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RESUMEN. La valorización del raquis de banano (RB) constituye una estrategia clave en la 
bioeconomía circular de regiones tropicales. Este estudio evaluó la producción de celulosa 
bacteriana (CB) por Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 utilizando jugo de raquis de 
banano (JRB) pretratado con ozono (600 mg O2 h-¹). Mediante un diseño Box-Behnken, 
se identificaron la fracción volumétrica de JRB (25-75 % v/v) y el tiempo de fermentación 
(7-21 días) como factores críticos del rendimiento, mientras que el tiempo de ozonización 
(10-30 min) mostró un efecto limitado. Bajo condiciones óptimas (75 % v/v de JRB, 21 días 
de fermentación), se alcanzó un rendimiento máximo de 6,00 ± 0,56 g L-¹, con un modelo 
de superficie de respuesta de R² = 0,7894. El escalamiento a un biorreactor estático de  

Este estudio no fue financiado por ninguna entidad.
* Autor corresponsal. 
Correos electrónicos en orden de aparición: azeass@unemi.edu.ec; Tmartinezc@unemi.edu.ec; manuel.
fiallos@ikiam.edu.ec
Este es un artículo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la licencia Creative Commons 
Attribution 4.0 International (CC BY 4.0).



282

A. J. Zeas, T. J. Martínez, M. A. Fiallos

Ingeniería Industrial n.o 50, junio 2026

20 L confirmó la robustez del sistema, manteniendo ~6 g L-¹. La caracterización mediante 
FTIR-ATR, XRD y TGA confirmó la presencia de celulosa tipo I de alta pureza estructural. 
Estos resultados posicionan al JRB pretratado con ozono como un sustrato sostenible para 
producir CB, lo que contribuye a la valorización de residuos agroindustriales.

PALABRAS CLAVE: celulosa bacteriana / raquis de banano / ozono / optimización / 
superficie de respuesta / escalamiento

PRODUCTION AND OPTIMISATION OF BACTERIAL 
CELLULOSE FROM BANANA (MUSA SPP.) BANANA 
RACHIS JUICE PRE-TREATED WITH OZONE USING A BOX–
BEHNKEN DESIGN

ABSTRACT. The valorisation of banana rachis (BR) is a key strategy within the circular bioe-
conomy of tropical regions. This study evaluated the production of bacterial cellulose (BC) 
by Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 using banana rachis juice (BRJ) pretreated with 
ozone (600 mg O2 h-¹). Through a Box-Behnken design, the BRJ volume fraction (25-75 % v/v) 
and fermentation time (7-21 days) were identified as the critical factors affecting yield, whilst 
ozonation time (10-30 min) exhibited a limited effect. Under optimal conditions (75 % v/v BRJ, 
21 days of fermentation), a maximum yield of 6,00 ± 0,56 g L-¹ was achieved, with a response 
surface model exhibiting R² = 0,7894. Scale-up to a 20 L static bioreactor confirmed the 
robustness of the system, maintaining approximately 6 g L-¹. Characterisation via FTIR-ATR, 
XRD, and TGA confirmed type I cellulose of high structural purity. These findings position 
ozone-pretreated BRJ as a sustainable substrate for BC production, thereby contributing 
to the valorisation of agro-industrial waste.

KEYWORDS: bacterial cellulose / banana rachis / ozone / optimization / response 
surface / scale-up
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INTRODUCCIÓN

La agroindustria del banano (Musa spp.) constituye un pilar económico y social en regiones 
tropicales y subtropicales, especialmente en América Latina y el Caribe, donde sostiene 
millones de empleos rurales y representa una de las principales exportaciones agrícolas 
(Zou & Fan, 2022). En Ecuador, principal exportador mundial, el cultivo de banano contribuye 
aproximadamente con el 2 % del producto interno bruto (PIB) nacional y cerca del 35 % 
del PIB agrícola (Martínez-Solórzano & Rey-Brina, 2021). No obstante, la intensificación 
productiva ha generado externalidades ambientales significativas, incluyendo degradación 
del suelo, contaminación de cuerpos hídricos por agroquímicos y emisiones de gases de 
efecto invernadero (GEI), tales como CO2, CH2 y N2O (Abdoussalami et al., 2023).

Dentro de los desechos generados por la actividad bananera, el raquis de banano (RB) 
destaca como el componente lignocelulósico central encargado del soporte de los frutos 
durante su crecimiento. A nivel regional, este subproducto constituye aproximadamente 
una quinta parte de la biomasa total del vegetal, alcanzando volúmenes que sobrepasan 
los 1,6 millones de toneladas por año en el territorio latinoamericano (Zaini et al., 2023). 
El manejo inadecuado de este residuo bajo condiciones anaerobias propicia la emisión 
de metano, lo cual incrementa el impacto ambiental y la huella de carbono de la industria 
(Alzate Acevedo et al., 2021). Por consiguiente, integrar la valorización del RB en modelos 
de bioeconomía circular representa una oportunidad estratégica para transformar este 
residuo en bioproductos con alto valor comercial.

En términos de su constitución química, el RB se clasifica como una biomasa 
lignocelulósica integrada por celulosa (31-37  %), hemicelulosa (8-12  %) y lignina de 
tipo HGS (hidroxifenil–guayacil–siringil) (Deumaga et al., 2015; Tippmann et al., 2017). 
Esta matriz estructural se complementa con una presencia notable de fitoquímicos con 
actividad biológica, destacando los ácidos hidroxicinámicos (específicamente cafeico 
y clorogénico), además de taninos condensados y flavonoides como la quercetina y 
catequinas. Investigaciones recientes indican que los lixiviados derivados de este residuo 
pueden registrar concentraciones fenólicas totales (total phenolic content, TPC) de hasta 
11  649,7 µg GAE mL-¹, lo que demuestra propiedades antifúngicas efectivas contra 
patógenos como el Colletotrichum sp. y la Lasiodiplodia theobromae (Ruiz-Molina et al., 
2025). Asimismo, mediante procesos de extracción optimizados con etanol al 60 % a 78 °C 
durante 30 minutos, se han reportado rendimientos de 796 mg GAE/100 g en peso seco 
(Muñoz et al., 2025). Tales características ratifican al RB como un recurso renovable con 
abundantes carbohidratos estructurales y moléculas bioactivas, idóneo para la síntesis de 
biopolímeros y diversas aplicaciones biotecnológicas de valor añadido (Fiallos-Cardenas 
et al., 2025; Kumari et al., 2022).

