significativo
X1:X2 13,602 2,553 5,329 <0.05 Poco Significativo
X1:X3 26,002 2,553 10,187 <0.01 Significativo
X2:X3 1,999 2,553 0,783 <0.05 Poco Significativo
X1:X2:X3 53,260 13,915 3,828 <0.05 Poco Significativo

X1=Nanocelulosa bacteriana, X2= Almidén de cascara de banano, X3: Polietileno de baja densidad.
El modelo de regresion ajustado muestra un error estandar residual de 0.521 y un R? multiple de

0.9998, indicando un ajuste casi perfecto a los datos observados. El R? ajustado de 0.9989 corrobora la
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robustez del modelo al considerar el numero de predictores. El estadistico F de 1156 con un valor p de
0.0008649 muestra una significancia global del modelo, confirmando que al menos uno de los
coeficientes de regresion es distinto de cero. Estos resultados indican que el modelo proporciona una
prediccion precisa del médulo de traccion basado en las proporciones de NCB, ACB y PEBD, asi como
sus interacciones.

El gréfico de contorno, Ver Figura 23. Muestra que los niveles éptimos se encuentran en las
siguientes condiciones, 40% de nanocelulosa bacterial, 30 % de almidon de cascara de banano, y 30%
de polietileno de baja densidad al reemplazar en la ecuacién (18) se obtiene un médulo de traccién de

18,75 MPa.

Glicerina

Figura 23. Grafica de contorno de mezcla que muestra el efecto de las variables en la resistencia a la
traccion de la nueva mezcla de pelicula plastica. El grafico muestra un triangulo que representa las
proporciones de las tres variables de mezcla. Dentro del tridngulo, las curvas de contorno indican cémo
varia la resistencia a la traccion en funcion de las diferentes combinaciones de las variables. Estas curvas
permiten identificar las combinaciones dptimas para maximizar la resistencia a la traccién de la pelicula
plastica.

El grafico de efectos (Effect Plot) es una herramienta grafica que se utiliza para visualizar el efecto
individual y conjunto de los factores en una respuesta. Ver Figura 24a. El grafico muestra cémo la
cantidad de NCB (X1), ACB (X2) y PEBD (X3) afecta la produccién del polimero. El eje X, representa la
desviacion del centroide para cada factor. El centroide es el punto que representa la combinacién media
de los factores. Las desviaciones del centroide se muestran en unidades de desviacion estandar. El eje
Y representa la respuesta, en este caso, la resistencia a la traccion del polimero.

Es importante tener en cuenta que la interpretacion del grafico de efectos debe realizarse en

conjunto con el anadlisis de regresion. Ver Figura 24b. El analisis de regresion proporciona informacion

adicional sobre la importancia de los factores y las interacciones, asi como la magnitud de sus efectos.
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Figura 24. Grafica de resultados para disefio simplex centroide a) Efecto, b) Analisis de regresion.

La formulacion en peso es de 27% NCB, 21,50% ACB, 21,50% PEBD, 27,50% glicerina, 1,00%
acido acético, 0,50% de agua, la formulacion dio como resultado un médulo de traccion de 18,98 MPa.
En este contexto, se estima que la membrana NCB bajo tracciéon tiene un médulo de Young de 1090 +
410 kPa, un alargamiento a la rotura de 50 = 10 % y una resistencia maxima a la traccién de 270 * 80
kPa (Chaussé et al., 2024). Por otro lado, las mediciones tipicas de resistencia a la traccién para el PEBD
suelen estar en el rango de 7 a 20 MPa, dependiendo de las condiciones especificas de prueba y la
formulacion exacta del material (Jebashalomi et al., 2024; Nwuzor et al., 2023).

Heidarian et al., (2018) reportaron un compuesto degradable hecho de celulosa extraida de cafia de
azucar y PLA con el médulo de Young de 716,5 MPa, el cual se degradé en mas de dos meses. Sin
embargo, la adicién de PLA en el plastico biodegradable de dos componentes aumenta el costo de
producciéon. M. R. Amin et al., (2019) produjeron bioplasticos a partir de almidén, vinagre y glicerol,
obteniendo una resistencia a la traccion entre 3.55 y 3.95 MPa. La adicion de NCB (=5% p/p) y acido
galico (1y 1.5% p/p) mejord tanto las propiedades mecanicas (médulo de Young: 1.2-2.0 GPa frente a
1.0 GPa para almidén termoplastico; resistencia a la traccion: 23-39 MPa frente a 20 MPa para almidon
termoplastico) como la resistencia al agua (absorcion de humedad y solubilidad en agua) de los
nanocompuestos (Almeida et al., 2023).

Por otro lado, el bioplastico reforzado con NCB sintetizada a partir de plumas de pollo digeridas
enzimaticamente mostré una resistencia a la traccion notable de 5.769 MPa, indicando que la NCB actua
como un estabilizador efectivo (Admasie et al., 2024). Ademas, el uso de solucion de etilcelulosa (EC)
elimina la necesidad de aglutinantes adicionales. Sorprendentemente, el material EC-NCB presenta

excelentes propiedades mecanicas, con una resistencia a la tracciéon de 195,3 £ 23,2 MPa (Deng et al.,
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2024). Asimismo, los compuestos NCB-pectina citrica revelaron la formacion 6ptima de pelicula con una
microestructura densa y homogénea, y una resistencia mecanica mejorada de 126.37 MPa a 183.24 MPa
(Muhammed et al., 2024).

Las investigaciones actuales destacan el potencial de la NCB para mejorar las propiedades
mecanicas de los bioplasticos. La diferencia en los resultados obtenidos con los revisados en la literatura
cientifica podria atribuirse a variaciones en el procesamiento y fabricacion de los bioplasticos, que
pueden influir significativamente en su resistencia a la traccién. Factores como el método de mezclado,
la temperatura de procesamiento y el tiempo de curado son criticos para determinar las propiedades

finales del material (Almeida et al., 2023; Ghozali et al., 2024; Taokaew et al., 2013).

4.2.4. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de la biopelicula optimizado
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro FTIR del PEBD y del bioplastico optimizado mediante DSC se presenta en la Figura 25.
Las bandas de absorcion de PEBD y el de NCB-DSC detectada en 3294.87 cm™ corresponde a la
vibracion de estiramiento de los grupos hidroxilo (-OH), atribuida al estiramiento vibracional complejo
presente en la estructura de los carbohidratos (N. F. K. Sultan & Johari, 2017). Los picos agudos a
2920,31 cm™ y 2853,5 cm™ corresponden al estiramiento C-H, asociado con los grupos CHz en la
estructura del almidon y con variaciones en las proporciones de amilosa y amilopectina en el ACB
(Orsuwan & Sothornvit, 2018). Segun Chandrasekar et al., (2023) la nitidez de los picos en el rango de
2853,5 cm™ aumenta respecto a la concentracion de ACB. Los picos observados en los nimeros de onda
entre 1590 cm™ y 1720 cm™ se atribuyen a la deflexion del agua de los grupos OH, especificamente al
modo de flexion de los grupos hidroxilo en las moléculas de agua. Otros picos en 1423 cm™' corresponden
a la flexion O-H, mientras que aquellos que alcanzan su punto maximo entre 1320 y 1380 cm™
corresponden a las vibraciones de flexién de CH2 en la pelicula de plastico biodegradable (Chandrasekar
et al., 2023; N. F. K. Sultan & Johari, 2017).

