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Resumen

Titulo: Integracion de celulosa bacteriana y triticum vulgare para la creacion de materiales
bioactivos con alta biocompatibilidad”.

Autor: Daniel Alfonso Quintero Parra™

Palabras clave: Celulosa bacteriana (CB), Triticum vulgare (TV), nanocristales de celulosa
bacteriana (NCCB).

Descripcion:

Los biomateriales han emergido como un campo clave en la investigacion médica, especialmente
en la regeneracion y curacion de tejidos. A lo largo de las dltimas décadas, la introduccion de
diversos materiales y medicamentos ha impulsado avances significativos en este ambito. La
celulosa bacteriana (CB), sintetizada por bacterias como Gluconacetobacter xylinus, es uno de los
materiales con mayor potencial debido a sus propiedades de biocompatibilidad, no toxicidad y
capacidad para retener humedad, lo que la posiciona como una excelente candidata para apdsitos
destinados al tratamiento de heridas. Por su parte, el Triticum vulgare (TV), un extracto natural
del germen de trigo, ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional por su capacidad
para acelerar la cicatrizacion de tejidos.

Este estudio se enfoca en la sintesis de un material compuesto basado en CB y TV (CB/TV),
combinando las propiedades estructurales y protectoras de la celulosa bacteriana con las
propiedades cicatrizantes del Triticum vulgare. La CB se sintetiz6 utilizando Gluconacetobacter
xylinus en un medio con mucilago de cacao como fuente de carbono. Para optimizar la integracion
del TV en la matriz de CB, se prepararon emulsiones de Pickering (O/W) utilizando nanocristales
de celulosa bacteriana (BCNC) como agentes estabilizantes y TV como fase oleosa. La estabilidad
de las emulsiones se evalud con concentraciones variables de BCNC (0,3 %, 0,6 %y 0,9 % p/v).
El material compuesto CB/TV se obtuvo mediante la reduccion controlada de humedad en discos
de CB, seguido por la impregnacion con las emulsiones de TV. La viabilidad celular se evalu6
mediante ensayos de reduccién de MTT con células Vero de rifion de mono verde africano durante
72 horas, mostrando una viabilidad celular superior al 80% tanto en los materiales individuales
como en el material compuesto. Estos resultados sugieren que el compuesto CB/TV tiene un alto
potencial como biomaterial para aplicaciones en la cicatrizacion de heridas, contribuyendo a la
mejora en los tratamientos de regeneracion tisular.

" Trabajo de Investigacion

* Facultad de Ingenierfas Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria MetalGrgica. Directora: Marianny Yajaira Combariza,
Quimica, PhD. Co-directores: Mabel Juliana Quintero Silva, Bacteriéloga, M.Sc y Heider Carrefio Garcia,
Bacteridlogo, PhD (C).
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Abstract

Title: Integration of Bacterial Cellulose and Triticum Vulgare for the Creation of Bioactive
Materials with High Biocompatibility”

Author: Daniel Alfonso Quintero Parra™

Keywords: Bacterial cellulose (BC), Triticum vulgare (TV), bacterial cellulose nanocrystals
(BCN).

Description:

Biomaterials have emerged as a key field in medical research, particularly in tissue regeneration
and healing. Over the past decades, the introduction of various materials and pharmaceuticals has
driven significant advances in this area. Bacterial cellulose (BC), synthesized by bacteria such
as Gluconacetobacter xylinus, is one of the most promising materials due to its biocompatibility,
non-toxicity, and moisture-retaining capacity, making it an excellent candidate for wound dressing
applications. On the other hand, Triticum vulgare (TV), a natural extract from wheat germ, has
been widely used in traditional medicine for its ability to accelerate tissue healing.

This study focuses on the synthesis of a composite material based on BC and TV (BC/TV),
combining the structural and protective properties of bacterial cellulose with the wound-healing
properties of Triticum vulgare. BC was synthesized using Gluconacetobacter xylinus in a medium
containing cacao mucilage as a carbon source. To optimize the integration of TV into the BC
matrix, Pickering emulsions (O/W) were prepared using bacterial cellulose nanocrystals (BCNC)
as stabilizing agents and TV as the oil phase. Emulsion stability was evaluated at varying BCNC
concentrations (0.3%, 0.6%, and 0.9% w/v).

The BC/TV composite material was produced by controlled moisture reduction in BC discs,
followed by impregnation with TV emulsions. Cell viability was assessed using MTT reduction
assays with Vero cells from African green monkey kidney over a 72-hour period, showing cell
viability above 80% for both the individual materials and the composite. These results suggest that
the BC/TV composite holds great potential as a biomaterial for wound healing applications,
contributing to advancements in tissue regeneration treatments.

* Research Work

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica. Directora: Marianny Yajaira
Combariza, Quimica, PhD. Co-directores: Mabel Juliana Quintero Silva, Bacteriéloga, M.Sc y Heider Carrefio
Garcia, Bacteriélogo, PhD (C).
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Introduccion

Los biomateriales han captado la atencion de la comunidad cientifica y médica debido a su
potencial para resolver una amplia gama de desafios en la medicina. Uno de los aspectos mas
destacados dentro de este campo es la cicatrizacion de heridas, una area de investigacion continua
que ha dado lugar a numerosos avances y productos innovadores destinados a mejorar los procesos
de curacidén y recuperacion del paciente.

Investigaciones recientes han identificado que el vendaje ideal para tratar quemaduras,
promover la regeneracién y facilitar la sustitucion temporal de la piel debe cumplir con criterios
especificos: mantener la humedad en la herida, permitir el intercambio de oxigeno, absorber el
exudado, reducir el dolor, el tiempo de cicatrizacion y el riesgo de infecciones (Voineskos et al.,
2009).

En este contexto, la celulosa bacteriana (CB), sintetizada por bacterias no patdgenas como
Komagateibacter, Acetobacter y Gluconacetobacter, ha surgido como un material prometedor. La
CB exhibe biocompatibilidad, no toxicidad y una excepcional capacidad para retener la humedad,
caracteristicas que la convierten en un apoésito ideal para proteger tejidos lesionados (Khalid et al.,
2017; Li et al., 2015). Paralelamente, el Triticum vulgare (TV), un extracto natural derivado del
trigo, ha sido reconocido en la medicina tradicional por sus propiedades que favorecen la
reparacion y la regeneracion de la piel, siendo utilizado en el tratamiento de diversas condiciones
como Ulceras, quemaduras y retrasos en la cicatrizacion (Sanguigno et al., 2015).

En este trabajo, se ha desarrollado un apésito basado en CB producida por

Gluconacetobacter xyrilus, enriquecida con TV como agente cicatrizante. Con este enfoque se
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exploran nuevas posibilidades para mejorar significativamente los estandares de cuidado y

recuperacion en pacientes con lesiones cutaneas y condiciones médicas relacionadas.