Entre los bioproductos derivados de biomasa lignocelulósica, la celulosa bacteriana 
(CB) destaca por su elevada pureza, biocompatibilidad, biodegradabilidad y resistencia 
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mecánica (Guevara et al., 2025; Minardi et al., 2024; Nanda et al., 2022). Este biopolímero 
es sintetizado por bacterias aerobias de los géneros Komagataeibacter y Gluconacetobacter, 
que producen redes fibrilares tridimensionales altamente organizadas (Bhattacharya et al., 
2021). Diversos estudios han reportado que, bajo determinadas condiciones de cultivo, 
estas estructuras pueden presentar dimensiones a escala nanométrica; sin embargo, la 
confirmación de dicha morfología requiere técnicas de caracterización directa, como la 
microscopía electrónica (Bhattacharya et al., 2021; Ono et al., 2022; Peretz et al., 2019).

No obstante, el escalamiento industrial de la producción de CB se encuentra limitado 
por el elevado costo de los sustratos convencionales, como glucosa y sacarosa, los cuales 
pueden representar hasta el 60 % del costo total de producción (Samanta et al., 2023). En 
consecuencia, la identificación de fuentes alternativas de carbono, abundantes y de bajo 
costo, constituye un factor crítico para su viabilidad económica.

En este contexto, el jugo de raquis de banano (JRB), obtenido como subproducto líquido 
durante el prensado mecánico del RB, se perfila como una fuente potencial de carbono 
fermentable (Fiallos-Cardenas et al., 2025). Aunque su caracterización composicional 
específica ha sido escasamente documentada, estudios previos indican que los tejidos 
estructurales de la Musa contienen azúcares reductores en concentraciones de 8,5 a 
26,6 mg g-¹ de peso fresco, compuestos principalmente por glucosa y fructosa, con 
proporciones menores de sacarosa (Jeridi et al., 2023; Pereira et al., 2016). Asimismo, los 
sólidos solubles totales (°Brix) en jugos de banano varían entre 1,3 y 4,0 g/100 g PF, con 
pH entre 5,4 y 6,0 y contenidos fenólicos que pueden alcanzar 360 mg GAE/100 g PF en 
determinados cultivares (Almeida et al., 2013). Esta composición sugiere que el JRB podría 
emplearse como medio de fermentación sostenible para la producción de CB, siempre que 
se optimicen sus condiciones de fermentabilidad.

Con el fin de mejorar la disponibilidad de azúcares fermentables y reducir compuestos 
fenólicos potencialmente inhibitorios, la ozonización se ha propuesto como un pretratamiento 
oxidativo ambientalmente benigno. El ozono es capaz de degradar selectivamente 
estructuras aromáticas, incluyendo ácidos hidroxicinámicos y flavonoides, bajo condiciones 
suaves de operación, lo que minimiza la formación de subproductos indeseables como 
furfural o 5-hidroximetilfurfural (García-Cubero et al., 2009). Aunque este tratamiento ha 
sido ampliamente estudiado en matrices lignocelulósicas sólidas, su aplicación directa en 
matrices líquidas complejas como el JRB permanece escasamente explorada. Estudios 
preliminares sugieren que la exposición controlada al ozono puede disminuir el contenido 
fenólico y mejorar la calidad del medio fermentativo, lo que favorece el crecimiento 
microbiano (Arias-Roblero et al., 2021). No obstante, exposiciones prolongadas pueden 
inducir estrés metabólico por acumulación de especies reactivas de oxígeno, lo que afecta 
la viabilidad celular y limita la síntesis de celulosa (Ono et al., 2022; Peretz et al., 2019).
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Debido a que la obtención de CB está condicionada por la interacción de diversos 
factores, tales como el tiempo de fermentación, la dosificación de ozono y la fracción 
volumétrica de JRB, el bioproceso manifiesta una naturaleza no lineal que exige el empleo 
de métodos estadísticos avanzados para su ajuste óptimo. En este sentido, el diseño 
Box-Behnken (BBD), en conjunto con la metodología de superficie de respuesta (MSR), 
constituye una herramienta eficaz para examinar no solo los efectos lineales y cuadráticos, 
sino también las interacciones entre las variables independientes. Esta aproximación 
permite maximizar el rendimiento en sistemas biotecnológicos de alta complejidad 
mediante la ejecución de un número optimizado de ensayos experimentales.

Bajo este panorama, la presente investigación se centró en el desarrollo y la optimización 
de la síntesis de celulosa bacteriana empleando JRB sometido a ozonización, aplicando 
para ello un diseño experimental Box-Behnken integrado a un modelo de superficie de 
respuesta. De igual manera, se procedió con la caracterización estructural y fisicoquímica 
del biopolímero resultante mediante técnicas de difracción de rayos X (XRD), espectroscopía 
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y análisis termogravimétrico (TGA), con 
el propósito de ratificar la identidad celulósica de las fibras y examinar su estabilidad 
estructural. El flujo de trabajo incluyó además la validación del sistema optimizado a escala 
piloto en un biorreactor estático con capacidad de 20 L. En esta fase, se analizó el desempeño 
operativo bajo parámetros ampliados, priorizando el estudio de la autorregulación del pH 
y la influencia de la relación entre el área superficial y el volumen. Aunque el alcance 
de este trabajo no contempló el análisis morfológico por microscopía electrónica, los 
datos químicos y estructurales obtenidos son suficientes para confirmar la naturaleza del 
material. Esta metodología combina el aprovechamiento de subproductos agrícolas con 
herramientas estadísticas y análisis avanzado, lo que establece una ruta sostenible alineada 
con los principios de la bioeconomía circular en contextos agroindustriales tropicales.

