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reSumeN
Se sintetizaron membranas de celulosa bacteriana mediante 
fermentación líquida de la cepa Kombucha en té negro 
(Camellia sinensis) a diferentes concentraciones de sacarosa. 
Propiedades estructurales de la celulosa bacteriana 
Kombucha, tales como el índice de orden lateral (LOI), 
el índice total de cristalinidad (TCI), la intensidad de los 
enlaces de hidrógeno (HBI), la fracción (fα), así como su 
dependencia con el contenido de sacarosa fueron evaluadas 
mediante espectroscopia FTIR, utilizando distintas bandas 
de absorción del espectro vibracional. Se observo así que la 
sacarosa tiende a cristalizar a la celulosa bacteriana, debido 
al aumento del índice total de cristalinidad y de orden 
lateral, así como de la fracción (fα), mientras que el índice 
de enlaces de hidrogeno disminuyó. La adición de cacao 
orgánico (Theobroma cacao) en el medio de cultivo previo 
a la fermentación produjo membranas con propiedades 
muy similares a las preparadas solamente con te negro. La 
obtención de celulosa tipo I y la cristalización controlada 
por este proceso podrían contribuir a la obtención de 
membranas de alta cristalinidad para aplicaciones biomédicas 
y bioelectrónicas.                                            

Palabras clave: Celulosa bacteriana, propiedades 
estructurales, índice total de cristalinidad, índice de orden 
lateral, intensidad de enlaces de hidrógeno, espectroscopia 
FTIR. 

aBStract
Bacterial cellulose membranes were synthesized by 
liquid fermentation of the Kombucha strain into black tea 
(Camellia sinensis) at different concentrations of sucrose. 
Structural properties of bacterial cellulose Kombucha, 
such as lateral order index (LOI), total crystallinity index 
(TCI), hydrogen bond intensity (HBI), fraction (fα), as well 
as their dependence on sucrose content were evaluated 
by FTIR spectroscopy, using different absorption bands of 
the vibrational spectrum. Thus, sucrose tends to crystallize 
bacterial cellulose, due to the increase in the total index of 
crystallinity and lateral order, as well as the fraction (fα), 
while the index of hydrogen bonds decreased. The addition 
of organic cocoa (Theobroma cacao) in the culture medium 
prior to fermentation produced membranes with properties 
very similar to those prepared only with black tea. Obtaining 
type I cellulose and crystallization controlled by this process 
could contribute to obtaining high crystallinity membranes 
for biomedical and bioelectronic applications.                                            

Keywords: Bacterial Cellulose; structural properties; total 
crystallinity index, lateral order index, hydrogen bond 
intensity, FTIR spectroscopy.
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iNtroDuccióN
La celulosa bacteriana de Kombucha (KBC) es una membrana 
delgada biodegradable obtenida de la fermentación 
del té negro (Camellia sinensis), sacarosa, y el cultivo 
microbiano conocido como SCOBY (Cultivo simbiótico de 
bacterias y levaduras), que tiene la consistencia de un gel 
y está compuesta de un consorcio de bacterias del género 
Acetobacter, Gluconacetobacter, Leuconostoc, Allobaculum, 
Ruminococcaceae, Enterococcus, Thermus (Angela et al. 
2020; Domskiene et al. 2019; Mukadam et al. 2016; Zhu 
et al. 2014) así como levaduras como Zygossacharomyces, 
Brettanomyces, Saccharomyces (Kaewkod et al. 2019; Leal et 
al. 2018). Así, esta membrana posee características únicas 
como alta pureza, biocompatibilidad, biodegradabilidad, 
(Jacek et al. 2021; Revin et al. 2018), alta capacidad de 
absorción de agua y por tanto mayor adaptabilidad biológica 
(Popa et al. 2022), así como alta resistencia a la tensión 
(Bardone et al. 2018). Las microfibrillas de KBC son 100 
veces más pequeñas en comparación con la celulosa 
vegetal (Ruka et al. 2012), lo que le otorga una micro/
nanoestructura tridimensional única, aumentando su interés 
en biotecnología, biomedicina, alimentos, electrónica, 
bioelectrónica, nanocompuestos y otras aplicaciones 
entre las que se encuentran la regeneración de tejido y 
cicatrización (Esa et al. 2014).
En este trabajo, se utilizó la espectroscopia infrarroja por 
transformada de Fourier (FTIR) para analizar las propiedades 
estructurales de la celulosa bacteriana de Kombucha, 
tales como como el índice de orden lateral, el índice de 
cristalinidad total, la intensidad de los enlaces de hidrógeno, 
la fracción α y su dependencia con la concentración de 
sacarosa y con la composición del medio.