1. Formulacion del problema

Las lesiones por quemaduras y otras heridas en la piel requieren tratamientos eficaces que
promuevan la cicatrizacion y minimicen el riesgo de complicaciones como infecciones o retrasos
en laregeneracion. A pesar de los avances en biomateriales, los apositos disponibles en el mercado
aun presentan limitaciones en cuanto a la capacidad para mantener un ambiente humedo adecuado,
absorber exudados y acelerar la cicatrizacion de la piel lesionado. En este contexto, la celulosa
bacteriana (CB), producida por bacterias del género Gluconacetobacter, ha demostrado ser un
material prometedor para su uso como aposito debido a sus propiedades de biocompatibilidad, no
toxicidad, alta porosidad y capacidad para retener la humedad. Sin embargo, aln existe la
necesidad de optimizar este biomaterial para mejorar su capacidad cicatrizante y hacerlo mas
efectivo en la reparacion de tejidos dafiados.

Dado el desafio de optimizar los apositos para mejorar la cicatrizacion de heridas, este
estudio se propone desarrollar un apdsito avanzado basado en celulosa bacteriana (CB) producida
por Gluconacetobacter xylinus, utilizando mucilago de cacao como fuente de carbono. Ademas,
se evaluara la incorporacion de extracto de Triticum vulgare. Este trabajo busca ofrecer una
solucion innovadora para el tratamiento de heridas cutaneas, contribuyendo al desarrollo de

biomateriales mas eficaces en el ambito de la medicina regenerativa.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar un biocompuesto basado en celulosa bacteriana y Triticum vulgare mediante
un proceso de impregnacién, con pruebas de viabilidad y adhesion celular en un modelo In Vitro

que determinen su biocompatibilidad.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar un biocompuesto que integre membranas de celulosa bacteriana (CB) como
matriz y Triticum vulgare (TV) como agente bioactivo.

Determinar la cinética de liberacién de Triticum vulgare del biocompuesto.

Evaluar la biocompatibilidad del material compuesto mediante pruebas de viabilidad y

adhesion celular en un modelo In Vitro.

3. Marco Tedrico

Los biomateriales han sido un objetivo central en numerosas investigaciones dentro del

campo de la medicina, debido a su capacidad para ofrecer soluciones innovadoras a diversos
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problemas clinicos. Estos materiales buscan reducir el tiempo de recuperacion y minimizar la
intervencion quirurgica necesaria, lo que a su vez reduce el riesgo de complicaciones y mejora la
calidad de vida de los pacientes. Dentro de este amplio campo, la cicatrizacion de la piel ha sido
un area de estudio crucial durante décadas. Este interés ha llevado al desarrollo de una variedad de
materiales y medicamentos destinados a mejorar las condiciones de cicatrizacion, promoviendo
una recuperacion mas rapida y efectiva.

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que involucra multiples etapas, desde
la coagulacion inicial y la inflamacion hasta la proliferacion celular y la remodelacion del tejido.
Un apdsito ideal para el tratamiento de quemaduras, regeneracion y sustituciones temporales de
piel debe cumplir con varios criterios: mantener la humedad en la herida, permitir el intercambio
de oxigeno, absorber el exudado, acelerar el cierre de la herida, reducir el dolor, el tiempo de
cicatrizacién y prevenir infecciones (Voineskos et al., 2009).

La celulosa bacteriana (CB), un biomaterial de gran potencial, se obtiene a partir de
bacterias no patdgenas pertenecientes a los géneros Komagateibacter, Acetobacter vy
Gluconacetobacter. Este material destaca por su biocompatibilidad, no toxicidad y excelente
capacidad para retener humedad, caracteristicas que lo hacen ideal para apdsitos utilizados en la
rehabilitacion de heridas (Khalid et al., 2017; Li et al., 2015; Portela et al., 2019).

Paralelamente, el Triticum vulgare (TV), un extracto natural del trigo, es conocido en la
medicina tradicional por su capacidad para acelerar la reparacion de la piel. Su aplicacién en
productos para el tratamiento de Ulceras, llagas, quemaduras, cicatrizacion lenta, enfermedades
distroficas y problemas de reepitelizacién es bien documentada (Sanguigno et al., 2015).

Este estudio se enfocd en desarrollar un innovador sistema de liberacion, combinando CB

producida por Gluconacetobacter xylinus con TV, para crear un aposito que actle como agente
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cicatrizante, promoviendo la curacion de heridas. Esta integracion de CB y TV ofrece una
prometedora solucién en el ambito de los biomateriales, contribuyendo significativamente al

avance en el tratamiento de heridas.

3.1 Celulosa Bacteriana (CB)

La celulosa es un homopolimero lineal compuesto por unidades de glucosa unidas por
enlaces B-(1-4)-glucosidicos, formando asi el dimero de celobiosa, la unidad fundamental de la
celulosa (Figura 1) (Suhas et al., 2016). La celulosa es producida naturalmente por plantas y
algunas bacterias.

En el caso de la celulosa bacteriana, las bacterias como Komagateibacter, Acetobacter y
Gluconacetobacter secretan cadenas de celulosa a través de sus paredes celulares. Estas cadenas
se organizan en nanofibras y luego en microfibrillas, formando una red tridimensional estable

caracterizada por una alta resistencia mecanica (Figura 2) (Chawla et al., 2009).

Figura 1.

Estructura quimica de la glucosa y la celulosa
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Las propiedades unicas de la celulosa bacteriana incluyen una alta capacidad de retencion
de agua, alta resistencia mecanica en estado humedo, baja densidad, biocompatibilidad, no
toxicidad y biodegradabilidad. Estas caracteristicas hacen de la CB un material excepcional para
aplicaciones tecnoldgicas en biomedicina, tanto para el cuidado de heridas como para la

regeneracion de tejido dafiado (Czaja et al., 2007).

Figura 2.

Proceso de sintesis de CB desde las microfibras hasta la formacion de la pelicula 3D
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Nota. Tomada y modificada de (Portela et al., 2019).

3.2 Piel y caracteristicas 6ptimas para cicatrizacion

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y esta compuesta por tres capas
principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 3). La epidermis es la capa mas externa
y su funcidn principal es mantener la homeostasis del entorno interno del cuerpo y protegerlo del

entorno externo. La dermis contiene vasos sanguineos, nervios, foliculos pilosos y glandulas
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sebaceas y sudoriparas. La hipodermis, o capa subcutanea, esta compuesta principalmente por
grasa y tejido conectivo (Formulacion et al., 2022).

Cuando una persona sufre dafios graves en grandes areas de la piel, como en el caso de
guemaduras, se expone a una disminucion de la funcion local, deshidratacion e infecciones, lo que
puede llevar a la pérdida de extremidades o incluso a la muerte. La cicatrizacion de heridas es un
proceso que comprende una serie compleja de eventos bioldgicos destinados a restaurar la funcion
de barrera cutidnea. Este proceso incluye fases de coagulacion, inflamacion, proliferacion y
remodelacion, cada una con sus propios requisitos y desafios (Rowan et al., 2015).