Ademas, los picos en 1249,51 cm™ y 1088,41 cm™ representan vibraciones de estiramiento de
C=0, C-O-H y C-C (Jumaidin et al., 2016; Yun et al., 2008). La pelicula de NCB-DSC mostraron un
aumento adicional en la intensidad de la banda caracteristica a 1022 cm™ (Correspondiente a enlaces
glucosidicos), que también pueden atribuirse a la naturaleza altamente cristalina de las fibras de
nanocelulosa (Chandrasekar et al., 2023). Mientras, un pico que oscila entre los 945,86 cm™ hasta
835,70 cm™ esta relacionado con la sensibilidad al agua y los enlaces de hidrégeno intramoleculares de
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los grupos hidroxilo (Orsuwan & Sothornvit, 2017). Finalmente, la banda de absorcion en el rango de 480
a 410 cm™ especifica la extension y flexion de C=C y =C-H, respectivamente.

Estas caracteristicas espectrales pueden ser causadas por diferentes interacciones de enlaces de
hidrégeno influenciadas por polimeros miscibles, lo que provoca cambios y ampliaciones en el espectro
FTIR, facilitando su reconocimiento y comparacion con el espectro de PEBD (N. F. K. Sultan & Johari,

2017; Zuraida et al., 2012).
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Figura 25. Espectros FTIR del polietileno de baja densidad usado como estandar de la industria (rojo) y
de la biopelicula desarrollada en este trabajo (azul).

Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica del PEBD y del bioplastico se evalu6 mediante TGA, cuyos resultados se
presentan en la Figura 26. EI PEBD y el bioplastico muestran diferentes comportamientos de degradacion
térmica.

El PEBD exhibio dos etapas de pérdida de peso: la primera etapa ocurrié a 424.01°C y la segunda
a 457.75°C. Estas etapas estan asociadas con la degradacion térmica de los componentes del PEBD,
donde la primera etapa corresponde a la descomposicion inicial de las cadenas poliméricas y la segunda
etapa se relaciona con la descomposicion completa del material, resultando en una pérdida significativa
de masa (Nwuzor et al., 2023).

En contraste, la muestra de bioplastico mostré tres etapas distintas de pérdida de masa.

Inicialmente, se observé una disminucién marginal en el peso hasta aproximadamente 53°C, atribuida a
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la evaporacion del agua durante el tratamiento térmico inicial. La primera etapa de degradacion
significativa ocurri6 entre 200°C y 310.87°C, vinculada estrechamente con la degradacion de la celulosa.
Durante esta etapa, se produjo la despolimerizacién, deshidratacién y descomposicién de las unidades
de glucosa, culminando en la formacién de un residuo carbonoso (Oz & Kalender, 2023).

La segunda etapa de degradacion del bioplastico, observada a temperaturas mas altas, refleja la
descomposicion de otros componentes organicos presentes en la formulacién, posiblemente debido a la
presencia de glicerina y otros aditivos que afectan la estabilidad térmica del material (Almeida et al.,
2023).

La diferencia en los comportamientos de degradacion térmica entre el PEBD vy el bioplastico destaca
la influencia de la composicién material en la estabilidad térmica (Nwuzor et al., 2023). Mientras que el
PEBD muestra una mayor estabilidad térmica con temperaturas de degradacion superiores a 400°C, el
bioplastico, compuesto principalmente de celulosa y otros biopolimeros, comienza su degradacion a
temperaturas mas bajas debido a la menor estabilidad térmica de los enlaces biopoliméricos en

comparacion con los enlaces poliméricos del PEBD.
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Figura 26. Termograma. En rojo TGA de Polietileno de baja densidad y en azul TGA del bioplastico.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes proporcionadas muestran micrografias electronicas de barrido (SEM) de dos

materiales:
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(a) Polietileno de baja densidad (PEBD): Se observa una estructura similar a una red, con fibras
entrelazadas de tamanfo irregular. La presencia de poros o vacios es evidente, lo que puede afectar las
propiedades mecanicas del material.

(b) Pelicula plastica optimizada: A diferencia del PEBD, la pelicula optimizada presenta una
estructura mas compacta y uniforme, con fibras mas finas y menos poros. Esto sugiere que el proceso
de optimizacion ha mejorado la cristalinidad y la densidad del material, lo que podria traducirse en una

mayor resistencia mecanica y rigidez. Ver Figura 27.

(a) (b)
Figura 27. SEM a 100 um. (a) polietileno de baja densidad, (b) pelicula plastica optimizada.

El bioplastico optimizado presenta una estructura mas favorable para las propiedades mecanicas
que el PEBD. La menor cantidad de poros y la mayor cristalinidad sugieren que el bioplastico podria ser

un buen sustituto del PEBD en aplicaciones que requieren resistencia y rigidez.

4.3. Cuantificacion del desempeiio ambiental de la nanocelulosa bacterial como
reemplazo parcial de material de empaque a lo largo de su ciclo de vida.

La evaluacion del desempefio ambiental de la NCB como sustituto parcial de materiales de empaque
implica analizar su impacto a lo largo de todo su ciclo de vida. Esta seccion se enfoca en la comparacion
de diferentes escenarios de produccion, incluyendo la utilizacion de biomasa renovable y el
aprovechamiento de subproductos, con el objetivo de determinar la sostenibilidad relativa frente a los
métodos tradicionales basados en combustibles fésiles.

Para proporcionar una evaluacion completa, se han modelado y analizado varios escenarios que
representan diferentes combinaciones de materiales y procesos. El analisis se basa en la cuantificacion
del potencial de calentamiento global (GWP100), una métrica clave que refleja el impacto de las

emisiones de gases de efecto invernadero sobre el cambio climatico. Los calculos detallados para cada
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escenario se presentan en el Apéndice F, Tablas Suplementarias.

4.3.1 Potencial de calentamiento global (GWP100)

Los resultados demuestran que la produccién de peliculas plasticas a partir de ACB y NCB ofrece
una alternativa con menor huella de carbono en comparacion con la produccién convencional basada en
combustibles fosiles (Escenario A). El Escenario C, que aprovecha el bagazo residual, presenta el menor
GWP100 (2,061 kg CO2-eq), lo que indica una reduccion del 23% y 42% en comparacion con los
Escenarios Ay B, respectivamente. Ver Figura 28.

El desglose de contribuciones al GWP100 en el Escenario C muestra que los principales factores
son: la produccién de glicerina (49%), que se ve influenciada en parte por el uso de epichlorohydrin; la
produccion de polietileno (25.92%); la extrusion del plastico (10.35%); el almidon de cascara de banano
(8.81%); y la purificacion de NCB (4.44%).

En contraste, el Escenario B presenta una distribucién de impacto diferente: la purificacion de NCB
contribuye con el 45.24% del impacto total, con un 31.54% atribuible al tratamiento de residuos sdélidos
en la obtencién de JHB. La produccion de glicerina representa el 28.08%, la produccion de polietileno el
14.85%, la extrusion del plastico el 5.93%, y el almidon de cascara de banano el 5.05%. En este
escenario, la mayor carga ambiental proviene de la purificacién de NCB, que se debe en parte a la falta
de aprovechamiento del bagazo residual, ademas de la produccion de glicerina. Para el Escenario A, el
92.03% del impacto se debe al mercado del polietileno, mientras que el 7.97% se atribuye a la extrusion
del plastico.

