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. RESUMEN GENERAL

La presente investigacion se centra en la elaboracion y caracterizacion de apésitos
de celulosa bacteriana obtenida a partir de la fermentacion de Kombucha, con el
objetivo de explorar su potencial como sistema de administracion topica de
antibioticos. La investigacion propuso una alternativa ecoldgica y sostenible frente a
los apositos sintéticos convencionales, que suelen tener un impacto ambiental
considerable debido al uso de plasticos no biodegradables. En lugar de estos
materiales sintéticos, la celulosa bacteriana se presentd6 como un biopolimero
altamente biocompatible y biodegradable, capaz de ofrecer propiedades como la
retencion de agua y una estructura porosa que facilita la cicatrizacion de heridas.

Ademas se abordo el proceso historico del tratamiento de heridas, destacando la
evolucion de los métodos tradicionales hacia los apdsitos modernos que promueven
la curacion en un ambiente humedo. A lo largo de los afios, la investigacion ha llevado
al desarrollo de apdsitos mas sofisticados. En este contexto, la celulosa bacteriana
emergi® como un material prometedor debido a sus excelentes propiedades
mecanicas y fisicoquimicas, lo que la posicion6 como una alternativa viable en el
ambito cientifico.

La investigacion profundizé en la optimizacién del proceso de fermentacion de
Kombucha, que permitio la produccion de celulosa bacteriana. A través de un disefo
experimental basado en la metodologia de superficie de respuesta, se optimizaron los
parametros de fermentacién, como el volumen de té inicial, la concentracion de
glucosay la temperatura. Como resultado, se obtuvo un rendimiento éptimo de 65.14
g/L de SCOBY y 2.70 g/L de celulosa bacteriana (CB), superando los rendimientos
reportados previamente en estudios similares. En cuanto a las propiedades
mecanicas de la CB, se logré una resistencia a la traccion de 4 MPa y una elongacion
de 3.8%. La capacidad de hinchamiento fue de 400%, y la permeabilidad al vapor de
agua (WVP) fue de 27 g-s™"m™"-MPa™".

En términos de funcionalizacion, los apdsitos cargados con antibioticos como el
ciprofloxacino y la cefatoxima mostraron una liberacién del farmaco, lo que se tradujo
en una reduccion significativa de la carga bacteriana en los modelos de prueba. Esto
indicd que los apdsitos tienen el potencial biompedico. Las pruebas de estabilidad

acelerada también demostraron que los apdsitos mantuvieron sus propiedades
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estructurales y funcionales bajo condiciones de alta temperatura y humedad, lo que

validé su viabilidad para aplicaciones clinicas. En particular, se evidencié que los
apositos basados en celulosa bacteriana podian mantener la integridad mecanica y
la capacidad de liberacion de antibioticos incluso tras exposiciones prolongadas a
condiciones adversas, lo que los hace adecuados para su uso en entornos
hospitalarios. En cuanto a la preferencia del consumidor, se realizé un analisis sobre
la aceptacién de los apdsitos basados en CB en comparacion con los apdésitos
convencionales. Los resultados mostraron que un alto porcentaje de los
consumidores prefirid los apdsitos basados en debido a su mayor confort, flexibilidad
y capacidad de adaptacion a la piel.

Finalmente, la investigacion también destaco la ventaja de utilizar Kombucha como
fuente de celulosa bacteriana, ya que el proceso de fermentacion no requiere
condiciones especiales ni equipos costosos. El uso de té y azucar como sustratos es
econdmico y accesible, y la posibilidad de emplear subproductos de la industria
agroalimentaria, como suero de leche y jugos residuales, para la produccién de
celulosa bacteriana contribuy6 a la sostenibilidad del proceso.

En conclusién, los resultados de la tesis demostraron que la celulosa bacteriana
obtenida de Kombucha tiene propiedades fisico-quimicas y mecanicas favorables
para su uso en apositos, con la capacidad de liberar antibidticos. El proceso de
fermentacién optimizado resulté en una produccion eficiente de celulosa bacteriana,
lo que la convierte en una alternativa ecoldgica y biocompatible frente a los apésitos

sintéticos convencionales.

Palabras clave: Apésitos sintéticos, Ambiente humedo, Antibidticos
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Il. GENERAL ABSTRACT

This research focuses on the development and characterization of bacterial
cellulose dressings obtained from the fermentation of Kombucha, with the aim of
exploring its potential as a topical antibiotic delivery system. The study proposed an
ecological and sustainable alternative to conventional synthetic dressings, which often
have a significant environmental impact due to the use of non-biodegradable plastics.
Instead of these synthetic materials, bacterial cellulose was presented as a highly
biocompatible and biodegradable biopolymer, capable of offering properties such as
water retention and a porous structure that facilitates wound healing.

Additionally, the historical process of wound treatment was addressed, highlighting
the evolution from traditional methods to modern dressings that promote healing in a
moist environment. Over the years, research has led to the development of more
sophisticated dressings. In this context, bacterial cellulose emerged as a promising
material due to its excellent mechanical and physicochemical properties, positioning it
as a viable alternative in the scientific field.

The study delved into optimizing the Kombucha fermentation process, which
enabled the production of bacterial cellulose. Through an experimental design based
on response surface methodology, fermentation parameters such as the initial tea
volume, glucose concentration, and temperature were optimized. As a result, an
optimal yield of 65.14 g/L of SCOBY and 2.70 g/L of bacterial cellulose (BC) was
obtained, surpassing previously reported yields in similar studies. Regarding the
mechanical properties of BC, a tensile strength of 4 MPa and an elongation of 3.8%
were achieved. The swelling capacity was 400%, and the water vapor permeability
(WVP)was 27 g's™"m™"-MPa™.

In terms of functionalization, antibiotic-loaded dressings such as ciprofloxacin and
cefotaxime showed drug release, which translated into a significant reduction in
bacterial load in the test models. This indicated that the dressings have biomedical
potential. Accelerated stability tests also demonstrated that the dressings maintained
their structural and functional properties under high temperature and humidity
conditions, validating their viability for clinical applications. In particular, it was evident
that bacterial cellulose-based dressings could maintain mechanical integrity and
antibiotic release capacity even after prolonged exposure to adverse conditions,

making them suitable for use in hospital environments.
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Regarding consumer preference, an analysis was conducted on the acceptance of

BC-based dressings compared to conventional dressings. The results showed that a
high percentage of consumers preferred the BC-based dressings due to their greater
comfort, flexibility, and adaptability to the skin.

Finally, the research also highlighted the advantage of using Kombucha as a source
of bacterial cellulose, as the fermentation process does not require special conditions
or expensive equipment. The use of tea and sugar as substrates is economical and
accessible, and the possibility of employing by-products from the agro-industrial
industry, such as whey and residual juices, for bacterial cellulose production
contributed to the sustainability of the process.

In conclusion, the results of the thesis demonstrated that bacterial cellulose
obtained from Kombucha has favorable physicochemical and mechanical properties
for use in dressings, with the ability to release antibiotics. The optimized fermentation
process resulted in efficient bacterial cellulose production, making it an ecological and

biocompatible alternative to conventional synthetic dressings.
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lll. INTRODUCCION GENERAL

Perspectiva Histoérica

La historia del cuidado de heridas refleja el avance de la ciencia médica. En las
civilizaciones antiguas, el tratamiento era empirico, utilizando mezclas de fibras
vegetales, grasa y miel, que aprovechaban sin conocimiento las propiedades
antimicrobianas de estos ingredientes. En la Grecia clasica, Hipdcrates promovio la
limpieza de las heridas con vino o vinagre, sentando las bases de la asepsia
(Martinez-Correa et al., 2020). Durante siglos, practicas como emplastos y
cataplasmas, basados en hierbas y aceites, eran utilizadas para proteger las heridas
y absorber el exudado (Martinez-Correa et al., 2020).

El siglo XX trajo innovaciones significativas, como el apdsito adhesivo creado en
1920 por Earle Dickinson, lo que mejoré la accesibilidad al cuidado de heridas
(Martinez-Correa et al., 2020). Sin embargo, el hallazgo mas transformador fue el
principio de la “cura en ambiente humedo”, desarrollado por George Winter en la
década de 1960. Sus estudios demostraron que las heridas mantenidas en un
ambiente humedo cicatrizaban mas rapido que las que se dejaban secar al aire, lo
que desmintié el mito de que las heridas debian airearse para formar costra. La costra,
en realidad, dificulta la migracion de queratinocitos, mientras que un ambiente
humedo facilita este proceso crucial para la cicatrizacion (Vowden et al., 2017; Garcia
et al., 2021). Este cambio conceptual de la cura seca a la humeda marco la transicion
hacia una estrategia activa de modulacion del microambiente de la herida, base sobre

la que se desarrollan los apdsitos avanzados contemporaneos.

Funciones Esenciales de los Apédsitos

El apdsito ideal ha evolucionado de ser una simple cobertura a un dispositivo
terapéutico multifuncional, cuya principal funcibn es crear y mantener un
microambiente optimo en la interfaz con la piel. Esto facilita la migracién celular, la
angiogeénesis y la accion de los factores de crecimiento (Liu et al., 2024; Moradifar et
al., 2025). Este ambiente debe mantener un equilibrio adecuado de humedad para

prevenir la maceracion de la piel y manejar el exceso de exudado (Garcia et al., 2021;
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Selvaraj et al, 2024). Ademas, el aposito actua como una barrera selectiva,
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protegiendo contra microorganismos mientras permite el intercambio de gases
esenciales como oxigeno y vapor de agua (Moradifar et al., 2025). En cuanto a la
mecanica, debe ser flexible y adaptable sin restringir el movimiento, y permitir una
retirada atraumatica para evitar dafar el tejido en regeneracion (Selvaraj et al., 2024).
Finalmente, debe ser biocompatible, no toxico ni alergénico, para evitar respuestas
inflamatorias adversas (Liu ef al., 2024).

Clasificacién de Apdsitos

Un apodsito es un material estéril o biocompatible que cubre una herida o lesion,
protegiéndola de infecciones, controlando la pérdida de fluidos y facilitando la
curacion (Ding et al., 2021). Los apositos tradicionales, como las gasas y vendas,
actuan principalmente como barrera mecanica y proteccion, absorbiendo exudado de
forma no selectiva, pero carecen de la capacidad para mantener un ambiente humedo
optimo, lo que puede secar el lecho de la herida y causar trauma al retirarlos,
aumentando el riesgo de infeccion y los costos de mano de obra (Liu et al., 2024;
Moradifar et al., 2025).

Por otro lado, los apdsitos avanzados o bioactivos estan disefiados para interactuar
con el microambiente de la herida, promoviendo una curacion activa. Estos incluyen
materiales como hidrocoloides, hidrogeles, espumas de poliuretano, alginatos y
peliculas transparentes, que mantienen un ambiente humedo equilibrado,
favoreciendo la epitelizacion y reduciendo el dolor. Ademas, ofrecen funciones
adicionales como propiedades hemostaticas, rehidratacion de heridas secas y alta
capacidad de absorcion para heridas muy exudativas (Garcia et al., 2021; Selvaraj et
al., 2024).

Limitaciones de los Apédsitos Convencionales

Los apdsitos modernos, especialmente los sintéticos, presentan desafios
significativos tanto en términos de sostenibilidad ambiental como de

biocompatibilidad. La industria de la salud, especialmente en el manejo de heridas,
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es un gran contribuidor a la contaminacion por plasticos y productos petroquimicos,
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ya que muchos apositos avanzados estan hechos de materiales no biodegradables y
derivan de recursos no renovables como el poliuretano y el polietileno (Health Care
Without Harm Europe, 2019). Ademas de la acumulacion de plasticos, la lixiviacion
de compuestos quimicos como los agentes antimicrobianos (por ejemplo, plata o
PHMB) puede contaminar suelos y cuerpos de agua, contribuyendo al desarrollo de
la resistencia a los antimicrobianos, una amenaza creciente para la salud publica
(Nashwan et al., 2020).

En respuesta a estos problemas, la investigacion en biomateriales biodegradables
y de origen renovable, como los polisacaridos naturales, se presenta como una
solucion viable. El uso de celulosa bacteriana (CB) derivada de subproductos
agroindustriales se alinea con los principios de la economia circular y el desarrollo
sostenible, ofreciendo una alternativa ecoldgica y biocompatible (Moreno-Diaz et al.,
2024).

Celulosa Bacteriana

La CB ha emergido como una opcion prometedora para superar las limitaciones de
los polimeros sintéticos en aplicaciones biomédicas, particularmente en el desarrollo
de apositos para heridas. Este biopolimero, sintetizado por bacterias del género
Komagataeibacter (Carrefio y Caicedo, 2022), presenta propiedades fisicoquimicas y
biolégicas excepcionales que lo convierten en una plataforma ideal para la proxima
generacion de materiales biomédicos. La CB es un homopolisacarido compuesto por
unidades de D-glucosa unidas por enlaces [-(1,4), con una estructura
nanoestructural unica que le confiere propiedades sobresalientes. A diferencia de la
celulosa vegetal, la CB se produce de forma natural sin contaminantes como la
lignina, hemicelulosa o pectinas (Portela et al., 2019; Martirani-VonAbercron et al.,
2023). Esta pureza y su alta cristalinidad proporcionan una excelente resistencia
mecanica y un alto modulo de Young incluso en estado hidratado (Revin et al., 2022).
Ademas, su capacidad de retencién de agua es ideal para mantener el ambiente
humedo (Martirani-VonAbercron et al., 2023).

La biocompatibilidad y biodegradabilidad de la CB son otras de sus propiedades
destacadas. Este material es no téxico, no pirogénico y, por lo tanto, minimiza el riesgo
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de respuestas inmunes adversas (Portela et al.,, 2019). Ademas, su capacidad de

moldearse durante su sintesis permite la fabricacion de membranas con geometrias
complejas, lo que facilita su uso en aplicaciones biomédicas avanzadas (Carrefio y
Caicedo, 2022).

Aunque comparten la misma formula quimica, la CB y la celulosa vegetal difieren
significativamente en sus propiedades, especialmente en aplicaciones biomédicas.
La celulosa vegetal requiere procesos quimicos intensivos y energéticos para eliminar
impurezas como la lignina y hemicelulosa, mientras que la CB se obtiene mediante
un proceso biolégico de fermentacion a temperatura y presiébn ambiente, lo que resulta
en un producto de alta pureza sin necesidad de tratamientos quimicos agresivos
(Portela et al., 2019).

Estructuralmente, las nanofibrillas de CB son considerablemente mas finas (20-100
nm) que las fibras de celulosa vegetal (10-50 ym), lo que le confiere una mayor area
superficial y mejores propiedades mecanicas como una mayor resistencia a la
traccion (Martirani-VonAbercron et al., 2023). Ademas, la red tridimensional de la CB
le permite retener mas agua y presenta una porosidad que es inalcanzable para la
celulosa vegetal no procesada, la cual debe ser modificada para alcanzar propiedades
similares (Martirani-VonAbercron et al., 2023).

La CB se presenta como un biopolimero altamente eficiente y versatil para
aplicaciones biomédicas, especialmente en el desarrollo de apdsitos para heridas,
debido a su alta pureza, capacidad de retencién de agua, biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Su superioridad sobre la celulosa vegetal, tanto en términos
estructurales como en propiedades mecanicas, la posiciona como una alternativa
clave para reemplazar los polimeros sintéticos, brindando no solo una solucion mas

eficaz sino también sostenible.

Kombucha

La CB puede ser producida no solo por cepas puras de bacterias en biorreactores
controlados, sino también a través del cultivo de Kombucha, un sistema de
fermentacidn tradicional que ofrece una alternativa mas sostenible, econémica y
accesible. Este enfoque aborda barreras clave para la adopcidén a gran escala de la
CB como biomaterial.
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La Kombucha es una bebida fermentada obtenida a partir de té endulzado y un

cultivo simbidtico de bacterias y levaduras conocido como SCOBY (Symbiotic Culture
Of Bacteria and Yeast). EI| SCOBY es una biopelicula gelatinosa que alberga un
consorcio microbiano auto-sostenible (May et al., 2019). Durante la fermentacion, las
levaduras hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa, que luego son fermentadas
para producir etanol y dioxido de carbono, lo que genera la efervescencia
caracteristica de la bebida. Las bacterias del acido acético, principalmente del género
Komagataeibacter, utilizan la glucosa para sintetizar celulosa y acido acético, que da
el sabor avinagrado al liquido. La celulosa producida se autoensambla en la interfaz
aire-liquido, formando una nueva capa en la biopelicula del SCOBY, la cual sirve tanto
como producto como soporte fisico para la comunidad microbiana, protegiéndola de
la contaminacion externa (Landis et al., 2022).

La produccion de celulosa a partir de Kombucha tiene ventajas sustanciales desde
una perspectiva de sostenibilidad y viabilidad econémica. En comparacién con los
meétodos convencionales que requieren biorreactores estériles y equipos costosos, el
proceso de fermentacion de Kombucha se realiza a temperatura ambiente, en
condiciones no estériles y con una tecnologia de bajo costo (Wang et al., 2022;
Gagliardi et al., 2025). Ademas, los principales sustratos, té y azucar, son econdmicos
y ampliamente disponibles. El consorcio microbiano de Kombucha es versatil, lo que
permite el uso de subproductos y residuos de la industria agroalimentaria, como suero
de leche, jugos de frutas residuales y melazas, para producir CB (Sabatini et al., 2025;
Gagliardi et al., 2025).

La celulosa obtenida de Kombucha (KBC) mantiene las propiedades deseables de
la CB producida por métodos convencionales, como alta pureza, biocompatibilidad y
biodegradabilidad (Gagliardi et al., 2025). Por estas razones, Kombucha no solo es
una fuente de CB, sino también una plataforma sostenible de bio-fabricacion que

podria transformar la produccion de biomateriales avanzados.
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Aplicaciones y avances en apésitos

El interés en la CB para aplicaciones biomédicas ha crecido en los ultimos afos
debido a su estructura unica que mimetiza la matriz extracelular (ECM) y su excelente
biocompatibilidad. Los estudios recientes destacan su potencial no solo en
aplicaciones pasivas, sino también en la modificacion y funcionalizacién para crear
biomateriales activos y responsivos. En ciencia de materiales, la CB se ha establecido
como un andamio (scaffold) ideal, mostrando su capacidad para soportar la adhesion,
proliferacion y diferenciacion de diversos tipos celulares, como osteoblastos para la
regeneracion 6sea, condrocitos para la reparacion de cartilago y células endoteliales
para la vascularizacion de tejidos (Revin et al., 2022). La capacidad de modular su
porosidad y arquitectura durante su biosintesis permite adaptar el andamio a las
necesidades de cada tipo de tejido, como se evidencia en los criogeles de CB que
facilitan la infiltracién celular y el transporte de nutrientes, superando limitaciones de
las membranas de CB densas.

Una tendencia destacada en la investigacion actual es la creaciéon de composites
"CB-plus". Dado que la CB nativa carece de propiedades antimicrobianas intrinsecas,
se ha intensificado su funcionalizacién para combatir infecciones, mediante la
incorporacion de nanoparticulas de plata o cobre, o su mezcla con biopolimeros
antimicrobianos como el quitosano (Portela et al., 2019; Orlando et al., 2020). Estos
composites buscan un efecto sinérgico: la CB actua como andamio estructural y
ambiente humedo, mientras que el agente antimicrobiano previene o trata la
colonizacion bacteriana. Ensayos in vitro y modelos animales han mostrado que estos
composites tienen baja citotoxicidad y no inducen respuestas inflamatorias
significativas, lo que respalda su seguridad para aplicaciones clinicas (Martirani-
VonAbercron et al., 2023).

El desarrollo de apdsitos biodegradables y sostenibles también ha avanzado
debido a la creciente preocupacion por el impacto ambiental de los residuos médicos.
Ademas de la CB, otros biopolimeros como el quitosano y el alginato han mostrado
un gran potencial para aplicaciones en apositos. El quitosano, por ejemplo, presenta
propiedades bacteriostaticas intrinsecas debido a su carga catidnica, es
biocompatible, biodegradable y acelera la cicatrizacion (Yarahmadi ef al., 2024). El
alginato, derivado de algas pardas, es util para heridas con exudado moderado a alto
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y tiene propiedades hemostaticas, lo que lo hace ideal para heridas sangrantes

(Solanki et al., 2012). Los composites de CB y quitosano combinan la resistencia
mecanica y la capacidad de retencién de agua de la CB con las propiedades
antimicrobianas del quitosano, mejorando las propiedades de los apoésitos (Portela et
al., 2019).

Una estrategia clave para la liberacidn de antibioticos es transformar el apdsito en
un sistema terapéutico activo que libere farmacos para combatir infecciones o
promover la regeneracion tisular. La carga del antibiético puede hacerse por
adsorcion, encapsulacion o modificacidon quimica. La adsorcion es la técnica mas
simple, aunque puede llevar a una liberacion rapida (burst release) del farmaco. Para
un control mas sostenido de la liberacion, se emplean modificaciones en la matriz,
como la mezcla de CB con quitosano, lo que ralentiza la liberacion del farmaco
(Cacicedo et al., 2020). La modificacién quimica de la CB, como la funcionalizacion
de sus grupos hidroxilo, también permite la unidn covalente de farmacos,
proporcionando una liberacion controlada (Orlando et al., 2020).

Los antibiéticos como el ciprofloxacino y la cefatoxima han demostrado ser eficaces
cuando se incorporan en apositos. El ciprofloxacino, una fluoroquinolona de amplio
espectro, es eficaz contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas comunes en
infecciones de heridas (Contardi et al., 2017; Okoye y Okolie, 2025). Estudios han
mostrado que los apdsitos cargados con ciprofloxacino reducen la carga bacteriana y
aceleran la cicatrizacion de heridas infectadas (Roy et al., 2014; Carayon et al., 2022,
Ju et al., 2024). La cefatoxima, una cefalosporina de tercera generacion, también ha
mostrado eficacia en heridas infectadas, con estudios que documentan su liberacién
sostenida y su potente actividad antibacteriana (Jiang et al., 2021). La combinacion
de estos antibidticos podria ser una estrategia terapéutica sinérgica para mejorar el
tratamiento de infecciones de heridas (Jang et al., 2014).

En cuanto a la produccién de CB, la Kombucha se esta explorando como una
alternativa mas econdmica y accesible. La fermentacion de Kombucha es un proceso
de baja tecnologia que no requiere condiciones estériles ni equipos costosos.
Ademas, el consorcio microbiano de Kombucha puede utilizar subproductos de la
industria agroalimentaria, como suero de leche y residuos de frutas, lo que reduce los
costos y promueve la sostenibilidad (Gagliardi et al., 2025). Este enfoque de
valorizacion de residuos no solo reduce los costos, sino que también se alinea con

los principios de la economia circular
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Finalmente, la caracterizacion de la CB es esencial para entender su estructura y

propiedades funcionales. Técnicas como la microscopia electronica de barrido (SEM),
la espectroscopia infrarroja (FTIR) y la difraccion de rayos X (XRD) son
fundamentales para evaluar la morfologia, composicién quimica y estructura cristalina
de la CB, lo que permite disefiar apositos optimizados (Pasaribu et al., 2020; Ju et al.,
2024). Estas técnicas proporcionan informacién crucial para mejorar la eficacia y la
seguridad de los apositos de CB en aplicaciones biomédicas.

Justificacion del Proyecto

Este proyecto de investigacion se fundamenta en la convergencia de una
necesidad clinica no resuelta, un avance en la ciencia de materiales y una oportunidad
para el desarrollo de tecnologia sostenible. El disefio y la caracterizacion de un
sistema de celulosa bacteriana para la administracion tépica de antibiéticos abordan
simultaneamente los desafios en el tratamiento de infecciones, las limitaciones de los
materiales actuales y la creciente demanda de procesos de fabricacion mas
ecologicos.