Para que un apdsito sea efectivo en la cicatrizacion de heridas, debe cumplir con varios
requisitos: mantener un ambiente himedo, permitir el intercambio de oxigeno, absorber el
exudado, reducir el dolor, disminuir el tiempo de cicatrizacion y prevenir infecciones. Los apdsitos
tradicionales a menudo no cumplen con todos estos criterios, lo que ha impulsado la investigacion

y desarrollo de materiales avanzados como la CB (VVoineskos et al., 2009).

Figura 3.

Estructura de la piel
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Nota. Tomada de (Formulacion et al., 2022).
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3.3 Aplicaciones de la CB en apdsitos para cicatrizacion

Los polimeros de origen natural presentan varias ventajas sobre los sintéticos en la
aplicacién como apdsitos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad biologica.
La alta porosidad, capacidad de retencion de agua y resistencia mecanica de la CB la catapultan
como un material ideal para aplicaciones en el cuidado de heridas y regeneracion de tejidos (Czaja
et al., 2007).

La capacidad de la CB para absorber y retener agua permite cargar medicamentos liquidos
y compuestos bioactivos en el material, mejorando su eficiencia como apdsito para heridas.
Mantener la humedad evita la deshidratacion del apdsito, lo que previene que se adhiera a la herida
y protege el tejido de la exposicion a agentes externos, reduciendo el dolor durante el cambio de
vendaje (Ovington, 2007).

Estudios han demostrado que la incorporacion de gel de aloe vera en la estructura de la CB,
en contenidos inferiores al 30%, aumenta la capacidad de retencion de agua en 1.5 veces
comparado con la CB sin modificar y mejora la permeabilidad del vapor de agua (Saibuatong &
Phisalaphong, 2010). Ademas, la modificacion de la CB con glicerina ha mostrado mejorar la
hidratacién de la piel y la biocompatibilidad, lo que la hace adecuada para el tratamiento de heridas
secas (Almeida et al., 2014).

Las nanoparticulas de plata pueden sintetizarse dentro de la estructura porosa
tridimensional de la CB, permaneciendo unidas quimicamente a las superficies de la fibra. Este
material compuesto se conserva en un ambiente humedo, favoreciendo la cicatrizacidn de heridas
y proporcionando propiedades antimicrobianas (Pal et al., 2017). La combinacién de CB con

polimeros biodegradables como la agarosa y el polidcido lactico ha demostrado mejorar las
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propiedades mecanicas, la capacidad de absorcion de agua y la estabilidad térmica, lo que los hace

adecuados como materiales de apdsito para heridas (Awadhiya et al., 2017; Foong et al., 2018).

3.4 Triticum vulgare (TV)

El Triticum vulgare (TV) ha sido utilizado ampliamente en la medicina tradicional debido
a su contenido de malto-oligosacaridos que contribuyen a acelerar la regeneracion de tejidos
(Sanguigno et al., 2015). Histéricamente, la medicina tradicional irani ha utilizado TV como
producto de belleza para la piel, hidratacion y reparacién de poros (Mikaili et al., 2012).

Productos que contienen TV son utilizados en el tratamiento de ulceras, llagas,
guemaduras, retrasos en la cicatrizacion y enfermedades distroficas. TV ha demostrado contribuir
significativamente en los procesos de reparacion tisular, estimulando la quimiotaxis y aumentando
el indice fibroblastico, factores cruciales en la cicatrizacién de heridas (Sanguigno et al., 2015).

En el contexto de la aplicacion farmacéutica para cicatrizacion de heridas, el extracto
de Triticum vulgare (trigo) aporta varios componentes beneficiosos. Las proteinas, como el gluten
y las albuminas, pueden formar una pelicula protectora y apoyar la regeneracion celular (Khalid
et al., 2023). Los acidos grasos insaturados, como el linoleico y oleico, mejoran la integridad de la
piel y reducen la inflamacion (Calder, 2017). Las vitaminas del complejo B y la vitamina E son
cruciales para la reparacion celular y la proteccidn antioxidante (Beydoun et al., 2020; Fiedor &
Burda, 2014). Minerales como el zinc y el hierro facilitan la sintesis de colageno y el aporte de
oxigeno a los tejidos, respectivamente. Ademas, los fenoles y flavonoides del trigo ofrecen
propiedades antioxidantes que favorecen un entorno 6ptimo para la cicatrizacion (Lin et al., 2017;

Melguizo-Rodriguez et al., 2021). Estos componentes trabajan en sinergia para mejorar la
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reparacion de tejidos y reducir la inflamacion, promoviendo asi una cicatrizacion mas efectiva
(Melguizo-Rodriguez et al., 2021). Sin embargo, TV por si solo no puede actuar como un apésito

protector de la herida.

3.5 Nanocristales de Celulosa Bacteriana (NCCB)

La celulosa bacteriana (CB) ha surgido como un biomaterial versatil y prometedor en
diversas aplicaciones biomédicas y tecnologicas. Los nanocristales de CB (NCCB), derivados de
la descomposicion controlada de fibras de CB, destacan por su alta area superficial y estructura
cristalina que confieren propiedades mecéanicas y superficiales excepcionales (Nechyporchuk et
al., 2016).

En emulsiones Pickering, los nanocristales de celulosa bacteriana actGan como
emulsionantes sélidos al adsorberse en la interfaz aceite-agua. Esta capacidad permite reducir la
energia interfacial entre las fases, evitando la coalescencia de las gotas de aceite. Por ejemplo, en
una emulsion formada por NCCB vy aceite de oliva (aceite en agua O/W), la afinidad de dichos
nanocristales por el aceite se debe a interacciones especificas como enlaces de hidrdgeno y fuerzas
de dispersion, facilitando una adsorcion efectiva en la interfaz (Arserim-Ucar et al., 2021; Yan et
al., 2017).

A la hora de identificar el tipo de emulsion, el analisis mediante microscopia 6ptica o
microscopia electrénica puede ayudar a observar la distribucion de las gotas de la fase dispersa
(aceite o0 agua) en la fase continua (Tadros et al., 2004). En una emulsion O/W, las gotas de aceite
estaran dispersas en el agua, mientras que en una W/O, el agua estara dispersa en el aceite. También

por dilucién es posible determinar el tipo de emulsidn pickering. Esta prueba consiste en diluir la
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emulsion con agua o aceite. Si la emulsion se diluye con agua sin separarse, es probable que sea
una emulsion O/W, ya que el agua es la fase continua. Si se diluye mejor con aceite, indica que es
una emulsion W/O (Binks, 2002; Gonzenbach et al., 2006).

En una emulsion O/W, una mayor proporcion de las particulas estabilizadoras se encuentra
en la fase acuosa, mientras que en una emulsién W/O, una mayor fraccion de las particulas se
localiza en la fase oleosa. Esto refleja la afinidad diferencial de las particulas por las fases
continuas y dispersas en cada tipo de emulsion (Kedzior et al., 2021).