La reduccion en la huella de carbono observada en el Escenario C se debe a varios factores clave:
(i) Uso de biomasa: La sustitucion de materias primas fésiles por biomasa renovable disminuye las
emisiones de gases de efecto invernadero asociadas con la extraccion y procesamiento de materiales
(Chimphango et al., 2020; Guerrero et al., 2016; Mujtaba et al., 2023), (ii) Incorporacion de nanocelulosa
bacterial: La nanocelulosa bacterial, obtenida a partir de procesos biotecnoldgicos, posee propiedades
mecanicas y de barrera que permiten reducir la cantidad de PEBD requerida en la produccion de la
pelicula (Du et al., 2018; Hamed et al., 2022; Naeem et al., 2022), y (iii) Aprovechamiento del bagazo
residual: La valorizacién del bagazo como fuente de energia o materia prima adicional evita su
disposicion final en vertederos, lo que reduce las emisiones de metano, un potente gas de efecto

invernadero (Fiallos-Cardenas et al., 2022a; Munagala et al., 2021).
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Figura 28. Potencial de Calentamiento Global para la produccion de 1 kg de pelicula plastica en diferentes
escenarios. Escenario A: Pelicula de polietileno de baja densidad (PEBD) 100% fésil. Escenarios B y C:
Pelicula optimizada con nanocelulosa bacterial, almidén de cascara de banano y PEBD (ver Tab. 16). En
el Escenario B, la biorrefineria desecha el bagazo residual; en el Escenario C, el bagazo residual es
aprovechado.

Otros estudios, también han determinado que los bioplasticos tienen un menor HC en comparacion
con los plasticos de origen fosil. Segun Samer et al., (2022) los resultados también muestran que las
emisiones de gases de efecto invernadero en kg de CO:2 eq. por 1 kg de bioplasticos a través de los
diferentes experimentos donde mezclan distintas composiciones de almidon de papa (6,67% - 26,67%),
glicerina (3,33% - 6,67%), vinagre (3,3%) oscilan entre 0,354 y 0,623 kg de CO:2 eq. por kg de bioplasticos
en comparacion con 2,37 kg de CO2 eq. por kg de polipropileno.

Bordon etal., (2022) realizaron un ACV para evaluar diversos escenarios de procesamiento
utilizando fibra obtenida del pseudotallo del banano. Encontraron que las fibras sin tratamiento quimico,
peinadas mecanicamente, mejoran las propiedades mecanicas de los compuestos de polietileno de alta
densidad (PEAD) y reducen significativamente los impactos ambientales. Los compuestos con mas del
20% de fibra no tratada disminuyen el impacto ambiental en comparacion con el PEAD puro.

Los hallazgos de este estudio respaldan el potencial de la biomasa y la nanotecnologia para la
produccién de peliculas plasticas con menor huella de carbono. El Escenario C, que combina el uso
eficiente de la biomasa, la incorporacion de nanocelulosa bacterial y el aprovechamiento del bagazo
residual, emerge como la alternativa mas prometedora para reducir significativamente el impacto

ambiental asociado a la produccion de este tipo de materiales.
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4.4. Anadlisis del uso de nanocelulosa bacterial como soporte para la
implementacion de la economia circular en la cadena de valor del banano.

La NCB se produce durante la fermentacion de una mezcla de infusion de té verde y JHB como
sustrato. En este estudio, se optd por utilizar JHB, un subproducto desechado en el suelo de la finca, rico
en azucares, compuestos polifendlicos y nitrogenados necesarios para el crecimiento de la NCB. Los
experimentos de optimizacion a escala de laboratorio se llevaron a cabo con un volumen de trabajo de
10 litros.

Los datos para el proceso de produccion de bioplasticos se basaron en resultados experimentales

a escala de laboratorio, los cuales se detallan en la Tabla 16.

Tabla 16. Datos experimentales obtenido en este estudio para calcular la produccién de bioplastico
(biorrefineria).

Parametros Valores
Peso promedio de hoja de banano (kg) 1,83
Peso de Jugo de hoja de banano (JHB) por kg de hoja de banano (kg) 0,29
Peso de bagazo de hoja de banano por kg de hoja de banano (kg) 0,71
Tiempo de fermentacién del medio de cultivo (dias) 14,00
Tiempo de operacién de la planta (dias) 330,00
Numero de lotes por afo 23,00
Rendimiento nanocelulosa bacterial (NCB) en base humeda (g/L) 800,00
Rendimiento NCB en base seca (g/L) 8,23
Concentracion de JHB en el medio (%p/p) 40,00
Concentracion de Camellia sinensis (%p/p) 20,00
Concentracion de inoculo (%p/p) 1,00
Concentracion de NCB para bioplastico (%p/p) 27,00
Concentracion de Almidén de cascara de banano (ACB) para bioplastico (%p/p) 21,50
Concentracion de polietileno de baja densidad (PEBD) para bioplastico (%p/p) 21,50
Concentracion de glicerina para bioplastico (%p/p) 27,50
Concentracion de acido acético para bioplastico (%p/p) 1,00
Concentracion de acido estearico para bioplastico (%p/p) 1,00
Concentracién de agua para bioplastico (%p/p) 0,50

La Tabla 17 proporciona una visiéon detallada de los costos asociados, que incluyen materias primas
como hojas de banano, Camellia sinensis, hidréxido de sodio, entre otros, ademas de servicios
esenciales en el proceso de produccion como electricidad, agua potable y mano de obra especializada.
Se asigna un valor referencial a las hojas y cascaras de banano, a pesar de ser consideradas residuos
agroindustriales.

Tabla 17. Costos de materias primas y servicios asociados para la produccion de bioplasticos a base de
Nanocelulosa Bacteriana*

Materia primal/ Servicio Precio
Materia prima
Hojas de banano (US$/kg) - referencial 0,07
Camellia sinensis (US$/kg) 0,60
Cascara de banano (US$/kg) - referencial 0,01
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Hidréxido de sodio (US$/kg)
Botellas de vidrio (US$/Unidad)

Fundas de polipropileno (US$/Unidad)
Polietileno de baja densidad (US$/kg)

Glicerina (US$/kg)
Acido acético (US$/kg)
Acido estearico (US$/kg)

Servicios

Electricidad — sector comercial (US$/kWh)
Agua potable — sector comercial (US$/m?3)

Agua ablandada — proceso de filtrado y ablandamiento (US$/m?)

Mano de obra

Operador de proceso (US$/h)
Supervision de produccion (US$/h)
Técnico de mantenimiento (US$/h)

0,38
0,17
0,10
1,20
0,80
1,50
2,50

0,092

0,72
1,24

3,00
5,00
5,00

* Calculos basados en datos experimentales destallados en la Tab. 17

La Tabla 18 proporciona un desglose detallado del equipo necesario para el proceso de produccion,

incluyendo especificaciones técnicas y costos individuales. El costo del fermentador representa el 2,38%

del costo total de equipos, mientras que el secador de bandeja constituye el 16,67%. El mezclador

utilizado para la produccion del medio de cultivo representa el 9,52%, y la extrusora corresponde al

14,29% del costo total de equipos. Behera et al., (2022) destacaron que la unidad de fermentacion

estatica de acero inoxidable representa el 54,7% de los costos totales de capital. En contraste, este

estudio propone el uso de fermentadores de plastico, lo cual reduce significativamente el costo del

equipo.

Tabla 18. Descripcion del equipo y precios unitarios que contribuyen al costo de capital.