En el ambito clinico, el plastico ha sido uno de los materiales mas utilizados debido
a su bajo costo, resistencia y capacidad para crear un entorno estéril, lo que lo
convierte en una opcion atractiva para hospitales y clinicas. Sin embargo, los plasticos
derivados de combustibles fosiles tienen un impacto ambiental significativo, ya que,
tras su uso, terminan facilmente en el medio ambiente, afectando la biodiversidad.
Aunque el avance cientifico ha permitido el desarrollo de materiales naturales, como
la celulosa bacteriana, que ofrecen mejores propiedades, la disponibilidad limitada, el
posible riesgo de transmision de enfermedades y los costos elevados siguen siendo
barreras importantes. Por lo tanto, es fundamental seguir explorando nuevos
compuestos con actividad antiinflamatoria, ademas de desarrollar materiales
innovadores que no solo mejoren la atencién médica, sino que también contribuyan a

reducir la contaminacion ambiental.
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IV. HIPOTESIS

La celulosa bacteriana posee propiedades mecanicas y fisicoquimicas, como su
alta capacidad de retencién de agua, biocompatibilidad y estructura porosa, que la
hacen ideal para el desarrollo de apésitos capaces de vehiculizar antibidtico.
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V. OBJETIVOS

General

Fabricar apositos de hidrogel de celulosa bacteriana obtenida del té de
Kombucha como vehiculo de administracién de antibioticos.

Especificos

1. Optimizar el proceso de fermentacion del té de Kombucha para obtener
celulosa microbiana.

2. ldentificacion de los microorganismos responsables de la produccion de
celulosa durante el proceso fermentativo de la Kombucha.

3. Fabricar apdsitos de celulosa bacteriana obtenida de la fermentacion del té
de Kombucha.

4. Evaluar la resistencia, capacidad de retencion de liquidos y estabilidad de
los apésitos.

5. Evaluar el efecto de los compuestos depositados en el apdsito en pruebas
de antibiogramas.
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VI. RESULTADOS

VL.I. Capitulo 1: Optimizacion por superficie de respuesta de la fermentacion de
kombucha para mejorar el rendimiento de celulosa bacteriana y sus

propiedades fisicoquimicas, mecanicas y estructurales

Resumen

La Kombucha es una bebida fermentada de té obtenida a través de la actividad
metabdlica de una cultura simbidtica de bacterias acéticas y levaduras (SCOBY).
Durante la fermentacion, bacterias como Komagataeibacter xylinus sintetizan
celulosa bacteriana (CB), un biopolimero conocido por su alta pureza, cristalinidad y
biocompatibilidad. Este estudio tuvo como objetivo optimizar los parametros de
fermentacidn para aumentar el rendimiento de la CB y mejorar sus propiedades
fisicoquimicas, mecanicas y estructurales. Se utilizé6 un disefio compuesto central
basado en la metodologia de superficie de respuesta para evaluar los efectos del
volumen de té inicial (18-54 mL), la concentracion de glucosa (18-36 g) y la
temperatura de fermentacion (25-35 °C) en diversas variables de respuesta. Se
midieron los rendimientos de SCOBY (base humeda) y CB purificada (base seca), asi
como su capacidad de hinchamiento, dispersion en agua, permeabilidad al vapor de
agua, resistencia a la traccion, elongacion y cristalinidad. Se realizaron optimizaciones
individuales y simultaneas. La mejor condicion individual dio como resultado 65,14 g/L
de SCOBY y 2.70 g/L de CB, usando 5,72 mL de té inicial y 29.04 g de glucosa. La
optimizacién simultanea produjo 70 g/L de SCOBY y 2.94 g/L de CB, utilizando 66.27
mL de té inicial, 22.37 g de glucosa y una temperatura de 38,4 °C. La CB optimizada
presento propiedades favorables: resistencia a la traccion (4 MPa), elongacién (3,8%),
capacidad de hinchamiento (400%), permeabilidad al vapor de agua (27
g's"-m™"-MPa™) y cristalinidad (59,89%). Estos resultados destacan el potencial de
optimizar la fermentacion de kombucha para obtener CB con caracteristicas

prometedoras para aplicaciones en agricultura, cosméticos y biomateriales.

15



Universidad Michoacana
' de San Nicolas de Hidalgo

PIDCB

Abstract

Kombucha is a fermented tea beverage produced by the metabolic activity of a
symbiotic culture of acetic acid bacteria and yeasts (SCOBY). During fermentation,
bacteria such as Komagataeibacter xylinus synthesize bacterial cellulose (BC), a
biopolymer known for its high purity, crystallinity, and biocompatibility. This study was
aimed at optimizing fermentation parameters to enhance BC yield and improve its
properties. A central composite design was used to evaluate the effects of starter tea
volume (18-54 mL), glucose concentration (18-36 g), and fermentation temperature
(25-35 °C) on various response variables. The production of SCOBY and purified BC
was measured, along with their swelling capacity, water dispersion, vapor
permeability, tensile strength, elongation, and crystallinity. Both individual and
simultaneous optimizations were performed. The best individual condition resulted in
65.14 g/L of SCOBY and 2.70 g/L of BC, with 5.72 mL of starter tea and 29.04 g of
glucose. Simultaneous optimization led to 70 g/L of SCOBY and 2.94 g/L of BC, using
66.27 mL of starter tea, 22.37 g of glucose, and a temperature of 38.4 °C. The
optimized BC exhibited favorable properties, including tensile strength (4 MPa),
elongation (3.8%), swelling capacity (400%), water vapor permeability (27
g-s™'m~"-MPa™), and crystallinity (59.89%). These results highlight the potential of
optimizing kombucha fermentation to produce BC with promising characteristics for

applications in agriculture, cosmetics, and biomaterials.

Introduccion

La celulosa, el polimero natural mas abundante en la Tierra, constituye entre el
40% y 50% de la biomasa planetaria. Su produccién anual a través de la fotosintesis
es de aproximadamente 102 toneladas (Amorim et al., 2023). Estructuralmente, la
celulosa se compone de cadenas rigidas de unidades de B-D-glucopiranosa unidas
por enlaces (-1,4-glucosidicos, lo que confiere alta estabilidad mecanica y quimica.
Esta configuracion molecular ha impulsado su uso en diversas industrias, como la
farmacéutica, textil, cosmética, alimentaria y de empaques (Hussain et al., 2024;
Mehrotra et al., 2023; Avcioglu et al., 2022; Keshk, 2014). No obstante, la creciente
demanda industrial de celulosa ha intensificado la presidn sobre las fuentes
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tradicionales basadas en plantas, contribuyendo a la deforestacion y al desequilibrio

ecologico (Lawson et al., 2022; Keshk, 2014). Este contexto ha generado el interés
por alternativas sostenibles para su produccion, como el uso de bacterias productoras
de celulosa, particularmente de los géneros Komagataeibacter, Achromobacter,
Agrobacterium, Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium y Sarcina (Avcioglu et al.,
2022). Dentro de estos, Komagataeibacter xylinus (anteriormente Acetobacter
xylinum) se ha identificado como un productor clave de celulosa bacteriana (BC),
especialmente en sistemas fermentativos como el t¢é kombucha (Yamada et al,
2012a, 2012b).

El t¢ kombucha, una bebida fermentada tradicional obtenida de té negro o verde
azucarado, es un medio natural donde se produce una biopelicula rica en celulosa en
la interfaz aire-liquido durante la fermentacién, conocida como SCOBY (SCOBY:
symbiotic culture of bacteria and yeasts). Esta biopelicula esta compuesta
principalmente de BC y microorganismos, y juega un papel esencial en la
supervivencia microbiana. La presencia de bacterias aerdbicas en la superficie indica
una producciéon activa de celulosa, lo que favorece la proximidad a zonas ricas en
oxigeno, protegiendo asi a los microorganismos de factores ambientales estresantes
(Sigiro et al., 2023). La celulosa generada en kombucha exhibe una estructura porosa
tridimensional con propiedades superiores, como mayor resistencia mecanica,
cristalinidad, retencibn de agua, biodegradabilidad y biocompatibilidad en
comparacion con la celulosa de origen vegetal (Soares et al., 2021; Laavanya et al.,
2021). Estas caracteristicas posicionan a la celulosa derivada de kombucha como un
material prometedor para aplicaciones biomédicas, biotecnolégicas vy
medioambientales (Gagliardi et al., 2025).

En este contexto, la optimizaciéon de la produccion de BC a partir de kombucha
surge como una respuesta estratégica ante la creciente demanda de materiales
biocompatibles, particularmente en los sectores biomédico y medioambiental (Cubas
et al., 2023). A pesar de que la BC puede sintetizarse usando cultivos puros en
biorreactores, el uso de kombucha ofrece una plataforma econémica, escalable y
autorregulada (Venturelli et al., 2025; Amorim et al., 2023). El propdsito de este
estudio no es optimizar la formulacion de la bebida, sino utilizar el consorcio
microbiano presente de manera natural en el proceso de fermentacibn como un
modelo para aplicaciones biotecnoldgicas. La fermentacion de kombucha presenta

ventajas sobre los sistemas tradicionales de biorreactores, como la reduccion de
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costos de produccion mediante el uso de té azucarado como medio de cultivo (Hamed

et al., 2023; Behera et al., 2022), y la robustez de la sinergia microbiana dentro del
SCOBY asegura la estabilidad del proceso sin necesidad de condiciones asépticas o
cultivos puros (Goh et al., 2012).

Sin embargo, a pesar del creciente interés por kombucha y sus aplicaciones, aun
existen pocos estudios que se centren en la optimizaciéon de las condiciones de
fermentacidn para mejorar la produccion de BC y su funcionalidad como material. Es
bien sabido que los parametros criticos de fermentacion influyen significativamente
en la actividad microbiana y la formacion del producto. Sin embargo, los efectos
combinados de estos variables sobre las propiedades estructurales y mecanicas del
material final aun no han sido suficientemente estudiados (Zahan et al., 2014).
Algunos estudios previos han intentado optimizar la produccion de BC en kombucha,
pero la mayoria se centran en aspectos especificos, como las propiedades del té o
condiciones aisladas. Por ejemplo, AL-Kalifawi & Hassan (2014) estudiaron los
factores que influyen en el rendimiento de BC, pero sus hallazgos no abarcan una
optimizacién integral de las condiciones de fermentacion. Similarmente, Selvaraj &
Gurumurthy (2024) emplearon melaza y polvo de té en el medio de fermentacion de
kombucha, optimizando el rendimiento de BC mediante la metodologia de superficie
de respuesta (RSM), aunque su estudio se centrd principalmente en ingredientes
individuales.

En este trabajo, se empled la metodologia RSM para optimizar sistematicamente
las condiciones de fermentacion en kombucha, con el objetivo de maximizar el
rendimiento tanto del SCOBY como de la BC purificada. Al mismo tiempo, se buscé
mejorar y analizar las propiedades de la celulosa deshidratada, como la resistencia a
la traccion, la capacidad de hinchazon, la permeabilidad al vapor de agua y la
cristalinidad. Este enfoque optimizado ofrece una estrategia sostenible y rentable para
la produccién de BC funcional con amplia aplicabilidad.
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Materiales y métodos

Produccién de celulosa bacteriana (BC)

Para la produccion de BC, se utilizdé un cultivo simbiotico de bacterias y levaduras
(SCOBY) de la marca Kombucha House (Ciudad de México). Segun las pautas del
fabricante, se prepar6 una infusién de té verde (base para el kombucha) afadiendo
siete bolsas de té (2 g cada una, marca Therbal) a 4 L de agua esterilizada. A esta
infusion se le agregd 250 g de sacarosa (marca Meyer). Después de enfriar la solucion
a 30 °C, se incorporaron 50 g de SCOBY y 250 mL de té fermentado (té que ha pasado
por el proceso de fermentaciéon y contiene microorganismos de fermentaciones
anteriores, denominado té iniciador). El recipiente de vidrio se cubrié con un pafo de
algodon y se incubo a 25 °C durante 15 dias. Al finalizar el proceso de fermentacion,
se recolectaron el BC y parte del té fermentado, que se utilizaron como cultivo
iniciador para desarrollar la superficie de respuesta a partir de una muestra comun.
No se realizé control activo del pH durante la fermentacion, pero se determiné que el

pH inicial fue de aproximadamente 5.2 segun la preparacion del medio estandar.

Procesamiento y purificacion de la celulosa

El proceso de purificacion de la celulosa se siguié de acuerdo con el método de
Nascimento et al. (2016), con algunas modificaciones. Primero, 100 g de pulpa de
celulosa se trataron con 200 mL de agua caliente a 80 °C durante 1 h. Luego, la pulpa
se sometié a un proceso de blanqueo con 200 mL de una solucion de hidroxido de
sodio al 5% (p/v) a 90 °C durante 60 min bajo agitacion constante a 90 rpm.
Posteriormente, el material se sumergié en 200 mL de una solucion de acido
peracético a 60 °C durante 24 h con agitacion. Finalmente, el material se enjuago tres
veces con 500 mL de agua destilada y se dializé contra agua destilada durante 36 h,

obteniendo un gel de celulosa conun pHentre 6y 7.
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Secado de la celulosa y evaluacion de sus propiedades

Para evaluar las caracteristicas del BC, el material fue secado, lo que resulté en la
formacion de una estructura delgada hecha exclusivamente del gel de celulosa
obtenido. Este proceso no tuvo como objetivo la produccion de peliculas de celulosa
como producto final, sino permitir la medicién de sus propiedades fisicas y mecanicas
en el estado seco. El proceso siguio la metodologia descrita por Ribeiro et al. (2021),
con algunas modificaciones. Se homogenizaron 3 g de celulosa seca y purificada en
30 mL de agua destilada. La mezcla resultante se vertio en platos de Petri de 10 cm
de diametro. Posteriormente, las muestras se sometieron a un tratamiento térmico a
35 °C durante 24 h. El proceso de secado se consideré completo cuando el peso de
la muestra se mantuvo constante. El grosor promedio de la membrana obtenida fue
de 0.55 + 0.05 mm.

Caracterizacion de la celulosa seca
Rendimiento
El rendimiento total de BC y SCOBY para los diferentes procesos de fermentacion se

evalu6é mediante métodos convencionales segun Volova et al. (2022). El rendimiento

de BC (X) se calculé mediante la siguiente formula:
donde g es el peso de la celulosa seca (g) por litro de medio.
Determinacion de hinchazén y dispersion
La dispersibilidad de la celulosa se determind midiendo la fraccion dispersa por
pérdida de masa bajo inmersion/agitacion controlada. Se obtuvieron muestras de
celulosa de 1 cm? con un grosor de 0.55 mm, que fueron secadas a 105 + 1 °C durante

24 h para determinar el peso seco inicial (w;). Luego, las muestras se sumergieron en

agua destilada y se agitaron a 90 rpm durante 24 h a 25 °C. Después del proceso de
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inmersion, los fragmentos restantes se recuperaron y se secaron nuevamente hasta

que alcanzaron un peso constante (wy). El porcentaje de dispersion se calculd con la

siguiente ecuacion:

. . Wi Wf
% dispersion = —— X 100

w;

Para el analisis de hinchazén, las muestras secas de celulosa se pesaron antes
del analisis para obtener el peso seco inicial (w;) (Akhter et al., 2019). Luego, las
muestras se sumergieron en 50 mL de agua destilada a 25 °C durante 24 h.
Posteriormente, las muestras se secaron suavemente con papel filtrante para eliminar
el exceso de agua. Después, se registro el peso humedo (w,). El grado de hinchazon
se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

, —

Wy — Wy
——x100
1441

Grado de hinchamiento (%) =

Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (WVP) de la celulosa se determiné en triplicado
segun la norma ASTM D882-02(2017) con algunas modificaciones. Se utilizaron
contenedores plasticos cilindricos con un diametro interno de 25.4 mm, que fueron
llenados con 5 g de cloruro de calcio antes de ser sellados con la celulosa. Los
contenedores se colocaron en un desecador a 25°C y 55% de humedad relativa. Se
registro meticulosamente la ganancia de peso de los contenedores durante 24 horas
y se derivo la pendiente mediante un analisis de regresion lineal de los datos de
ganancia de peso versus tiempo. El WVP se calcul6 con la siguiente ecuacion:

b= WVPRT *tm

ap x 100

donde WVPRT es la tasa de transmision de vapor de agua a través de la celulosa,
tm es el grosor promedio de la celulosa, y Ap es la diferencia de presion parcial de

vapor de agua (MPa) entre ambos lados del BC.
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Analisis de propiedades fisicas y mecanicas de la celulosa seca

Resistencia a la traccion

La resistencia a la traccion y la elongacion a la ruptura se determinaron en triplicado
utilizando un analizador de textura Brookfield CT3 25K, segun las normas ASTM
D638-14 y ASTM D882-02 (ASTM D638-14, 2014; ASTM D882-02, 2017). La
distancia inicial entre las mordazas fue de 30 mm y la velocidad del cabezal cruzado
fue de 0.50 mm/seg. Estas condiciones se emplearon junto con tiras de BC de 10 mm
de ancho y 50 mm de largo. La resistencia a la traccion se calcul6 con la siguiente

ecuacion:

TS = —

donde TS es la resistencia a la traccion (MPa), Fm es la fuerza maxima de ruptura
(N), y A es el area transversal del BC (mm?). La elongacién se calculd con la siguiente

ecuacion:

df —do
%Ez%xloo

donde do es la distancia inicial entre las mordazas en centimetros (cm) y df es la

distancia en el momento de la ruptura.

Difraccion de rayos X

Las fases cristalinas de la celulosa bacteriana (BC) se determinaron utilizando un
difractometro de rayos X Rigaku (XRD), modelo Dmax2100, con los siguientes
parametros: geometria 6ptica de haz paralelo (PB), tiempo de exposicién de 0.5
segundos, tamafio de paso de 0.02 grados, voltaje de 40 kV y corriente de 30 mA;
una fuente de radiacion CoKa1/2 (M = 1.7889 A, A2 = 1.7928 A), un rango angular de
20 = 4° a 45°, y un angulo de incidencia en la superficie de las muestras de 5°. Se

determind el porcentaje de cristalinidad de la celulosa bacteriana.
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Calculo del tamano de cristalito

El difractograma se obtuvo mediante difraccion de rayos X, seleccionando los picos
relevantes para el analisis. El tamafo de cristalito se calcul6 utilizando la ecuacion de
Scherrer (Scherrer, 1918), que relaciona el ancho de los picos de difraccién con las

dimensiones de los cristalitos, utilizando la siguiente féormula:

_ Kx
" P coso

En esta férmula, D es el tamano del cristalito (hm), B es el ancho completo a mitad
de maxima (FWHM) del pico de difraccion expresado en radianes, A es el valor de la

longitud de onda de la radiacion Cu Ka (1.5406 A), y 6 es el angulo de difraccion.

Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio experimental y analisis estadistico para evaluar los efectos de la
fuente de carbono, la temperatura y el volumen de té iniciador sobre la produccién de
celulosa. Cada variable se analizo en tres niveles: alto (+1), medio (0) y bajo (-1). Se
utilizé el software Statgraphics Centurion XVI para construir una metodologia de
superficie de respuesta utilizando un disefio compuesto central (CCD), con un total
de 17 corridas experimentales (Tabla 1). Las variables de respuesta analizadas
incluyeron el rendimiento de SCOBY, el rendimiento de celulosa seca después de la
purificacion, hinchazon, dispersion, permeabilidad al vapor de agua, resistencia a la
traccion, porcentaje de elongacion y porcentaje de cristalinidad. La validacion del
modelo se realizd mediante el analisis de varianza con un nivel de significancia de

0=0.05. La ecuacion polinébmica de segundo orden derivada del disefio es la siguiente:

Y = :80 + ﬁlA + ﬁZB + IBBC + ﬁlZAB + B13AC+BZ3BC+:811A2 + ﬁZZBZ + B33C2

Donde Y es la respuesta predicha, Bo es una constante, 1, B2, Bz son los
coeficientes lineales, B12, B13, P23 son los coeficientes de interaccion, B11, B22, B33 son
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los coeficientes cuadraticos, y A, B, y C son los cédigos del proceso para té iniciador,

glucosa y temperatura, respectivamente.

Tabla 1. Factores y niveles experimentales del disefio experimental para la produccién de SCOBY vy

celulosa.
Corrida Te d:nal)rranque Glucosa (g) Temperatura (°C)
Valor Nivel Valor Nivel Valor Nivel
K1 36 0 27 0 30 0
K2 5.72 -a, 27 0 30 0
K3 36 0 27 0 30 0
K4 36 0 27 0 30 0
K5 18 -1 18 -1 25 -1
K6 66.27 +o 27 0 30 0
K7 54 +1 36 +1 35 +1
K8 18 -1 36 +1 25 -1
K9 18 -1 36 +1 35 +1
K10 54 +1 18 -1 25 -1
K11 36 0 11.86 -a. 30 0
K12 36 0 27 0 21.59 -a.
K13 54 +1 36 +1 25 -1
K14 54 +1 18 -1 35 +1
K15 36 0 27 0 38.40 +o
K16 18 -1 18 -1 35 +1
K17 36 0 4213 +o 30 0

Las ejecuciones experimentales se realizaron en volimenes de 250 mL. Cada variable se analizé en
tres niveles: alto (+1), medio (0) y bajo (-1), que incluian puntos de estrella (+a, -a). La K representa
kombucha y el numero representa el nimero de la ejecucion experimental.

Resultados y discusién

Optimizacién general

Los resultados experimentales detallados de cada una de las 17 ejecuciones del
diseAio compuesto central se presentan en la Tabla 2, que muestra los valores
obtenidos para las variables de respuesta analizadas. Los modelos polindmicos de

segundo orden ajustados para predecir estas respuestas, junto con sus coeficientes
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de regresion, se pueden consultar en la Tabla 3. Estos modelos facilitan la evaluacién

del impacto de las variables independientes —el volumen de té iniciador (A), los
gramos de glucosa (B) y la temperatura en °C (C)— y sus interacciones en las
caracteristicas del BC producido. Como se ilustra en la Fig. 1, el material experimento
una serie de transformaciones, comenzando como SCOBY y progresando a través
de la purificacion de celulosa y la posterior formacion de una biopelicula de celulosa.
Esta biopelicula se caracterizd por su apariencia lisa, clara y transparente.

Tabla 2. Resultados experimentales para el rendimiento y propiedades de la celulosa bacteriana segun

el disefo experimental.