Los NCCB han demostrado ser eficaces como agentes activos de superficie en emulsiones
Pickering, las cuales se estabilizan mediante particulas solidas en lugar de surfactantes
convencionales, ofreciendo ventajas significativas en términos de estabilidad y sostenibilidad
ambiental (Chen et al., 2018). Estos nanocristales se adsorben en las interfaces liquido-liquido,
reduciendo la tensién interfacial y estabilizando la emulsion mediante la formacidn de una barrera
fisica (Kalashnikova et al., 2011). Quimicamente, los nanocristales de celulosa bacteriana estan
compuestos principalmente por cadenas de celulosa con grupos hidroxilo (-OH) en su superficie,
facilitando la interaccion con el aceite a través de puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals,
lo cual favorece la formacion de una capa monomolecular que estabiliza la emulsion. Ademas, la
estructura cristalina ordenada de los nanocristales de celulosa bacteriana proporciona una alta
estabilidad estructural a la interfaz, mejorando asi la resistencia de la emulsién a la coalescencia y
separacion (Arserim-Ucgar et al., 2021; Chen et al., 2018; Kalashnikova et al., 2011).

La capacidad de los NCCB para formar emulsiones Pickering se ha aplicado en diversas
industrias, incluyendo cosméticos, alimentos funcionales y formulaciones farmacéuticas. En este
caso particular, la incorporacion de NCCB en emulsiones que contienen extracto oleoso de TV

(Triticum vulgare) para crear una emulsion (Aceite en agua O/W), donde el extracto es la fase
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dispersa, el agua es la fase continua y las particulas sélidas (NCCB) estabilizan las gotas de
extracto en el agua, ademas de protegerlo de la facil oxidacion y deterioro (Y. Wang et al., 2024),
lo que puede mejorar la liberacion controlada de compuestos bioactivos, mejorando asi su eficacia
en aplicaciones de cuidado de la piel y cicatrizacion de heridas (Freire et al., 2011).

Este marco tedrico destaca la relevancia de los biomateriales, especialmente laCBy TV,
en la cicatrizacion de heridas. La CB, con sus propiedades de biocompatibilidad, alta capacidad de
retencion de agua y resistencia mecanica, se presenta como un material ideal para apositos. Por
otro lado, TV acelera la regeneracion tisular, contribuyendo significativamente a la reparacion de
heridas.

La integracion de NCCB y TV en formulaciones combinadas representa una oportunidad
innovadora en la ciencia de biomateriales. Esta combinacién facilita la absorcion y posterior
liberacion de compuestos bioactivos, mejorando la eficiencia y efectividad del tratamiento de
heridas. Este enfoque interdisciplinario promete avances significativos en el desarrollo de
soluciones biomédicas para la cicatrizacion de heridas, beneficiando tanto a pacientes como a

profesionales de la salud.
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4. Metodologia

Figura 4.

Diagrama de flujo de la metodologia estructurada.
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4.1.1 Biosintesis y purificacion de Celulosa Bacteriana a partir de Gluconacetobacter Xylinum

Para la activacion de la cepa bacteriana Gluconacetobacter xylinum, se tuvo en cuenta el
volumen del medio fermentativo y para esto, se determin6 que el preinéculo equivalia al 10% del
volumen total. Primero, se llev6 a cabo la activacion la bacteria Gluconacetobacter
xylinum (ATCC® 23768™) la cual estaba criopreservada, en 100 mL de medio Hestrin-Schramm
(HS) con las siguientes proporciones: 20 g/L glucosa, 5 g/L peptona, 5 g/L extracto de levadura,
2,7 g/L fosfato de disodio [Na2HPO4], 1,15 g/L é&cido citrico, pH 5,5. De alli se llevd a incubar
utilizando un agitador orbital a 150 rpm y 30°C durante 3 dias (Hestrin & Schramm, 1954). Pasado
este periodo de tiempo, se determind que el preinoculo estaba listo cuando se observo la

concentracion maxima de biomasa apreciable, en forma de “grumos” o “bolas de algodén” blancas
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(Saavedra-Sanabria et al., 2021). El volumen total de fermentacion fue de 3 litros, por tal motivo,
por lo que se repitid el paso anterior tres veces para completar el volumen requerido de 300 mL.
Posteriormente, se prepararon 2700 mL de medio de fermentacién modificado con exudado
de mucilago de cacao (MCD) para la produccién de celulosa bacteriana (CB), el cual contenia 18,9
g de acido ascérbico, 34,6 g de extracto de levadura, 19,7 g de citrato de sodio,1350 mL de agua
destilada y 1350 mL de mucilago de cacao esterilizado como fuente de carbono. Este medio de
cultivo se esterilizd térmicamente antes de inocularlo utilizando un equipo autoclave a una
temperatura de 121 °C durante 15 minutos (Hestrin & Schramm, 1954; Saavedra-Sanabria et al.,

2021).

Figura 5.

Biosintesis de Celulosa Bacteriana a partir de Gluconacetobacter Xylinum.
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A continuacion, se adicion6 al medio de cultivo el preindculo previamente preparado (300
mL) para completar el volumen de 3 L. EI proceso se llevo a cabo bajo estrictas medidas de
bioseguridad, en una cabina con flujo laminar. La celulosa bacteriana se sintetizd en reactores con
un volumen de operacién de 200 mL de cuello largo y diametro reducido (50 mm), para procurar
obtener peliculas de un grosor superior a 30 mm que facilitaran su manipulacion. Luego de sellar
los reactores se dejaron en la incubadora durante 30 dias a 30 °C. Después de este periodo, se

obtuvieron peliculas de 33 mm (grosor promedio) de CB humeda (Saavedra-Sanabria et al., 2021).
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La CB obtenida se limpio con agua desionizada, para luego llevarla a una solucion de NaOH al
0.1N a 100°C por 1 hora, este ciclo se repitié 4 veces. Finalmente se limpié con agua desionizada,
se limpio nuevamente con agua desionizada pH=7 y se guardd en agua desionizada a 4°C hasta la

experimentacion (Figura 5) (Wu et al., 2014).

4.1.2 Preparacion de material compuesto de CB/TV-NCCB

4.1.2.1 Preparacion de membranas de celulosa bacteriana (CB). Las membranas de
celulosa bacteriana (CB) fueron sintetizadas y posteriormente purificadas siguiendo la
metodologia anterior. Una vez purificadas, las membranas con dimensiones iniciales de 33 mm de
grosor y 50 mm de diametro, se cortaron a 2 mm de grosor utilizando un equipo con disco de acero

inoxidable, luego se cortaron a 20 mm didmetro usando un bisturi quirdrgico (Figura 6).

Figura 6.