. L, . . Costo
Equipo Descripcioén Material Unidades unitario ($)
Volumen del Acero
Mezclador recipiente 1500 | inoxidable 1 50000
Bandejas plasticas Plastico
Fermentadores con un volumen de resistente a 1 10000
1000 | altas
temperaturas
Trituradora de 10
HP. Con filtro
Trapiche incluido y bg'ndeja . Ac_:ero 1 1000
de recoleccion. 1 inoxidable
ton de materia
prima por hora.
Producir pellets de
diferentes tamafos,
entre 6 mmy 12
. mm de diametro. Acero
Peletizadora b0 i 20 HP. inoxidable 1 1000
Produccién 1 ton
biomasa
lignoceluldsica/hora.
Area de bandeja
secadora 5 m?, Acero
Secador g5 de aire: 1000 inoxidable 1 70000

CFM,
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Potencia: 75 kW,

Capacidad: 200

kg/h,

Temperatura de

secado: 40°C a

100°C.

Diametro de tornillo

de la extrusora. 60

mm, Acero

Extrusora Capacidad: 50 kg/h, inoxidable 1 60000
Relacion L/D: 20:1,
Potencia: 75 HP.
Molino de Capacidad: 1 t/h Acero 1 50000
martillos Potencia: 50 HP inoxidable
Sedimentador  ¥olumen: 2001 _ Acero 1 20000
inoxidable
—— B
Filtro Capacidad: 5 m°/h . Agero 1 50000
inoxidable
Otros_ equlpc:s 100000
no listados
TOTAL 420000

(*) Sistema de control y monitoreo, sistema de limpieza en sitio (CIP), sistema de

transferencia de masa.

El total de los gastos directos de capital fijo comprende el total de los costes directos de capital de
la planta; y los costos indirectos de capital relacionados con la construccion e ingenieria de la planta y
los honorarios del contratista y de contingencia. Los costos directos de capital fijo del proceso estan
asociados mayoritariamente a los precios de los equipos, aparte de los costes indirectos vinculados a la
instalacion, tuberias y otras actividades auxiliares. Dourado et al., (2018) informaron que el costo total de
capital directo para el proyecto de fermentacion de NCB fue de 1,3 millones de ddlares estadounidenses,
con el 70% de los costos vinculados a la instalacion, tuberias de proceso, instrumentacion, aislamiento,
construccion eléctrica, mejoras en el patio y otras instalaciones auxiliares. Similarmente, Ul-Islam et al.,
(2020) reportaron que el 71% de los gastos de capital para la produccion de NCB estaban asociados con
los costos directos totales de la planta. En contraste, Behera et al., (2022) estimaron un costo de capital
fijo directo de 12 millones de dolares estadounidenses, con el 54,35% del costo directo total de la planta.
Este estudio determind que el costo directo total de la planta representa el 67,41%. Ver Tabla 19.

Tabla 19. Gastos de capital del proceso de produccion de biorrefineria.

Resumen de la estimacion de capital fijo (Precio 2022 en $)

A. Costo Directo Total de la Planta (TPDC)

1. Costo de compra del equipo 420000
2. Instalacion 210000
3. Tuberias de proceso 168000
4. Instrumentacion 168000
5. Aislamiento 12600
6. Eléctrico 42000
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7. Edificios 210000
8. Mejora del jardin 63000
9. Instalaciones auxiliares 168000
10. Instalacion de planta de tratamiento de agua 100000
Total - TPDC 1561600
B. Costo Indirecto Total de la Planta (TPIC)
11. Ingenieria 175392
12. Construccion 248472
Total - TPIC 452864
C. Costo total de planta (TPC = TPDC + TPIC)
Total - TPC 2014464
D. Honorarios y contingencia del contratista (CFC)
13. Honorarios del contratista 94273
14. Contingencia 188546
Total - CFC 302169
E. Costo de capital fijo directo (DFC = TPC + CFC)
Total - DFC 2316633

*El multiplicador y el factor de costo para cada uno de los parametros de costo han sido referidos de
Peters & Timmerhaus, (2018).

Se realizé un analisis de rentabilidad del proyecto con el objetivo de evaluar la viabilidad del
bioproceso simulado durante su implementacion en tiempo real. El analisis econémico del proceso de
produccién de bioplastico a base de NCB, PEBD y ACB revela una estructura financiera robusta y
prometedora. Ver Tabla 20. La evaluaciéon considerd los filamentos formados tras la extrusiéon del
bioplastico como la principal fuente de ingresos, complementada por el té fermentado (analogo al caldo
de Kombucha) y la fibra vegetal peletizada como fuentes secundarias de ingresos.

La capacidad total de produccion del proceso es de 79,090.13 kg de NCB, 394,428.59 kg de bebida
analoga al té de Kombucha y 1,839,953.03 kg de biomasa lignoceluldsica por afio. La produccion de
bioplastico es de 292,926.41 kg/afo. El analisis de costos unitarios de produccidon muestra una eficiencia
en la manufactura, con costos netos por kilogramo de 1.04 ddélares para la biopelicula NCB, 2.10 ddlares
para el analogo de té de Kombucha, 1.10 ddlares para la fibra vegetal y 0.80 ddlares para el ACB.

Los indicadores financieros muestran un margen bruto del 58.25% y un retorno de la inversion del
12.50%, lo que demuestra la capacidad del proyecto para generar beneficios significativos en relacion
con el capital invertido. Ademas, la tasa interna de retorno después de impuestos alcanza el 16.93%. El
analisis econdmico también evalla la estructura de financiamiento y los riesgos asociados. Con un
tiempo de amortizacion de 4.75 afios y un tiempo de recuperacion de la inversion ajustado a la tasa de
oportunidad de 4.49 afios (1), se destaca la capacidad del proyecto para generar flujo de efectivo positivo
y recuperar la inversion inicial en un periodo razonable.

Ul-Islam et al., (2020) reportaron una ganancia de 3.3 millones de délares estadounidenses, con un

periodo de recuperacion de 4 afios para recuperar el monto invertido durante la tenencia del proyecto.
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Behera et al., (2022) estimaron una tasa interna de retorno después de impuestos de 16.48%, con un
valor presente neto de 9 millones de ddlares estadounidenses a una tasa de interés del 7%. El analisis
de flujo de caja proyectd un flujo de caja y beneficios positivos con un periodo de recuperacion de la

inversion de 4.23 afos (datos no mostrados), tras el cual la empresa podria recuperar el importe gastado.

Tabla 20. Analisis de rentabilidad del proceso de produccion de bioplastico a base de NCB.

N°  Categorias Importe
1. Capital fijo directo (A) 2.316.633 $
2. Capital de trabajo (B) 200000 $
3. Costo de puesta en marcha (C) 500000 $
4, Inversion total (A + B + C) 3016633 $
5. Gastos anuales de funcionamiento (D) 100000,00 $
6. Ingresos anuales de la biopelicula NCB (E) 12891.89 $
7. Ingresos anuales de la bebida Kombucha (F) 343152.87 $
8 Ingresos anuales del pellet de fibra (G) 735981.21 %
9. Ingresos totales obtenidos por afio (H = E + F+G) 1092025.97 $
10. Costo neto unitario de producciéon de NCB (por kg) 1.04 %
11 Costo neto unitario de produccién de analogo de té de 210$
kombucha (por kg) '

12 Costo neto unitario de produccién de fibra vegetal (por kg) 1.10 %
13 Costo neto unitario de produccién de almidon de cascara de 0.80 $