Corrida Y SCOBY Y celulosa  %H celulosa S celulosa WvVP TS %E %C TC

(9) (9) (%) g'm/m*s-Pa Mpa (nm)
K1 29.9 0.30 136.86 8.34 8.03 3.33 3.90 12.5 4.47
K2 81.70 0.82 161.50 16.69 8.44 4.62 2.38 41.2 4.36
K3 30.23 0.35 143.82 7.66 9.10 3.66 2.19 34.7 4.21
K4 28.25 0.26 155.57 8.40 8.53 2.81 2.47 40.6 4.39
K5 36.78 0.49 210.74 16.21 12.27 4.63 3.33 234 4.36
K6 46.46 0.70 182.37 5.41 11.08 2.33 1.96 14.5 4.29
K7 15.11 0.06 207.51 12.49 28.39 0.53 1.71 55.7 4.55
K8 21.02 0.05 346.20 1.52 37.96 0.70 1.12 435 413
K9 30.59 0.09 374.70 6.48 7.15 0.61 1.42 19.6 4.41
K10 17.02 0.07 367.90 42.10 3.44 1.51 2.21 49.8 5.04
K11 64.32 0.70 161.17 1.17 7.36 3.40 2.57 49.5 4.25
K12 41.62 0.42 138.29 22.47 10.44 3.72 211 59.2 4.59
K13 37.80 0.36 136.26 11.95 6.44 4.24 3.41 54.5 4.42
K14 26.61 0.22 260.75 12.34 6.79 3.91 3.46 431 4.40
K15 47.42 0.53 130.17 13.83 16.17 3.93 3.23 26 4.58
K16 29.38 0.29 255.92 8.16 8.31 4.08 217 31.6 4.40
K17 55.25 0.43 105.68 14.70 8.99 419 3.60 541 4.47

Tabla con los resultados de los 17 experimentos correspondientes a la optimizacién de las
concentraciones de variables para BC. R SCOBY: Rendimiento de Scoby en base humeda. R celulosa:
Rendimiento de celulosa en base seca tras la purificacion. %H: Porcentaje de hinchamiento. S:
Dispersion. WVP: Permeabilidad al vapor de agua. TS: Resistencia a la traccion. %E: Porcentaje de
elongacion. %C: Porcentaje de cristalinidad. TC: Tamafo de los cristalitos. El porcentaje de
cristalinidad y el tamafio de los cristalitos se calcularon con los difractogramas obtenidos con la lampara
de cobre (1.5406 A).
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Tabla 3. Modelos polinomiales de segundo orden para la optimizacion de la produccion de celulosa

bacteriana y SCOBY.
Coeficientes de regresion estimados (f)
Y Y H S WVP TS E C
SCOBY celulosa celulosa celulosa (g-m/m?*s-Pa) (Mpa) (%) (%)
(9) (9) (%) (%)
Constante (Bo) -489.63 -7.72 2529.59 205.40 105.35 - 3.90 43.17
31.15
A: Té arranque 1.44 0.01 -26.53 -1.98 1.77 0.088 238 1.15
B: Glucosa 5.42 0.06 -11.43 -1.84 1.15 0.143 219 1.80
C: Temperatura 29.89 0.47 -113.91 -7.68 -10.23 2.045 247 -1.52
A? 0.001 0.01 0.040 0.0041 -0.01 -0.01 3.33 -
0.009
AB -0.006 0.01 0.132 0.0141 -0.02 0.01 1.96 -0.01
AC -0.054 -0.01 0.624 0.038 -0.03 -0.01  1.71 -
0.006
B? -0.068 -0.01 0.075 -0.012 -0.008 -0.01 1.12 0.037
BC -0.044 -0.01 0.044 0.056 0.001 - 1.42 -
0.002 0.106
c? -0.44 -0.007 1.51 0.067 0.197 -0.02 221 0.087

Y SCOBY: Rendimiento de Scoby en base humeda. Y celulosa: Rendimiento de celulosa en base seca
tras la purificacion. %H: Porcentaje de hinchamiento. S: Dispersion. WVP: Permeabilidad al vapor de
agua. TS: Resistencia a la traccion. %E: Porcentaje de elongacion. %C: Porcentaje de cristalinidad.
Los datos de la tabla representan los valores de las constantes utilizadas para la ecuacién de
prediccion (ecuacion 7) en cada variable de respuesta.

Fig. 1. Aspecto visual de los materiales obtenidos durante el proceso de produccion de BC: (A) cultivo

simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY); (B) BC purificado; y (C) biopelicula de celulosa formada.

El disefio experimental se formuld con tres niveles de factores: alto (+1), medio (0)
y bajo (-1). Estos niveles correspondieron a los volumenes de té iniciador (A), la
concentracion de glucosa (B) y la temperatura (C). La seleccion de estos niveles y
rangos se baso en experimentaciones preliminares y en una revision de la literatura
cientifica que analiza estos parametros criticos en la produccién de celulosa
bacteriana (BC). Por ejemplo, se ha reportado que el t¢ kombucha crece en rangos
de temperatura de 24 a 37 °C (Jayabalan et al., 2014) o de 28 a 32 °C en algunas
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cepas bacterianas aisladas (Ugurel et al., 2024), aunque el proceso es viable en un

rango mas amplio, generalmente entre 20 °C y 40 °C (Cruz et al., 2024; Alkhalifawi y
Hassan, 2014). En cuanto a la fuente de carbono, si bien es crucial, la preferencia por
los carbohidratos varia considerablemente dependiendo de la cepa. Varios estudios
han reportado mayores rendimientos con glucosa como el carbohidrato predominante
(Molina et al., 2017). Es importante destacar que una proporcion significativa de la
investigacion sobre la produccién de BC se centra en el uso de cepas microbianas
aisladas (Bagewadi et al.,, 2023). Aunque este enfoque permite un mayor control
experimental, el presente estudio utiliza el SCOBY de kombucha, un consorcio
microbiano complejo compuesto por diversas bacterias y levaduras que coexisten de
manera simbidtica. El uso de un sistema compuesto como el SCOBY presenta
desafios especificos, particularmente en lo que respecta al control preciso de las
poblaciones microbianas y sus interacciones dinamicas. Sin embargo, la utilizacion
de este sistema compuesto es de gran relevancia, ya que refleja las caracteristicas
naturales del kombucha y puede ofrecer beneficios derivados de las interacciones
sinérgicas entre los diversos microorganismos. Estas sinergias pueden influir en la
eficiencia metabolica global y, potencialmente, en las propiedades funcionales de la
celulosa producida (Kalashnikova et al., 2024). En relacion con el volumen de té
iniciador, que constituye una fraccion sustancial de la carga microbiana inicial, los
niveles evaluados se seleccionaron de acuerdo con los rangos tipicamente

empleados por los productores artesanales de kombucha.

Efectos principales en la optimizacion

Rendimiento

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado a la produccién de SCOBY revelo efectos
estadisticamente significativos (p<0.05) para el término cuadratico del volumen de té
iniciador y el término lineal de la concentracion de glucosa (Tabla 4). El modelo para
el rendimiento de SCOBY mostrdé un coeficiente de determinacion (R?) de 84, lo que
indica una correlacidn entre los valores observados y los predichos. La estadistica de
Durbin-Watson (DW), utilizada para evaluar la presencia de autocorrelacion entre los
errores (Yetilmezsoy et al., 2009), dio un valor de 1.51. Los valores inferiores a 2

indican autocorrelacién positiva, mientras que los valores superiores a 2 sugieren
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autocorrelacion negativa (Adhikari, 2022). Valores cercanos a 2 indican un modelo

bien ajustado. Para la produccidn de celulosa en base seca, el analisis de varianza
también indico efectos significativos (p<0.05) para los factores volumen de té iniciador
y concentracion de glucosa (Tabla 4). El modelo mostré un valor de R? de 87 y una
estadistica DW de 1.57. Para validar el modelo de optimizacion, se realizaron
experimentos bajo las condiciones Optimas predichas. Los resultados experimentales
mostraron una discrepancia de menos del 10% en comparacion con los valores
predichos, lo que respalda la confiabilidad del modelo.

Las graficas tridimensionales (3D) de la superficie de respuesta (ver Fig. 2a y 2e)
representan visualmente la relacion entre los factores y los rendimientos, indicando
las regiones Optimas para maximizar la produccion. La metodologia de superficie de
respuesta se implementd con éxito para identificar los puntos estacionarios
correspondientes a los rendimientos maximos predichos, como se ilustra en la Tabla
5. Especificamente, las condiciones 6ptimas predichas para la produccion de SCOBY
fueron: 5.72 mL de té iniciador, 29.04 g de glucosa y una temperatura de 31 °C, lo
que resulté en un rendimiento predicho de 65.14 g/L. Las condiciones 6ptimas para
el rendimiento de celulosa en base seca fueron determinadas como: 66.27 mL de té
iniciador, 31.32 g de glucosa y una temperatura de 28 °C, produciendo un rendimiento
predicho de 2.70 g/L. Este rendimiento supera algunos valores reportados
previamente, como los de Laavanya et al. (2021), con rangos entre 33 g/L y 510 g/L
de masa de celulosa. En cuanto a la influencia de los factores mencionados, las
graficas de efectos principales para el rendimiento de SCOBY en base humeda (WB)
y para el rendimiento de celulosa en base seca (DB) (Fig. 3) facilitan una
interpretacion mas profunda del impacto de los factores de fermentacion. La
concentracion de glucosa demostr6 una influencia notable y compleja,
manifestandose como una clara tendencia cuadratica que se observd
consistentemente para ambos tipos de rendimiento (SCOBY WB y Celulosa DB). Las
graficas indican que, a partir de 18 g, un aumento en la concentracion de glucosa
inicialmente favorece la produccion, alcanzando un rendimiento maximo en una zona
optima ubicada alrededor de 27-30 g. Sin embargo, superar este umbral y aumentar
la glucosa hacia 36 g conduce a una disminucidn en ambos rendimientos. Este
comportamiento sugiere un equilibrio: por un lado, la glucosa es el sustrato de
carbono fundamental cuya disponibilidad activa las vias biosintéticas de celulosa
(Leonarski et al., 2021); por otro lado, las concentraciones suprapsioldgicas pueden
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desencadenar mecanismos inhibitorios. La literatura existente respalda
sustancialmente esta inhibicién a concentraciones elevadas de azucar, atribuyéndola
principalmente al estrés osmotico que afecta la viabilidad y funcionalidad celular,
potencialmente inhibiendo la biosintesis de celulosa (Digel et al., 2023). Un efecto
inhibitorio similar se ha observado en cepas de Komagataeibacter y Medusomyces
debido al estrés osmotico a altas concentraciones de glucosa (Perdani et al., 2025;
Digel et al., 2023). En consecuencia, el optimo observado es presumiblemente el
punto en el que la disponibilidad de sustrato para la sintesis se maximiza sin inducir
significativamente estos efectos inhibitorios. En el caso del volumen de té iniciador,
los efectos observados son particularmente interesantes debido a su divergencia
entre los dos tipos de rendimiento medidos. Para el rendimiento de SCOBY en base
humeda (WB), la grafica muestra una relacion inversa casi lineal, lo que indica que
aumentar el volumen del inéculo de 18 mL a 54 mL resulta en una disminucion
sustancial de la masa total recolectada en humedo. Esta observacién, que contrasta
con la expectativa prevalente de que un mayor volumen de inéculo generaria una
mayor biomasa total debido a una poblacion inicial amplificada, puede explicarse
dentro del marco de la biomasa humeda. Es posible que una densidad celular inicial
muy alta pueda generar una competencia intensa y un agotamiento mas rapido de los
nutrientes esenciales no carbonados, lo que podria limitar el crecimiento general o
alterar la capacidad de retencién de agua del hidrogel de celulosa formado (Rahman
et al., 2021; Aswini et al., 2020).

Por otro lado, el rendimiento de celulosa (DB) mostré una tendencia positiva
modesta con el aumento en el volumen de té iniciador. Este resultado sugiere que, a
pesar de la reduccion en la masa total en humedo, la produccion especifica de
celulosa (es decir, la cantidad neta de polimero seco generado) puede mantenerse o
incluso mejorar con una mayor carga microbiana inicial. La literatura respalda esta
observacién, reportando que aumentar la proporcidn de indéculo dentro de ciertos
limites puede mejorar significativamente el rendimiento de celulosa antes de alcanzar
un punto optimo (Rangaswamy et al., 2015). Este hallazgo esta alineado con la
hipdtesis de que una mayor concentracién de bacterias activas puede mejorar la tasa
y eficiencia de la sintesis de celulosa, promoviendo una produccion mas rapida y
eficiente, siempre que otros factores no se conviertan en limitantes. Sin embargo, mas
alla de un cierto umbral, un in6culo excesivo puede causar una competencia intensa

por los nutrientes, como se menciond anteriormente (Rahman et al., 2021; Aswini et
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al., 2020). Esto indica la existencia de un equilibrio en el que la produccion de celulosa

se maximiza antes de que emergen tales efectos inhibitorios, lo cual es consistente
con el concepto de un tamafo 6ptimo de indculo para una sintesis eficiente de
celulosa bacteriana.

La temperatura ha demostrado ser un factor critico, mostrando un efecto cuadratico
notablemente similar y sustancial en ambos rendimientos (SCOBY WB y Celulosa
DB), como se ilustra en las graficas de efectos principales (Fig. 3). Los resultados de
ambas graficas demuestran de manera consistente que la produccion es subdptima
a 25 °C, se maximiza claramente en un rango estrecho alrededor de 30-32 °C y
disminuye drasticamente a temperaturas mas altas (aproximandose a 35 °C). Esta
marcada dependencia térmica refleja directamente la fisiologia de los
microorganismos mesofilicos involucrados y la cinética de las enzimas responsables
de la biosintesis de celulosa (Elom et al., 2022). Se ha demostrado que temperaturas
por debajo del 6ptimo ralentizan las tasas metabdlicas y enzimaticas. Por el contrario,
temperaturas superiores al éptimo pueden causar estrés térmico y disminuir la

eficiencia enzimatica, lo que resulta en una menor produccion.

Tabla 4. ANOVA para optimizar la produccion de celulosa bacteriana y SCOBY.

Y SCOBY Ycelulosa Hcelulosa S celulosa WVP TS E C
(9) (9) (%) (%) (gr-m/m?>-s-Pa)  (Mpa) (%) (%)

A:Té de 0.4842 0.9124 0.3940 0.4195 0.0294 0.6600 0.5271 0.1350
arranque

B:Glucosa 0.0492 0.0413 0.6788 0.4008 0.1476 0.4737 0.9819  0.6489
C:Temperatura 0.9561 0.8808 0.0492 0.2643 0.0439 0.5917 0.6082 0.2849
A? 0.0458 0.0487 0.6650 0.7002 0.8091 0.5781 0.1461 0.9463
AB 0.9052 0.7758 0.5513 0.5827 0.6318 0.2815 0.4042 0.2432
AC 0.5988 0.5566 0.1442 0.4125 0.3699 0.4594 0.1180 0.3536
B? 0.4838 0.4204 0.8371 0.7743 0.3606 0.6022 0.2349 0.7748
BC 0.8271 0.7841 0.9555 0.5428 0.1559 0.8374 0.6808 0.9987
c? 0.8400 0.0486 0.2301 0.6323 0.0119 0.1715  0.0401 0.0384
R? 84.2835 87.4072 84.8363 42.2515 84.8112 43.8371 73.5786 70.1095
DwW 1.5104 1.5756 1.4731 1.1223 1.6788 1.0651 1.3889  1.4646

Y SCOBY: Rendimiento de Scoby en base hiumeda. Y celulosa: Rendimiento de celulosa en base seca
tras la purificacion. %H: Porcentaje de hinchamiento. S: Dispersion. WVP: Permeabilidad al vapor de
agua. TS: Resistencia a la traccion. %E: Porcentaje de elongacion. %C: Porcentaje de cristalinidad.
Los datos de la tabla representan los valores del andlisis de varianza de cada factor, tanto en términos
lineales como cuadraticos, en cada variable de respuesta (p<0.05).
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Tabla 5. Objetivos y niveles de factores dptimos relacionados con la ecuacion de regresion.

Factores 6ptimos

Respuesta (Y) Meta Factores (x) Valor 6ptimo Valor
experimental

Te arranque Glucosa Temperatura

(A) (B) (€)

mL g °C
Rendimiento Max 5.72 29.04 31.65 65.24 63.3+3.2
SCOBY (g)
Rendimiento Max 66.27 31.32 28.05 0.68 0.669 + 0.2
Celulosa (g)
Hinchamiento Max 5.72 27.70 21.59 491.92 471.2+39
(%)
Dispersion (%) Min 5.72 11.86 26.59 1 0.8+0.2
WVP Max 5.72 42.13 38.39 34.96 3260+ 3.2
(g-m/m?-s-Pa)
TS (Mpa) Max 5.72 11.86 34.10 4.71 3.91 +£3.1
Elongacion (%) Max 27.30 24.58 31.63 3.56 3.26£04
Cristalinidad Max 44.63 4213 21.59 98.78 98.78 +10.2

(%)

Tabla de objetivos y niveles del disefio experimental utilizado para alcanzar el valor 6ptimo segun el
objetivo definido. Rendimiento de SCOBY: rendimiento de scoby en base humeda. Rendimiento de
celulosa: rendimiento de celulosa en base seca tras la purificacion. WVP: permeabilidad al vapor de
agua. TS: resistencia a la traccion. Los valores experimentales se obtuvieron a partir de tres réplicas.
Para la interpretacion, una vez definido el objetivo de optimizacién, el valor experimental se obtuvo
estableciendo los factores (x) en los niveles correspondientes, mientras que el valor 6ptimo se predijo
mediante el modelo estadistico.

Las propiedades fisico-quimicas y mecanicas de las peliculas de celulosa fueron
significativamente influenciadas por los factores de fermentacion, segun los
resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) (p<0.05) (Tabla 4). Especificamente, el
grado de hinchazon se vio sustancialmente afectado por el término lineal de la
temperatura (C) (R? = 80.46, DW = 1.4). La permeabilidad al vapor de agua (WVP)
mostré una dependencia considerable de los términos lineales y cuadraticos de la
temperatura (C y CC) y del término lineal del té iniciador (A) (R* = 84.8, DW = 1.67)
(Tabla 4). En cuanto al porcentaje de elongacion, solo el término cuadratico de la
temperatura (CC) resulté ser significativo (R? = 73.57, DW = 1.38) (Tabla 4). En
contraste, no se detectaron efectos significativos (p > 0.05) de los factores sobre la
dispersion o la resistencia a la traccion bajo las condiciones estudiadas (Tabla 4). La
Tabla 5 presenta un resumen de las condiciones 6ptimas predichas, obtenidas

mediante modelos de regresién, para cada variable de respuesta.
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Fig. 2 Graficas de superficie de respuesta de optimizacion del rendimiento de celulosa, SCOBY vy

caracterizacion de celulosa utilizando BC, té iniciador (ml) y glucosa (g) para una temperatura de 30

°C. (a) Rendimiento de celulosa en base seca, (e) Rendimiento de SCOBY en base humeda, (b)

hinchamiento de celulosa, (c) permeabilidad

al vapor de agua, (d) elongacion, (f) dispersion, (g)

resistencia a la traccion y (h) porcentaje de cristalinidad.
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Fig. 3 Grafico de efectos principales para las diferentes variables de respuesta optimizadas que

tuvieron valores significativos en el estudio.

Influencia de la temperatura

El analisis revel6 que la temperatura fue el factor predominante que influyd en las
propiedades estudiadas. Las graficas de efectos principales (Fig. 3) mostraron
consistentemente un comportamiento cuadratico pronunciado para la hinchazén, la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la elongacién, con un rendimiento 6ptimo
(minima hinchazén, minima WVP, maxima elongacion) observado en el rango de 28-
32 °C. Esta dependencia térmica observada es indicativa de las caracteristicas

fisiologicas de los microorganismos mesofilicos y de las propiedades cinéticas de
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enzimas clave, como la celulosa sintasa (Lahiri et al., 2021). Las temperaturas dentro

del rango 6ptimo comunmente reportado de 28-30 °C para las cepas productoras de
celulosa bacteriana generalmente se asocian con la mayor actividad metabdlica y
enzimatica, favoreciendo una red de celulosa mas ordenada y funcional (Wang et al.,
2022). Sin embargo, algunas cepas, en particular ciertas Komagataeibacter spp.
aisladas de kombucha, han demostrado termotolerancia, manteniendo el crecimiento
y la sintesis de celulosa a temperaturas de hasta 37 °C (Sahoo et al., 2020). Este
rango mas amplio (28-37 °C) sugiere que, aunque la mayoria de los cultivos funcionan
mejor cerca del optimo mesofilico, las cepas termotolerantes especificas pueden
mantener una actividad adecuada a temperaturas mas altas. Las desviaciones del
rango optimo no son simplemente una cuestion de cambiar la tasa de produccion,
sino que alteran fundamentalmente el contexto bioldgico y quimico de la sintesis de
celulosa. Basado en algunas evidencias, se puede establecer una cadena causal
clara: el estrés térmico induce un cambio metabdlico y microbiémico, lo que a su vez
provoca una alteracion estructural en el filme de celulosa, resultando finalmente en
un cambio en sus propiedades fisico-quimicas (Altunordu et al., 2025; De Filippis et
al., 2018; Aung et al., 2022).

Influencia del té de inicio y glucosa

El volumen de té iniciador mostré un efecto estadisticamente significativo sobre la
permeabilidad al vapor de agua (WVP), donde un mayor volumen de indéculo se
correlaciond linealmente con un aumento en la permeabilidad, sugiriendo una
influencia en la estructura de barrera de la pelicula. Aunque las graficas mostraron
tendencias visuales para el té iniciador respecto a la hinchazon (negativa) y la
elongacion (cuadratica), estos efectos no fueron estadisticamente significativos segun
el ANOVA. De manera similar, la glucosa no demostré un impacto estadisticamente
significativo en parametros como la hinchazén, WVP o elongacion en los modelos
finales. Sin embargo, en este estudio, se observaron tendencias generales en las que
las variaciones en la concentracion de glucosa se correlacionaron con cambios en
otras propiedades, incluidos aumentos en la resistencia a la traccién y la cristalinidad,
asi como disminuciones en hinchazon, permeabilidad al vapor de agua (WVP),
elongacion y dispersion. La literatura existente reconoce la influencia de la fuente de
carbono en las propiedades finales (Lu et al., 2020; Tran et al., 2020; Lahiri et al.,
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2021; Jakubczyk et al., 2022), aunque los mecanismos son complejos; altas

) de San Nicolas de Hidalgo

concentraciones pueden afectar negativamente el crecimiento y las propiedades
fisico-quimicas y mecanicas resultantes, posiblemente a través del estrés osmotico o
inhibicion metabdlica (Perdani et al., 2025; Molina et al., 2017). La formacion de la
pelicula de celulosa y sus propiedades subsecuentes estan inherentemente
asociadas con los procesos metabolicos del consorcio de kombucha y las condiciones
de cultivo (Aswini et al., 2020; Nyhan et al., 2022; Betlej et al., 2023). Los efectos
observados de los componentes de la fermentacion sobre las propiedades mecanicas
y de barrera estan probablemente relacionados con la modulacion del metabolismo
microbiano y la activacion diferencial de los operones de celulosa sintasa, lo que
resulta en polimeros con caracteristicas estructurales diferentes (Bimmer et al., 2022;
Buldum et al.,, 2021). El desafio de realizar una investigacion exhaustiva sobre el
efecto aislado de cada componente, como la fuente de carbono, dentro de un sistema
tan intrincado como el kombucha, subraya la necesidad de considerar las

interacciones y el contexto mas amplio del proceso de fermentacion.
Cristalinidad

El analisis de varianza aplicado a los datos de cristalinidad de la celulosa indico
que los factores de fermentacion tuvieron efectos estadisticamente significativos
(p<0.05) sobre esta propiedad. Especificamente, los términos lineales de la
concentracion de glucosa y el volumen de té iniciador fueron identificados como
significativos, y solo el término cuadratico de la temperatura fue significativo (Tabla
4). El modelo de regresion resultante explico aproximadamente el 70% de la
variabilidad observada en la cristalinidad (R? = 70.46) y present6 una estadistica DW
de 1.46. El valor de R?, aunque indica una correlacion significativa, también refleja la
complejidad reconocida de la cristalinidad como propiedad estructural. Esta
complejidad proviene de su dependencia de multiples factores de fermentacion
interconectados (por ejemplo, cepa microbiana, composicion del medio, temperatura,
pH, etc.), lo que hace dificil su control preciso y optimizacién aislada sin afectar
simultaneamente otros parametros relevantes como el rendimiento o la morfologia del
material. A pesar de esta complejidad inherente, el analisis permitio identificar factores

clave con influencia significativa y observar tendencias sobre como las condiciones
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de fermentacion estudiadas modulaban esta caracteristica estructural de la celulosa
obtenida.