Preparacion de las membranas de CB
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4.2.2.2 Preparacion de emulsiones para la absorcion del extracto de Triticum vulgare
(TV) (estudio preliminar). Para incorporar el extracto de Triticum vulgare (TV) (Naissance,
wheatgerm virgin oil No 239, UK) el cual es de naturaleza oleosa a las peliculas de CB y obtener
el material compuesto (CB+TV), se realizaron pruebas preliminares basadas en la metodologia de
(Yanetal., 2017b). En esta primera prueba se prepararon emulsiones pickering aceite/agua (O/W),
usando el aceite de TV a diversas concentraciones de TV (5%, 10%, 15% y 20%) y una suspension
de CB triturada y homogenizada mediante un ultraturrax (IKA-T25) a 6000 rpm durante 1 hora
(0,9% CB /99,1% agua). Estas emulsiones fueron preparadas utilizando una punta de ultrasonido,
aplicando pulsos de sonicacion hasta la formacién visible de la emulsion (4 pulsos de 5 segundos)
(Figura 7A). Esta primera prueba se realiz6 para evaluar la CB como agente activo de superficie y
la estabilidad de las emulsiones de TV.

Con el objetivo de evaluar la influencia de las nanoparticulas de celulosa como agentes
activos de superficie dentro de las emulsiones, se realiz6 una segunda prueba, donde se usé una
suspension acuosa de nanofibras de celulosa (NFCB) (0,9%) obtenidas mediante el procedimiento
de oxidacion TEMPO, donde se realiza la conversion eficiente y selectiva de grupos hidroxilo
alcohdlicos a grupos aldehidos, cetonas y carboxilo en condiciones suaves (Tang et al., 2024).
Estas NFCB fueron proporcionadas por un miembro del grupo de investigacion. Con estas NFCB
se prepararon emulsiones Pickering O/W utilizando las concentraciones de TV que mostraron

mejor estabilidad en la primera prueba (5% y 10%) (Figura 7B).
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Figura 7.

Preparacion de emulsiones para la absorcion del extracto de Triticum vulgare (TV): A) Prueba
preliminar I, emulsiones preparadas usando suspension de CB+TV, B) Prueba preliminar II,
emulsiones preparadas usando NFCB+TV, C) Emulsiones finales con las que se impregnaron

las peliculas de CB, preparadas usando NCCB a concentraciones de 0,3%, 0,6% y 0,9% + TV.
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4.1.2.3 Sintesis de Nanocristales de Celulosa Bacteriana NCCB. La produccion de
nanocristales de celulosa bacteriana (NCCB) se realizd mediante hidrolisis con acido sulfarico,
siguiendo una metodologia modificada basada en los estudios de Mo et al., 2015; Zhang et al.,
2012. Inicialmente, se dispersaron el equivalente a 5,0 g de celulosa bacteriana (CB) seca

(aproximadamente 250 g de CB himeda), manteniéndola en estado hidratado para evitar la
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degradacion brusca al contacto con el acido concentrado. La suspension hidratada de CB se
refrigerd a 4 °C para amortiguar el choque acido (Chen et al., 2018; Yan et al., 2017a).

Por otro lado, se prepararon 80 mL de una solucion de acido sulfarico (H2SO4) con una
concentracion del 50% en peso, ajustando el volumen total con el agua de la suspension de CB, y
también se refrigerd a 4 °C. La mezcla en frio de la suspension de CB y el H.SO. preparado se
realizd en un balon de destilacion, empleando agitacion magnética vigorosa. Inmediatamente, se
monto un sistema de reflujo para llevar a cabo la reaccion de hidrdlisis a 45 °C durante 3 horas
(Chenetal., 2018; Yan et al., 2017a).

Una vez finalizada la reaccion, se afiadieron 400 mL de agua destilada (a 4 °C) para detener
la hidrolisis. Luego, se agregaron 8 mL de peroxido de hidrégeno al 30% en peso para blanquear
y oxidar los NCCB. Posteriormente, la suspensién obtenida se centrifugd a 9000 rpm durante 15
minutos para separar los cristales. Estos cristales se trataron mediante ultrasonido con pulsos de
5:2 durante 15 minutos para eliminar el exceso de acido. Finalmente, la suspension concentrada
de NCCB se dializ6 contra agua desionizada durante 8 dias (cambiando el agua cada 12h),
utilizando una membrana de dialisis con un limite de peso molecular de 3500, para eliminar el
acido sulfurico residual y posibles impurezas de bajo peso molecular (Figura 8). La suspension
concentrada de NCCB resultante se almacen6 a 4 °C para su uso posterior (Chen et al., 2018; Yan

etal., 2017a).
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Figura 8.

Sintesis y purificacion de nanocristales de celulosa bacteriana (NCCB)

Oxidacion Purificacion

4.1.2.4 Seleccion de la concentracion optima de TV y preparacion de emulsiones
finales (emulsiones pickering O/W). Con base en los resultados obtenidos en las pruebas
preliminares | y Il (Figuras 7A-7B), se determind que la concentracion optima de Triticum
vulgare (TV) para la preparacion de emulsiones Pickering O/W era del 10%. Esta concentracion
fue seleccionada por su idoneidad para incorporar eficazmente el extracto de TV en el medio polar
de la celulosa bacteriana (CB) en forma de parches. Siguiendo la metodologia establecida por
(Arserim-Ucar et al., 2021; Yan et al., 2017b), se prepararon las emulsiones Pickering finales
utilizando un 10% de extracto de TV y nanocristales de CB (NCCB) sintetizados previamente a
concentraciones variables (0,3%, 0,6% y 0,9%), con el objetivo de evaluar la influencia de la

concentracion de estas nanoparticulas como agentes surfactantes (Figura 7C).

4.1.2.5 Caracterizacion de las Emulsiones de TV-NCCB. Para la caracterizacion de las

emulsiones pickering O/W de Triticum vulgare (TV) y nanocristales de celulosa bacteriana
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(NCCB), se utilizaron técnicas de microscopia de polarizacion vertical y dispersion dinamica de

la luz (DLS) (Dudefoi et al., 2022; Xu et al., 2024; Yan et al., 2017a).

4.1.2.5.1 Microscopia de Polarizacion. Las emulsiones preparadas con TV y suspensiones
de NCCB a diferentes concentraciones (0,3%, 0,6%, 0,9%) se analizaron utilizando un
microscopio Leica DM4 P con un aumento de 40X. Se depositaron 5 puL de cada emulsion en
portaobjetos y se dejaron estabilizar durante 2 minutos antes del andlisis. Las imagenes obtenidas
permitieron determinar los tamafos de las gotas de la fase dispersa (TV) (Dudefoi et al., 2022; Xu

etal., 2024).

4.1.2.5.2 Dispersion Dindmica de la Luz (DLS). Luego de preparadas las emulsiones
realizd el seguimiento de estas mediante observacion por microscopia de polarizacion y asi
determinar los cambios en la emulsién a través del tiempo (si habia coalescencia y separacion).
Transcurrido un mes desde la preparacion de las emulsiones, se tomaron 20 pL de cada emulsion
y se diluyeron en 2 mL de agua para su analisis mediante la técnica de dispersion dindmica de la
luz (DLS). Este analisis permitio evaluar la estabilidad de las emulsiones y determinar el tamafio

promedio de las gotas de la fase dispersa (TV) (Dudefoi et al., 2022; Xu et al., 2024).