" banano (por kg) '
14. Ingresos netos unitarios de produccion (por kg) 115.00 $
15.  Utilidad bruta por afio (I = G — D) 635981.21 %
16. Impuestos (en 25%) por ano (J) - Ecuador 158995.30 $
17.  Beneficio neto (I — J + Depreciacion) 376985.91 %
18.  Margen bruto 58.25 %
19. Retorno de la inversién 12.50 %
20. Tiempo de amortizacion 4.75 anos
21. Tasa Interna de Devoluciones (TIR) después de impuestos 16.93 %
22. Valor Presente Neto 137349.82 $
23. Tasa de Reinversién (RI) o tasa de oportunidad 14 %
24. Tasa interna de retorno modificada 16 %
25. Tiempo de recuperacion de lo invertido sin tasa de oportunidad 3,69 afios
26 Tiempo de recuperacion de lo invertido teniendo en cuenta la 4.49 afios

tasa de retorno de oportunidad

La produccién de NCB depende en gran medida de las condiciones del proceso, lo que influye
directamente en los costos unitarios de produccion y en la viabilidad econémica del proyecto. Se encontrd
que la economia del proceso esta estrechamente ligada a la instalacion y las operaciones de las unidades
involucradas. Behera etal., (2022) informaron que los costos de insumos en la fermentacién de
kombucha pueden reducirse mediante el aumento del volumen de produccion. Lo cual permitira reducir

el costo de produccion de bioplastico. En la tabla 21, se muestra el analisis de flujo de caja.
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Tabla 21.Analisis de flujo de caja (en millones de US$) para el proceso de produccion de bioplastico a
base de NCB.

. . Valor
Flujos Acumulado Flujos
~ Ingresos Egresos de Valor sin netos Acumulado
Aios f presente con
(%) (%) efectivo tasa de A Valor
neto ($) oportunidad Presente tasa de
oportunidad
0 1,092 3,016 -1,924 -1,925 -1,925 -1,925 -1,925
1 1,092 0,491 0,601 0,527 -1,324 0,527 -1,398
2 1,092 0,491 0,601 462.153,19 -0,833 0,462 -0,936
3 1,092 0,491 0,601 405.397,53 -0,342 0,405 -0,530
4 1,092 0,491 0,601 355.611,87 0,150 0,356 -0,174
5 1,092 0,491 0,601 311.940,24 0,642 0,312 0,137

La implementacion de una biorrefineria multiproducto a menudo se utiliza para aprovechar las
ventajas econdmicas del proceso biotecnoldgico, vendiendo varios productos generados en diferentes
procesos unitarios a lo largo de toda la cadena de produccién ((Dourado et al., 2018). Este enfoque
permite optimizar el costo de produccién del bioplastico a 0.97 $/kg, con un precio de venta en el mercado
de 1.20 $/kg, lo que resulta en una utilidad del 24%. Este valor es comparable al costo de produccion del

polietileno de baja densidad.
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CAPITULO V CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Determinacion del medio de cultivo 6ptimo de la K. xylinus utilizando como
fuente de carbono los residuos lignocelulésicos del banano, raquis y hoja, para
la obtencion de la nanocelulosa bacterial

Este estudio marca un avance notable en la produccién de nanocelulosa bacteriana (NCB) mediante
la utilizacion de recursos sostenibles, especificamente el jugo de hojas y raquis de banano (JHB y JRB).
La optimizacion del proceso, realizada a través de un disefio experimental Box-Benhken, ha generado
un modelo estadistico altamente significativo, revelando que el JRB ozonizado no es adecuado para la
optimizacion de la produccién de NCB, mientras que el JHB se ha demostrado como una fuente viable y
eficiente de nutrientes en el proceso de fermentacion. Los analisis de FTIR, SEM, TGA y XRD han
confirmado la alta calidad del NCB producido, al mostrar resultados comparables con las curvas de
control, subrayando la robustez y fiabilidad del proceso desarrollado. La produccién a escala de
laboratorio y en biorreactores no solo evidencia la escalabilidad del proceso, sino que también sugiere
un considerable potencial para su implementacion en entornos industriales. Desde una perspectiva
tedrica, el estudio ha establecido un modelo sélido que destaca la influencia critica de los componentes
del medio de cultivo, contribuyendo significativamente al cuerpo de conocimientos en el campo de los
biomateriales sostenibles. El enfoque innovador en la utilizacion de JHB refleja los ultimos avances en la
investigacion de biomateriales y subraya la importancia de integrar recursos renovables para optimizar
procesos de produccion.

Las implicaciones del estudio son significativas tanto desde el punto de vista ambiental como
econdémico. La investigacion demuestra que el uso de residuos lignoceluldsicos del banano para la
producciéon de NCB ofrece una solucion sostenible al aprovechar residuos agricolas. Este enfoque tiene
el potencial de servir de modelo para otras industrias en busca de alternativas sostenibles para la
produccién de biomateriales, consolidando su relevancia en la busqueda de soluciones ecoldgicas.
Para futuras investigaciones, se recomienda ampliar el estudio para incluir una gama mas amplia de
residuos agricolas en la produccion de NCB, proporcionando una vision mas completa sobre la viabilidad
y eficiencia de diferentes fuentes de carbono y nutrientes. También se sugiere investigar mas a fondo las
condiciones oOptimas para la ozonizacién y otras técnicas de tratamiento del JRB, lo que podria abrir
nuevas posibilidades para mejorar su eficacia en la produccién de NCB. Finalmente, realizar estudios
adicionales para evaluar la escalabilidad del proceso en entornos industriales mas grandes permitira

valorar la viabilidad comercial del proceso en una escala mayor. En conjunto, este estudio no solo avanza
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en la optimizaciéon de la produccion de NCB, sino que también establece un nuevo paradigma en la
utilizacion de recursos agricolas para la produccion de biomateriales, ofreciendo perspectivas
prometedoras para el desarrollo de empaques sostenibles y la integracion de practicas industriales mas

ecologicas.

5.2. Empleo de |la nanocelulosa bacterial como reemplazo parcial de material de
empaque

La investigacion ha revelado que las moléculas de almidén de cascara de banano (ACB) son
notablemente ricas en amilopectina amorfa, posicionandolas como una matriz prometedora para el
desarrollo de peliculas termoplasticas basadas en almidon. Mediante la optimizacion de las peliculas
biolégicas elaboradas a partir de ACB, NCB y polietileno de baja densidad (PEBD) usando un disefio
experimental Simplex Centroide, se obtuvo un modelo estadistico altamente significativo. Este modelo
ha demostrado la eficacia de las composiciones cercanas al punto central del disefo, subrayando la
viabilidad industrial de utilizar subproductos agricolas para la sustitucién parcial del PEBD. La resistencia
a la traccion de la pelicula compuesta de NCB+PEBD+ACB se ha igualado a la de la pelicula de PEBD,
lo que indica su potencial para aplicaciones industriales reales.

Las NCB producidas mediante el disefio Box-Benhken han demostrado capacidades de refuerzo
superiores, mejorando notablemente las propiedades mecanicas de las peliculas basadas en PEBD y
ACB. Los analisis de FTIR corroboran que la pelicula NCB+PEBD+ACB es comparable a la pelicula de
control en términos de grupos funcionales, confirmando su calidad y compatibilidad.