materialeS y métoDoS
Reactivos
Té negro orgánico marca Molienda Sagrada para infusión 
que servirá como medio de cultivo para la obtención de 
celulosa bacteriana por SCOBY Kombucha. Sacarosa de 
grado reactivo de la marca Meyer, extracto de polvo de 
levadura de la marca Himedia. Peptona grado bacteriológico 
marca Meyer. Para realizar la limpieza de las KBC formadas 
se utilizó Hidróxido de Sodio (NaOH) en hojuelas grado 
reactivo, marca Meyer, y en todos los procesos se utilizó 
agua destilada marca PiSA.

Preparación de membranas de celulosa bacteriana por 
Kombucha (KBC y KBC-cacao)
Se elaboraron dos tipos de medio de cultivo, ambos contienen 
té negro al 1% el cual se vierte en 1L de agua hirviendo 
durante 5 minutos dejando enfriar a temperatura ambiente, 
posteriormente se emplean cuatro concentraciones de 
sacarosa (5, 10, 15 y 20 %). Además, se añadieron 1 g/L de 

peptona y 10 g/L de extracto de levadura. Al segundo medio 
se le agregó cacao orgánico (Theobroma cacao) 10 g/L, ambos 
medios contienen la misma concentración de sacarosa. Del 
medio obtenido se vierten 100 mL de la infusión en frascos 
cilíndricos de vidrio de 175 mL. A continuación, las muestras 
(KBC y KBC-cacao) se esterilizaron a 121 °C durante 15 min 
y se mide el pH. Posteriormente, se utilizó una incubadora 
para mantener los cultivos a una temperatura de 26 ± 1 °C 
durante 7 días. Las membranas de KBC obtenidas se lavaron 
durante 30 minutos 3 veces en una solución de NaOH 1 M 
a 85 °C para eliminar células e impurezas. Luego del lavado 
se enjuagaron con agua destilada hasta obtener un pH 
neutro. Finalmente, las membranas de KBC y KBC-cacao 
se filtraron por gravedad (Indriyati et al. 2019) y se secaron 
a temperatura ambiente durante 4 días. Estas membranas 
se prepararon por triplicado en las mismas condiciones, 
variando únicamente la concentración de sacarosa.

Determinación del espesor y peso de las membranas KBC y 
KBC-cacao.
Los espesores las membranas KBC se midieron utilizando 
un micrómetro electrónico Oumefar con un rango de 0-12 
mm y resolución de 0,01 mm. Por otro lado, el peso de 
las membranas se determinó mediante una balanza digital 
marca Amir con una resolución de 0,001 g, en un rango de 
medición de 0,05 a 500 g.

Microscopía electrónica de barrido (SEM)
La morfología de la superficie de la membrana de KBC se 
examinó utilizando un microscopio electrónico de barrido 
(Vega TS-5136SB, Tescan, Kohoutovice, República Checa) 
que opera en modo de bajo vacío. Las muestras se montaron 
sobre una base de aluminio con cinta de carbón.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Para la caracterización química y estructural de las muestras 
de celulosa bacteriana se utilizó un espectrómetro FTIR 
Bruker, modelo VERTEX 70 en un rango de número de onda 
de 4000 a 400 cm-1, en modo de muestreo por reflectancia 
total atenuada (ATR) y una resolución espectral de 4cm-1, con 
120 escaneos por muestra. Se empleó el software Origin 
6.0 para analizar los espectros de absorción. 