4.1.2.6 Impregnaciéon de membranas de CB y creacion del material compuesto
CB/TV-NCCB. Las emulsiones preparadas se incorporaron a las membranas de CB mediante la
técnica de inmersidn descrita por Shao et al. (2016), con el objetivo de crear el material compuesto

CB/TV-NCCB.
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4.1.2.6.1 Metodologia por inmersion. Las membranas de celulosa bacteriana (CB) fueron
tomadas y se determino su peso en estado hiumedo. A partir de estos valores, se redujo el peso de
las membranas a la mitad (50%) mediante deshidratacion en un horno a 40 °C. Posteriormente, las
membranas deshidratadas se colocaron en tubos Falcon de 15 mL y se les adicionaron 0,3 mL de
las emulsiones pickering (TV-NCCB) preparadas a diferentes concentraciones de NCCB (0,3%,
0,6% y 0,9%). Las membranas se dejaron impregnar durante 48 horas a una temperatura de 4 °C.
Los materiales fueron preparados por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Cabe destacar que tanto las membranas de CB, las emulsiones y los materiales compuestos
se esterilizaron antes de su preparacion. Todas las operaciones se realizaron en un ambiente estéril
dentro de una cabina con flujo laminar para prevenir contaminacion y posibles interferencias en

los ensayos posteriores (Liu et al., 2020; Shao et al., 2016) (Figura 9).

Figura 9.

Impregnacion de membranas de CB y creacion del material compuesto CB/TV-NCCB

E ’ E Material compuesto CB/TV-NCCB

Parches de CB + NCCB-TV
48
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4.1.3 Determinacion de la Cinética de Liberacion de TV mediante Espectrofotometria UV

Se empleé la técnica de espectrofotometria ultravioleta (UV) para determinar la
concentracion de TV a lo largo del tiempo, con el fin de estudiar la cinética de liberacion. El

procedimiento se realizo de la siguiente manera:

4.1.3.1 ldentificacion del Punto de Absorcion. Inicialmente, se identifico el punto de
absorcion del extracto de TV dentro de la emulsion Pickering realizando un barrido del espectro
electromagnético en el rango de 200 a 1100 nm. El punto de absorcién identificado fue 208 nm

(Ambika & Nambi, 2016; Starychova et al., 2014).

4.1.3.2 Construccion de la Curva de Calibracion. Basandose en la cantidad de emulsion
aplicada en cada membrana de CB para preparar el material compuesto CB/TV-NCCB, se
construyd una curva de calibracién con cuatro puntos de concentracién diferentes:
I. 1,2 uL TV/mL
1. 0,48 uL TV/mL
I11. 0,192 uL TV/mL
IV. 0,0384 uL TV/mL
Se determind el coeficiente de determinacién (R2) superior a 0,9 y se identifico la ecuacion
de la recta para cada emulsion Pickering a diferentes concentraciones de NCCB (0,3%, 0,6%,

0,9%) (Ambika & Nambi, 2016; Starychova et al., 2014).
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4.1.3.3 Ensayo de Liberacién. Para el ensayo de liberacidn, se colocaron triplicados de
los diferentes materiales CB/TV-NCCB en vasos de precipitado conteniendo 40 mL de agua
destilada, manteniendo una agitacion constante de 150 rpm. Se tomaron muestras en los siguientes
intervalos de tiempo para construir la curva de liberacion de TV, utilizando las ecuaciones de la
recta previamente obtenidas para calcular las distintas concentraciones (Starychova et al., 2014):
e 1min

2 min

e 3min
e 4min
e 5min
e 10 min
e 20 min
e 30 min

e 40 min

4.2. Etapa 2

4.2.1 Preparacion de cultivo celular

Para los ensayos de viabilidad y adhesion celular se utilizo la linea celular epitelial de rifion

de mono verde africano Vero (CCL-81 ATCC). Las células se cultivaron en cajas de cultivo con

medio RPMI 1640 (Gibco, Brasil) suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado (Gibco,

USA) y 1% de penicilina/estreptomicina. Las condiciones de cultivo incluyeron una atmaosfera con
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5% de COz2, 95% de humedad y una temperatura de 37 °C. Cada vez que las células alcanzaban un
90% de confluencia (aproximadamente cada 3 dias en cultivo), se realizaba un subcultivo con 5 x
10* células/mL. Para ello, las células se desprendian de la superficie de cultivo mediante la adicion

de tripsina-EDTA.

4.2.1.1 Ensayo de viabilidad celular. Para evaluar la viabilidad celular, las células Vero
en fase de crecimiento exponencial, a una concentracion de 3 x 10* células/mL, se colocaron en
placas de 96 pozos e incubaron durante 72 horas. Estas células fueron tratadas con diluciones
seriadas 1:2, de las emulsiones pickering de TV con NCCB a distintas concentraciones (0,3%,
0,6% y 0,9%) y sus componentes por separado (NCCB y TV). Tras el tratamiento, la viabilidad
celular se midié mediante el ensayo colorimétrico de reduccion del MTT. En este ensayo, las
mitocondrias de las células epiteliales reducen el MTT a cristales insolubles de formazéan, los
cuales se solubilizan mediante dimetilsulfoxido (DMSQ). Para estos ensayos se adiciond 20 uL de
MTT de una concentracion de 2,5 mg/mL PBS a cada uno de los pozos que contenian previamente
el cultivo celular junto con la dilucién de la emulsion pickering, los NCCB o el TV y se dejo en
incubacién durante 4 horas. La densidad optica (DO) se determind por espectrofotometria a 580
nm utilizando un lector de microplacas Multiskan (Figura 10). El porcentaje de viabilidad celular
se calculd con la formula:

DO grupo control — DO grupo tratado

% viabilidad = 100 — (100 x DO grupo control

Como control de crecimiento se utilizaron células sin tratamiento (control positivo), control

positivo no se usé debido a que se queria evaluar la viabilidad celular.
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Figura 10.

Cultivo celular y ensayo de viabilidad celular usando células Vero.
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4.2.1.2 Adhesion cualitativa de células en la superficie de los materiales mediante

epifluorescencia. Las caracteristicas cualitativas de la adhesion celular a los materiales se
observaron mediante microscopia de epifluorescencia. Para ello, células en fase de crecimiento
exponencial (3 x 10* células/mL) se colocaron sobre la superficie de los materiales e incubaron
durante 72 horas. Tras la incubacion, las células se tifieron con Hoechst 33342 para observar los
nucleos celulares. Las células se fijaron con paraformaldehido al 2%. Antes y después de cada
proceso, se lavaron con PBS (pH = 7.2) para eliminar restos de reactivos. Las muestras se
examinaron en un microscopio de epifluorescencia (OLYMPUS BX43F) utilizando filtros UV2A

(Ex=330-380, DM=400, BA=420).
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5. Resultados y Discusion

5.1 Etapa 1

5.1.1 Preparacién de membranas de celulosa bacteriana (CB)

Se emplearon dos metodologias para la obtencion de peliculas de celulosa bacteriana. La
primera metodologia consistio en la extraccion de las peliculas, determinando su grosor basandose
en criterios visuales y el tiempo de fermentacién. No obstante, este enfoque no garantizaba la
homogeneidad de las peliculas obtenidas.