Este estudio no solo avanza en el desarrollo de materiales biolégicos sostenibles, sino que también
representa un paso significativo hacia una bioeconomia circular en las industrias de procesamiento de
banano. La integracion de subproductos agricolas como el ACB en la produccion de peliculas
termoplasticas demuestra un enfoque innovador que puede reducir la dependencia de recursos sintéticos
y mejorar la sostenibilidad ambiental. Para maximizar el impacto de estos resultados, se recomienda
explorar la aplicacion de estos materiales en entornos industriales reales y realizar estudios adicionales
sobre el uso de diversos subproductos agricolas para diversificar las fuentes de carbono y nutrientes.
Investigaciones futuras deberian enfocarse en la optimizacién de procesos de produccion a gran escala
y en la evaluacion del comportamiento de estos materiales en condiciones ambientales y de uso
prolongado, lo que facilitara la transicion hacia soluciones mas sostenibles en la industria del embalaje y

otros sectores..
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5.3. Cuantificacion del desempeiio ambiental de la nanocelulosa bacterial como
reemplazo parcial de material de empaque a lo largo de su ciclo de vida

La investigacion ha demostrado que la produccion de bioplasticos a base de NCB y ACB presenta
una huella de carbono inferior en comparacién con el PEBD puro. En particular, el bioplastico elaborado
exhibe un potencial de calentamiento global (GWP100) de 2,06 kg CO2-eq por kg, en contraste con los
2,67 kg CO2-eq por kg de pelicula plastica de PEBD. Este diferencial resalta la relevancia de optimizar
los procesos de produccion y adoptar fuentes renovables de energia para reducir el impacto ambiental y
promover practicas mas sostenibles.

Los resultados evidencian una variabilidad considerable en las emisiones asociadas con la
produccién de NCB, especialmente dentro del contexto de una biorrefineria multiproducto. Esta
variabilidad esta influenciada por las condiciones del proceso y las materias primas empleadas. La
optimizacion de estos factores se presenta como una estrategia esencial para posicionar la produccion
de NCB a partir de hojas de banano como una opcién en comparacion con el uso de PEBD tradicional.

La investigacion subraya la necesidad de continuar perfeccionando las técnicas de produccién y
explorar la integracién de tecnologias mas limpias y eficientes. Solo a través de una mejora continua en
los procesos y un enfoque estratégico en la reduccion de emisiones sera posible lograr una transicion
efectiva hacia una bioeconomia circular, donde los materiales derivados de residuos agricolas no solo
ofrecen una alternativa viable al plastico convencional, sino que también contribuyen significativamente
a la reduccion de la huella de carbono global. La implementacion de estas estrategias permitira que la
producciéon de NCB y bioplasticos derivados se consolide como una solucion ambientalmente

responsable y competitiva en el mercado.

5.4. Analisis del uso de nanocelulosa bacterial como soporte para Ila
implementacion de la economia circular en la cadena de valor del banano

La implementacion de NCB como soporte para la economia circular en la cadena de valor del
banano ha demostrado ser econdmicamente viable. El andlisis financiero revela que, con una inversion
total de 3,016,633 ddlares, se pueden generar ingresos anuales de 1,092,025.97 délares, provenientes
de la biopelicula de NCB, la bebida analoga al té de kombucha y el pellet de fibra. Con un margen bruto
del 58.25% y un retorno de la inversion del 12.50%, el proyecto muestra un potencial significativo para
generar beneficios econdmicos. La tasa interna de retorno (TIR) después de impuestos del 16.93% y un

tiempo de amortizacion de 4.75 afios indican una recuperacion rapida de la inversion inicial.
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Ademas, la produccion de bioplastico a partir de NCB tiene un costo de 0.97 $/kg, con un precio de
venta de 1.20 $/kg, logrando una utilidad del 24%, comparable al costo del polietileno de baja densidad
(PEBD). La estrategia de utilizar una biorrefineria multiproducto maximiza las ventajas econémicas del
proceso biotecnoldgico al permitir la venta de diversos productos generados en diferentes etapas. Este
enfoque no solo mejora la eficiencia econdémica, sino que también promueve la sostenibilidad al integrar
productos derivados del banano en una cadena de valor circular.

En el contexto global de busqueda de soluciones mas ecoldgicas, estos resultados subrayan la
relevancia de adoptar tecnologias basadas en biomateriales y modelos de economia circular. Se
recomienda continuar explorando la viabilidad de otros subproductos agricolas en la produccién de NCB
y evaluar el impacto de diferentes estrategias de comercializacién para maximizar los beneficios

econdémicos y ambientales del proyecto.
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Apéndice A: Relacion de Abundancia Unificada

# # Datos de las especies
species <- ¢("Komagataeibacter xylinus", "Brettanomyces bruxellensis",
"Brettanomyces anomalus", "Pichia kudriavzevii",
"Gluconacetobacter sp. SXCC-1", "Komagataeibacter europaeus LMG 18494",
"Komagataeibacter intermedius AF2", "Komagataeibacter hansenii ATCC 23769",
"Gluconobacter sp. AC10")
abundance <- ¢(70.86, 25.76, 1.81, 0.94, 0.18, 0.13, 0.12, 0.14, 0.06)

# Crear un data frame
data <- data.frame(species, abundance)

# Ordenar los datos por abundancia descendente
data <- dataorder(-data$abundance), ] # Ordenar de mayor a menor abundancia

# Graficar el grafico de barras
library(ggplot2)
ggplot(data, aes(x = reorder(species, -abundance), y = abundance, fill = species)) +
geom_bar(stat = "identity") +
labs(x = NULL, y = "Relaciéon de Abundancia Unificada (%)") +
theme(axis.text.x = element_blank(), # Eliminar etiquetas del eje x
axis.ticks.x = element_blank(), # Eliminar marcas del eje x
legend.position = "right", # Posicionar la leyenda a la derecha
legend.text = element_text(size = 10, family = "Arial"), # Tamano y tipo de letra de la
leyenda
legend.title = element_text(size = 10, face = "bold", family = "Arial")) + # Titulo de la
leyenda
guides(fill = guide_legend(title = "Especies (%)")) + # Anadir titulo a la leyenda
scale_fill_manual(values = c("#4e79a7", "#f28e2b", "#e15759", "#76b7b2", "#59a14f",
"#edc948", "#b07aa1", "#ffoda7", "#9c755f", "#bab0Oac"),
labels = c("Komagataeibacter xylinus (70.86%)",
"Brettanomyces bruxellensis (25.76%)",
"Brettanomyces anomalus (1.81%)",
"Pichia kudriavzevii (0.94%)",
"Gluconacetobacter sp. SXCC-1 (0.18%)",
"Komagataeibacter europaeus LMG 18494 (0.13%)",
"Komagataeibacter intermedius AF2 (0.12%)",
"Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 (0.14%)",
"Gluconobacter sp. AC10 (0.06%)"))

Apéndice B: Cinética de caracteristicas fisicoquimicas el jugo de
raquis de banano

# Cargar las librerias necesarias si no las tienes instaladas
if (IrequireNamespace("ggplot2", quietly = TRUE)) {
install.packages("ggplot2")

}

if (IrequireNamespace("readx!", quietly = TRUE)) {
install.packages("readxl")

}

library(ggplot2)
library(readxl)

library(dplyr)
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# Leer los datos desde tu archivo Excel (asegurate de proporcionar la ruta correcta)
data <- read_excel("E:/Doctorado ESPOL-BIOTECNOLOGIA/Documento - Tesis - MAFC -
ESPOL - Biociencias/Datos raquis de banano - ozonizacion.xlIsx")

# Funcion para crear los graficos
crear_grafico <- function(data, tratamiento, variable) {
data_filtrada <- subset(data, Tratamiento == tratamiento)

# Asignar forma de punto segun tiempo de ozonizacién
data_filtrada <- data_filtrada %>%
mutate(shape = case_when(
Tiempo == 0 ~ 15, # Cuadrado
Tiempo ==5~ 17, # Triangulo
Tiempo == 20 ~ 16, # Circulo
Tiempo == 30 ~ 18 # Rombo
)