Determinación de índices de cristalinidad en KBC y KBC-cacao
Los espectros FTIR de las membranas se normalizaron en 
1027 cm-1 (vibración de extensión C-O), debido a que esta 
fue la banda de mayor intensidad en las muestras analizadas. 
Primeramente, el índice de orden lateral (LOI) se define 
como la relación entre las intensidades entre las bandas a 
1427 y 895 cm-1, I(1427)/I(895) (Hurtubise y KrÄSSIG 1960; 
Nelson y O’Connor, 1964a); mientras que el índice total de 
cristalinidad (TCI), se define como la relación entre 
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las intensidades entre las bandas a 1371cm-1 y 2895cm-1, 
I(1371)/ I(2895) (Kruer-Zerhusen et al. 2017; Nelson y 
O’Connor 1964a). La siguiente propiedad estructural es la 
intensidad de bandas de hidrógeno (HBI), calculada como 
I(3340)/I(1337) (Nada et al. 2000) y finalmente, la fracción 
α de la celulosa (fα) se determinó utilizando las áreas 
deconvolucionadas de las bandas a 750 cm-1 y 710 cm-1 
respectivamente, de acuerdo con las siguientes ecuaciones 
(Kataoka y Kondo 1999; Zeng et al. 2011a; Żywicka et al. 
2018):

(1)

donde
(2)

reSultaDoS y DiScuSióN

Espesor y peso de KBC y KBC-cacao
La figura 1(a) y 1(b) muestra el grosor y el peso 
respectivamente de las membranas de KBC (húmedas 
y secas) en función del contenido de sacarosa. En ambos 
casos se observa un aumento tanto del espesor como del 
peso de la membrana con el contenido de sacarosa. Esto 
se puede atribuir a una mayor producción de celulosa por 
los microorganismos de la cepa Kombucha causada por el 
aumento en la cantidad de fuente de carbono (Aswini et al. 
2020; Kulkarni et al. 2012). En el caso de las membranas KBC 
cultivadas en el medio de cultivo adicionado con extracto de 
cacao, se observó un aumento de espesor superior al doble 
con respecto a la membrana crecida sin adicionar extracto 
de cacao. Esto podría deberse a los nutrientes y compuestos 
antioxidantes presentes en el extracto de cacao (Saavedra-
Sanabria et al. 2021). Después del proceso de secado de las 
membranas KBC, el espesor en ambos tipos de membranas 
se redujo a valores entre 0,6-1,1 ± 0,2 mm. Por otra parte, 
tras el proceso de secado de las membranas, su peso se 
redujo al 10% de su peso húmedo.

Apariencia morfológica de KBC y KBC-cacao
La figura 2 muestra la morfología superficial de muestras de 
celulosa bacteriana preparadas en condiciones de cultivo 

estático con 5 y 20 % de sacarosa (a, b) respectivamente, 
así como el crecimiento de celulosa bacteriana en el medio 
de cultivo adicionado con Theobroma cacao, con 5 y 20 % de 
sacarosa (c, d) respectivamente. Las micrografías obtenidas 
de KBC y KBC-cacao revelaron una red densamente 
empaquetada de fibras con diámetros entre 1,3 y 3,8 µm. 
Estas observaciones concuerdan con la morfología típica 
de las microfibrillas preparadas en condiciones de cultivo 
estático, con un gran número de ellas conectadas por 
puentes de hidrógeno, formando una estructura de red 
densa durante su formación (Zhang et al. 2018). No se 
observan diferencias morfológicas aparentes con respecto a 
la variación en el contenido de sacarosa aplicado en el medio 
de cultivo para KBC Figuras 2(a), y 2(b) y, también para 
KBC-cacao Figuras 2(c) y 2(d) respectivamente, excepto 
por una apariencia morfológica más rugosa observada 
para las muestras de KBC-cacao con 20% de sacarosa 
en el medio de cultivo, en comparación con las muestras 
con 5% de sacarosa. Este aspecto rugoso de las muestras 
preparadas en condiciones de fermentación estática podría 
deberse al importante número de compuestos antioxidantes 
y nutrientes presentes en el té negro y en el cacao, ya que 
KBC como KBC-cacao se sintetizan cuando las moléculas 
de celulosa se excretan fuera de la superficie celular a través 
de los poros durante el crecimiento celular.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de KBC 
y KBC-cacao
Los espectros vibracionales de las membranas de KBC y 
KBC-cacao se obtuvieron mediante espectroscopia FTIR,
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Figura 1. (a) Espesor vs concentración de sacarosa, (b) Peso vs concentración de 
sacarosa empleada en la síntesis de membranas de celulosa bacteriana Kombucha