Para asegurar la homogeneidad, se adoptd una segunda estrategia. Se utilizaron reactores
de cuello largo (15 cm) y diametro reducido (6 cm), lo que permitio la formacion de peliculas de
celulosa bacteriana de 33 mm (promedio) de grosor. Posteriormente, mediante una cortadora de
disco de acero inoxidable, estas peliculas se seccionaron en unidades de 2 mm de grosor,
garantizando asi la uniformidad deseada. Finalmente, haciendo uso de un bisturi quirargico, se
cortaron los parches de CB en circunferencias de 20 mm de didmetro (Imagen 11).

Es importante sefialar que la limpieza de las peliculas de 30 mm de espesor con hidroxido
de sodio no fue completamente efectiva. Por tanto, las peliculas de 2 mm de grosor fueron
sometidas a un altimo lavado con hidroxido de sodio y agua destilada, asegurando asi su completa

limpieza y preparacion para su uso posterior.
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Figura 11.

Parche de CB de 2mm de grosor y 20 mm de diametro.

5.1.2 Preparacién de material compuesto de CB/TV-NCCB

El cumplimiento de este objetivo se hizo en varias etapas. Inicidé con la sintesis de la
celulosa bacteriana (CB) a emplear, seguida de la preparacion de los parches de CB.

Posteriormente, se llevd a cabo un estudio detallado de las distintas emulsiones necesarias
para la incorporacién del extracto de Triticum vulgare (TV) y finalmente, se logro la obtencion del
material compuesto CB/TV-NCCB. Este proceso garantizo la integracién adecuada del extracto

en la matriz de celulosa bacteriana.

5.1.2.1 Preparacién de emulsiones para la absorcion del extracto de Triticum vulgare
(TV) (estudio preliminar). Tomando como base en el estudio de Yan et al., 2017a, se llevaron a
cabo diversas pruebas para identificar y seleccionar la emulsion que permitiera la incorporacion
del TV a la membrana de celulosa. Estas pruebas fueron esenciales para garantizar que el material
cumpliera con los requisitos necesarios para promover la cicatrizacion de heridas.

Dichas pruebas consistieron en un estudio preliminar para evaluar la capacidad de laCB y

las nanoparticulas de CB como agentes activos de superficie en la preparacion de emulsiones
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pickering O/W (Figura 13F). El primer grupo de emulsiones se prepar6 usando como agente activo
de superficie la CB en una suspensién acuosa homogenizada (0,9% CB / 99,1% agua) y variando
la concentracion de TV (5%, 10%, 15% y 20%), esto usando una punta de sonicacidn con pulsos
de 5 segundos hasta la formacion de la emulsion. Pasados 15 dias y realizando una inspeccion
visual y microscépica de este primer grupo de emulsiones, se encontré que las emulsiones con
mayor concentracion de TV (15% y 20%) tendian a romperse ya que se observd que las gotas de
extracto dispersas incrementaron su tamafo hasta separar las fases totalmente a los 30 dias (Figura
12A). De este primer grupo de emulsiones se pudo concluir que las emulsiones con mejores
caracteristicas de estabilidad (tendencia baja a la coalescencia de la fase dispersa) contenian 5% y

10% de TV (Figura 12B).

Figura 12.
Fase 1y 2 de emulsiones de TV. A) Emulsiones de suspensién de CBy TV (15% y 20%), B)
Emulsién de suspension de CBy TV 10%, C) Emulsiones de suspension de NFCBy TV (5% y

10%) y D) Microscopia emulsion de NFCB y TV 10%.

Basado en los hallazgos anteriores, se preparé un segundo grupo de emulsiones, con el
objetivo de evaluar la influencia de las nanoparticulas de celulosa como agentes activos de

superficie y estabilizantes de las emulsiones. En este caso se optd por utilizar nanofibras de
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celulosa NFCB (0,9%) en suspension acuosa, proporcionadas por personal del laboratorio y se
tomaron las concentraciones de TV que presentaron mejor estabilidad en las emulsiones
anteriormente mencionadas (5% Yy 10%). Tras realizar inspecciones periddicas de las emulsiones
cada 5 dias, hasta el dia 15 mediante microscopia, se observé que el uso de NFCB result6 en una
mayor estabilidad. Especificamente, las gotas de TV dispersas presentaron un tamafio mas

reducido, mantuvieron una distribucion homogénea y permanecieron establemente dispersas a lo

largo del tiempo. (Imagen 12C y 12D).

Figura 13.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede decir que la estabilidad de las

emulsiones pickering preparadas con suspensiones de celulosa bacteriana (CB) + TV y
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nanoparticulas de celulosa + TV, se ven influenciadas por los siguientes factores quimicos
relacionados con sus propiedades estructurales y funcionales:

Estructura quimica: La celulosa bacteriana y los nanocristales de celulosa tienen una
estructura quimica rica en grupos hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH) (Figura 1y 8) (Dankovich
& Gray, 2011; Lindman et al., 2010). Estos grupos funcionales pueden interactuar con el agua y
el aceite, afectando la tensién interfacial y la capacidad de los emulsionantes para estabilizar las
gotas de emulsién (Paximada, Dimitrakopoulou, et al., 2016; W. Wang et al., 2016; Yan et al.,
2017a).

Hidrofobicidad e hidrofilicidad: La relacion entre las propiedades hidrofébicas e
hidrofilicas de la CB y los NCCB es crucial. La presencia de grupos hidrofilicos permite que estas
estructuras se dispersen en la fase acuosa, mientras que su capacidad para interactuar con la fase
oleosa ayuda a formar una barrera en la interfaz, lo que mejora la estabilidad de la emulsion
(Kalashnikova et al., 2012; Paximada, Tsouko, et al., 2016; Wen et al., 2014).

Carga superficial: Los NCCB pueden presentar grupos funcionales anionicos debido a la
sulfatacion durante el proceso de hidrolisis. Esta carga superficial influye en la repulsién
electrostatica entre las particulas, lo que puede ayudar a prevenir la coalescencia de las gotas de
emulsion al aumentar la estabilidad electrostatica (Kalashnikova et al., 2012; W. Wang et al., 2016;
Wen et al., 2014).