# Definir las etiquetas de las unidades
unidad_etiqueta <- switch(variable,

lllel = "ll’
"Turbidez" =" (NTU)",
"Brix" =" (°Brix)",

"R.NCB" =" (g/l)")

ggplot(data_filtrada, aes(x = Dias, y = !'sym(variable), group = Tiempo, color =
as.factor(Tiempo), shape = as.factor(shape))) +
geom_line(size = 1.5) + # Grosor de la linea
geom_point(size = 3) + # Tamafo de los puntos
labs(title = paste("Tratamiento”, tratamiento),
x = "Dias",
y = paste(variable, unidad_etiqueta),
color = "Tiempo de ozonizacion (min)",
shape = NULL) + # Eliminar la leyenda de la forma
scale_shape_manual(values = ¢(15, 17, 16, 18), guide = FALSE) + # Asignar formas y
eliminar guia de leyenda
theme_minimal() +
theme(text = element_text(size = 12)) # Tamafo de fuente para etiquetas y numeros

}

# Crear y mostrar graficos para pH, Turbidez, Brix y R.NCB para R-25
grafico_pH_R25 <- crear_grafico(data, "R-25", "pH")
grafico_Turbidez_R25 <- crear_grafico(data, "R-25", "Turbidez")
grafico_Brix_R25 <- crear_grafico(data, "R-25", "Brix")

grafico RNCB_R25 <- crear_grafico(data, "R-25", "R.NCB")

print(grafico_pH_R25)
print(grafico_Turbidez_R25)
print(grafico_Brix_R25)
print(grafico_RNCB_R25)

# Crear y mostrar graficos para pH, Turbidez, Brix y R.NCB para R-50
grafico_pH_R50 <- crear_grafico(data, "R-50", "pH")
grafico_Turbidez_R50 <- crear_grafico(data, "R-50", "Turbidez")
grafico_Brix_R50 <- crear_grafico(data, "R-50", "Brix")
grafico_RNCB_RS50 <- crear_grafico(data, "R-50", "R.NCB")
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print(grafico_pH_R50)
print(grafico_Turbidez_R50)
print(grafico_Brix_R50)
print(grafico_RNCB_R50)

# Crear y mostrar graficos para pH, Turbidez, Brix y R.NCB para R-75
grafico_pH_R75 <- crear_grafico(data, "R-75", "pH")
grafico_Turbidez_R75 <- crear_grafico(data, "R-75", "Turbidez")
grafico_Brix_R75 <- crear_grafico(data, "R-75", "Brix")

grafico RNCB_R75 <- crear_grafico(data, "R-75", "R.NCB")

print(grafico_pH_R75)
print(grafico_Turbidez_R75)
print(grafico_Brix_R75)
print(grafico_RNCB_R75)

Apéndice C: Codigo Rstudio para determinar correlacion entre las
variables analizadas en el jugo de raquis de banano ozonizado

# Funcion ipak para instalar y cargar varios paquetes a la vez
ipak <- function(pkg)X
new.pkg <- pkg[!(pkg %in% installed.packages()[, "Package"])]
if (length(new.pkg))
install.packages(new.pkg, dependencies = TRUE)
sapply(pkg, require, character.only = TRUE)

# Crear la lista de los paquetes a utilizar

packages <- c("foreign", "apaTables", "PerformanceAnalytics", "psych", "corrr", "readx!",
"corrplot")

# Instalar y cargar los paquetes del listado anterior

ipak(packages)

# Cargar el data frame que vamos a utilizar

df <- read_excel("E:/Doctorado ESPOL-BIOTECNOLOGIA/Documento - Tesis - MAFC -
ESPOL - Biociencias/Analisis multivariado-Datos raquis de banano - ozonizacién.xlIsx")
View(df)

# Crear matriz de correlaciones con uso de observaciones completas
cor(df, use = "complete.obs")

# Crear matriz de correlaciones sin NA
df2 <- dffcomplete.cases(df), ]

# Volver a crear la matriz de correlaciones
correlac <- cor(df2)

# Crear directamente la tabla de correlaciones en APA en formato Word
apa.cor.table(df2, filename = "correlacion.doc", table.number = 1, show.conf.interval = FALSE,
landscape = TRUE)

#### Figura para publicacion ##H##H#H
chart.Correlation(df2, histogram = TRUE, method = "pearson")

### Grafica de correlacion de circulos con agrupacion de variables ##H#H

166



corrplot(cor(df2),
method = "circle",

order = "hclust", # Método de ordenacion de la matriz

hclust.method = "ward.D", # Si order = "hclust", es el método de agrupacion usado
addrect = 2, # Si order = "hclust", es el nimero de clusters

rect.col = "red", # Color de los rectangulos

rect.lwd = 3)

Apéndice D: Coédigo en Rstudio para optimizacion de medio de
fermentacion mediante el diseiio Box - Behnken

Esta seccidén presenta el cédigo implementado en RStudio, utilizado para el disefio Box-
Behnken en la optimizacion de la produccién de NCB. El estudio se centra en la combinacion
de tres componentes: jugo de hoja de banano (JHB), jugo de raquis de banano (JRB) e
inoculo de vinagre (IV). La formulacion se completa con infusiéon de té verde y se evalua el

rendimiento en gL' de nanocelulosa bacteriana seca.

# Instalar paquetes necesarios si aun no estan instalados
install.packages("rsm")

install.packages("ggplot2")

install.packages("dplyr")

install.packages("tibble")

# Cargar paquetes
library(rsm)
library(ggplot2)
library(dplyr)
library(tibble)

# Definir los datos
data <- data.frame(
X1.JHB = ¢(30, 40, 50, 30, 50, 30, 40, 50, 30, 50, 30, 50, 30, 40, 50, 30, 50, 30, 40,
50),
X2.JRB =¢(0, 0, 0, 5, 5, 10, 10, 10, O, O, 10, 10, 0, 0, O, 5, 5, 10, 10, 10),
X3t=c(7,7,7,7,7,7,7,7,14, 14,14, 14, 21, 21, 21, 21, 21, 21, 21, 21),
Rendimiento = ¢(10.5, 11.5, 10.4, 0.0, 0.1, 0.0, 0.0, 0.1, 11.9, 11.6, 0.2, 0.5, 12.3,
12.8,12.0, 1.3, 1.4,0.1,0.2,0.1)

)

# Ajustar el modelo de respuesta
modelo <- rsm(Rendimiento ~ FO(X1.JHB, X2.JRB, X3.t) + TWI(X1.JHB, X2.JRB, X3.t)
+ PQ(X1.JHB, X2.JRB, X3.t), data = data)

# Resumen del modelo
summary(modelo)

# Gréfico de superficie de respuesta para X1.JHB y X2.JRB con X3.t en su valor
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central (0)

par(mfrow=c(1,2))

persp(modelo, ~ X1.JHB + X2.JRB, zlab = "Rendimiento", main = "Superficie de
respuesta (X3.t = 0)")

# Gréfico de superficie de respuesta para X1.JHB y X3.t con X2.JRB en su valor
central (0)

persp(modelo, ~ X1.JHB + X3.t, zlab = "Rendimiento", main = "Superficie de respuesta
(X2.JRB = 0)")

# Grafico de superficie de respuesta para X2.JRB y X3.t con X1.JHB en su valor
central (0)

persp(modelo, ~ X2.JRB + X3.t, zlab = "Rendimiento”, main = "Superficie de respuesta
(X1.JHB = 0)")

# Crear dataframe con efectos principales
effects <- as.data.frame(coef(modelo))

# Verificar la estructura del dataframe de efectos
str(effects)
print(effects)

# Renombrar las columnas para ggplot

effects <- effects %>%
rownames_to_column("Term") %>%
rename(Effect = “coef(modelo)’)

# Filtrar el término de intercepto
effects <- effects %>%
filter(Term !="(Intercept)")

# Grafico de efectos principales con etiquetas rotadas y tamafo de letra ajustado
ggplot(effects, aes(x = Term, y = Effect)) +
geom_bar(stat = "identity", fill = "steelblue") +
theme_minimal() +
labs(title = "Efectos principales de los términos del modelo",
X = "Término",
y = "Efecto") +
theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, vjust = 0.5, hjust=1, size = 5)) # Ajuste
de tamafo de letra en el eje x

Apéndice E: Cédigo en RStudio para el disehno simplex-centroide en la
produccion de biopolimeros basados en almidon de cascara de banano
(ACB), nanocelulosa bacteriana (NCB) y glicerina.