METODOLOGÍA

El estudio se estructuró en dos fases principales: la optimización de las condiciones de 
producción de CB mediante un diseño Box-Behnken (DBB), integrado en un modelo de 
superficie de respuesta (MSR), y la validación y el escalado del proceso utilizando análisis 
FTIR para corroborar la consistencia estructural del biopolímero obtenido bajo las condi-
ciones óptimas.

Materias primas y preparación del JRB

El raquis de banano (Musa acuminata, subgrupo Cavendish) se recolectó en una plantación 
orgánica ubicada en Tres Postes, provincia del Guayas, Ecuador (−1,9837, −79,6114). Se 
seleccionaron treinta unidades libres de daño mecánico o signos de necrosis, con un peso 
promedio de 2,0 ± 0,5 kg y una longitud aproximada de 50-70 cm.
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La biomasa se lavó con agua corriente y esponjas suaves para eliminar residuos de 
látex. Posteriormente, para la extracción del jugo, el raquis se seccionó transversalmente 
y se procesó a temperatura ambiente en un molino de tres rodillos Fairuz eléctrico de 
110 voltios (Ecuador), con un motor de 1 HP. Este procedimiento consistió en un prensado 
mecánico continuo que permitió exprimir y separar el exudado líquido de la matriz fibrosa 
sólida, adaptando la metodología descrita por Fiallos-Cárdenas et al. (2022). El flujo 
detallado de esta extracción y del bioproceso general se ilustra en la Figura 1.

Figura 1
Diagrama de flujo del bioproceso

Para la eliminación de partículas suspendidas, el JRB recolectado se centrifugó a 
3500 rpm durante 35 minutos a una temperatura de 4 °C, empleando una unidad Thermo 
Scientific Sorvall ST 16R. El líquido resultante se sometió a esterilización en autoclave 
(Yamato Serie SM, Japón) bajo condiciones de 121 °C por 15 minutos. Finalmente, con 
el propósito de mitigar la fotodegradación de los elementos bioactivos, el sustrato estéril 
se resguardó en envases de vidrio ámbar a 4 °C dentro de un refrigerador especializado 
Infrico (modelo AGB 701 CR) (Pacheco et al., 2018).
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Formulación del medio y del inóculo

Se preparó una infusión de té verde (10 g L-¹) suplementada con azúcar moreno (83,3 g L-¹) 
y vinagre blanco (100 g L-¹). Posteriormente, el medio de cultivo se esterilizó a 121 °C 
durante 15 minutos, dejándose enfriar bajo condiciones estériles para evitar contaminación.

Las unidades experimentales consistieron en frascos de 250 mL con 100 mL de 
volumen de trabajo. Cada sistema fue inoculado con 10 % v/v (10 mL) de una suspensión 
activa de Komagataeibacter hansenii ATCC 23769. La cepa se cultivó previamente en medio 
Hestrin-Schramm (HS) a 30 °C durante 48 horas bajo condiciones estáticas hasta alcanzar 
fase exponencial.

Pretratamiento con ozono

El JRB se sometió a ozonización en un sistema cerrado con tapa de aluminio utilizando 
un generador GL-3189 (600 mg O2 h-¹, China). El ozono gaseoso se burbujeó en 1 L de 
JRB mediante un difusor de piedra porosa durante 10, 20 o 30 minutos, manteniendo una 
temperatura de 25 ± 2 °C y presión atmosférica (1,02 atm).

La concentración de ozono disuelto se determinó mediante el método yodométrico 
descrito en el estándar APHA 4500-O2 B. Tras el tratamiento, el JRB se aireó en condiciones 
estériles durante 5 minutos para eliminar el ozono residual y, posteriormente, se almacenó 
a 4 °C hasta su uso (Al-Baarri et al., 2019).

Caracterización fisicoquímica del JRB y cuantificación de CO₂

Las propiedades fisicoquímicas del JRB se determinaron utilizando un equipo multipará-
metro portátil (Hanna Instruments HI9829-02), siguiendo procedimientos estandarizados 
descritos en Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Viri, 2025). Se 
midieron el pH, el oxígeno disuelto (OD), la salinidad, los sólidos disueltos totales (SDT), la 
conductividad eléctrica y la resistividad. El pH fue verificado, adicionalmente, mediante un 
potenciómetro digital (APERA Instruments PC60), previamente calibrado con soluciones 
buffer certificadas a pH 4,00 y 7,00, a temperatura ambiente (25 ± 2 °C).

Para determinar la concentración de azúcares reductores, se empleó la técnica 
colorimétrica del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), basada en el protocolo de Miller (1959), 
con ligeros ajustes. El procedimiento consistió en combinar volúmenes iguales (1 mL) de 
muestra y reactivo DNS, sometiendo la mezcla a un baño maría a 100 °C por un periodo 
de 5 minutos. Tras alcanzar la temperatura ambiente, las soluciones se diluyeron con 
8 mL de agua destilada. La lectura de absorbancia se efectuó a 540 nm mediante un 
espectrofotómetro UV-Vis Thermo Scientific Genesys 10S, utilizando celdas de cuarzo. 
Finalmente, los valores se convirtieron a unidades de g L-1 empleando una curva de 
calibración de glucosa (0–1 g L-¹) (Burgos Montañez, 2020).
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La producción de dióxido de carbono (CO2) se determinó por el método gravimétrico 
directo descrito por Irving et al. (2024), registrando la masa inicial (mᵢ) y la final (mƒ) del 
sistema cerrado. La masa de CO2 generada se calculó mediante la siguiente ecuación:

mCO2 = mi − mf ,

donde mCO2 representa la masa total de dióxido de carbono liberada durante la 
fermentación.