Figura 2. Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido de las 
membranas de celulosa bacteriana Kombucha sintetizadas con 5% (a) y 20% (b). 
Membranas de celulosa bacteriana Kombucha sintetizadas en el mismo medio de 
cultivo pero adicionado con cacao orgánico (Theobroma cacao) al 5%(c) y 20% (d). 

después de secadas las muestras. La figura 3 (a, b, c y d) 
muestra los espectros FTIR de muestras de KBC preparadas 
con 5, 10, 15 y 20 % de sacarosa, para ambos medios de 
cultivo, respectivamente.

Una banda ancha en 3340 cm-1 se atribuye a los modos de 
vibración de extensión de los grupos O-H, mientras que la 
banda en 2895 cm-1 surge de los modos vibracionales de 
extensión de los grupos C-H en la membrana de celulosa. 
La banda en 1726 cm-1 se puede relacionar con los modos 
vibracionales de extensión del carbonilo perteneciente al 
grupo aldehído, que puede existir en forma hemiacetal, 
acetal y/o hidratos (Babac y Kutsal 2009). La banda en 1651 
cm-1 corresponde a las vibraciones de deformación de los 
grupos O-H de la molécula de agua. Asimismo, diferentes 
bandas de absorción en el intervalo espectral 1600-1200 cm-1 
son sensibles a transformaciones químicas y estructurales, 
como las observadas a 1564, 1427, 1371, 1337 y 1313 cm-1 
cuya intensidad de algunas de ellas determina los índices 
de cristalinidad de las muestras de celulosa bacteriana 
(Atykyan et al. 2020; Kruer-Zerhusen et al. 2017).  Además 
de lo anterior, las bandas de absorción en 1159, 1107 y 
1028 cm-1 están asociadas a los modos vibracionales de 
extensión C-O/C-H de los azúcares en la celulosa y a los 
modos vibracionales de extensión C-O-C de enlaces 
glucosídicos β-(1, 4) entre los azúcares (Schwanninger et 
al. 2004). La banda de 895 cm-1 también es característica 
del enlace glucosídico β-(1, 4) de la celulosa. Las bandas 
de absorción a 750 y 710 cm-1 están asociadas a la celulosa 
Iα e Iβ respectivamente, así como también a las fracciones 
triclínica (Iα) y monoclínica (Iβ) de la celulosa tipo I (Atykyan 
et al. 2020). Para el caso de las membranas de KBC-cacao 
se observaron bandas de absorción similares a las de KBC, 
aunque con diferentes intensidades de absorción entre 
ambos tipos de membranas.
El índice de orden lateral (LOI) es una propiedad asociada 
con la cantidad de estructura cristalina de la celulosa. Este 
se calculó utilizando la relación entre la intensidad de las 
bandas a 895 cm-1 (enlace glucosídico β-(1, 4) en celulosa) 
y 1427 cm-1, (Nelson y O’Connor, 1964b). La Figura 4 
muestra la variación LOI respecto a la concentración de 
sacarosa. Se observó un comportamiento exponencial con 
la concentración de sacarosa (5 a 20 %) añadida al medio de 

cultivo para la obtención de celulosa bacteriana. El aumento 
de LOI se explica en términos de la cantidad de fuente de 
carbono que aumenta fuertemente por la sacarosa, lo que 
sugiere que la cristalización de la celulosa aumenta con la 
concentración de sacarosa. El LOI aumentó (17%) para el 
15% de sacarosa, sin embargo, no se observaron diferencias 
significativas en el LOI para ambos tipos de membranas 
KCB y KCB-cacao para el resto de las concentraciones de 
sacarosa.