Esta seccion presenta el cédigo implementado en RStudio, utilizado para el disefio
simplex-centroide en la formulacién de biopolimeros. El estudio se centra en la combinacion

de almidén de cascara de banano (ACB), nanocelulosa bacteriana (NCB) y glicerina, con el
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objetivo de optimizar las propiedades del material resultante.
# Instalacion de los paquetes

install.packages("daewr")
install.packages("readxI")
install.packages("mixexp")
install.packages("lattice")

library(readxl)

library(daewr)

library(mixexp)

# Disefho experimental

dat<-SCD(3)

DesignPoints(des=dat)

x1<-¢(1, 0, 0, 0.5, 0.5, 0, 0.333, 0.333, 0.333)
x2<-¢(0, 1, 0, 0.5, 0, 0.5, 0.333, 0.33, 0.33)
x3<-¢(0, 0, 1, 0, 0.5, 0.5, 0.333, 0.33, 0.33)
y<-c(11, 15, 10, 16.4, 17, 13, 18.4, 19, 18)
DesignPoints(x=x3,y=x2,z=x1)
dat<-data.frame(x1,x2,x3)

DesignPoints(des=dat,axislabs=c("NCB ","ACB","Glicerina"))

modelo1<- Im(y ~ x1 + x2 + x3 + x1:x2 + x1:x3 + x2:x3 + x1:x2:x3+ -1,data= dat)

summary(modelo1)

modelo2 <- Im(y ~ x1 + x2 + x3 + (x1*x2) + [(x1*x3) + |(x2*x3) + |(x1*x2*x3), data = datos)

summary(modelo2)

modelo3<- Im(y ~ x1 + x2 + x3 + x1:x2 + x1:x3 + x2:x3 + -1,data= dat)

summary(modelo3)

MixturePlot(x=c(1, 0, 0, 0.5, 0.5, 0, 0.333, 0.333, 0.333),
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y=c(0, 1, 0, 0.5, 0, 0.5, 0.333, 0.33, 0.33),
z=c(0, 0, 1, 0, 0.5, 0.5, 0.333, 0.33, 0.33),
w=c(11, 15, 10, 16.4, 17, 13, 18.4, 19, 18), res=400,
lims=c(rep(0,6)),color.palette = heat.colors,
constrts=FALSE,contrs=TRUE,n.breaks=10,levels=NULL,
cols=TRUE, despts=TRUE, mod = 2, x3lab="Glicerina",
x2lab="ACB", x1lab="NCB",
corner.labs = NULL,
colorkey=list(dx=0.04,x0=0.95,y0=0.45,y1=0.90,add=TRUE,mode="all"),
pseudo=FALSE)

des<-data.frame(x1,x2,x3,y)

EffPlot(des,2,2)

des<-data.frame(x1,x2,x3,y)

EffPlot(des,mod = 2,dir = 1)

# Predicciones y diagnoéstico

predicciones <- predict(modelo1)
residuos <- residuals(modelo1)

# Visualizar las predicciones vs valores observados

plot(datos$y, predicciones, xlab = "Valores Observados", ylab = "Valores Predichos",
main = "Predicciones vs Valores Observados")

abline(0, 1, col = "red")

# Ajustar los margenes del grafico

par(mfrow = ¢(2, 2), mar = c(4, 4, 2, 1))
plot(modelo1)

par(mfrow = c(1, 1))

# Ver los coeficientes del modelo

coef(modelo1)
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# Crear una funcion de predicciéon para nuevas combinaciones

predecir_modulo <- function(x1, x2, x3) {

predict(modelo1, newdata = data.frame(x1 = x1, x2 = x2, x3 = x3))

# Ejemplo de prediccion
nueva_combinacion <- data.frame(x1 = 0.4, x2 = 0.3, x3 = 0.3)
prediccion_nueva <- predecir_modulo(0.4, 0.3, 0.3)

print(paste("Prediccién para la nueva combinacion (0.4, 0.3, 0.3):", prediccion_nueva))
APENDICE F: Tabla suplementaria para analisis de ciclo de vida en la

produccion de bioplastico a partir de NCB-PEBD-ACB.

Tabla S 1. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccién de 1 kg de jugo de hoja de
banano.

Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Electricidad 0,05300 kWh Tratamiento de agua 0,00351 m?3
Hoja de banano 11,57300 kg Bagazo de hoja de 10,57300 kg
banano
Agua potable 3,51100 Kg

Tabla S 2. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccién de 1 kg de medio de
fermentacion.

Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Electricidad 0,02300 kWh Bagazo Camellia 0,00538 kg
sinensis
Camellia sinensis 0,00406 kg
Agua ablandada 0,59916 kg
Jugo de hoja de 0,40216 kg

banano

Tabla S 3. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccion de 1 kg de nanocelulosa
bacterial impura.

Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
K. xylinus 0,00011 kg Dioxido de carbono 0,46987 kg
Medio de 3,44028 kg Bebida fermentada 1,97052 kg
fermentacion analogo al té de
kombucha
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Tabla S 4. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccion de 1 kg de bebida fermentada

analogo al té de kombucha en botella.

Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Bebida fermentada 0,62319 kg
analogo al té de
kombucha
Empaque botella de 0,37681 kg
vidiro

Tabla S 5. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccion de 1 kg de nanocelulosa

bacterial pura.

Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Nanocelulosa 1,64700 kg Tratamiento de agua 0,00346 m?3
bacterial impura residual
Electricidad 0,10800 kWh Agua -emision aire 0,00152 m?3

Hidréxido de sodio
Agua potable

0,01648
4,97750

kg
kg

Tabla S 6. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la produccion de 1 kg de almidén de cascara

de banano.
Entrada Salidas

Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Electricidad 2,77500  kWh Tratamiento de agua  0,00080 m?3
NaOH 0,01200 kg Agua (emision aire) 0,00120 m?3
Etanol 0,01666 kg

Agua potable 2,00000 kg

Calor 3,98700 MJ

Tabla S 7. Datos relativos a los flujos de entrada y salida para la producciéon de 1 kg de fibra vegetal

peletizado.
Entrada Salidas
Tipo Cantidad Unidad Tipo Cantidad Unidad
Electricidad 0,01450 kWh Tratamiento de agua 0,00041 m?3
Bagazo de té verde 2,229E-7 kg Agua (emisién aire) 2,072E-6 m3
Bagazo de hoja de 0,00044 Kg
banano
Empaque plastico 0,00943 kg
Hidréxido de sodio 0,00041 Kg
Agua potable 0,41000 Kg
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