Producción y optimización de CB mediante diseño Box-Behnken

Con el objetivo de optimizar la obtención de CB, se implementó un diseño experimental 
Box-Behnken estructurado en tres niveles y tres factores, lo que derivó en la ejecución de 
un total de quince ensayos o corridas experimentales. Los factores evaluados fueron:

X1: tiempo de ozonización (10, 20 y 30 minutos)

X2: fracción de JRB (25, 50 y 75 % v/v)

X3: tiempo de fermentación (7, 14 y 21 días)

El punto central del diseño se estableció en 20 minutos de ozonización, 50 % v/v de JRB 
y 14 días de fermentación. Luego, las fermentaciones se realizaron en condiciones estáticas 
a 30 ± 1 °C y 70-80 % de humedad relativa. Todas las corridas se realizaron por triplicado.

Una vez concluidos los periodos de fermentación, se procedió a la recolección de 
las membranas de CB para su posterior purificación, la cual consistió en un tratamiento 
alcalino con NaOH 0,5 M a una temperatura de 80 °C por un lapso de una hora. El proceso 
de limpieza continuó con lavados sucesivos empleando agua destilada hasta verificar un 
pH neutro en el material. Finalmente, el biopolímero se sometió a una fase de liofilización 
bajo condiciones controladas (-80 °C, 0,008 mm Hg, 24 horas) durante 24 horas, utilizando 
para este fin un equipo Biosafer-10D (Pineda et al., 2012).

El rendimiento de la CB (Y, g L-¹) se calculó mediante:

= ,

donde Wd representa la masa seca de CB obtenida; y V, el volumen de reacción (0,1 L).

Se procedió con el ajuste de los valores obtenidos experimentalmente mediante una 
ecuación polinómica de segundo grado, empleando un modelo cuadrático para describir 
el sistema:

= 0 + + + 2 + , 
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donde β₀ es el término independiente; βᵢ, los coeficientes lineales; βᵢⱼ, los coeficientes 
de interacción; βᵢᵢ, los términos cuadráticos; y ε, el error experimental.

La significancia del modelo se evaluó mediante análisis de varianza (ANOVA), incluyendo 
pruebas de falta de ajuste. Se calcularon el coeficiente de determinación ajustado (R²), el 
error cuadrático medio (RMSE) y se generaron superficies de respuesta.

La validación de la condición óptima se realizó comparando el rendimiento experimental 
obtenido bajo las condiciones predichas por el modelo con el valor teórico estimado, 
calculando el error relativo porcentual.

El análisis estadístico se efectuó en RStudio (v2025.05.1+513) utilizando los paquetes 
tidyverse, multcomp y corrplot.

Escalamiento y caracterización estructural

Escalamiento del proceso 

El proceso optimizado se escaló a un biorreactor estático de 20 L manteniendo similitud 
operativa con las condiciones de laboratorio. Se aplicaron las condiciones óptimas determi-
nadas por el modelo MSR: 20 min de ozonización, 75 % v/v de JRB y 21 días de fermentación.

El medio se preparó manteniendo las mismas proporciones utilizadas a escala 
laboratorio: infusión de té verde (10 g L-¹), azúcar moreno (83,3 g L-¹), vinagre blanco (100 g 
L-¹) y 10 % v/v de inóculo.

El sistema operó sin aireación forzada ni control automático de pH, manteniendo 
una temperatura constante de 30 ± 1 °C. Los parámetros fisicoquímicos se monitorearon 
cada 48 horas para evaluar la estabilidad y reproducibilidad del proceso.

Análisis mediante espectroscopía infrarroja (FTIR-ATR)

La recolección de los espectros FTIR-ATR se realizó utilizando un espectrómetro Spectrum 
GX (PerkinElmer, Estados Unidos), cubriendo una región de barrido de 4000-500 cm-¹, con 
una resolución de 4 cm-¹ y un total de 32 escaneos por muestra. El procedimiento consistió 
en colocar las láminas secas de CB en contacto directo con el cristal de diamante del 
accesorio ATR, realizando los ajustes pertinentes de línea base y correcciones de fondo. 
Finalmente, los datos obtenidos del análisis espectral fueron procesados mediante el 
software OriginPro 9.0 (Xu et al., 2020).

X-ray Diffraction (XRD)

Para el estudio de las propiedades cristalográficas, se empleó radiación Cu Kα₁ (λ = 1,5406 Å) 
mediante un difractómetro configurado con haz paralelo. El equipo operó bajo parámetros 
de 45 kV y 200 mA utilizando un sistema de rendijas que incluyó una incidente de 0,2 mm, 
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una limitadora de longitud de 10 mm y un analizador de 0,5°. Esta metodología se basó 
en el procedimiento detallado por Fiallos-Cárdenas et al. (2021). Adicionalmente, la deter-
minación del índice de cristalinidad (CrI) se realizó siguiendo el protocolo de Segal et al. 
(1959), aplicando la siguiente relación matemática. Antes, cabe resaltar que, para la deter-
minación del grado de orden molecular, se aplicó el cálculo del índice de cristalinidad (CrI) 
fundamentado en la metodología de Segal:

=
( 200− )

200
× 100, 

donde I200 corresponde a la intensidad máxima del plano cristalino (200) y Iam a la 
intensidad del fondo amorfo.

Análisis termogravimétrico (TGA)

El comportamiento térmico de las muestras de CB liofilizadas se evaluó mediante un 
analizador termogravimétrico simultáneo (SDT Q600, TA Instruments, Estados Unidos). 
Muestras de aproximadamente 5-10 mg se colocaron en crisoles de alúmina y se some-
tieron a un programa de calentamiento desde temperatura ambiente hasta 800 °C, con 
una rampa de calentamiento de 10 °C min-¹, bajo atmósfera inerte de nitrógeno con un 
flujo de 100 mL min-¹. Se registraron simultáneamente las curvas de pérdida de masa 
(TGA). La temperatura de degradación máxima se determinó a partir de la derivada de 
la curva TGA (DTG). Este análisis permitió identificar las etapas de descomposición 
térmica, la pureza del material y la presencia de residuos carbonosos, siguiendo proto-
colos establecidos para celulosa bacteriana derivada de residuos agroindustriales 
(Nascimento et al., 2023).