La Fig. 4a presenta los espectros de difraccion de rayos X de todas las muestras, en
los cuales se identificaron picos de difraccion en valores de 26 de 14.5°,16.7° y 22.8°.
Estos picos permitieron asignar la presencia de la fase cristalina la de la celulosa, de
acuerdo con lo reportado por French (2014).

Se aplico una estrategia de refinamiento secuencial utilizando el software MAUD (Fig.
4b). En una primera etapa, se refinaron de manera conjunta el factor de escala, el
fondo y el ensanchamiento instrumental, junto con un tamafio de cristalito isotropico
para la celulosa la. Posteriormente, se refinaron los parametros de red ay b, seguidos
del angulo y y el primer término de microdeformacion. El parametro del eje ¢ se
incorporo en una etapa posterior.

Una vez obtenido un ajuste satisfactorio, se introdujo la contribucién de celulosa
amorfa empleando un archivo .cif de celulosa Il, con el tamafio de cristalito fijado en
12 A. Finalmente, se refinaron los parametros anisotropicos de tamafio—deformacion
mediante el modelo de Popa, lo que permitié mejorar la descripcidn direccional de los
cristalitos.

El refinamiento convergié adecuadamente, obteniéndose un factor de ajuste (Rwp =
7.01%), lo que evidencia una correlacion robusta entre las intensidades calculadas y
experimentales. El analisis cuantitativo de fases indicdé que la celulosa bacteriana
producida bajo las condiciones optimizadas de fermentacién de kombucha presenta
una estructura semicristalina, compuesta aproximadamente por ~62% de celulosa la
y ~38% de celulosa amorfa.

Adicionalmente, el ensanchamiento anisotropico de los picos se model6 siguiendo las
reglas de Popa, lo que revel6 una dependencia direccional en las dimensiones de los
cristalitos y respalda la morfologia nanofibrilar del material. El tamafo aparente
promedio de los cristalitos fue de aproximadamente ~4 nm (40 A), con una anisotropia
consistente con la red organizada de microfibrillas de celulosa.

Se evalud la inclusién de la fase celulosa I3; sin embargo, no se observé una mejora
estadisticamente significativa en la calidad del ajuste (los cambios en Rwp fueron
despreciables) y la fraccion refinada de If resultd insignificante (<1%). Por ello, se
adoptd un modelo monofasico correspondiente a la celulosa la, considerado la
representacion fisicamente mas robusta y coherente con la informacion cristalografica

reportada por French (2014).
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La celulosa puede presentarse en distintas formas cristalinas, de las cuales el tipo |
es el mas comun en la naturaleza. Las cadenas de glucosa se encuentran unidas
mediante enlaces de hidrogeno que se extienden entre moléculas adyacentes, lo que
confiere estabilidad a la estructura cristalina (Nishiyama et al. 2003). La coexistencia
de sus subtipos, en proporciones variables dependiendo del origen de la celulosa, es
frecuente y suele dar lugar a picos superpuestos en los analisis de difraccién de rayos
X (Sugiyama et al. 1991; Rajai et al. 1984).

Las fases cristalinas de las muestras de celulosa se muestran en la Fig. 4c, donde los
picos de difraccion fueron indexados de acuerdo con la celda unitaria triclinica de la
celulosa la (planos 100, 010, 001 y 110). La celulosa bacteriana se caracteriza
tipicamente por un alto contenido de la celda unitaria triclinica de una sola cadena
(P1), correspondiente a la fase la, mientras que la celulosa vegetal esta dominada por
la celda unitaria monoclinica de dos cadenas, asociada a la fase IB. Aunque la
coexistencia de ambos alomorfos es comun, su diferenciacién resulta compleja
debido a la marcada superposicion de sus perfiles de difraccion. Por ejemplo, las
reflexiones caracteristicas de la fase la (=14.3°, 16.8° y 21.8°) se encuentran muy
proximas a las de la fase I (14.8°, 16.4° y 22.7°) (French 2014; Duchemin 2017). En
este estudio, los resultados del refinamiento indicaron que el patrén de difraccion se
describe mejor mediante la estructura la, en concordancia con la clasificacion basada
en el valor Z (Z > 0), sin resolverse picos distintivos atribuibles exclusivamente a la
fase I (Tabla 6).

El estudio identificd diversos factores influyentes, como la concentracion de glucosa
y el volumen de té iniciador, los cuales afectaron significativamente el porcentaje de
cristalinidad (p < 0.05). En general, la presencia de altas concentraciones de bacterias
y carbohidratos en el medio conduce a una disminucion de la cristalinidad de la
celulosa, fenbmeno asociado al metabolismo bacteriano y al proceso de sintesis de
este biopolimero. La biosintesis de la celulosa ocurre en dos etapas principales:
inicialmente, la glucosa se convierte en uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa), que
actua como precursor para la formacion de celulosa; posteriormente, las fibras de
celulosa se ensamblan y son liberadas al medio una vez completado el proceso (Ho
et al. 2025; Malci et al. 2024). Se ha observado que los microorganismos implicados
poseen poros alineados en la membrana celular, con un diametro aproximado de 3.5
nm, los cuales se encuentran rodeados internamente por el complejo enzimatico de

la celulosa sintasa.
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En el sustrato de crecimiento, la celulosa se organiza inicialmente en pequefas
unidades estructurales con un diametro cercano a 1.5 nm. Estas subfibrillas se
agrupan posteriormente para formar microfibrillas que, al acumularse, dan lugar a
fibras y cintas de celulosa (Villarreal et al. 2018). No obstante, bajo condiciones de
alta concentracion de glucosa, tanto el crecimiento celular como la produccién de
celulosa pueden verse inhibidos por la acumulacion de acidos (ceto)gluconicos, lo
que provoca una disminucion del pH del medio (Cazon et al. 2022).
Los resultados también mostraron que la temperatura influyé de manera significativa
en la resistencia a la tensidn y la elongacién del material. Este efecto fue corroborado
por el modelo de regresion (Tabla 2), el cual indicé que temperaturas elevadas
favorecen una mejor alineacion de las cadenas de celulosa y un incremento en la
fuerza de los enlaces intercadena. Este comportamiento concuerda con reportes
previos (Yu et al. 2024), que sefalan que la optimizacion de la temperatura
incrementa la cristalinidad y, en consecuencia, mejora las propiedades mecanicas del
material.
Asimismo, se observo una correlacién entre un mayor indice de cristalinidad y una
menor permeabilidad al vapor de agua (WVP), atribuida a la reduccién de la movilidad
molecular y al aumento de la densidad estructural del material. Este efecto ha sido
reportado también en otros biocompuestos, como nanocompuestos basados en PLA,
donde la tasa de transmision de vapor de agua disminuyé en un 44% en el estado
cristalino, frente a solo un 24% en el estado amorfo (Trifol et al. 2020). En conjunto,
estos resultados evidencian que los parametros de optimizacion no solo impactan el
desempeno del proceso, sino que también determinan las propiedades funcionales
del material. La Tabla 6 presenta los valores de espaciamiento interplanar (d-spacing)
obtenidos por XRD, utilizados para clasificar la celulosa como rica en la o0 dominada
por I3, de acuerdo con la ecuacion propuesta por Wada et al. (2001):

Z = 1693d; — 902 d, — 549

Donde Z>0 es rico en la, y si Z<0 es dominante en I3.

Se observa que para todas las muestras, este valor de Z>0, lo que corresponde a
celulosarica en la.
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Tabla 6. Obtencién del valor Z para determinar si las muestras de celulosa son ricas en la o dominadas

por IB.
Corrida Espaciamiento interplanar (d)
di d2 z
K1 0.6214  0.5464 10.2716
K2 0.6091 0.5294 4.8160
K3 0.6078  0.5294 2.6086
K4 0.6078  0.5273 4.4623
K5 0.6064  0.5294 0.2008
K6 0.6145  0.5370 6.9985
K7 0.6062  0.5280 1.1252
K8 0.6091 0.5280 5.8832
K9 0.6021 0.5202 1.2828
K10 0.6102  0.5302 5.9394
K11 0.6091 0.5302 3.9662
K12 0.6049  0.5245 2.0372
K13 0.6054  0.5241 3.2551
K14 0.6044  0.5221 3.3320
K15 0.6074  0.5272 3.8870
K16 0.6069  0.5236 6.1921
K17 0.6102  0.5322 4.1161

Un analisis mas detallado de los efectos principales mostrados en la Fig. 3 revela una
modulacién apreciable ejercida por cada uno de los factores de fermentacion. El
volumen de té iniciador presenté una tendencia lineal, en la cual la cristalinidad
disminuyo hasta valores inferiores al maximo observado en el té inicial. En contraste,
tanto la concentracion de glucosa como la temperatura exhibieron comportamientos
no lineales, descritos por curvas en forma de U. En estos casos, el porcentaje de
cristalinidad tiende a disminuir desde niveles bajos hasta alcanzar un minimo en
concentraciones intermedias de glucosa y temperatura, para posteriormente
incrementarse de manera pronunciada a concentraciones o temperaturas mas
elevadas.

Las respuestas no monétonas observadas en este estudio reflejan la complejidad del
efecto que cada parametro ejerce sobre la estructura cristalina de la celulosa y, en

consecuencia, sobre sus propiedades finales.
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Fig. 4. a) Se presentan los espectros obtenidos con el tubo de Cu; b) Resultado del refinamiento
secuencial de Rietveld de la muestra K12 realizado con el software MAUD, se muestra el ajuste del
patron de difraccion de rayos X y la estructura cristalina refinada; y c) La fase cristalina de celulosa
presentes en la muestra K12 que fueron identificadas e indexadas utilizando el software MAUD.
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Optimizacion simultanea

Tras un analisis detallado de la metodologia de superficie de respuesta (RSM), se
identific6 una fuerte correlacion para predecir el rendimiento de SCOBY, el
rendimiento de celulosa seca, el porcentaje de hinchazon, la permeabilidad al vapor
de agua, el porcentaje de elongacion y la cristalinidad. Sin embargo, los parametros
que mejor se ajustaron a la funcién de deseabilidad fueron la hinchazon de la celulosa
y la permeabilidad al vapor de agua. Esto permitio establecer condiciones éptimas de
acuerdo con los valores minimos y maximos para las variables de respuesta
seleccionadas, como se detalla en los criterios definidos. Como se ilustra en la Fig. 5,
la superficie de respuesta 3D genera un valor de deseabilidad global de 0.85. El rango
de la funcién de deseabilidad se expresa desde 0, lo que indica una respuesta
completamente indeseable, hasta 1, lo que denota una respuesta completamente
deseada (Derringer & Suich, 1980). El analisis preliminar de las graficas de superficie
de respuesta y los datos indica que se logré la optimizacidn simultanea utilizando
66.27 mL de té iniciador, 22.37 g de glucosa y una temperatura de 28.4 °C. El modelo
de deseabilidad predijo respuestas de 491.92% de hinchazén y 34.96 g-m/m?-s-Pa
para la permeabilidad al vapor de agua (ver Tabla 7). Ademas, los valores predichos
para las variables de respuesta mediante el proceso de optimizacion individual fueron
comparados con los valores predichos por el proceso de optimizacidn simultanea.
Para validar los resultados predichos por la optimizacién simultanea, se realizaron
experimentos de verificacion en triplicado, obteniendo un porcentaje de hinchazon de
399.32% y una permeabilidad al vapor de agua de 27.09 g-m/m?-s-Pa (ver Tabla 7).
La fuerte correlacion entre estos resultados confirmdé que el modelo era adecuado
para reflejar la optimizacion simultanea esperada, como lo demuestra la diferencia de
menos del 10% entre los valores predichos y los experimentales. Los hallazgos
mostraron correlacion con los datos obtenidos del analisis de optimizacién utilizando
funciones de deseabilidad, lo que indica que el disefio compuesto central (CCD) con
puntos estrella combinado con la funcién de deseabilidad para las dos respuestas
seleccionadas puede optimizar eficazmente el proceso para los parametros de
caracterizacion objetivo.

La aplicacién de la optimizacion mediante RSM (Tabla 8) ha generado una celulosa
bacteriana (BC) que exhibe propiedades mecanicas y fisico-quimicas distintivas. El
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rendimiento de SCOBY observado fue de 70 g/L y 2.94 g/L para BC. El resultado de
la dispersion de celulosa (3.843) indica una resistencia satisfactoria del material, lo

cual es imprescindible para aplicaciones donde el material debe mantener su
integridad en ambientes humedos. El valor de hinchazon (399.32%) indica una
notable capacidad de absorcion de agua, sugiriendo alta porosidad y flexibilidad. Con
respecto a la resistencia a la traccion, que se midié en 4.00 MPa, y la elongacion, que
se midié en 3.84%, los hallazgos son notables. La permeabilidad al vapor de agua
(27.093 g-m/m?-s-Pa) indicO que el material exhibi6 un grado moderado de
permeabilidad. Ademas, los resultados obtenidos del analisis de XRD de la celulosa
optimizada muestran que la estructura cristalina de la muestra sigue los patrones
tipicos previamente reportados (Fig. 6), donde los picos de difraccion (14.6°, 16.8° y
22.9°) correspondientes a las fases cristalinas de la celulosa estan claramente
definidos. El valor de cristalinidad obtenido, 59.89%, es significativamente alto en
comparacion con otras formas de celulosa, reflejando un aumento en la organizacion
de las cadenas moleculares tras el proceso de optimizacidn. Este porcentaje de
cristalinidad se encuentra dentro del rango esperado para materiales celuldsicos que
han sido optimizados mediante tratamientos fisicos o quimicos, y es consistente con
los patrones cristalograficos tipicos de la BC.

Un analisis comparativo de la literatura cientifica (ver Tabla 9) revela que la BC
obtenida en la presente investigacion, utilizando el consorcio de Kombucha, exhibe
un perfil de propiedades distintivo. Este perfil destaca fortalezas notables y areas para
una posible optimizacion futura. En términos de rendimiento, la BC alcanzé un valor
de 2.94 g/L después de 7 dias. En el contexto mas amplio de la produccién de celulosa
de kombucha, este rendimiento demuestra una posicion competitiva, superando los
rendimientos reportados para la cepa Komagataeibacter K2G56 (0.59 g/L) (China et
al., 2021) y Gluconacetobacter entanii en medio de cascara de nuez (2.816 g/L)
(Dorame et al., 2019), asi como otros estudios documentados, como el de Campano
et al. (2016), en su articulo de revision, donde se observan rendimientos mas bajos
en algunas cepas de Komagataeibacter spp. en kombucha de 0.251 g/L y ligeramente
menores en algunas cepas aisladas en medios especiales como Hestrin-Schramm
(HS) con rendimientos de 4.77 g/L (Campano et al., 2016; Hamed et al., 2023).
Aunque este rendimiento es inferior al de cepas aisladas altamente optimizadas, que
pueden superar los 10 g/L (Campano et al., 2016; China et al., 2021), es crucial
resaltar que la optimizacién lograda en este estudio se refiere al consorcio completo
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y no a una cepa aislada, lo que representa una caracteristica distintiva. Una
comparacion de los resultados con los reportados en la literatura revela tanto
similitudes como diferencias respecto a las propiedades del material. En cuanto a la
resistencia a la traccion, los valores obtenidos en este estudio (aproximadamente 4
MPa) fueron mas altos que los presentados por Betlej et al. (2020), quienes reportaron
valores de resistencia a la traccion de hasta 0.20 MPa en muestras de celulosa
obtenidas con microorganismos de kombucha. También presentaron valores de hasta
20 mm de elongacion, lo que, comparable con nuestro trabajo, equivaldria a casi 2
mm (tomando en cuenta la metodologia), lo que sugiere que la combinacion
especifica de sustratos y fuentes de carbono utilizadas en nuestro estudio podria
ejercer una influencia significativa sobre la elasticidad del material, lo que resulté en
un 3.8% obtenido. En cuanto a la capacidad de hinchazodn, el valor registrado fue
considerablemente alto (399.32%), indicando una alta absorcion de agua. Este
parametro no ha sido documentado de manera consistente en estudios previos, lo
que sugiere que la optimizacion del medio de cultivo jugé un papel crucial en la mejora
de esta propiedad. El aspecto mas relevante es la confirmacion de la alta cristalinidad
(59.89%) en la BC producida por el consorcio de Kombucha utilizado. Este valor es
equivalente o superior a los documentados en estudios selectos, que van del 60% al
80%, destacando la integridad estructural de la celulosa aislada (Rackov et al., 2025;
Feng et al., 2024; Seddiqi et al., 2021; Leonarski et al., 2021; Dunlop et al., 2020).

Tabla 7. Comparacioén de resultados obtenidos con optimizacién simultanea contra resultados reales.

Valor previsto de Valores de

Variable de Valor 6ptimo s ., R Diferencia
. la optimizacion optimizacion
respuesta previsto . . . a porcentual
simultinea experimental
Hinchamiento 491.92 414.72 399.32+2.91 3.71
celulosa (%)
Permeabilidad al 34.96 28.42 27.09+£2.90 4.67

vapor de agua
(g'm/m?-s-Pa)
Valores predichos en optimizaciéon simple y optimizacién simultanea. Asi como valores obtenidos
experimentalmente de dos variables de respuesta.
a. Los datos se obtienen del promedio de tres repeticiones.

43



\ Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo

PIDCB

Tabla 8. Caracterizacion final del tamafio optimizado del biofilm de celulosa.

Factor Valor ?
Rendimiento SCOBY 70g/L
Rendimiento BC 2.94 g/L
Dispersion (%) 3.84+1.49
Hinchamiento (%) 399.32+2.91
Fuerza de tension (MPa) 4.00+0.14
Elongacion (%) 3.84+0.90
Permeabilidad al vapor de agua (g-m/m2-s-Pa) 27.09+£2.90
Cristalinidad 59.89%

a. Los datos se obtienen del promedio de tres repeticiones.

Tabla 9. Comparacion entre las caracteristicas de la celulosa obtenida de diferentes fuentes.

Fuente/Microorganismo Medio de cultivo Rendimiento (g/L) T(I(?ir:.f)o Referencias

Kombucha Té de kombucha, fuente 2.94 g/L 7 dias Trabajo actual
de carbono (glucosa)
Komagataeibacter (K2G36 fuente de carbono 0.59-23g/L 6-14 dias (China et al.
and K2G30) (sacarosa) 2021)
Gluconacetobacter entanii Cascara de nuez como 2.816 £ 0.040 g/L 28 dias (Doérame-
en cdscara de nuez fuente de carbono Miranda et al.
2019)
Acinetobacter lowffii en Hestrin-Schramm (HS), te 4.77-4.61 g/L 10 dias (Hamed et al.
Kombucha negro (BT) y te negro at 30 °C 2023)
modificado. 6.0% azucar
comercial
Komagataeibacter spp. en Multiples medios de cultivo Yields: ranged from 0.251 3-14 dias  (Campano et al
Kombucha g/Lto 7.2 g/L and up to 2016)
35.3 g/L for special
conditions

kombucha-fermented suero suero de soja y tofu 4209 11 dias (Feng et al.
de soja 8.5% sacarosa 2024)
Kombucha (SCOBY) en Té verde, té negro, té not specified 7-10 dias (Gaggia et al.
diferentes tés rooibos 2019)
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Fig. 5. Grafica de superficie de respuesta para optimizacion simultanea. Efecto de la concentracion (g)

y la temperatura (°C) del té iniciador para una concentracion de 27 g de glucosa.
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Fig. 6. XRD de la celulosa bacteriana optimizada (CB), donde se observan los picos de difraccion
caracteristicos y la estructura cristalina triclinica correspondiente a la celulosa la, asi como el valor de

cristalinidad obtenido (59.89%).

Conclusion

Se validé un modelo predictivo utilizando RSM, lo que permitié la produccion de
celulosa bacteriana (CB) con caracteristicas funcionales relevantes. A diferencia de
los sistemas convencionales que dependen de cultivos puros en biorreactores para el
control del producto, este trabajo demuestra que la optimizacién puede lograrse
utilizando el consorcio simbiético de kombucha. Este enfoque representa una mejora
sustancial, ya que combina el entendimiento y control de las propiedades del material
con las ventajas inherentes del sistema de kombucha: menores costos de produccion
y estabilidad adecuada del proceso. Bajo condiciones Optimas (66.27 mL de té
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iniciador, 22.37 g de glucosa, 28.4 °C), se obtuvo un rendimiento de 2.94 g/L de CB

con una resistencia a la traccion de 4.00 MPa y una cristalinidad de 59.89%. Asi, se
establecid un método que une la simplicidad de la fermentacion tradicional con un
control parcial del producto final. En cuanto a la reproducibilidad industrial, la
variabilidad inherente del consorcio no es un obstaculo insuperable. La clave para
garantizar la consistencia radica en implementar un control de calidad estricto
mediante el mantenimiento de un cultivo primario (o madre) del cual se inicien todos
los lotes de produccidn subsecuentes. Esta practica asegura la estabilidad microbiana
a lo largo del tiempo, garantizando que las propiedades funcionales optimizadas del
material se conserven y evitando alteraciones que puedan afectar el producto final.
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VI. Il. Capitulo 2: Estudios preliminares del proceso fermentativo, analisis

o

cromatografico y aislamiento microbiolégico de la kombucha

Resumen

El capitulo aborda un analisis detallado del proceso de produccion de celulosa
bacteriana a partir de la kombucha, prestando especial atencién a la influencia de la
fuente de carbono y la temperatura en la fermentacién. En primer lugar, se realizé un
experimento con tres fuentes de carbono (glucosa, sacarosa y fructosa) para evaluar
su impacto en la produccion de Scoby (pelicula de celulosa bacteriana).
Posteriormente, un segundo experimento investigo como las variaciones de
temperatura (25, 30 y 35 °C) afectaban este proceso. Los resultados fueron
analizados mediante ANOVA y comparaciones de medias, encontrando que la
glucosa y la temperatura de 35 °C favorecieron la produccion de celulosa. Ademas,
también se detalla un analisis cromatografico de los compuestos volatiles en muestras
de kombucha fermentada durante 7 y 30 dias, asi como en té verde, identificando
principalmente ésteres como los compuestos responsables de las caracteristicas
sensoriales de la bebida. Ademas, se llevaron a cabo estudios microbiolégicos para
caracterizar las bacterias presentes en la kombucha y en la produccion de celulosa,
identificando cepas del genero komagataeibacter spp. como las principales
productoras de celulosa.

Abstract

This chapter provides a detailed analysis of the bacterial cellulose production
process from kombucha, paying particular attention to the influence of the carbon
source and temperature on fermentation. First, an experiment was conducted with
three carbon sources (glucose, sucrose, and fructose) to evaluate their impact on
Scoby (bacterial cellulose film) production. A second experiment investigated how
temperature variations (25, 30, and 35°C) affected this process. Results were
analyzed using ANOVA and comparisons of means, finding that glucose and a
temperature of 35°C favored cellulose production. A chromatographic analysis of
volatile compounds in samples of kombucha fermented for 7 and 30 days, as well as
in green tea, is also detailed, identifying mainly esters as the compounds responsible
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for the beverage's sensory characteristics. In addition, microbiological studies were

) de San Nicolas de Hidalgo

conducted to characterize the bacteria present in kombucha and in cellulose
production, identifying strains of the genus Komagataeibacter spp. as the main

cellulose producers.