De manera similar el índice de cristalinidad total (TCI) 
se puede estimar con el espectro FTIR de la celulosa 
bacteriana de Kombucha como la relación de intensidades 
entre las bandas de 1371 cm-1 y 2895 cm-1 (Nelson y 
O’Connor 1964). La Figura 4(b) muestra el aumento de TCI 
con la concentración (5-20%) de sacarosa, lo que sugiere 
un aumento de la cristalinidad o grado de regularidad 
intermolecular. El TCI de la celulosa bacteriana Kombucha 
(KBC) preparada con Theobroma cacao fue ligeramente 
superior al de la KBC simple (13 %) para el 20 % de sacarosa. 
Esto podría deberse al contenido de vitaminas y ácido fólico 
en el extracto de cacao, que aceleran el metabolismo de 
los microorganismos productores de celulosa (Saavedra-
Sanabria et al. 2021).

Otro parámetro estructural importante es la intensidad 
de enlaces de hidrógeno (HBI), la cual se puede estimar 
como la relación de intensidades entre las bandas de 
3340 cm-1 y 1337 cm-1. La figura 5(a) muestra que 
el HBI disminuye con la concentración de sacarosa, 
lo que indica que la cristalización aumenta de forma 
inversa con la cantidad de agua unida (hidrógeno).
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Figura 3. Espectros FTIR de (a) KBC, y (b) KBC-cacao. Ambos tipos de membranas 
fueron preparadas con 5, 10, 15, y 20% de sacarosa en el medio de cultivo.

Figura 4. (a) Índice de orden lateral (LOI), y (b) índice de cristalinidad total (TCI) de 
celulosa bacteriana Kombucha y su dependencia con la concentración de sacarosa.

Figura 5. (a) Intensidad de enlaces de hidrógeno (HBI), y (b) fracción α (fα) de 
celulosa bacteriana Kombucha y su dependencia con la concentración de sacarosa.   



La adición de Theobroma cacao en los medios de 
cultivo disminuyó la magnitud de HBI (10%) con 
respecto a KBC simple para 20% de sacarosa. El HBI 
también se puede asociar con el grado de regularidad 
intermolecular en el sistema cristalino, en términos de 
la cantidad de enlaces de hidrogeno (Nada et al. 2000; 
Oh et al. 2005; Široký et al. 2009).
Finalmente, se estimó la fracción α a partir de la 
deconvolución lorentziana del espectro FTIR de la 
celulosa bacteriana Kombucha calculando el área de las 
bandas a 710 y 750 cm-1 respectivamente y, utilizando 
las ecuaciones 1 y 2. Esta propiedad estructural se 
puede relacionar con la formación de la celulosa tipo 
I (Kataoka y Kondo 1999). La figura 5(b) muestra el 
aumento de la fracción α con la concentración de 
sacarosa. La adición de Theobroma cacao en los 
medios de cultivo aumentó la magnitud de fα (21%) 
para una concentración de sacarosa de 20% sugiriendo 
el aumento de la cristalización debido a los compuestos 
presentes en el extracto de cacao. De esta manera, las 
propiedades cristalinas de las membranas de celulosa 
bacteriana Kombucha, sintetizadas por fermentación 
liquida en té negro y té negro adicionado con cacao, 
pueden ser controladas con la concentración de 
sacarosa y evaluadas mediante su espectro FTIR. 

coNcluSioNeS
Se observó el aumento de la cristalinidad en membranas de 
celulosa bacteriana Kombucha sintetizadas por fermentación 
liquida en té negro y té negro adicionado con cacao, debido 
al aumento de la concentración de sacarosa. Se evaluaron 
varios parámetros estructurales como el índice de orden 
lateral (LOI), el índice total de cristalinidad (TCI), la intensidad 
de enlaces de hidrógeno (HBI), así como la fracción α (fα), 
en función de la concentración de sacarosa. La obtención de 
celulosa tipo I así como el nivel de cristalización obtenido 
pueden ser controlados con el contenido de sacarosa 
agregada antes el proceso de fermentación y evaluada en las 
membranas mediante espectroscopia FTIR.   
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