El perfil térmico de las membranas de CB liofilizadas se analizó empleando un equipo de 
termogravimetría simultánea SDT Q600 (TA Instruments, Estados Unidos). El procedimiento 
consistió en depositar cantidades de entre 5 y 10 mg de muestra en crisoles de alúmina, 
iniciando un ciclo de calentamiento desde la temperatura ambiente hasta los 800 °C. Se 
aplicó una rampa de incremento térmico de 10 °C min-¹, bajo un flujo constante de nitrógeno 
(100 mL min-¹) para garantizar una atmósfera inerte. Durante el ensayo, se obtuvieron de 
forma simultánea las curvas de pérdida de masa (TGA), mientras que el punto de máxima 
degradación se calculó a partir de la derivada de dicha curva (DTG). Esta metodología 
facilitó la identificación de las fases de descomposición, el nivel de pureza del biopolímero 
y la cuantificación de residuos de carbono, siguiendo los estándares para CB de origen 
agroindustrial propuestos por Nascimento et al. (2023).
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RESULTADOS

Análisis correlacional y relaciones entre parámetros fisicoquímicos

El análisis de correlaciones de Pearson (Figura 2) reveló interacciones complejas entre las 
variables fisicoquímicas durante la fermentación. Los parámetros °Brix, gravedad específica, 
turbidez, pH, conductividad y resistividad emergieron como los más influyentes, mientras 
que salinidad, glucosa, sólidos disueltos totales, tiempo de ozonización, masa de CO2 y 
rendimiento de CB mostraron roles secundarios. Se observó una fuerte correlación entre 
°Brix y gravedad específica (r = 0,98), validando el uso de °Brix como indicador indirecto 
de densidad del medio, aunque su correlación con glucosa y sólidos disueltos fue débil 
(Bonifazi et al., 2023).

Figura 2
Correlograma de Pearson que representa las correlaciones entre variables fisicoquímicas

Nota. Correlograma de Pearson. Diagonal: histogramas y densidad; inferior: diagramas de dispersión; supe-
rior: coeficientes r con niveles de significancia (*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Se identificaron interacciones críticas; por ejemplo, una correlación positiva moderada 
entre el tiempo de ozonización (X₁) y la turbidez (r = 0,52; p < 0,05) sugiere que tratamientos 
prolongados incrementan la dispersión coloidal de componentes del raquis. Asimismo, 
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la masa de CO2 (mCO2) actuó como un indicador indirecto de la actividad metabólica de 
K. hansenii, correlacionándose positivamente con el consumo de glucosa.

Los medios más densos y ricos en azúcares se asociaron con pH más bajo y menor 
conductividad, pero mayor resistividad, lo que refleja la acumulación de ácidos orgánicos 
durante la fermentación (Choudhary et al., 2024). La turbidez aumentó en medios menos ácidos 
y con mayor contenido iónico, y se incrementó con tiempos prolongados de ozonización, lo 
que favorece la dispersión coloidal y lo que podría afectar la viabilidad microbiana (Jahed et al., 
2014). La masa de CO2 se correlacionó con el consumo de glucosa, mientras que el rendimiento 
de CB dependió de la disponibilidad de glucosa y oxígeno, lo que confirma que condiciones 
aeróbicas y sustratos ricos en carbono favorecen la formación de biopelículas (Mulyono et al., 
2024). Los coeficientes del modelo cuadrático ajustado que describen cuantitativamente el 
impacto de estos factores en el rendimiento de CB se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1
Coeficientes estimados del modelo cuadrático ajustado mediante diseño DBB para la predicción 
del rendimiento de CB (PM)

Parámetro Coeficiente Error estándar t-value p-valor Significancia

Intercepto 12,87 6,15 2,09 0,03 *

TO (X₁) -0,07 0,13 -0,58 0,55 n.s.

VOL (X₂) -0,68 0,17 -3,98 0,0001 ***

TF (X₃) 1,024 0,13 7,39 1,79e-11 ***

TO·VOL (X₁X₂) 0,0020 0,0015 1,33 0,18 n.s.

TO·TF (X₁X₃) 0,0017 0,0019 0,90 0,36 n.s.

VOL·TF (X₂X₃) 0,0010 0,0016 0,60 0,54 n.s.

TO² (X₁²) -0,0019 0,0021 -0,93 0,35 n.s.

VOL² (X₂²) 0,0052 0,0013 3,99 0,0001 ***

TF² (X₃²) -0,0218 0,0020 -10,66 <0,0001 ***

Nota. Los coeficientes estimados corresponden a un modelo de regresión cuadrática de superficie de 
respuesta. Se reportan los errores estándar, valores t y niveles de probabilidad (p-valor). Los símbolos de 
significancia indican: *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 y n.s. (no significativo) p ≥ 0,05.

Rendimiento de CB y validación del modelo

En la Tabla 2, se muestra la matriz experimental del diseño Box-Behnken con los rendi-
mientos de CB obtenidos (expresados en g L-¹ de medio) y los valores predichos por el 
modelo.
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Tabla 2
Diseño experimental utilizando el Box-Behnken

N.o X1 X2 X3

Y(g/L)

2(DBB) 1(Experimental)

1 -1 -1 0 4,81 4,70±0,10

2 1 -1 0 4,46 3,90±1,04

3 -1 1 0 5,03 5,90±0,96

4 1 1 0 5,93 5,70±0,62

5 -1 0 -1 0,00 0,00±0,00

6 1 0 -1 0,00 0,00±0,00

7 -1 0 1 4,21 3,40±1,47

8 1 0 1 4,71 4,44±0,73

9 0 -1 -1 0,31 0,00±0,00

10 0 1 -1 0,79 0,00±0,00

11 0 -1 1 4,99 5,80±2,51

12 0 1 1 5,95 6,00±0,56

13 0 0 0 4,37 3,00±0,90

14 0 0 0 4,37 4,80±0,72

15 0 0 0 4,37 5,70±1,69

Nota. Los ensayos 13, 14 y 15 corresponden a los puntos centrales del diseño, establecidos en 20 minutos 
de ozonización (X1), 50 % v/v de fracción de JRB (X2) y 14 días de fermentación (X3). Estos puntos permi-
tieron una estimación precisa del error puro del modelo.