Introduccion

La kombucha es una bebida fermentada que se obtiene mediante la fermentacion
de té endulzado con una cultura simbidtica de bacterias y levaduras (SCOBY). Este
proceso de fermentacion no solo transforma el té en una bebida efervescente y
ligeramente acida, sino que también enriquece la kombucha con una variedad de
compuestos bioactivos, incluyendo polifenoles, vitaminas del complejo B, acidos
organicos y aminoacidos, que contribuyen a sus propiedades antioxidantes y
potenciales beneficios para la salud (Antolak et al., 2021; Bishop et al., 2022).

Uno de los subproductos mas destacados de la fermentacidon de la kombucha es
la celulosa bacteriana, un biopolimero producido principalmente por bacterias del
género Komagataeibacter, como Komagataeibacter xylinus (anteriormente conocido
como Gluconacetobacter xylinus). Esta celulosa se forma en la superficie del liquido
fermentado, dando lugar a una pelicula gelatinosa conocida como SCOBY. La
celulosa bacteriana obtenida de la kombucha ha demostrado tener propiedades
superiores en términos de pureza, resistencia y capacidad de retencion de agua en
comparacion con la celulosa vegetal, lo que la hace prometedora para diversas
aplicaciones en biotecnologia, medicina y la industria alimentaria (Feng et al., 2024,
Absharina et al., 2025).

El perfil de compuestos volatiles de la kombucha, que incluye ésteres, acidos
carboxilicos, alcoholes y aldehidos, es fundamental para su aroma y sabor
caracteristicos. Estos compuestos se generan durante la fermentacion y su
concentracion varia con el tiempo, influenciada por las interacciones metabdlicas
entre las bacterias y las levaduras presentes en el SCOBY. El analisis cromatografico
de estos compuestos proporciona informacion valiosa sobre los cambios en la
composicion quimica de la bebida durante la fermentacion (Wang et al., 2023; Phung
et al., 2023).

Ademas, la identificacion microbiolégica de las cepas presentes en la kombucha

es esencial para comprender los procesos de fermentacion y la produccion de
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celulosa. A través de técnicas de aislamiento y caracterizacion, se han identificado

diversas especies bacterianas y levaduras que contribuyen a la formacion del SCOBY
y a la produccion de compuestos bioactivos. Estas investigaciones abren nuevas
perspectivas para la mejora y optimizacion de la produccion de kombucha y sus
subproductos (La China et al., 2021; Meng et al., 2023).

Materiales y métodos

Obtencion de celulosa bacteriana
Ver capitulo 1

Evaluacion de la influencia de Ila fuente de carbono y temperatura

Se procedidé a analizar el impacto de diferentes fuentes de carbono en el proceso
de produccion de celulosa utilizando la muestra previamente preparada. Para ello, se
disefid un experimento en el que se variaron las fuentes de carbono, especificamente
glucosa, sacarosa y fructosa. Para optimizar el proceso y ajustarlo a la escala de
experimentacion, se redujo el volumen de las soluciones preparadas, siguiendo las
condiciones descritas en la Tabla 1. Las soluciones se dejaron reposar durante siete
dias a una temperatura constante de 30 °C.

Tabla 1. Condiciones generales para produccion de celulosa bacteriana.

Condiciones generales a escala

Fuente de Carbono 18 gr
Té de arranque 18 gr
Bolsa de té 1 bolsa (1.5gr)
Scoby de arranque 18 gr

Con el objetivo de evaluar el impacto de la temperatura en el proceso de
produccion, se disefid un segundo experimento en el que se utilizaron tres
condiciones térmicas: 25, 30 y 35 °C. Para este experimento, se siguieron los mismos
procedimientos establecidos en la Tabla 1. Los resultados obtenidos fueron sometidos
a un analisis de comparacién de medias y ANOVA para determinar las diferencias

significativas entre las condiciones experimentales.
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Identificacion del perfil de compuestos volatiles del té verde y kombucha

Se procedidé a identificar el perfil de compuestos volatiles en dos muestras de
kombucha, tomadas a los 7 y 30 dias de fermentacion, asi como en una muestra de
té verde (Camellia sinensis) utilizado como base para la preparacién de la kombucha.
Para ello, se filtraron 100 ml de cada muestra hasta 25 p, las cuales fueron secadas
en un horno con circulacion de aire a 30 °C durante 24 h y luego almacenadas en
viales de 3 ml cubiertos con papel aluminio. Las muestras fueron codificadas como
K7, K30 y TV, respectivamente. Los analisis fueron realizados en la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UNAM, utilizando un sistema de cromatografia de gases
acoplado a un detector de masas (GC-MS) Agilent Technologies (modelo 7890B-
5977A-MSD).

Aislamiento microbiolégico de la kombucha

Para la caracterizacion de microorganismos presentes en la kombucha se tomaron
0.2 ml del té fermentado de kombucha tras 7 dias de reposo a 30 °C y se colocaron
en un tubo con caldo nutritivo por 48 h a 35 °C. Posteriormente, se realizé un
sembrado masivo en cajas Petri de la muestra introduciendo el asa estéril en el medio
y sembrado por el método de estria americana (por cuadrantes) empleando los
siguientes medios de cultivo: Agar Soya Tripticasa (AST), Agar Sales Manitol (ASM),
Agar McConkey (AMC), Agar Papa Dextrosa (APD) y Agar Dextrosa Sabouraud
(ADS). Asi mismo, se realiz6 el vaciado en placa de 1 ml de kombucha y de 1 ml de
caldo nutritivo inoculado previamente permitiendo el secado del liquido y sembrando
en los mismos medios.

Todas las muestras se realizaron por triplicado y se incubaron a 35 °C. Las colonias
obtenidas en las cajas Petri fueron aisladas por el método de estria americana luego
de 3 ciclos de siembra para lograr un cultivo puro. Se comprobd que las colonias

estaban aisladas mediante la morfologia microscopica y colonial.
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Identificacion microbiolégica de las cepas productoras de celulosa presentes

en la kombucha

Para la identificacidon microbiolégica de las cepas productoras de celulosa se
tomaron de una a dos colonias previamente aisladas y se colocaron en 10 ml de
kombucha y caldo nutritivo estériles. Tras 7 dias de reposo a 30 °C se determino
aquellas cepas que presentaban un sobrenadante de tipo membranoso en forma de
disco en su correspondiente tubo.

Identificacion microbiolégica de la kombucha

Para identificar género y especie de las principales cepas de importancia en el
presente trabajo, se utilizo el kit de Biomerieux Api 20 E y reactivos complementarios
con las pruebas: B-galactosidasa, arginina-dihidrolasa, lisina decarboxilasa, ornitina
decarboxilasa, utilizaciéon del citrato, produccidén de H2S, ureasa, triptdfano
desaminasa, produccién de indol, produccion de acetoina, gelatinasa; fermentacion-
oxidacion de la glucosa, manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melosa,
amigdalina y arabinosa; oxidasa, y reduccion de los nitratos en nitritos. Asi como las
pruebas bioquimicas en SIM (movilidad, indol, sulfuro de hidrogeno), TSI (agar triple
azucar hierro), agar citrato Simmons, prueba oxidacion/fermentacion y KIA (agar de

hierro Kligler).

Analisis estadistico

Los resultados se informan como los valores medios y las desviaciones estandar
de al menos mediciones duplicadas. Los analisis de varianza (ANOVA) (p < 0.05) y

comparacion de medias de Tukey.
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Resultados

Los resultados obtenidos en el experimento inicial evidencian diferencias
significativas en la produccion de SCOBY (Fig. 1) al utilizar distintas fuentes de
carbono: glucosa, sacarosa y fructosa. La glucosa resulté ser la fuente mas eficiente,
produciendo un mayor peso de SCOBY (41.80 g) en comparacion con la sacarosa
(32.10 g) y la fructosa (27.90 g).

Estos hallazgos son consistentes con estudios recientes que indican que la glucosa
es metabolizada eficientemente por las bacterias acéticas, como Komagataeibacter
xylinus, para la produccion de celulosa bacteriana (Chou et al., 2024). En contraste,
la sacarosa y la fructosa requieren una conversion enzimatica adicional antes de ser
utilizadas por las bacterias, lo que puede limitar su disponibilidad y eficiencia en la
produccion de celulosa (Sabatini ef al., 2025).

Ademas, la temperatura de incubacién de 30°C utilizada en este estudio se alinea
con condiciones 6ptimas reportadas en la literatura para la actividad de las bacterias
aceéticas, favoreciendo la produccion de celulosa sin inducir estrés térmico (Bertsch et
al., 2021).

En términos de aplicaciones, los resultados sugieren que, para optimizar la
produccion de SCOBY vy, por ende, de celulosa bacteriana, se debe priorizar el uso
de glucosa como fuente de carbono. Sin embargo, es importante considerar que la
variabilidad en la composicién del consorcio microbiano y las condiciones de

fermentacion pueden influir en la eficiencia del proceso (Oliveira et al., 2022).

Tabla 2. Influencia de la fuente de carbono en la produccion de Scoby.

Muestra Identificador Fuente de Carbono Temperatura Peso Scoby total

final
Kombucha S1 Sacarosa 30°C 32.10 +0.628
Kombucha G1 Glucosa 30°C 41.80 +0.98*
Kombucha F1 Fructosa 30°C 27.90 +1.63¢

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente

diferentes. (Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

En el segundo experimento realizado, se evalud la influencia de la temperatura
sobre la produccion de celulosa utilizando glucosa como fuente de carbono. Los
resultados obtenidos, como se muestra en la Tabla 3, revelaron que la temperatura
mas alta (35°C) favorecio significativamente la produccion de SCOBY (Fig. 1), con un
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peso final de 44.87 g, en comparacion con las temperaturas de 30 °C (31.83 g) y 25

°C (26.02 g). Estos resultados sugieren que la temperatura tiene un impacto
considerable en la actividad de los microorganismos responsables de la produccion
de celulosa. Este comportamiento es consistente con estudios previos que indican
que temperaturas cercanas a los 30-35 °C promueven la actividad optima de las
bacterias del género Komagataeibacter (Wrona et al., 2021). La temperatura de 35
°C, aunque mas alta que la comunmente utilizada de 30 °C, no parece inducir estrés
térmico, como se habia observado en investigaciones similares donde temperaturas
superiores a 37 °C afectaron negativamente la actividad bacteriana (Wang et al.,
2022).

El aumento en la produccion de celulosa con temperaturas mas altas puede
explicarse por un aumento en la velocidad metabdlica de las bacterias, lo que resulta
en una mayor sintesis de biopolimeros como la celulosa (Pang et al., 2024). Sin
embargo, es importante destacar que aunque la temperatura de 35 °C mostro los
mejores resultados en términos de produccion de SCOBY, el aumento de la
temperatura podria llevar a un desequilibrio en la actividad de otras bacterias
presentes en el consorcio, lo que requeriria un analisis mas detallado para asegurar
que las condiciones Optimas favorezcan la produccion sin comprometer la diversidad
microbiana esencial para la fermentaciéon de kombucha.

Por otro lado, el comportamiento observado con la temperatura de 30 °C, aunque
no tan eficiente como la de 35 °C, sigue siendo dentro de los rangos adecuados para
la fermentacion de kombucha, como ha sido ampliamente reportado en la literatura
(Aung et al., 2021). La temperatura de 25 °C resulté ser menos eficiente, lo que puede
estar relacionado con una menor tasa de crecimiento bacteriano, lo que restringe la

produccion de celulosa.

Tabla 3. Influencia de la temperatura en la produccion de Scoby.

Muestra Identificador Fuente de Carbono Temperatura Peso Scoby total

final
Kombucha S2 Glucosa 25°C 26.02 +1.76¢
Kombucha G2 Glucosa 30°C 31.83 +0.928
Kombucha F2 Glucosa 35°C 44.87 +0.40%

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente

diferentes. (Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.
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Fig 1. Membranas de celulosa producidas (SCOBY).

El analisis cromatografico permitio la identificacion de 42 compuestos volatiles, los
cuales se clasificaron en nueve familias quimicas (ésteres, cetonas, acidos
carboxilicos, alcoholes, aldehidos, aminas, hidrocarburos, lactonas y terpenos). Esta
diversidad quimica es caracteristica de la compleja interaccion metabdlica entre
levaduras y bacterias que define la fermentacién de la kombucha.

Coincidiendo con la literatura, los ésteres representaron la familia quimica
predominante (Tabla 4). Estos compuestos son determinantes en el perfil sensorial
de la bebida, aportando notas frutales y florales que definen su caracter organoléptico
(Melo et al., 2022). El incremento en la concentracion y diversidad de ésteres con el
tiempo de fermentacion es una consecuencia directa de la actividad metabdlica de las
levaduras, donde alcoholes como el etanol son convertidos en sus correspondientes
ésteres, principalmente acetato de etilo, mediante reacciones de esterificacidon
(Gaggia et al., 2022).

Un hallazgo de interés es la dinamica de la cafeina. Si bien fue el compuesto
mayoritario en el té verde (materia prima), su concentracion disminuy6 notablemente
en las muestras fermentadas (K7 y K30). Este decremento es consistente con su
biotransformacién por parte de la microbiota del SCOBY. Se ha demostrado que
diversas bacterias y levaduras presentes en la kombucha utilizan la cafeina como
fuente de nitrégeno, degradandola progresivamente a través de rutas de
desmetilacion para producir teobromina, teofilina y xantinas (Diez-Ozaeta et al.,
2022). Este proceso no solo reduce el contenido de cafeina, sino que también
enriquece la bebida con otros metabolitos potencialmente bioactivos.

Por otro lado, la presencia de 5-hidroximetilfurfural (HMF) en todas las muestras

es notable. El HMF es un conocido indicador de la calidad en alimentos, ya que su
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formacion se asocia a tratamientos térmicos o a largos periodos de almacenamiento

a partir de la degradacion de hexosas (reaccion de Maillard y caramelizacion). El
interés en el HMF radica en su naturaleza dual. Por un lado, se le atribuyen
propiedades beneficiosas como actividad antioxidante e antiinflamatoria. No obstante,
su potencial genotoxico y citotoxico ha sido objeto de un intenso debate cientifico.
Aunque estudios mas antiguos, como el de Archer et al. (1992), mostraron efectos
adversos en roedores a dosis elevadas, la evaluacién de riesgo actual es mas
matizada. Revisiones exhaustivas recientes concluyen que, si bien altas
concentraciones de HMF pueden inducir citotoxicidad in vitro, la ingesta a través de
la dieta normal generalmente se encuentra por debajo de los umbrales de riesgo
toxicologico establecidos para el ser humano (Ankit et al., 2020). Por lo tanto, su
presencia en las concentraciones halladas en la kombucha debe ser monitoreada,

pero probablemente no representa un riesgo significativo.
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Tabla 4. Perfil de compuestos volatiles de la kombucha y té verde.

COMPOUND TR v K7 K30
Match % Match % Match %

2,2-DIMETHOXYBUTANE 3.46 76.1 0.85

2-PROPENOIC ACID, ETHENYL ESTER 3.46 77.6 0.26
O-ETHYLHYDROXYLAMINE 3.53 775 1.82 77.7 0.45
2-PROPANONE, 1-HYDROXY- 3.63 914 0.64 89.5 031
PROPANOIC ACID, 2-OXO-, METHYL ESTER 3.96 81.1 0.27

2,3-BUTANEDIOL, [S-(R*,R*)]- 3.96 93 0.91
GLYCERALDEHYDE 4.47 95.6 8.14 94.6 6.28
3-FURALDEHYDE 4.67 94.8 0.22
3-FURANMETHANOL 5.05 88.3 0.25
1H-TETRAZOLE-1,5-DIAMINE 5.45 75.9 4.29
DIHYDROXYACETONE 5.73 86.8 16.78 881 12.86
1,2-CYCLOPENTANEDIONE 6.31 97.5 1.98 98.5 2.16
2,4-DIHYDROXY-2,5-DIMETHYL-3(2H)-FURAN-3-ONE 7.37 88.9 0.20

PROPANOIC ACID 7.46 75.5 0.52
2H-PYRAN-2,6(3H)-DIONE 7.64 88.5 0.20 919 0.16
1,3-DIOXOL-2-ONE,4,5-DIMETHYL- 847 84.0 0.46 824 0.47
METHYL ACETOXYACETATE 8.70 77.8 0.36
2,5-PIPERAZINEDIONE, 3-METHYL- 8.82 82.7 0.12
3-FURANCARBOXYLIC ACID 9.04 95 0.26
D-ALANINE, N-PROPARGYLOXYCARBONYL-, ISOHEXYL ESTER 9.26 821 3.25 82.7 3.09
3-FURANCARBOXYLIC ACID, METHYL ESTER 9.41 95.6 1.03

FURYL HYDROXYMETHYL KETONE 9.40 94 1.23
2-PROPANAMINE, N-METHYL-N-NITROSO- 10.34 78.8 1.16 81.1 0.75
4H-PYRAN-4-ONE, 2,3-DIHYDRO-3,5-DIHYDROXY-6-METHYL- 10.53 97.5 4.77 92.8 4.06
2(3H)-FURANONE, DIHYDRO-4-HYDROXY- 10.75 79.8 0.88

GLYCERIN 10.78 76 1.49
2-PYRROLIDINONE, 5-(CYCLOHEXYLMETHYL)- 11.10 835 0.19
(5)-5-HYDROXYMETHYL-2[5H]-FURANONE 11.10 79.9 0.14
5-OXOTETRAHYDROFURAN-2-CARBOXYLIC ACID, ETHYL ESTER 11.34 84.1 0.21
(S)-(+)-2',3'-DIDEOXYRIBONOLACTONE 11.84 812 0.45
TETRAHYDROFURAN-5-ON-2-METHANOL, .ALPHA.-[.ALPHA.-METHOXY-(TETRAHYDROFURAN-  11.85 84.6 0.51
5-ON-2-YLMETHOXY)]-

4-HEPTEN-3-ONE, 4-METHYL- 11.93 75.7 0.68
5-HYDROXYMETHYLFURFURAL 12.07 97.6 11.73 97.5 13.47
KETONE, METHYL 2-METHYL-1,3-OXOTHIOLAN-2-YL 1231 86.9 0.59
1,2,3-PROPANETRIOL, 1-ACETATE 12.32 85.4 4.07
2,3-DIOXABICYCLO[2.2.1]HEPTANE 12.57 89.2 0.16

ACETAMIDE, N,N'-ETHYLENEBIS(N-NITRO- 13.02 80.8 1.67

BUTANEDIOIC ACID, 2-HYDROXY-2-METHYL-, (S)- 14.05 80.5 2.08
FORMIC ACID, TETRAHYDROFURFURYL ESTER 14.69 76.5 2.56
3-DEOXY-D-MANNOIC LACTONE 18.57 81.90 2293 79.8 19.75
CAFFEINE 21.50 97.0 100.00 9240 0.63 925 0.19
N-HEXADECANOIC ACID 22.76 89.00 0.18

Tabla obtenida en la Facultad de Ciencias Quimicas de la UNAM, utilizando un sistema de
cromatografia de gases acoplado a un detector de masas (GC-MS) Agilent Technologies (modelo
7890B-5977A-MSD).

Caracterizacion microbiolégica

Respecto a la caracterizacion microbioldgica (Fig. 2) se obtuvieron un total de 73
aislados sin contar hongos filamentosos en 4 medios de cultivo. Se encontraron 14
en agar papa dextrosa, 7 en agar dextrosa Sabouraud, 5 en agar sal y manitol y 47
en agar soya tripticaseina. A todos los microorganismos se les realiz6 tincion de gram
y se describieron sus caracteristicas microscopicas y su morfologia colonial. A todos
los microorganismos se les realiz6 una prueba inoculandolos en caldo nutritivo con el
fin de ver su capacidad de formacion de biofilm y orientar la caracterizacion a los

microorganismos productores de celulosa. Se encontraron 18 microorganismos con
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capacidad de formar un biofilm en la superficie (B9, 15, 17, 18, 25, 28, 35, 37, 38, 47,
50, 51, 56, 79, 62, 63, 81y 84) y solo 9 (Tabla 6) fueron capaces de generar celulosa
bacteriana en su superficie (B9, 15, 17, 18, 50, 51, 62, 63 y 84). A los 18 bioldgicos

se les aplico una bateria de pruebas bioquimicas, para fines practicos y de lectura, en

la Tabla 6 se reportan los 10 de interés. En su composicion bacteriana la mayoria de
los reportes indican bacterias del tipo acido acéticas, sin embargo, la composicion del
té difiere de acuerdo con el lugar de origen y con el método de preparacion. Los
microorganismos encontrados se reportan en la Tabla 5. La Presencia de estos
microorganismos coincide con lo reportado en la literatura donde se observan estos
microorganismos como los principales productores de celulosa (Wang et al., 2022).
La identificacion de las bacterias de realizé con el sistema de identificacion de API
web basado en las pruebas presentadas con el sistema de codificacidon, también se
utilizé la base de datos mas grande del mundo para informacién bacteriana

estandarizada (BacDive).

Tabla 5. Identificacion de los microorganismos productores de celulosa.

Cepa Especie identificada
B9 y B84 komagataeibacter spp.
B15, B17, B18 komagataeibacter spp.
B51 komagataeibacter spp.
B50 komagataeibacter spp.
B62 Gluconobacter spp.
B63 Gluconobacter spp.

La razon por la cual los microorganismos producen celulosa ha generado un
amplio debate. Una teoria sostiene que las bacterias aerdbicas producen celulosa
para mantenerse en una posicion cercana a la superficie de la solucion, favoreciendo
su acceso al oxigeno. Otra hipdtesis propone que la celulosa actua como un
mecanismo de proteccion contra la radiacién ultravioleta, mientras que una tercera
sugiere que las bacterias la producen para defenderse de posibles amenazas, como
enemigos naturales o iones de metales pesados, dado que los nutrientes necesarios
pueden ser facilmente difundidos en el medio (Hernandez-Ruiz, 2018).
Especificamente, en komagataeibacter xylinum, la celulosa facilita la adhesion celular
en interacciones simbioticas, ademas de conferir proteccidn mecanica, quimica y

biolégica en su entorno natural. En el caso de la kombucha, las células productoras
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quedan atrapadas en la red de celulosa, o que permite que la poblacion se mantenga
en la interfase aire-liquido, favoreciendo su desarrollo (Vazquez et al., 2013).

Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una comprension detallada
de los factores que influyen en la produccién de celulosa bacteriana durante la
fermentacidén de kombucha. Se demostré que la glucosa, como fuente de carbono, y
una temperatura de 35 °C favorecen la produccién de SCOBY, lo que puede ser
aprovechado para optimizar los procesos de produccién de celulosa en aplicaciones
diversas. Ademas, el perfil de compuestos volatiles de la kombucha reveldé una
predominancia de ésteres, que contribuyen significativamente a sus caracteristicas
sensoriales. Por ultimo, el aislamiento y caracterizacion microbiolégica permitieron
identificar diversas cepas bacterianas con capacidad para producir celulosa, abriendo
nuevas oportunidades para el aprovechamiento biotecnolégico de estos
microorganismos. Estos hallazgos son relevantes tanto para la mejora de la
produccion de kombucha como para el uso sostenible de la celulosa bacteriana en
diferentes campos de la ciencia.
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas de las cepas productoras de celulosa.