Los resultados experimentales mostraron que fermentaciones de 7 días (X₃ =  -1) 
no produjeron CB detectable, lo que indicó que este periodo es insuficiente para el 
crecimiento logarítmico de K.  hansenii y la formación del polímero. Los mayores 
rendimientos se alcanzaron a los 21 días de fermentación (X₃ = 1), destacando los ensayos 
11 (5,80 ± 2,51 g L⁻¹) y 12 (6,00 ± 0,56 g L⁻¹). Este último corresponde a la condición con 
mayor fracción de JRB (75% v/v) y tiempo de ozonización intermedio (20 minutos).

Se observó que una mayor fracción de JRB (X₂ = 75 % v/v, equivalente a 75 mL en 100 mL 
de medio) favoreció la producción de CB en comparación con fracciones menores, como 
se ejemplifica al comparar el ensayo 3 (5,90 ± 0,96 g L⁻¹) con el ensayo 1 (4,70 ± 0,10 g L⁻¹), 
ambos con 14 días de fermentación. Esto respalda la importancia de la relación superficie/
volumen y la disponibilidad de sustrato en fermentaciones estáticas (Lima et al., 2017).

Respecto a la variable del tiempo de ozonización (X₁), aunque no mostró una 
significancia estadística determinante, se identificó un comportamiento de naturaleza 
no lineal. Específicamente, el tratamiento de 20 minutos exhibió una mayor eficacia en 
comparación con el de 30 minutos al interactuar con concentraciones elevadas de JRB. Se 
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observó que una exposición prolongada al ozono (30 minutos) derivó en un incremento de la 
turbidez en el medio de cultivo, como se evidencia en el ensayo 8 (4,44 ± 0,73 g L⁻¹), lo cual 
sugiere una posible liberación de sustancias coloidales. No obstante, este fenómeno también 
podría estar asociado con la inducción de estrés metabólico provocado por la acumulación 
de especies reactivas de oxígeno, un factor que restringe la biosíntesis del polímero.

La capacidad predictiva del modelo MSR demostró una alta fidelidad respecto a los 
datos experimentales, lo que ha registrado márgenes de error relativo próximos al 2 % en 
aquellos escenarios con síntesis efectiva de polímero. De igual manera, el modelo estimó 
con acierto la nula obtención de biomasa en los periodos de fermentación de 7 días, lo que 
validó su robustez para identificar los límites operativos del sistema.

Ajuste del modelo estadístico mediante MSR

Mediante la implementación del BBD fue posible establecer un modelo matemático que 
describe la síntesis de CB en función de las variables evaluadas. El modelo cuadrático 
presentó un R² = 0,7894, considerado aceptable dada la complejidad y heterogeneidad del 
sustrato agroindustrial. Las variaciones observadas en la variable de respuesta (Tabla 2), 
que en algunos casos superan el 40 % (especialmente en el punto central), se atribuyen a 
la sensibilidad del microorganismo ante la variabilidad nutricional del sustrato orgánico y 
posibles efectos del estrés oxidativo residual (Saleh et al., 2021).

Figura 3
Superficies de respuesta del modelo MSR para la producción de CB

(a) (b)

Nota. Gráficas de superficie de respuesta para la variable Y en función de las interacciones entre los factores 
analizados. (a) Interacción X1 vs. X2; (b) Interacción X1 vs. X3. Las gradientes de color indican las zonas de 
optimización (verde para valores máximos y rojo para mínimos), lo que evidencia la curvatura significante 
de los efectos cuadráticos en el sistema.



295

Producción y optimización de celulosa bacteriana a partir de jugo de raquis de banano

Ingeniería Industrial n.o 50, junio 2026

Las superficies de respuesta (Figura 3) confirmaron los hallazgos del modelo: el 
rendimiento mostró una variación mínima frente a X₁ (tiempo de ozonización), mientras 
que los incrementos en X₂ (fracción de JRB) y X₃ (tiempo de fermentación) promovieron 
rendimientos máximos, con un óptimo en el límite superior del rango evaluado (21 días). 
Estos resultados coinciden con estudios previos que destacan el tiempo de fermentación 
y la disponibilidad de sustrato como impulsores clave en la síntesis de biopolímeros, 
mientras que factores como el tiempo de oxidación presentan un impacto menor o no 
significativo (Wang et al., 2017).

Caracterización estructural por FTIR-ATR, XRD y TGA

Caracterización estructural, térmica y mecánica

La espectroscopía FTIR confirmó la integridad estructural y la pureza de la CB obtenida a 
partir de JRB pretratado con ozono. Esto evidenció, en la Figura 4, bandas características 
de celulosa tipo I comparables con las de una muestra estándar cultivada en medio Hestrin-
Schramm (HS). En particular, la banda ancha alrededor de ~3400 cm⁻¹ en la muestra JRB 
indica una mayor densidad de grupos hidroxilo (-OH), lo que sugiere una funcionalización 
superficial superior (Figura 4). Asimismo, las bandas en el intervalo de 2893-2854 cm⁻¹ 
corroboran su naturaleza polisacarídica y reflejan la influencia del sustrato sobre la orga-
nización molecular.

Figura 4 
FTIR comparativo de JRB y muestra estándar cultivada HS

Nota. El espectro FTIR compara la celulosa bacteriana obtenida de JRB (negro) y la muestra estándar HS 
(rojo). Se indican las principales bandas características de celulosa tipo I, con sus respectivos números de 
onda asignados a los grupos funcionales más relevantes.



296

A. J. Zeas, T. J. Martínez, M. A. Fiallos

Ingeniería Industrial n.o 50, junio 2026

Las señales detectadas en el rango de 1625-1630 cm⁻¹ se vinculan primordialmente 
con las vibraciones de deformación del agua adsorbida en la matriz, pudiendo incluir 
aportes de grupos carbonilo. Por otro lado, las bandas localizadas entre 1160-1030 cm⁻¹ 
se atribuyen a las vibraciones de los enlaces C–O–C y C–O, las cuales son distintivas 
de los polisacáridos. Esto ratifica la preservación de la arquitectura molecular basada 
en enlaces β-1,4-glucosídicos (Syafri et al., 2022). De manera integral, estos hallazgos 
demuestran que, aun con las variaciones superficiales derivadas del uso de JRB y la 
ozonización, la CB sintetizada conserva una integridad estructural análoga a la obtenida 
en sustratos tradicionales, lo que consolida su viabilidad para aplicaciones en los sectores 
biotecnológico y biomédico.

Difracción de rayos X

La caracterización estructural se complementó mediante el análisis por difracción de 
rayos X (XRD), cuyos resultados se presentan en la Figura 5. Los perfiles de difracción 
obtenidos para ambas muestras exhibieron las señales distintivas de la celulosa tipo I. 
Específicamente, se identificaron máximos de intensidad en ángulos 2θ ≈ 14,5°, 16,8° y 22,7°, 
los cuales se asocian a los planos cristalográficos (110), (110) y (200), respectivamente.

Figura 5
Difractogramas de rayos X de CB producida en JRB y en medio HS

Nota. Difractogramas XRD de celulosa bacteriana (JRB vs HS). Las señales marcadas corresponden a 
reflexiones típicas de la estructura cristalina de celulosa tipo I.
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El índice de cristalinidad (CrI), calculado según el método de Segal et al. (1959), fue 
de 67,9 % para la muestra producida en JRB, valor inferior al 81,6 % determinado para la 
muestra cultivada en medio HS. Esta reducción en la cristalinidad sugiere que la complejidad 
del sustrato JRB y el pretratamiento con ozono pueden influir en la organización molecular 
del polímero, aunque sin comprometer su estructura fundamental de celulosa tipo I. Estos 
resultados indican que, a pesar de las modificaciones superficiales inducidas, la CB obtenida 
mantiene propiedades estructurales adecuadas para potenciales aplicaciones biomédicas 
y biotecnológicas.

Análisis termogravimétrico (TGA/DTG)

A través del análisis termogravimétrico (TGA) y su correspondiente derivada (DTG), se evaluó 
el comportamiento de la muestra T8-CB (con una masa inicial de 8,2920 mg empleando el 
sistema SDT Q600). Como se observa en la Figura 6, los resultados obtenidos muestran 
un perfil de degradación térmica propio de una CB con un elevado grado de pureza. Este 
registro permite confirmar la estabilidad del polímero frente a incrementos de temperatura, 
lo que valida la eficacia del proceso de síntesis.

Figura 6
Curvas termogravimétricas y termogravimétrica derivada de la CB obtenida en condiciones 
óptimas

Nota. Curvas obtenidas por termogravimetría (TGA, en verde) y su primera derivada (DTG, en azul) de una 
muestra de celulosa bacteriana (T8-CB)
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El análisis TGA evidencia tres etapas de descomposición térmica bien definidas para 
la muestra obtenida. La primera, situada entre 50-150 °C, corresponde a la pérdida de agua 
adsorbida y ligada a los grupos hidroxilo de la celulosa, lo que representan un 5,34 % de 
la masa inicial (Barbadillo Jove, 2015). Esta deshidratación inicial, que se manifiesta con 
un pico de máxima velocidad de pérdida de peso en la curva DTG a 53 °C, es indicativa de 
una alta capacidad de retención de agua, propiedad intrínseca de la estructura fibrilar y la 
elevada área superficial de la celulosa bacteriana (Abdel Hakim & Mourad, 2023).

La segunda etapa presenta un pico máximo de degradación en la derivada del peso 
(DTG) a 310,87 °C, lo cual representa la descomposición térmica principal del polímero. 
Este fenómeno se atribuye a la despolimerización de las cadenas mediante la ruptura de 
los enlaces glucosídicos β-1,4 y la consecuente formación de compuestos volátiles como 
el levoglucosano (Borsoi et al., 2016). Esta etapa concentra la mayor pérdida de masa del 
material (53,44 %), un valor consistente con la estabilidad térmica reportada para celulosa 
bacteriana purificada y sintetizada a partir de residuos del género Musa (Valenzuela-Cobos 
et al., 2024). Notablemente, la ausencia de eventos de degradación significativos en el 
rango de 200-250 °C sugiere la eliminación efectiva de componentes no celulósicos como 
hemicelulosa y lignina mediante el pretratamiento con ozono, lo que confirma la pureza 
del material obtenido (Tamo et al., 2025).

Por último, por encima de 350 °C se observa la formación de un residuo carbonoso 
final inferior al 15 % a 800 °C, lo que refuerza la naturaleza orgánica y la homogeneidad de 
la muestra (Huang et al., 2016; Zahan et al., 2015).

En conjunto, los resultados de FTIR, XRD y TGA confirman de manera consistente la 
naturaleza celulósica del material obtenido y evidencian que el pretratamiento aplicado 
no altera su comportamiento térmico característico. No obstante, debido a la ausencia de 
caracterización morfológica mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), no es 
posible determinar el diámetro de las fibras ni confirmar de manera concluyente su escala 
nanométrica (Bhattacharya et al., 2021). Por lo tanto, aunque las propiedades químicas 
y térmicas son compatibles con la celulosa, esta clasificación no puede establecerse 
únicamente con las técnicas empleadas en este estudio.