Prueba/microorganismo B9 B15 B17 B18 B50 B51 B62 B63 B84

Tincién Gram - - - - - - - N R
Morfologia microscépica Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos

Morfologia colonial

Tamario 0.1mm 0.5mm 0.5mm 0.5mm 0.1mm 01mm 0.1mm 0.1mm 0.1mm
Forma Puntiforme Irregular Irregular Irregular Puntiforme  Puntiforme  Puntiforme  Puntiforme  Puntiforme
Elevacion Umbilicada Plana Plana Plana Umbilicada  Umbilicada Elevada Elevada Elevada
Margen Entero Rizoide Rizoide Rizoide Entero Entero Entero Entero Entero
Color Crema Blanco Blanco Blanco Crema Crema Blanco Blanco Crema
Superficie Mate Mate Mate Mate Mate Mate Mate Mate Mate
Densidad Opaca Traslicido  Traslucido  Traslucido Opaca Opaca Traslucido Traslucido Traslucido
Consistencia Seca Granulosa  Granulosa  Granulosa Rugosa Rugosa Granulosa Granulosa Granuloso
Pigmento difundido No No No No No No No No No
Olor Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente

Pruebas bioquimicas

Movilidad Si Si Si Si Si Si Si Si Si
KIA AIK KIA KIA KIA AK AIK KIA KIA AK
CIT - + + + - - - - -
O/F O/F F F F O/F O/F F O/F O/F
TSI AIK KIA KIA KIA AK AIK KIA KIA AK
Catalasa + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + +

Pruebas bioquimicas API

ONPG - + + + - + + - -
ADH - + + + - + + - -
LCD - - - - - - - - -
oDC - - - - - - - - -
CIT - - - \% - - - - -
H,S - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - -
TDA + \% \% \% + + + + +
IND - - - - - - - - -
VP + + + + + + + - +
GEL - + + + - + + - -
GLU + + + + + + + + +
MAN + + + + + - + + +
INO + - - - - - + + +
SOR + + + + - - + + +
RHA + - - - - - + + +
SAC - + + + + + - - -
MEL - - - - - - + - -
AMY - - - - - - + - -
ARA + - - - + - + + +
NIT - - - - - - - - -

KIA (agar de hierro Kligler), TSI (agar ftriple azicar hierro), CIT (agar citrato Simmons), O/F (prueba
oxidacién/fermentacion). K(alcalino), A (acido), O/F (oxida y fermenta), F (fermenta). (ONPG) B-galactosidasa, (ADH)
arginina-dihidrolasa, (LDH) lisina decarboxilasa, (ODC) ornitina decarboxilasa, (CIT) utilizacion del citrato, (H2S)
produccion de H,S, (URE) ureasa, (TDA) triptofano desaminasa, (IND) produccion de indol, (VP) producciéon de
acetoina, (GEL) gelatinasa (GLU, MAN, INO, SOR, RHA, SAC,MEL, AMY, ARA) fermentacién-oxidacién de la glucosa,
manitol, inositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melosa, amigdalina y arabinosa; (NIT) reduccién de nitratos a nitrégeno
0 nitritos.
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Figura 2. Morfologia colonial de cada cepa encontrada en la Kombucha.
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VL. lll. Capitulo 3:Desarrollo y caracterizacion de apésitos basados en celulosa

bacteriana funcionalizada como vehiculo de liberacion tépica de antibiéticos

Resumen

La celulosa bacteriana (CB) producida a partir de la fermentacién de kombucha ha
emergido como un biomaterial versatil para aplicaciones en ingenieria de tejidos y
sistemas de liberacion topica de farmacos. En este estudio se desarrollaron y
caracterizaron apositos funcionalizados con antibidticos a partir de matrices de CB
combinadas con colageno, propilenglicol, nipagin y diferentes gelificantes
(carboximetilcelulosa, quitosano y alginato). Se formularon seis prototipos, cuyas
propiedades fisicoquimicas, mecanicas y funcionales fueron evaluadas mediante
técnicas de DRX, FTIR, SEM y ensayos de actividad antimicrobiana. Los resultados
indicaron que la formulacién con 1% de colageno y 0.5% de CMC (formulacion D)
presentd la mejor combinacion de propiedades, incluyendo alta resistencia mecanica
(8.86 MPa), bajo grado de solubilidad, alto hinchamiento (3305%), y actividad
antibacteriana superior frente a E. coli y S. aureus. El analisis estructural revel6 que el
secado promueve una transicion desde una morfologia amorfa hacia una fase mas
cristalina de tipo celulosa |, lo que se correlaciona con una mejor integridad mecanica.
Asimismo, la funcionalizacion con antibidticos mostré una liberacién efectiva, con halos
de inhibicidn mayores a los de discos estandar. Estos hallazgos respaldan el potencial
de la CB como plataforma modular para la administracion localizada de agentes

antimicrobianos, con aplicaciones en el tratamiento de heridas crénicas e infectadas.

Abstract

Bacterial cellulose (BC) produced from kombucha fermentation has emerged as a
versatile biomaterial for tissue engineering and topical drug delivery systems. In this study,
antibiotic-functionalized dressings were developed and characterized from BC matrices
combined with collagen, propylene glycol, nipagin, and different gelling agents
(carboxymethylcellulose, chitosan, and alginate). Six prototypes were formulated, and
their physicochemical, mechanical, and functional properties were evaluated using XRD,
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FTIR, SEM, and antimicrobial activity assays. The results indicated that the formulation
with 1% collagen and 0.5% CMC (formulation D) presented the best combination of
properties, including high mechanical strength (8.86 MPa), low solubility, high swelling
(3305%), and superior antibacterial activity against E. coli and S. aureus. Structural
analysis revealed that drying promotes a transition from an amorphous morphology to a
more crystalline cellulose I-type phase, which correlates with improved mechanical
integrity. Furthermore, functionalization with antibiotics showed effective release, with
inhibition zones greater than those of standard discs. These findings support the potential
of CB as a modular platform for the localized delivery of antimicrobial agents, with

applications in the treatment of chronic and infected wounds.

Introduccion

La celulosa bacteriana (CB) ha emergido como un biomaterial de interés en
aplicaciones biomédicas, especialmente en la fabricacion de apdésitos para el tratamiento
de heridas. Producida por bacterias del género Komagataeibacter, la CB se caracteriza
por su estructura nanofibrilar, alta biocompatibilidad, elevada capacidad de retencion de
agua y excelente permeabilidad al vapor de agua, propiedades que favorecen un entorno
humedo 6ptimo para la cicatrizacidon de heridas (Portela et al., 2019).

Sin embargo, la CB presenta limitaciones inherentes, como la ausencia de actividad
antimicrobiana propia, lo que puede comprometer su eficacia en la prevencién de
infecciones en heridas (Sulaeva et al., 2015). Para superar esta limitacion, se han
desarrollado estrategias de funcionalizacion de la CB mediante la incorporacién de
agentes antimicrobianos, como péptidos antimicrobianos, antibiéticos y polimeros con
propiedades bactericidas. Estas modificaciones buscan dotar a los apdsitos de CB de
actividad antimicrobiana, controlando la liberacion del agente activo y mejorando la
eficacia terapéutica (Deng et al., 2024; Meng et al., 2023).

En este contexto, el presente capitulo aborda el desarrollo y caracterizacion de
apositos basados en CB funcionalizados con antibidticos, evaluando sus propiedades
mecanicas, actividad antimicrobiana y potencial para la liberacion controlada de

farmacos. Se exploran las interacciones entre la CB y los agentes funcionalizantes, asi
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como su impacto en las propiedades finales del apdsito, con el objetivo de optimizar su

rendimiento en aplicaciones clinicas.

Materiales y métodos

Produccién y purificacion de celulosa bacteriana

Para obtener detalles sobre la produccion y purificacidn de celulosa bacteriana, se
puede consultar el Capitulo 1.

Elaboracion de apositos

Se elaboraron seis formulaciones o prototipos de apédsitos, como se muestra en la
Tabla 1. Las membranas de celulosa obtenidas fueron trituradas en medio acuoso en una
proporcion de 1:1. La suspensién resultante se tamizé durante 10 min para eliminar el
exceso de agua. A continuacion, en un recipiente separado, se solubilizé un 0.2% en
peso de Nipagin en un 5% en peso de propilenglicol, bajo agitacion orbital a 50 °C. Esta
mezcla se vertid en un vaso de precipitados que contenia un 10% en peso de pulpa de
celulosa bacteriana, manteniendo agitacion mecanica a temperatura ambiente. Luego, se
afnadio lentamente carboximetilcelulosa (CMC), quitosano o alginato, segun el prototipo
(ver Tabla 1), y se continuo agitando hasta obtener una consistencia de gel a temperatura
ambiente. Finalmente, se incorpord al gel el colageno (Tabla 1) y agua desionizada,
ajustando el volumen de todas las formulaciones al mismo nivel, y se agitaron durante 3
min a temperatura ambiente. Para el secado, se pesaron 40 g de cada mezcla en cajas
de acrilico de 10x10 cm, que luego fueron secadas en una estufa de secado a 40 °C bajo
flujo de aire durante 24 h.
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Tabla 1. Componentes de los prototipos de apositos.

Fabricacion de Prototipos

FA Formulacion: FB Formulacion: FC Formulacion:
5% propilenglicol 5% propilenglicol 5%propilenglicol
0.2% Nipagin 0.2% Nipagin 0.2% Nipagin
1% CMC 0.5% CMC 0.5% CMC
8% colageno 4% colageno 2% colageno
10% celulosa 10% celulosa 10% celulosa
FD Formulacion: FE Formulacion: FF Formulacion:

5%propilenglicol
0.2% Nipagin
0.5% CMC

1% colageno

10% celulosa

5%propilenglicol
0.2% Nipagin
0.5% Quitosano
2% colageno

10% celulosa

5% propilenglicol
0.2% Nipagin
0.5% Alginato
2% colageno

10% celulosa

Caracterizacion de prototipos

Se realizaron evaluaciones a los apdsitos utilizando las siguientes técnicas: grado de
hinchamiento, solubilidad, permeabilidad al vapor de agua, resistencia a la traccion y
porcentaje de elongacion, asi como difraccion de rayos y FTIR. Para mas detalles sobre

los procedimientos y métodos utilizados, consulte el Capitulo 1.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evaluo sobre las cepas Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, otorgadas

por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan, México.
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Método de difusion en disco

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Taroco et al. (2006). Se utilizaron
sensidiscos con cefatoxima (30pg) y cloranfenicol (5ug), discos estériles de papel filtro
Whatman #1 (2.5 ym) de 6 mm de diametro cargados con los mismo antibiéticos y los 5
prototipos de apdsitos igualmente cargados. Los discos de papel filtro y los apdsitos se
dejaron en contacto durante 24 h con los farmacos. Para todos los tratamientos se
utilizaron controles negativos.

Antes de cada determinacién, las cepas fueron sembradas en agar nutritivo e
incubadas a 37 °C/24 h. Una vez verificado el crecimiento adecuado, se procedié a
preparar inoculos con cada una de las cepas en solucion salina al 0.85%, el in6culo se
ajusto entre 0.08-0.1 de absorbancia a 625 mn (0.5 en escala de McFarland) con un
espectrofotometro Uv-Vis modelo ve-5100 UV. Posteriormente, se introdujo un hisopo
estéril en el indculo bacteriano y se sembro en la placa de Agar Mueller Hinton con estria
en forma paralela repitiendo dos veces mas rotando la placa 60°. Finalmente, las placas
se incubaron a 37 °C/24 h. Una vez transcurrido el tiempo se midio el diametro del halo

de inhibicion del crecimiento de los microorganismos en milimetros.

Analisis estadistico

Los resultados se informan como los valores medios y las desviaciones estandar de al
menos mediciones duplicadas. Los analisis de varianza (ANOVA) (p <0.05) y

comparacion de medias de Tukey.

Resultados

Posterior a la produccion de celulosa se elaboraron prototipos de apdsitos.
Inicialmente, se busc6 un medié dispersante como con funciones de agente espesante-
gelificante, se analizaron tres compuestos: alginato, carboximetilcelulosa y quitosano,
estos materiales fueron seleccionados debido a sus propiedades mecanicas, capacidad

para formar matrices estables y biocompatibles o por su aprobacion por la Food and

Drug Administration (FDA) para su uso en humanos en aplicaciones biomédicas
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(Hurtado et al., 2020). Se elaboraron peliculas al 1% y se determiné la permeabilidad
al vapor de agua (PVA), elongacion y la fuerza de tension. La Tabla 1 muestra los
resultados, en cuanto a la permeabilidad al vapor de agua se observaron diferencias
significativas con una disminucion de valores entre materiales; la carboximetilcelulosa
(CMC) presento 0.92 g/msMPa, alginato 0.85 g/msMPa, y quitosano 1.05 g/msMPa. Con
respecto a la fuerza de tension se obtuvieron valores de 18.1 MPa para la
carboximetilcelulosa (CMC), 27.2 MPa en el alginato y 30.8 MPa para el quitosano. Y
finalmente los porcentajes de elongacion de los materiales fueron 1.62% en
carboximetilcelulosa (CMC), 2.1% en alginato y 9.52% en quitosano. Con estos
resultados se puede determinar que a la concentracion presentada se obtienen
diferencias entre los parametros analizados con lo cual pueden ser utilizados en la
fabricacion de apdsitos, sin embargo, a pesar de presentar valores atractivos sobre todo
en la fuerza de tension y la elongacion en la realidad los apdsitos son fabricados como
mezclas de varios materiales coadyuvantes y de refuerzo que modifican los valores
finales de la mayoria de los parametros.

Para el presente estudio se han desarrollado prototipos de apdsitos utilizando celulosa
bacteriana como material de estructura principal, ademas de nipagin (conservante
antimicrobiano),  propilenglicol  (plastificante 'y  humectante) y  colageno
(biocompatibilidad). Se generaron 6 formulaciones (Tabla 1), para la formulacién FA se
utilizé6 como medio dispersante carboximetilcelulosa al 1% y colageno tipo | al 8 %, para
la formulacion B, 0.5% de carboximetilcelulosa y el colageno se disminuyo hasta el 4%,
en el prototipo C se mantuvo al 0.5% la carboximetilcelulosa y el colageno se redujo a
2%, para la formulacién FD se disminuyo el colageno hasta el 1% y para la FE se cambié
la carboximetilcelulosa por quitosano y en la F por alginato.

La formulacion FA, con 8% de colageno mostré una capacidad formadora de pelicula
deficiente. La concentracion de colageno provocd que la pelicula resultante fuera
extremadamente sensible a los cambios de humedad y temperatura. Esta sensibilidad se
traduce en una inestabilidad estructural, haciendo que la pelicula se deforme facilmente.
Debido a estas caracteristicas, la formulacion FA (Tabla 2) no fue sometida a una
caracterizacion. Con respecto a la fuerza de tension (Tabla 3) de diferentes formulaciones
se observaron diferencias significativas. En particular, se ha observado que, al disminuir
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la concentracion de colageno (FB, FC y FD), la fuerza de tension aumenta
significativamente. La formulacion FB, con un 4% de colageno, presenté una fuerza de
tension de 4.29 MPa, mientras que la formulacion C, con un 2%, mostro 3.2 MPa, y la
formulacion D, con solo un 1% de colageno, alcanzé 8.86 MPa. Esto sugiere que el
colageno podria estar interfiriendo en la fuerza de tension. En la formulacion FE, se
mantuvo un 2% de colageno, pero se utilizé quitosano en lugar de carboximetilcelulosa
(CMC), obteniendo una fuerza de tension de 2.29 MPa y la formulacion FF, donde se
empleo alginato en lugar de CMC, se obtuvo una fuerza de tensién aun menor, de 1.16
MPa. Estas variaciones indican que tanto la cantidad de colageno como el tipo de
espesante empleado influyen notablemente en las propiedades mecanicas del apésito.
Asi mismo, al fabricar peliculas exclusivamente con los espesantes (Tabla 2) CMC,
alginato y quitosano, los valores de fuerza de tension se invierten en comparacion con
los prototipos de apésitos. Las peliculas de alginato alcanzaron una fuerza de tension de
27.2 MPa, las de quitosano 30.8 MPa y las de CMC 18.1 MPa. Este comportamiento
inverso resalta la complejidad de las interacciones entre los componentes en la
formulacion de apodsitos y la necesidad de un analisis detallado para optimizar sus
propiedades mecanicas y funcionales. Este comportamiento también se observo en la
permeabilidad al vapor de agua. En cuanto a los valores del porcentaje de elongacion
(Tabla 2) los resultados mostraron que, al disminuir la cantidad de colageno, también
disminuye el porcentaje de elongacion. La formulacion FB presenté un 30.09%, la C un
11.9% y la D un 10.1%. Estos hallazgos indican que el colageno disminuye la capacidad
de elongacion de los apositos, este efecto también se observo en la solubilidad. Mientras
que para el hinchamiento el efecto es contrario al disminuir el colageno el hinchamiento
aumento.

Las propiedades analizadas son criticas en el disefio de apdésitos transdérmicos, ya
que afecta significativamente su desemperfo y eficacia. Un apdsito transdérmico debe
permitir la evaporacion del exceso de humedad para prevenir la maceracion de la piel
(Martinez-Correa et al., 2020). Apositos, con PVA media alta como el FB, FE y FF;
permitiran una mayor evaporacion del vapor de agua, reduciendo el riesgo de maceracion
ademas de permitir una liberacion mas rapida y sostenida de los agentes terapéuticos

contenidos en el aposito. Sin embargo, la adhesion del apdsito a la piel puede verse
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afectada por su PVA, ya que una permeabilidad alta (apdsito FF) puede reducir la
adherencia en presencia de humedad. Asi mismo estos apositos presentaron un
equilibrio adecuado entre rigidez y flexibilidad, crucial para asegurar que el apdsito se
mantenga en su lugar. Puesto que la mayor fuerza de tensién (Apésito FD) puede limitar
la conformabilidad del apdsito sobre la piel, lo que podria ser una desventaja en areas

del cuerpo con movimiento constante o superficies irregulares.

Tabla 2. Caracterizacion de prototipos y materiales de fabricacion.

Caracterizacion de prototipos

Material/formulacion PVA FT (MPa) E (%) Solubilidad Hinchamiento
(g/msMPa) (%) (%)

Material dispersante

Quitosano 1.05£0.09*  30.8+1.3*  9.52+0.8* N.D. N.D.

Carboximetilcelulosa ~ 0.92+0.01%®  18.1+1.65 1.62+0.58 N.D. N.D.

Alginato 0.85+0.058 27.2+2A 2.1+0.78 N.D. N.D.

Prototipos

FA N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

FB 4.50+0.34°  4.29+0.14%  30.09+1.4"  81.97+0.8% 789.73+11.7¢

FC 2.38+0.2° 3.240.78 11.9+0.88 73.45+2.9° 1551.68+141.8B

FD 2.19+0.1P 8.86+0.8% 10.1+1.58 75.91+0.8°  3305.14+25.4*

FE 6.07+0.58 2.99+0.28 12+1.28 69.02+1.5P 226+4.1P

FF 13.12+0.2%  1.16%0.1¢ 10+1.48 90.96+1.24 710.99+40¢

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente diferentes
(Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

El analisis FTIR de los prototipos de apdsitos evidencia como las variaciones en la
concentracion de colageno y el uso de dispersantes alternativos como quitosano y
alginato impactan significativamente en las propiedades quimicas y estructurales del
material. Un punto clave es la aparicidén del pico correspondiente a los enlaces O-H (3330-
3340 cm™) (Nascimento et al., 2016), evidente en las formulaciones FD, FE y FF, pero
ausente en FC y FB (Fig. 1 ). Este comportamiento esta estrechamente relacionado con
la interaccion molecular entre el colageno y la celulosa bacteriana. En FB (4% colageno)

y FC (2% colageno), la mayor concentracion de colageno promueve la formacién de una

83



red mas compacta mediante enlaces de hidrégeno entre los hidroxilos de la celulosa y
los grupos funcionales del colageno, como las amidas y los carboxilos. Este fenbmeno
resulta en la ocupacion de los grupos hidroxilo, lo que reduce su disponibilidad y
enmascara el pico O-H en el espectro. Por el contrario, en FD (1% colageno), la baja
cantidad de colageno disminuye estas interacciones, dejando expuestos mas grupos
hidroxilo, lo que se traduce en un pico O-H mas evidente.
En las formulaciones FE (quitosano) y FF (alginato), el comportamiento del pico
O-H refuerza la idea de que estos dispersantes interactian de manera diferente con la
celulosa bacteriana. El quitosano, con sus grupos amino, forma enlaces ionicos
principalmente con los carboxilatos de la celulosa, dejando los hidroxilos relativamente
libres. Por su parte, el alginato, una sustancia anionica, tiende a formar una red menos
compacta debido a su naturaleza polianionica, lo que reduce las interacciones con los
hidroxilos de la celulosa. Esta estructura mas laxa permite una mayor exposicion de los
grupos O-H en el espectro. Ademas, los picos en el rango de 2850-2950 cm™,
correspondientes a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H alifaticos (Liu et
al., 2021), estan presentes en todas las formulaciones y reflejan la incorporacion de
componentes como propilenglicol, que mejora la flexibilidad de las membranas y
estabiliza su estructura mecanica. Estos picos son consistentes entre formulaciones, lo
que sugiere que el propilenglicol se incorpora homogéneamente en todas las muestras.
El pico observado en 1041 cm™ en FD, correspondiente a las vibraciones de
estiramiento C-O-C de los enlaces glicosidicos, destaca en esta formulacion, lo que indica
una mayor proporcidén de enlaces caracteristicos de los polisacaridos. Esto podria estar
relacionado con la baja concentracién de colageno, lo que permite una mayor expresion
de las sefiales propias de la celulosa bacteriana. Este comportamiento sugiere que la
formulacion FD mantiene mejor la estructura original de la celulosa bacteriana, mientras
que en otras formulaciones, el colageno o los dispersantes alteran estas sefiales. Por
otro lado, en el espectro de FB, destacan los picos en 1528 cm™ y 1662 cm™,
correspondientes a las vibraciones de los enlaces N-H y C=0O de las amidas,
respectivamente (Marquele-Oliveira et al., 2019). Estos picos son mas prominentes en
FB debido a la mayor cantidad de colageno presente, lo que refuerza la idea de que este

material domina las interacciones moleculares en esta formulacion. Ademas, el rango de
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1700-1500 cm™ muestra sefales mas definidas en las formulaciones con quitosano (FE),
destacando un pico a 1650 cm™, que corresponde a las vibraciones de las amidas
presentes en el quitosano. Este pico indica que el quitosano interactia de forma
significativa con la celulosa bacteriana, posiblemente formando una red tridimensional
mas laxa que facilita la disponibilidad de otros grupos funcionales, como los hidroxilos
(Stubbe et al., 2019).
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Figura 2. FTIR de los prototipos de apdsitos sdlidos.