DISCUSIÓN

La producción de CB a partir de JRB pretratado con ozono demostró ser una alternativa 
viable, pues alcanzó rendimientos máximos de 6,00 ± 0,56 g L⁻¹. Estos valores superan lo 
reportado para diversos sustratos agroindustriales bajo condiciones estáticas, como el 
jugo de sisal (Lima et al., 2017) y los extractos foliares de banano (Fiallos-Cárdenas et al., 
2021). Este incremento en el rendimiento puede atribuirse principalmente a la optimización 
de la fracción volumétrica del sustrato y del tiempo de fermentación, variables identificadas 
como significativas por el modelo de superficie de respuesta (Wang et al., 2017).
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El efecto del pretratamiento con ozono sobre la producción de CB fue limitado, con 
una tendencia no lineal. Aunque tiempos intermedios de ozonización (20 minutos) se 
asociaron con mayores rendimientos, el análisis estadístico indicó que este factor no fue 
significativo (p > 0,05). Además, exposiciones prolongadas (30 minutos) se asociaron con 
una reducción en la producción, lo que sugiere que la generación de especies reactivas 
de oxígeno podría inducir estrés oxidativo en K. hansenii, lo que afectaría su actividad 
metabólica. Este comportamiento coincide con lo reportado en la literatura, donde el ozono 
puede ejercer efectos duales dependiendo de la dosis y el tiempo de exposición (Ono et al., 
2022; Peretz et al., 2019).

En cuanto a la caracterización estructural, los análisis FTIR y XRD confirmaron la presencia 
de celulosa tipo I con alta pureza, evidenciada por la ausencia de señales atribuibles a lignina 
o hemicelulosa. Los análisis TGA mostraron un perfil térmico característico de la CB, con una 
pérdida principal de masa alrededor de 310 °C y ausencia de eventos térmicos en el rango 
de 200-250 °C, lo que refuerza la pureza del material. Cabe señalar que estos resultados 
no permiten atribuir de manera directa este nivel de pureza al pretratamiento con ozono, 
ya que la fermentación bacteriana por sí misma puede generar celulosa altamente pura.

Aunque en este estudio no se realizó caracterización morfológica mediante 
microscopía electrónica (SEM o TEM), diversos estudios han reportado que cepas 
del género Komagataeibacter producen redes de celulosa con diámetros en el rango 
nanométrico (Bhattacharya et al., 2021; Ono et al., 2022). No obstante, se recomienda 
que futuros estudios confirmen directamente la morfología del material obtenido a partir 
de JRB. En este sentido, los resultados obtenidos sugieren que el medio basado en JRB 
permite la formación de la estructura β-1,4-glucosídica característica, aunque con una 
ligera reducción en la cristalinidad (67,9 %) respecto del medio estándar Hestrin-Schramm 
(81,6 %). Esta diferencia podría estar relacionada con la complejidad del sustrato más 
que con el efecto del ozono.

Desde una perspectiva funcional, la menor cristalinidad observada (67,9  %), en 
comparación con el medio estándar HS (81,6 %), sugiere una posible mayor flexibilidad y 
capacidad de retención de agua, propiedades que podrían ser favorables en aplicaciones 
biomédicas como apósitos o hidrogeles. No obstante, esta hipótesis requiere una validación 
experimental mediante ensayos mecánicos y de absorción.

El escalamiento del proceso a un biorreactor estático de 20 L confirmó la viabilidad 
del sistema bajo condiciones controladas. En estos sistemas, la relación entre el área 
superficial y el volumen, así como la disponibilidad de oxígeno, son factores críticos. 
En este estudio, la estabilidad del pH y la temperatura (30 °C) contribuyeron a evitar la 
acidificación excesiva del medio, un fenómeno común en fermentaciones con sustratos 
ricos en azúcares (Minardi et al., 2024).
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En conclusión, los hallazgos de esta investigación consolidan al JRB como un recurso 
con alto potencial biotecnológico bajo un modelo de bioeconomía circular. En Ecuador, donde 
la industria del banano produce cantidades masivas de subproductos, la transformación 
de estos desechos mediante técnicas biotecnológicas representa una vía efectiva para 
mitigar el deterioro ambiental y fomentar la producción de materiales biológicos con alto 
valor comercial (Alzate Acevedo et al., 2021).

CONCLUSIÓN

Los resultados de esta investigación ratifican al JRB como una materia prima sostenible 
y técnicamente viable para la obtención de CB, posicionándose como una solución estra-
tégica para el aprovechamiento de desechos agrícolas. Mediante la aplicación del diseño 
Box-Behnken y el análisis de superficie de respuesta, se determinó que el volumen de 
sustrato y el periodo de incubación son las variables con mayor impacto sobre la produc-
tividad, a diferencia de la ozonización, cuyo efecto careció de significancia estadística. 
Bajo parámetros optimizados, se lograron rendimientos de 6,00 ± 0,56 g L⁻¹, cifras que 
igualan o superan lo documentado en estudios previos sobre fermentación estática con 
otros residuos.

Asimismo, la transición del proceso a un biorreactor de 20 L validó la factibilidad 
técnica del sistema, conservando una operatividad estable y resultados de producción 
alineados con los ensayos de laboratorio. Mediante las técnicas de TGA, XRD y FTIR, se 
confirmó la síntesis de celulosa tipo I de elevada pureza y estabilidad térmica. No obstante, 
es importante señalar que dicha pureza no puede vincularse exclusivamente al uso de 
ozono, debido a la alta selectividad natural de la bacteria. En conclusión, el uso del JRB 
integrado a modelos de optimización estadística representa una ruta eficaz para generar 
biopolímeros de alto valor, si bien la variabilidad propia de los sustratos orgánicos plantea 
el reto de estandarizar los medios de cultivo y profundizar en el análisis funcional del 
material en futuras etapas.
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