El analisis comparativo de las formulaciones en estado liquido (FBL, FCL, FDL, FEL,
FFL) y seco (FB, FC, FD, FE, FF) (Fig. 2 y 3) revela cambios significativos en las
interacciones moleculares y las propiedades quimicas. Las diferencias observadas en los
espectros FTIR entre ambos estados reflejan como el proceso de secado impacta la
reorganizacion estructural y la disponibilidad de grupos funcionales, aspectos cruciales
para entender la funcionalidad de los materiales en aplicaciones biomédicas. En las
formulaciones liquidas, como FBL, FCL y FDL, se observan picos mas amplios y menos
definidos en las regiones caracteristicas de los enlaces O-H (3300-3400 cm™) y N-H
(1500-1700 cm™). Esto puede atribuirse a la presencia de agua, que interactua
dinamicamente con los grupos funcionales del colageno y la celulosa bacteriana,
formando enlaces de hidrogeno temporales. Estas interacciones generan mayor
movilidad molecular, lo que resulta en sefiales mas amplias. Por ejemplo, el pico O-H es

mas prominente en las formulaciones liquidas debido a la hidratacién de los grupos
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hidroxilo, mientras que los picos correspondientes a las vibraciones de las amidas (1662
y 15628 cm™) también son mas amplios, reflejando una menor densidad estructural en
comparacion con las formulaciones secas. En contraste, las formulaciones secas, como
FB, FC y FD, presentan picos mas definidos en las mismas regiones. El proceso de
secado elimina las moléculas de agua, lo que provoca una reorganizacion estructural en
la que los grupos funcionales interactuan entre si a través de enlaces intramoleculares e
intermoleculares. En las formulaciones con mayores concentraciones de colageno (FB y
FC), el secado favorece la formacion de una red tridimensional densa, evidenciada por
una disminucién en la intensidad del pico O-H y un aumento de las senales en las
regiones de las amidas, indicando que los grupos hidroxilo estan ocupados formando
enlaces mas estables con el colageno. Por otro lado, en FD, la baja concentracion de
colageno deja expuestos mas hidroxilos libres, 1o que se traduce en un pico O-H mas
prominente incluso en el estado seco. En las formulaciones con dispersantes alternativos,
como quitosano (FEL, FE) y alginato (FFL, FF), el comportamiento es diferente debido a
las propiedades especificas de estos polimeros. En FEL y FFL, los espectros FTIR
muestran un pico mas prominente en 1650 cm™ (vibracion C=0 de las amidas), lo que
indica interacciones significativas entre los grupos funcionales del quitosano o el alginato
con la celulosa bacteriana. En el estado liquido, estos dispersantes interactuan con el
agua para formar redes mas flexibles y menos densas, lo que se traduce en picos mas
amplios y de menor intensidad en comparaciéon con las formulaciones secas. Sin
embargo, al secarse, el quitosano y el alginato permiten la formacion de una estructura
mas laxa en comparacion con las formulaciones con colageno, lo que se refleja en un
pico O-H aun visible y en sefiales mas definidas en las regiones correspondientes a los
grupos funcionales del dispersante. Los picos en el rango de 2850-2950 cm™,
correspondientes a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H alifaticos, son
consistentes entre las formulaciones liquidas y secas, aunque ligeramente mas intensos
en las formulaciones secas. Esto se puede atribuir a la estabilizacion de las cadenas
alifaticas en ausencia de agua. Ademas, en las formulaciones liquidas, como FDL, FEL
y FFL, el agua puede enmascarar parcialmente estas sefales debido a las interacciones

con los grupos hidrofilos presentes en los materiales.
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Otro aspecto interesante es el pico en 1041 cm™, correspondiente a las vibraciones
de estiramiento C-O-C de los enlaces glicosidicos en los polisacaridos (Soares et al.,
2021). Este pico es mas prominente en FDL y FD, lo que indica que estas formulaciones,
con menor concentracion de colageno, mantienen mejor la estructura original de la
celulosa bacteriana. En el estado liquido, este pico podria aparecer mas amortiguado
debido a la hidratacion, pero se vuelve mas definido tras el secado, lo que refleja la
reorganizacion estructural de la celulosa al eliminar el agua. Finalmente, las diferencias
observadas en el rango de 1700-1500 cm™ son particularmente notables en FEL y FFL,
donde los picos asociados con las amidas son mas prominentes tanto en el estado liquido
como seco. Esto sugiere que el quitosano y el alginato no solo interactuan con la celulosa
bacteriana, sino que también conservan cierta flexibilidad estructural incluso tras el

secado.
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Figura 3. FTIR de los prototipos de apésitos liquido (soluciones formadoras de pelicula).
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Figura 3. Comparativa de FTIR de los prototipos de apositos liquido y solidos.

Los difractogramas de rayos X (Figura 4) revelan diferencias estructurales sustanciales
entre los apdsitos formulados con carboximetilcelulosa (FB, FC, FD) y aquellos con
quitosano (FE) o alginato (FF), reflejando el efecto directo del tipo de dispersante sobre
el grado de cristalinidad de la matriz de celulosa bacteriana (CB). En los apdsitos FB, FC
y FD se identifican picos nitidos en torno a 20 = 38.5° y 45.7°, lo que indica la presencia
de regiones semi-cristalinas compatibles con una fase tipo celulosa | parcialmente
organizada. La mayor intensidad y definicion de estos picos en FB sugiere una estructura
mas compacta y ordenada, probablemente favorecida por la mayor proporcién de
colageno (4%), que actua como agente estructurante dentro de la red CB-CMC. En
contraste, los difractogramas de los apdsitos FE (quitosano) y FF (alginato) presentan
perfiles notablemente mas amorfos, con patrones de fondo mas difusos y una ausencia
clara de picos definidos, lo cual indica una reduccion sustancial del orden estructural.
Esta pérdida de cristalinidad puede estar relacionada con la incorporacion de gelificantes
polianidnicos (alginato) o policationicos (quitosano), los cuales interfieren en el
empaquetamiento tridimensional de las nanofibrillas de CB, al introducir enlaces i6nicos
o interacciones débiles que alteran la agregacion regular de las cadenas de celulosa
(Baihaq et al., 2025; Jia et al., 2017; Zhou et al., 2007). La progresiva desaparicion de los
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picos cristalinos en las formulaciones FE y FF puede considerarse evidencia de una
transicion hacia un comportamiento mas hidrofilico y desordenado, lo que concuerda con
los altos niveles de hinchamiento observados experimentalmente en estas formulaciones.
En contraste, las formulaciones FE y FF exhiben patrones de difraccion
considerablemente mas difusos, con pérdida casi total de los picos definidos, lo que
evidencia una estructura predominantemente amorfa. Este fendmeno sugiere que tanto
el quitosano como el alginato interfieren en el empaquetamiento tridimensional de las
nanofibrillas de celulosa, disminuyendo su capacidad de formar dominios cristalinos. Este
efecto ha sido atribuido a la formacién de redes polielectroliticas débiles o enlaces
secundarios entre los grupos funcionales de los gelificantes y la CB, tal como lo reportan
(Risti¢c et al., 2024; Pasaribu et al., 2020) en matrices similares. La transicion hacia
estructuras mas desordenadas concuerda con los resultados de hinchamiento: las
formulaciones FE y FF muestran niveles significativamente mayores de absorcion de
agua (2264.1% y 710.9%, respectivamente), en comparacioén con FB (789.7%), lo que
refuerza la idea de que una red menos cristalina presenta mayor accesibilidad para la
penetracion de agua. La reduccion del orden estructural también esta asociada a una
mayor permeabilidad al vapor de agua (PVA), como se refleja en los valores elevados de
FE (6.07 g/ms-MPa) y FF (13.12 g/ms-MPa), frente a FB (4.50 g/ms-MPa), lo que indica
una matriz mas abierta y menos densa. En términos funcionales, esto implica que las
formulaciones con estructuras amorfas son mas adecuadas para heridas exudativas,
donde se requiere absorcion y transpirabilidad, mientras que las mas cristalinas pueden
ofrecer mejor integridad mecanica. Por tanto, el analisis de DRX en conjunto con las
propiedades fisicoquimicas permite establecer una correlacion directa entre la
microestructura inducida por los dispersantes y el desempefio clinico esperado de cada
aposito, como lo plantean Chen et al. (2020) y Singh et al. (2022) en estudios recientes
sobre apositos de CB funcionalizada. Las variaciones estructurales influyen en

hinchamiento, permeabilidad al vapor y resistencia mecanica.
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Microfotografias

El analisis SEM permitié caracterizar la ultraestructura superficial de los prototipos B,
C, D, E y F (Tabla 3). El prototipo B mostré6 una superficie continua y ligeramente
ondulada, con una red densa de nanofibras aplanadas o acintadas, parcialmente
fusionadas pero aun distinguibles, sugiriendo una compactacion intermedia. El prototipo
C presento una superficie extremadamente lisa y homogénea, con estructura muy densa
y alta coalescencia de fibrillas, dificultando la resolucion de fibras individuales, lo que
indica un empaquetamiento eficiente y una pelicula compacta. El prototipo D exhibié una
superficie rugosa y granular, con una red fibrilar menos definida; las nanofibras aparecen
parcialmente cubiertas o incrustadas en una matriz amorfa, y se observan caracteristicas
globulares o particuladas, lo que sugiere una modificacién significativa de la red fibrosa.
El prototipo E mostré una superficie claramente texturizada, con un patron reticulado bien
definido y una red tridimensional abierta; las nanofibras, de morfologia acintada, estan
orientadas aleatoriamente y forman grandes espacios intersticiales, indicando baja
compactacion y alta porosidad. El prototipo F present6 una superficie homogénea similar
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a E, pero con fibras mas finas y mejor definidas, manteniendo una red porosa y

organizada.

Tabla 3. Caracterizacion de prototipos por microscopia electrénica de barrido.

MUESTRA
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Para determinar la actividad antimicrobiana se evalud la eficacia de 12 antibi6ticos
comunes para bacterias Gram positivas y negativas (Tabla 4). Cefotaxima vy
Ciprofloxacino demostraron altos niveles de actividad antimicrobiana. La Cefotaxima, un
antibidtico de amplio espectro perteneciente a las cefalosporinas de tercera generacion,
mostré halos de inhibicion significativos frente a E. coli (40+£1.73 mm), S. aureus (29+1
mm), E. faecalis (26.33+£1.57 mm) y P. aeruginosa (22+3.6 mm) (Tabla 3), lo que la
posiciona como una opcidon clave para tratar infecciones bacterianas mixtas. Por otro
lado, el Ciprofloxacino, una fluoroquinolona de amplio espectro, destacé por su alta
eficacia contra E. coli (40.67+£1.15 mm), P. aeruginosa (38.0+1.0 mm), S. aureus
(27.66+0.57 mm) y E. faecalis (21.66+£0.57 mm) (Tabla 3). Su capacidad para inhibir el
crecimiento de P. aeruginosa, un patdgeno comunmente resistente, es particularmente
relevante, especialmente en infecciones nosocomiales o cronicas.

En comparacion con otros antibidticos evaluados, Cefotaxima y Ciprofloxacino
mostraron ventajas considerables en términos de espectro de accion y valores de
inhibicién. Sin embargo, otros antibidticos presentaron limitaciones importantes. Por
ejemplo, Cloranfenicol mostré actividad moderada frente a E. coli (33.67£0.57 mm) pero
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fue ineficaz contra P. aeruginosa. Norfloxacino, aunque tuvo actividad similar al
Ciprofloxacino frente a E. coli (35+2.0 mm) y P. aeruginosa (35.33+1.52 mm), no fue tan
efectivo contra bacterias Gram-positivas, lo que restringe su utilidad en infecciones
polimicrobianas. Por su parte, Gentamicina fue menos eficaz frente a E. coli (22.3310.57
mm) y P. aeruginosa (24+1.0 mm) en comparacion con Ciprofloxacino, y su toxicidad
potencial limita su uso prolongado. Sulfametoxazol/Trimetoprim mostré actividad
unicamente frente a E. coli (35.33+0.57 mm) (Tabla 4), pero carecioé de accion contra los
otros patdégenos evaluados, lo que evidencia un espectro limitado.

El uso de Cefotaxima y Ciprofloxacino en apdsitos antimicrobianos esta plenamente
justificado debido a su alta efectividad contra un amplio rango de patdgenos y su
compatibilidad con las formulaciones tépicas. Ambos antibiéticos tienen la capacidad de
controlar infecciones mixtas y evitar complicaciones graves en heridas infectadas, al
tiempo que reducen la posibilidad de efectos adversos asociados a su administracion
sistémica. Estos efectos se han observado por Rancan et al. (2023) y Roy et al. (2016)
quienes documentan control de infecciones con ciprofloxacino frente a P. aeruginosa
(Gram-) y S. aureus/MRSA (Gram+); Zakaria et al. (2016) muestraron la efectividad de
la cefotaxima en hidrogeles con actividad contra S. aureus y E. coli in vivo; y Eriksson et
al. (2023) explican por qué la via topica alcanza concentraciones locales muy altas con
menor absorcion sistémica.

Posteriormente se evaluo la actividad antimicrobiana de los diferentes apositos y se
compararon con papel filtro Whatmann 1 y sensidiscos tipicos todos cargados con
cefatoxima y ciprofloxacino como antibiéticos. El apésito FD, en particular, destaco frente
a E. coli al utilizar ciprofloxacino como agente activo, con un halo de inhibicion de
45.66+£1.15 mm (Tabla 5). Este valor no solo es significativamente mayor que el obtenido
con el papel filtro y el sensidisco utilizados como controles, sino que también supera lo
reportado en estudios previos que analizan hidrogeles basados en celulosa bacteriana
para la administracién de antimicrobianos (Ghica et al., 2017).
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Tabla 4. Antibiogramas de 12 antibiéticos comunes para gram positivos (G+) y gram negativos (G-).

G- E. coli P. aeruginosa

Ampicilina 23.0+1.0° 0+0°
Amikacina 24.67+0.57P 28.67+1.158
Carbenicilina 28.33+0.57° 23.67+2.3¢
Gentamicina 22.33+0.57° 24+1.0¢
Cefalotina 23.66+0.57° 0+0°
Netilmicina 29.67+0.57¢ 0+0°
Ciprofloxacino 40.67+1.15" 38+1.0%
Cefatoxima 40+1.734 22+3.6°
Norfloxacino 35+2.08 35.33+1.524
Cloranfenicol 33.67+0.578 0+0°
Sulfametoxazol/trimetroprim 35.33+0.578 0+0°
Nitrofurantoina 29+1.73¢ 0+0°

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente diferentes
(Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

G+ E. faecalis S. aureus

Ampicilina 20.33+0.57¢P 17+0.0¢
Cefalotina 19+1.0PE 35.33+0.57"8
Dicloxacilina 0+0°¢ 23.33+2.51FF
Cefatoxima 26.33+1.578 29+0.0°P
Ciprofloxacino 21.66+0.57¢P 27.66+0.57CPE
Gentamicina 11.66+2.887 26.66+1.52CPF
Clindamicina 11+1.0F 36.66+0.574
Eritromicina 16.66+1.15F 28.33+1.15¢P
Peniclinia 23.33+0.578¢ 24.66+3.05PEF
Vancomicina 19.66+1.52PF 20.33+0.577¢
Tetraciclina 11.33+0.57F 34.33+2.08"8
Sulfametoxazol/trimetroprim 30.66+0.574 31+1.08¢

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente diferentes
(Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

Este comportamiento podria atribuirse a la menor concentracion de colageno en
esta formulacién que facilita la difusion del antibiotico a través de la matriz polimérica. Liu
et al. (2021) senalaron que una menor densidad en la matriz del hidrogel mejora
significativamente la liberacion de compuestos terapéuticos, algo que parece
corroborarse en este caso. Al evaluar la cefotaxima, el apdsito FD también demostré un
rendimiento superior frente a E. coli (43.0£1.0 mm) (Tabla 5), aunque los halos fueron
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menores en comparacion con ciprofloxacino. Esto es consistente con estudios previos
que muestran una mayor eficacia de ciprofloxacino contra E. coli, debido a su mecanismo
de accion sobre las topoisomerasas bacterianas, en comparaciéon con la cefotaxima, que
actua inhibiendo la sintesis de la pared celular (Marquele-Oliveira et al., 2019). Sin
embargo, es importante destacar que la interaccion entre el material del apédsito y los
antibioticos también desempefa un papel clave. La capacidad de adsorcion y posterior
liberacion del antibidtico puede estar influenciada por las propiedades quimicas del
material soporte, como su carga eléctrica y afinidad hidrofébica (Hurtado et al., 2020).

En el caso de P. aeruginosa, el desempenfio de los apositos fue menos efectivo, lo
cual es consistente con la alta resistencia natural de esta cepa a multiples antibidticos,
incluyendo los evaluados en este estudio (Martinez-Correa et al., 2020). No obstante, el
aposito FF, que utilizé alginato como material dispersante, mostré un ligero aumento en
el diametro del halo de inhibicion frente a esta cepa (16.33+1.52 mm con cefotaxima).
Esto podria estar relacionado con las propiedades intrinsecas del alginato, que han
demostrado mejorar la bioadhesion y prolongar el tiempo de residencia del farmaco en el
sitio de accion (Sellappan et al., 2021).

El analisis de las formulaciones también pone de manifiesto el equilibrio critico
entre las propiedades mecanicas y la funcionalidad antibacteriana. Formulaciones con
altas concentraciones de colageno, como la FB, mostraron una reduccién en la eficacia
antibacteriana, posiblemente debido a una mayor densidad de la matriz que limita la
difusién del farmaco. Este hallazgo coincide con estudios previos que indican que una
mayor rigidez en la matriz polimérica puede dificultar la liberacidén controlada de agentes
terapéuticos (Stubbe et al., 2019).

Ademas, el uso de diferentes materiales dispersantes tuvo un impacto notable en
las propiedades finales de los apdsitos. Mientras que la carboximetilcelulosa proporcion6
un equilibrio adecuado entre fuerza de tension y elongacioén, el quitosano destaco por sus
propiedades antimicrobianas intrinsecas, que podrian potenciar el efecto de los
antibioticos. Esto es relevante, dado que el quitosano no solo mejora la actividad
antibacteriana, sino que también incrementa la biocompatibilidad, como lo han

documentado Liu et al. (2021) en su analisis de nanofibras hidrogélicas adhesivas.
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Sin embargo, es fundamental considerar el contexto completo de los resultados.
Aunque el apodsito FD parece ser el mas prometedor debido a su balance entre
propiedades mecanicas y eficacia antibacteriana, su viabilidad a largo plazo aun debe ser
evaluada mediante pruebas de estabilidad acelerada. Este tipo de pruebas permitiria
determinar como responden los componentes del apdsito, incluido el antibidtico, bajo
condiciones de estrés ambiental, como cambios de temperatura, humedad y exposicion
a luz. Estudios previos han demostrado que ciertos materiales poliméricos pueden
experimentar degradacion o cambios estructurales significativos bajo estas condiciones,

lo que podria comprometer la eficacia del apdsito (Stubbe et al., 2019).

Tabla 5. Antibiogramas de los apositos vs sensidiscos y papel filtro.

Material Ciprofloxacino 5ug (mm de inhibicion)

E. coli S. aureus E. faecalis P. aeruginosa
B 41.66+1.528¢ 25+1.0° 24.33+0.5748 31.33+1.528¢
C 43.66+1.15%8C 29+1.08¢ 27.0+1.04 31.30+1.508¢
D 45.66+1.15" 29.33+1.08°¢ 26.33+1.52A 33.33+1.528
E 35.33+0.57P 26.66+0.57¢P 24.66+2.30"8 29.66+1.52¢P
F 44+1.078 34.66+1.524 25.0+1.0%8 30.66+1.15°€
Papel filtro 43.66+1.158C 31.0+1.08 25.6+0.574 28.0+2.0°
Sensidisco 40.66+1.15¢ 27.66+0.57¢P 21.6+0.578 38.0+1.04

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente diferentes
(Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.

Material Cefatoxima 301 g (mm de inhibicion)

E. coli S. aureus E. faecalis P. aeruginosa
B 37.66+0.578 28.33+0.574 26.33+0.578¢ 15.0+1.08¢
C 40.0+1.0%8 30.0+1.04 31.66+1.524 15.33+0.578¢
D 43.0+1.04 31.66+1.524 29.0+1.0%8 13.0+2.0°¢
E 38.66+1.528 28.33+2.08* 24.0+1.0¢ 14.33+2.518C
F 42.0+1.04 29.66+1.50" 30.33+2.5148 16.33+1.528C
Papel filtro 40.66+0.5748 29.66+1.524 28.66+1.52/8 19.66+0.5748
Sensidisco 40.0+1.73%8 29.0+0.24 26.33+1.508¢ 22.0+3.6%

Las medias no conectadas por la misma letra, en la misma columna, son significativamente diferentes
(Tukey p<0.05). Resultados obtenidos de 3 repeticiones.
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Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que la combinacion de celulosa bacteriana con
agentes dispersantes como CMC, quitosano y alginato puede influir de manera
significativa en las propiedades mecanicas y funcionales de los apdsitos. En particular, la
formulacion D, que contiene 1% de colageno y CMC, mostré un equilibrio 6ptimo entre la
fuerza de tension, la elongacién y la actividad antimicrobiana, especialmente frente a E.
coliy S. aureus. Estos hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar apdsitos basados en
celulosa bacteriana para aplicaciones biomédicas, destacando la importancia de ajustar
las concentraciones de los componentes para maximizar su rendimiento y eficacia. La
investigacion futura podria centrarse en la evaluacion de la estabilidad a largo plazo de
estos apositos bajo condiciones ambientales variables para asegurar su efectividad en el

tratamiento clinico.
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VL. IV. Capitulo 4: preferencia del consumidor y analisis de estabilidad acelerada de

apositos elaborados a partir de celulosa bacteriana

Resumen

El presente estudio aborda la preferencia del consumidor y el analisis de estabilidad
acelerada de apdésitos, con el objetivo de evaluar las caracteristicas mas valoradas por
los consumidores y la durabilidad de los materiales. Para ello, se realiz6 una prueba
discriminativa de preferencia con 50 participantes familiarizados con el uso de apdsitos.
Los resultados mostraron que el prototipo FB, un apésito delgado y transparente, fue el
mas preferido, destacandose por su estética, adherencia, flexibilidad y durabilidad. En
términos de estabilidad acelerada, los apdsitos fueron sometidos a condiciones de
temperatura y humedad para evaluar su vida util. Los resultados indicaron que la
temperatura influye significativamente en la estabilidad de los materiales, con el prototipo
E mostrando la mayor vida util en términos de permeabilidad al vapor de agua, con una
vida util extrapolada a 25°C de 260.7 dias, superando a los demas prototipos. Sin
embargo, en cuanto a la resistencia a la tension, el prototipo D presentdé la mayor
estabilidad, con una vida util de 189.3 dias. En el analisis antimicrobiano, los apésitos
con ciprofloxacino presentaron vidas utiles significativamente superiores a los de
cefatoxima, siendo el prototipo B el que mostrd la mayor vida util para ciprofloxacino
(2502.23 dias a 25°C), mientras que el prototipo D alcanzo los 1340.62 dias. Estos
resultados demuestran que las condiciones de almacenamiento y los componentes de
los apositos afectan de manera significativa su rendimiento y estabilidad, lo que es

esencial para su optimizacién en el mercado.

Abstract

This study addresses consumer preference and accelerated stability analysis of
dressings, with the aim of evaluating the characteristics most valued by consumers and
the durability of the materials. To this end, a discriminatory preference test was conducted
with 50 participants familiar with the use of dressings. The results showed that prototype
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FB, a thin and transparent dressing, was the most preferred, standing out for its
aesthetics, adherence, flexibility, and durability. In terms of accelerated stability, the
dressings were subjected to temperature and humidity conditions to evaluate their shelf
life. The results indicated that temperature significantly influences the stability of the
materials, with prototype E showing the longest shelf life in terms of water vapor
permeability, with an extrapolated shelf life at 25°C of 260.7 days, surpassing the other
prototypes. However, in terms of tensile strength, prototype D presented the greatest
stability, with a shelf life of 189.3 days. In the antimicrobial analysis, dressings containing
ciprofloxacin had significantly longer shelf lives than those containing cefatoxime, with
prototype B showing the longest shelf life for ciprofloxacin (2502.23 days at 25°C), while
prototype D reached 1340.62 days. These results demonstrate that storage conditions
and dressing components significantly affect their performance and stability, which is
essential for their optimization in the market.

Introduccion

La investigacion en el cuidado avanzado de heridas se ha enfocado en el desarrollo
de apdsitos que no solo protejan la herida, sino que también promuevan activamente la
cicatrizacion. En este contexto, la celulosa bacteriana (CB) ha surgido como un
biomaterial de vanguardia debido a su estructura nanofibrilar tridimensional, alta pureza,
excelente capacidad de retencion de agua y notable biocompatibilidad (Portela et al.,
2019). Estas propiedades intrinsecas la convierten en una matriz ideal para apdsitos, ya
gue mantiene un ambiente humedo en la herida, esencial para el proceso de curacién, al
tiempo que absorbe el exceso de exudado (Huang et al., 2014). Ademas, su versatilidad
permite la incorporacion de agentes terapéuticos, como antibiéticos, para prevenir
infecciones y acelerar la recuperacion (Liu et al., 2018).

El éxito de un apdsito en el mercado no depende unicamente de su eficacia clinica,
sino también de su aceptacion por parte del consumidor. La adherencia del paciente al
tratamiento esta fuertemente influenciada por caracteristicas como la comodidad, la
flexibilidad y la facilidad de uso del producto (Hargis et al., 2024; Ousey et al., 2023; Morris
et al., 2009). Investigaciones sobre las preferencias de los usuarios han demostrado que

los apodsitos delgados, discretos y transparentes son a menudo preferidos, ya que
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permiten la monitorizacidn de la herida sin necesidad de retirar el aposito, reduciendo asi
el trauma en el sitio de la lesidon y mejorando la experiencia del paciente (Rosadi et al.,
2023; Wounds International 2016). Por lo tanto, el disefio y la evaluacion de las
propiedades estéticas y ergondmicas son pasos cruciales en el desarrollo de nuevos
biomateriales para su aplicacion clinica.

Para garantizar la viabilidad comercial y el cumplimiento normativo de un apdsito, es
imperativo realizar un analisis de estabilidad riguroso. Los estudios de estabilidad
acelerada son una herramienta fundamental para predecir la vida util de un producto en
un periodo de tiempo reducido, sometiéndolo a condiciones controladas de alta
temperatura y humedad (ASTM 2021; FDA 1991). Durante estos estudios, se monitorean
propiedades criticas como la integridad mecanica (resistencia a la tension y elongacion),
las propiedades de barrera (permeabilidad al vapor de agua) y la potencia del principio
activo incorporado (Zavala Arredondo et al., 2018).

La degradacion de estas propiedades a menudo sigue modelos cinéticos predecibles.
La ecuacion de Arrhenius es el método mas extendido para analizar los datos de
estabilidad acelerada, ya que permite cuantificar la dependencia de la tasa de
degradacion con la temperatura (Kim et al., 2022). Mediante la extrapolacion de los datos
obtenidos a temperaturas elevadas, es posible estimar con fiabilidad la vida util del
aposito en condiciones de almacenamiento normales (por ejemplo, a 25 °C), asegurando
que mantendra sus especificaciones de calidad y funcionalidad durante todo su ciclo de
vida (Bajaj et al., 2012). Este analisis es esencial para garantizar que el apdsito siga

siendo seguro y eficaz desde su fabricacién hasta su uso final por el consumidor.

Materiales y métodos

Prueba de preferencia del consumidor.

Se elabor6é una prueba de preferencia del consumidor de tipo discriminativo (ISO
6658:2017; ISO 5495:2005) con el objetivo de demostrar la existencia de una similitudes
o diferencias entre los apositos. La metodologia se describe a continuacion:

e Seleccion de los Consumidores: se seleccion6 un grupo (50 personas)

representativo de consumidores familiarizados con el uso de apositos.
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e Preparacion del Producto: Los apdsitos a evaluar fueron ser preparados un dia
antes de la aplicacién.

e Procedimiento de Evaluacion: Presentacion del Producto: Los productos se
presentan de manera aleatoria y en condiciones uniformes para todos los
participantes. A cada participante se le otorgo un formulario de recaudacion de
datos y una pieza de piel sintética para colocar el apdsito en la misma. Cada
consumidor uso los apositos sobre la piel sintética segun las indicaciones y
evaluo diversos aspectos como la comodidad, la adherencia y la facilidad de
aplicacion, entre otros, segun los criterios predefinidos. Finalmente se
recopilaron datos cuantitativos y cualitativos sobre la preferencia de los
consumidores

e Consideraciones Eticas y de Seguridad: Se siguieron las normativas éticas y de
seguridad pertinentes para garantizar la integridad y el bienestar de los

participantes durante todo el proceso de prueba.

Estudio de Estabilidad Acelerada

Las muestras fueron sometidas a condiciones controladas de humedad relativa fija del
75 % y temperaturas de 20, 40 y 60 °C durante un periodo de 28 dias, con evaluaciones
realizadas en los dias 0, 7, 14, 21 y 28. Los apésitos se cortaron en secciones de 100
mm x 100 mm y fueron empacados en bolsas de aluminio selladas herméticamente para
evitar pérdida de humedad o contaminacion. Cada bolsa fue etiquetada con la
informacion correspondiente al tipo de antibidtico incorporado y la condicidn de
almacenamiento asignada.

Para evaluar la estabilidad de los antibidticos, se realizdé un analisis antimicrobiano por
el método de difusién en disco. En cuanto a la estabilidad fisica, se determinaron las
propiedades mecanicas mediante ensayos de traccidn, registrando la fuerza maxima
soportada (N) y el porcentaje de elongacion al punto de ruptura. Asimismo, se evalud la
permeabilidad al vapor de agua. A partir de los datos obtenidos se calcularon las tasas
de degradacion (k) aplicando un modelo cinético de primer orden y de orden cero. Las
tasas de degradacion obtenidas para cada temperatura fueron posteriormente

correlacionadas usando la ecuacion de Arrhenius K = A x e F¢/(RT) |0 que permitid
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construir una grafica lineal de In(k) contra 1/T, donde la pendiente de la recta obtenida se
uso para calcular la energia de activacion (Ea) de la degradacién de la variable de
respuesta. Este analisis permiti6 ademas extrapolar la tasa de degradacién para estimar
la vida util del sistema.

Resultados

Posterior a la caracterizacion de los apdsitos se elabordé una prueba de preferencia
del consumidor para determinar la presentacion adecuada de un bioparche en los
potenciales consumidores, esto debido a que se lograron obtener dos presentaciones de
aposito (Tabla 1): 1) tipo espuma (representado con el prototipo FF) y IlI) apdsito
totalmente liso y transparente (representado por el prototipo FB). El rango de edades del
estudio fue de 20 afos hasta los 43 afios, con un 46% de hombres y 54% de mujeres.
92% de los encuestados son estudiantes y pertenecen a las carreras de ciencias de la
salud, el 5% fueron profesor y el 3% restante corresponde a otras profesiones. Dentro de
la encuesta los participantes se les realizé preguntas generales sobre el uso de apdésitos
y se determind que el 73% de los encuestados conocian algun parche que se coloque
sobre la piel con efectos farmacolégicos; Sin embargo, el 82 % nunca ha utilizado uno, y
el restante los ha utilizado con una frecuencia de una vez al mes. Asi mismo, se les
cuestiono sobre su conocimiento sobre los materiales con los cuales estan fabricados los
parches y el 90% aseguro no tener conocimiento alguno. En cuanto a la apariencia (Fig.
3) solo observando el prototipo (sin hacer contacto fisico con él) el 90% de los
encuestados consideraron que la formulacion FB presenta una estética mas acorde con
sus gustos personales. Respecto a la adhesién los participantes activaron los parches
con un poco de agua esteéril y los colocaron sobre la piel sintética, luego de 2 minutos
evaluaron la facilidad con la que el parche se mantenia adherido sobre la superficie, el
85% de los encuestados mencionaron que el prototipo FB presenta mayor adherencia.
La facilidad de uso (Fig. 1) fue evaluada por los encuestados tomando en cuenta el grosor
del prototipo y lo complicado de uso al momento de colocarlo sobre la piel, 44% de los
encuestados determinaron que la formulacién B presenté mayor facilidad de uso. Para

medir la sensacion aparente en piel (Fig. 1) los encuestados tuvieron la libertar de tocar
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el parche con las manos antes, durante y después de uso, determinando que la
formulacion FB presentd mayor porcentaje de agrado a los encuestados. De igual modo
las encuestas proporcionaron datos sobre la preferencia del prototipo FB en términos de
flexibilidad (77%) y durabilidad (85). No se percibié un olor desagradable (Fig. 1) en
ninguno de los prototipos y hay una preferencia general practicamente total hacia el
prototipo FB (Fig. 2) demostrada en un analisis general de todas las propiedades
analizadas.

Al analizar los resultados y determinar que la preferencia de los consumidores es hacia
un aposito transparente, delgado y discreto se procedié a comparar este prototipo con
dos tipos de productos existentes en el mercado: |) TEGADERM, un tipo de apdsito
transparente y semipermeable fabricado por la compafia 3M. Que segun su informacion
oficial estda compuesto principalmente por una pelicula de poliuretano transparente y
adhesivo acrilico hipoalergénico. Y II) VOLTAREN 24 H, que contiene diclofenaco sodico
al 1% y componentes inactivos: Levomentol, N-metil-2-pirrolidona, ésteres de
propilenglicol de acidos grasos, acido citrico anhidro, copolimero en bloque del estireno-
isopreno-estireno, poliisobutileno, goma éster, 2-mercaptobencimidazol,
dibutilhidroxitolueno, parafina liquida. Se observaron diferencias significativas entre las
variables analizadas (p<0.05), donde obtuvieron mejores resultados (Tabla 2) en los
prototipos presentados en este estudio en los parametros de permeabilidad al vapor de
agua, similitudes en la fuerza de tension, pero menores porcentajes de elongacién, en
cuanto al hinchamiento y solubilidad son las necesarias segun lo descrito en la literatura
(Liu et al., 2021).
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Tabla 1. Prototipos evaluados en la prueba de preferencia del consumidor.

Prototipo F-Espuma Prootipo B

Formulacion: Formulacion:
e 5% propilenglicol e 5% propilenglicol
e 0.2% Nipagin e 0.2% Nipagin
e 0.5% Alginato e 0.5%CMC
e 2% colageno e 4% colageno
e 10% celulosa e 10% celulosa
Apariencia Adhesidn
Ninguno Ninguno
0% AMBOS 0%

2%

OF ©AMBOS 1B [1Ninguno OF ©AMBOS 1B [1Ninguno
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Facilidad de uso

Ninguno
0%

EF ©AMBOS 1B [1Ninguno

Sensacion en piel

Ninguno
0%

@F ©AMBOS 1B [1Ninguno

Flexibilidad

Ninguno
0%

AMBOS
5%

OF ©AMBOS B [INinguno

Olor

OF ©AMBOS @B [1NINGUNO
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Durabilidad Preferencia general
AMBOS

NINGUNO Ninguno

2% 0% 0% AMBOS
2%

mF @B CININGUNO 11AMBOS OF ©DAMBOS B [INinguno

Figura 1. Resultados de la evaluacién de preferencia al consumidor.

Andlisis general de prueba del consumidor

Apariencia
100

Preferencia general Adhesién

—F

——— Ambos
Durabilidad Facilidad de uso

——B

Ninguno

Olor Sensacion en piel

Flexibilidad

Figura 2. Analisis general de prueba de consumidor con preferencia al aposito FB.
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Tabla 2. Comprativa entre prototipos y apositos del mercado.

Comparativa entre prototipo B, TEGADERM Y VOLATEREN

Material/formulacion PVA FT (MPa) E (%) Solubilidad Hinchamiento
(g/msMPa)
Apésito F 13.12+0.24 1.16+0.1¢ 10+1.4° 90.96+0.94 722.7+488
Aposito B 4.50+0.34°  4.29+0.14%  30.7+0.6° 81.87+0.88 789.73+11.7A
TEGADERM 0.07+0.01®  16.57+0.5* 920+304 1.11+0.07¢ 26.86+0.2°¢
VOLTAREN 9.51+1.228 4.62+0.38  168.746.28 0.9+0.07¢ 23.8+0.9¢

Los estudios de estabilidad acelerada (Tabla 3 y 4) revelaron una reduccion
significativa de la vida util de los apo6sitos al incrementar la temperatura, en concordancia
con el comportamiento descrito para sistemas poliméricos sensibles a la humedad y
temperatura (Mendes et al., 2021). El prototipo FE mostré la mayor vida util extrapolada
a 25 °C en permeabilidad al vapor de agua (PVA) (260.7 dias), superando ampliamente
a los demas prototipos, lo cual puede atribuirse a su alta reticulacion y menor
susceptibilidad a la hidrdlisis, similar a lo reportado en peliculas de celulosa bacteriana
con agentes entrecruzantes (Almeida et al., 2020).

En resistencia a la tensién (TS), el prototipo FD present6 la mayor vida util (189.3 dias),
indicando una matriz mas estable mecanicamente, comparable a lo observado en
apositos de quitosano reforzados con nanoparticulas, donde se reporta vida util superior
a 150 dias bajo condiciones simuladas (Fang et al., 2022). Sin embargo, el prototipo FE
mostro menor estabilidad en TS (17.0 dias), posiblemente debido a su mayor
permeabilidad inicial que compromete la integridad estructural a largo plazo. Respecto a
la elongacion, el prototipo FE presentd la mayor vida util (82.5 dias), reflejando su alta
flexibilidad y resistencia a deformaciones, similar a lo descrito en sistemas compuestos
con colageno y elastina. El prototipo FB mostro la menor estabilidad en elongacion (28.2
dias), lo que podria limitar su aplicacion en zonas corporales sometidas a movimientos
frecuentes.

En el analisis antimicrobiano, los apositos cargados con ciprofloxacino presentaron
vidas utiles significativamente superiores a los de cefatoxima, lo cual coincide con

estudios que destacan la mayor estabilidad térmica y actividad prolongada de
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fluoroquinolonas frente a cefalosporinas (Li et al., 2021). Destacé el prototipo B, con una
vida util extrapolada de 2502 dias para ciprofloxacino, frente a 150.9 dias para
cefatoxima, mientras que el prototipo FD también mostro resultados destacados (1340.6
dias con ciprofloxacino). Estas diferencias pueden atribuirse a la interaccion entre el
antibidtico y la matriz polimérica, asi como a la posible formacion de enlaces secundarios
que retardan la degradacion del principio activo, tal como se ha descrito en apdsitos de
celulosa bacteriana funcionalizados.

Las diferencias observadas en la estabilidad de los antibidticos se explican por las
fuertes interacciones farmaco—matriz. Por ejemplo, Sczesny et al. (2024) muestran que
las fluoroquinolonas (como ciprofloxacino) cargadas positivamente pueden establecer
interacciones ionicas y puentes de hidrogeno con la matriz (p.ej. galoilatos de taninos),
las cuales son mas fuertes que simples puentes de hidrogeno y resultan en cinéticas de
liberacion mucho mas lentas del antibidtico. De forma analoga, Zorila et al. (2025)
encontraron que la incorporacion de celulosa bacteriana en hidrogeles aumenta el area
de superficie y los grupos —OH disponibles, reforzando los enlaces de hidrogeno con el
ciprofloxacino. Esto se tradujo en una mayor carga de antibidtico en la matriz y una
liberacion retardada del farmaco.

Los valores de R? (=2 0.70) confirman la validez del modelo cinético aplicado,
alineandose con otros trabajos que han usado la ecuacion de Arrhenius para estimar la

vida util de biomateriales (Garcia et al., 2022).
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Tabla 3. Analisis de estabilidad acelerada de las propiedades mecanicas de los prototipos.

PVA TS Elongacion
Prototipo °C Vidautil* R2 3Vidaatila25° Vida util* R2 aVida utila 25° Vida ati* R2  3Vida util a 25°

B 20 45.51 0.93 46.291 39.98 0.89 45.00 56.16 0.91 28.24
40 42.02 0.93 4411 0.77 4.16 0.97
60 10.71 0.9 2.00 0.9 0.48 0.9

C 20 37.93 0.83 37.462 51.17 0.87 49.87 54.95 0.88 51.76
40 29.07 0.86 36.49 0.94 34.52 0.98
60 3.20 0.81 3.1 0.87 2.76 0.77

D 20 39.29 0.78 41.967 179.89 0.85 189.34 38.57 0.88 39.44
40 38.38 0.78 146.66 0.74 32.48 0.94
60 3.20 0.81 3.34 0.78 2.80 0.8

E 20 291.47 0.76 260.689 16.84 0.89 17.04 92.47 0.78 82.46
40 184.21 0.77 16.24 0.95 59.19 0.91
60 90.65 0.82 7.68 0.793 36.84 0.86

F 20 61.24 0.77 50.570 56.57 0.92 55.59 71.51 0.78 69.75
40 45.87 0.9 45.06 0.86 62.91 0.7
60 41.87 0.7 8.82 0.81 41.62 0.9

*Datos que expresan la vida util en dias de los apésitos segun la temperatura considerando llegar a un 10%
de la funcionalidad de la propiedad estudiada. R? expresa el ajuste del modelo. @ Datos que expresan la
vida util en dias de los apésitos considerando un modelo de ajuste con la ecuacion de Arrhenius con todas
las temperaturas y tomando en cuenta llegar a un 10% de la funcionalidad de la propiedad estudiada.
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Tabla 4. Analisis de estabilidad acelerada de las propiedades antimicrobianas de los prototipos.

Cefatoxima Ciprofloxacino
Prototipo °C Vida util* R? aVida util a 25° Vida util* R? aVida util a 25°
B 20 270.89 0.76 150.93 2878.23 0.82 2502.23
40 28.11 0.85 1771.22 0.95
60 2.57 0.82 1771.22 0.95
Cc 20 170.56 0.88 110.33 548.23 0.8 525.34
40 29.33 0.67 469.92 0.7
60 2.56 0.82 442.80 0.75
D 20 104.19 0.82 74.44 1644.70 0.75 1340.62
40 27.98 0.83 793.99 0.85
60 6.51 0.9 657.88 0.7
E 20 92.85 0.96 83.68 639.61 0.82 599.07
40 62.91 0.9 500.56 0.98
60 47.38 0.76 418.65 0.78
F 20 173.13 0.87 111.45 959.41 0.98 817.95
40 29.33 0.77 535.48 0.8
60 2.56 0.84 397.00 0.86

*Datos que expresan la vida util en dias de los apdsitos segun la temperatura considerando llegar a un 10%
de la funcionalidad de la propiedad estudiada. R? expresa el ajuste del modelo. @ Datos que expresan la
vida util en dias de los apésitos considerando un modelo de ajuste con la ecuacion de Arrhenius con todas
las temperaturas y tomando en cuenta llegar a un 10% de la funcionalidad de la propiedad estudiada

Conclusion

En resumen, este estudio ha mostrado que las preferencias del consumidor por
apositos funcionales estan fuertemente influenciadas por la comodidad, facilidad de uso
y estética del producto. Los resultados indican que los consumidores prefieren apdsitos
delgados y transparentes, ya que proporcionan una mayor discrecion y confort durante
su uso diario. Ademas, los analisis de estabilidad acelerada han demostrado que las
condiciones de temperatura y humedad tienen un impacto directo en la vida util de los
apositos, y que la celulosa bacteriana presenta propiedades favorables en términos de
biocompatibilidad y durabilidad. Estos hallazgos son esenciales para el disefio y la
optimizacién de productos que no solo sean funcionales, sino que también satisfagan las

expectativas de los consumidores y mantengan su efectividad a lo largo del tiempo.
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VI. DISCUSION GENERAL

Se ha explorado la viabilidad de la celulosa bacteriana obtenida de Kombucha como
una alternativa sostenible a los apdsitos sintéticos, evaluando sus propiedades fisico-
quimicas, mecanicas y su capacidad para actuar como vehiculo de liberacion topica de
antibioticos. Los resultados obtenidos a lo largo de los diferentes capitulos proporcionan
evidencia clara de su potencial en aplicaciones biomédicas, al mismo tiempo que
destacan algunas areas de mejora y consideraciones para su implementacién practica.

El proceso de optimizacion de la fermentaciéon de Kombucha, utilizando la metodologia
de superficie de respuesta, permitié obtener un rendimiento sobresaliente de celulosa
bacteriana (CB), alcanzando 2,94 g/L. Este rendimiento supera los reportados en
estudios previos, lo que confirma la viabilidad del proceso de fermentacién de Kombucha
como una alternativa eficiente y economica. El control de parametros como el volumen
de té inicial, la concentracion de glucosa y la temperatura mostré una correlacion directa
con las propiedades mecanicas de la celulosa bacteriana, destacandose la resistencia a
la traccion de 4 MPa y una capacidad de hinchamiento de 400%. Estos resultados son
prometedores, pero es necesario sefalar que la optimizacidén del proceso a gran escala
podria requerir ajustes adicionales en términos de consistencia y control de la calidad,
especialmente cuando se pretende transferir el proceso a una produccién industrial.

El analisis microbiologico y cromatografico del proceso fermentativo reveld que el
consorcio microbiano del SCOBY es preferencial para la produccion de celulosa
bacteriana. Esta sinergia microbiana garantiza un producto de alta calidad, sin la
necesidad de sistemas de biorreactores costosos y controlados, lo que resalta la ventaja
economica y ambiental de utilizar Kombucha como fuente de celulosa. Ademas, el uso
de subproductos agroindustriales, como el té y el azucar, refuerza el caracter sostenible
de este proceso.

En cuanto al desarrollo y la funcionalizacion de los apdsitos, los resultados de
liberacion de antibidticos (ciprofloxacino y cefatoxima) y la reduccion significativa de la
carga bacteriana en los modelos de prueba biomédica resaltan el potencial de la celulosa
bacteriana como vehiculo efectivo para la administracion topica de farmacos. Las

pruebas de estabilidad acelerada confirmaron que los apdsitos mantenian sus
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propiedades estructurales y funcionales en condiciones altas de temperatura y humedad,
lo que valida su viabilidad para aplicaciones clinicas. Sin embargo, se sugiere que se
realicen pruebas mas extensivas en condiciones clinicas reales para evaluar la
efectividad a largo plazo del material.

Un hallazgo relevante de la investigacion fue el analisis de la preferencia del
consumidor, que reveld que los apositos de celulosa bacteriana transparentes fueron
preferidos por los usuarios en comparacion con otros prototipos, debido a su mayor
confort, flexibilidad y adaptabilidad a la piel. Este resultado no solo sugiere una alta
aceptabilidad del producto, sino que también abre posibilidades para la adopcion
comercial de los apdsitos en el mercado.

Finalmente, el proceso de producciéon de celulosa bacteriana a partir de Kombucha,
gue no requiere equipos costosos ni condiciones especiales de fermentacion, se presenta
como una solucién economica y escalable frente a los métodos tradicionales de
produccion de biopolimeros. El uso de ingredientes sencillos y el aprovechamiento de
subproductos agroindustriales brindan una ventaja considerable en términos de
sostenibilidad y costos de produccién, lo que favorece la viabilidad econdmica del

proceso.
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VIIl. PERSPECTIVAS Y LIMITACIONES

A pesar de los resultados positivos, esta investigacion presenta algunas limitaciones,
aunque las pruebas de estabilidad acelerada fueron satisfactorias, se necesita evaluar la
estabilidad de los apdsitos en condiciones clinicas reales, como la exposicion a fluidos
biolégicos y al uso prolongado. La muestra utilizada para evaluar la preferencia del
consumidor también fue limitada, por lo que seria necesario ampliar esta evaluacion para
obtener resultados mas representativos.

En cuanto a las perspectivas, se podrian explorar nuevas modificaciones de los
apositos para incluir otros agentes antimicrobianos, mejorando aun mas su efectividad.
Ademas, la optimizacion del proceso de fermentacion a nivel industrial, mediante el uso
de bioreactores o la integracion de tecnologias avanzadas, podria mejorar la eficiencia
de la produccion y reducir costos. Con la mejora de estos aspectos, la celulosa bacteriana
derivada de Kombucha tiene el potencial de convertirse en un material biomédico
ampliamente utilizado, con aplicaciones no solo en el ambito médico, sino también en

otras industrias.
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