Tamafio y forma de las particulas: El tamafio y la forma de los NCCB afectan su
capacidad para adsorberse en la interfaz aceite-agua. Particulas méas pequefias y con una forma
adecuada pueden proporcionar una mayor area de superficie para la adsorcion, lo que mejora la

cobertura de la interfaz y, por ende, la estabilidad de la emulsion (Binks & Whitby, 2005).
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Interacciones intermoleculares: Las interacciones como enlaces de hidrogeno entre las
moléculas de celulosa y el agua pueden contribuir a la formacion de una red estable en la
emulsion(Hu et al., 2015). Estas interacciones ayudan a mantener la integridad de la emulsiony a
prevenir la separacion de fases (W. Wang et al., 2016).

Concentracion de emulsionante: La concentracion de CB y NCCB en la emulsion afecta
la cobertura de la interfaz. A concentraciones mas altas, se forma una pelicula mas robusta que
protege las gotas de emulsion contra la coalescencia, mejorando asi la estabilidad (Hu et al., 2015;
Tzoumaki et al., 2011; W. Wang et al., 2016).

Estos factores quimicos son fundamentales para entender como la celulosa bacteriana y los

nanocristales de celulosa influyeron eficazmente como estabilizantes en emulsiones.

5.1.2.2 Sintesis de Nanocristales de Celulosa Bacteriana (NCCB). La CB fue sometida
a un proceso de hidrolisis mediante el ataque con &cido sulfurico. En este tratamiento se eliminaron
las regiones amorfas de la celulosa, aislando la parte cristalina. Posteriormente, los NCCB
obtenidos fueron sometidos a un proceso de oxidacion utilizando peroxido de hidrégeno donde los
grupos semiéster de sulfato anionico (tensioactivos anionicos) en la superficie de los nanocristales,
se hidrolizan dando paso a grupos carboxilato, mejorando asi su dispersion en soluciones acuosas
y aumentando la estabilidad como agentes emulsionantes (Figura 8) (Abdul Khalil et al., 2014;
Paximada, Dimitrakopoulou, et al., 2016).

Para confirmar el tamafio de los cristales y caracterizar su estructura a escala nanométrica,
se obtuvieron iméagenes tanto de la CB como de los NCCB mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). En estas imagenes se observan cristales con tamafios que varian entre 8 nmy 21

nm (Figura 14B), clasificandolos como nanoparticulas.
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Figura 14.

Microscopia electronica de barrido (SEM): A) CB y B) NCCB.
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5.1.2.3 Seleccion de la concentracion optima de TV y preparacion de emulsiones
finales (emulsiones pickering O/W con NCCB). Después de obtener los resultados con las
NFCB, se llevo a cabo a una tercera y etapa definitiva que inici6 con la sintesis de los NCCB. A
partir de estos NCCB, se prepararon emulsiones Pickering O/W variando su concentracién en la
suspension (0.3%, 0.6%, 0.9%), manteniendo constante la concentracion de TV (10%). El objetivo
de esta fase fue evaluar la influencia del aumento en la concentracion de NCCB sobre la estabilidad
de las emulsiones y determinar cual presenta las caracteristicas dptimas, incluyendo una adecuada

absorcion por parte de la CB (parche) (Figura 15).
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Figura 15.

Preparacion de emulsiones pickering con NCCB (0.3%, 0.6%, 0.9%).
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5.1.2.4 Caracterizacion de las Emulsiones de TV-NCCB. Al cabo de un mes de la
preparacion de las emulsiones Pickering (TV-NCCB), se observo que la estabilidad de estas era
permanente a través del tiempo y no presentaba tendencia a la coalescencia de las particulas del
extracto de TV. La caracterizacion de estas emulsiones se realiz6 mediante la implementacion de

las técnicas de microscopia de polarizacion y la dispersion dinamica de luz (DLS).

5.1.2.4.1 Microscopia de Polarizacion. Se evalud la estabilidad de las emulsiones
Pickering mediante microscopia de luz polarizada, realizando mediciones cada dos dias durante
un periodo de un mes. Al finalizar este periodo, se determind que las emulsiones permanecieron
estables. Ademas, se confirmd que, al incrementar la concentracién de NCCB, el tamafio de la fase

dispersa (extracto de TV) disminuye y se vuelve considerablemente méas uniforme (Figura 16).
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Figura 16.
Microscopias de emulsiones pickering de TV y NCCB a distintas concentraciones: A) 0,3% B)

0,6%y C) 0,9%.
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5.1.2.4.2 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS). Las emulsiones fueron evaluadas
mediante analisis de dispersion dindmica de luz (DLS), corroborando los resultados obtenidos por
microscopia. Se determiné que, con el aumento de la concentracion de NCCB, el tamafio de las
particulas y su desviacion disminuyen. Ademas, el indice de polidispersidad se reduce, lo que

indica una mayor resistencia a la coalescencia de la fase dispersa (TV) (Tabla 1).

Tabla 1.

Analisis DLS de emulsiones pickering TV-NCCB: tamafio promedio y PDI promedio.

Concentracion de NCCBenla  Tamafio promedio Indice de polidispersidad (PDI)

emulsion [%0] [nm] Promedio
0,3 3134,5 +302,1 0,460 + 0,280
0,6 2297,3 + 146,2 0,135 + 0,037
0,9 1503,3 £ 30,5 0,112 £ 0,021

Los resultados obtenidos sugieren que la emulsion compuesta por un 0,9% de NCCB y un
10% de TV muestra caracteristicas superiores en términos de estabilidad y capacidad para formar

el material compuesto CB/TV-NCCB. No obstante, se optd por desarrollar materiales con las tres
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emulsiones a diferentes concentraciones de NCCB (0,3%, 0,6% y 0,9%) para evaluar su absorcion
en las membranas de CB utilizadas en los parches (Kalashnikova et al., 2011; Yan et al., 2017a).

El uso de NCCB en lugar de CB convencional ofrece varias ventajas clave. La estructura
nanomeétrica y mayor area superficial de los NCCB permite una mejor estabilidad coloidal,
interactuando de manera eficaz con las interfaces aceite-agua. Ademas, su sensibilidad a cambios
de pHy fuerza idnica facilita su adaptacion a diversas condiciones ambientales, lo que es altamente
beneficioso en aplicaciones industriales como la cosmética, la farmacéutica y la alimentacion,
donde se prefieren emulsiones sin surfactantes sintéticos (Arserim-Ucar et al., 2021; Hestrin &
Schramm, 1954; Yan et al., 2017b, 2017a). Asimismo, la biodegradabilidad de los NCCB
contribuye a crear formulaciones mas sostenibles (Hestrin & Schramm, 1954).

Un aumento en la concentracion de NCCB refuerza ain mas la estabilidad de las
emulsiones. Esto se debe a una mayor cobertura de la interfaz aceite-agua, lo que forma una capa
robusta que previene la coalescencia (Kedzior et al., 2021). Ademas, una mayor cantidad de NCCB
reduce la tension interfacial, promoviendo la formacidn de gotas mas pequefias y uniformes (Yan
et al., 2017a, 2017b). Las interacciones electrostaticas entre las NCCB cargadas negativamente
mantienen las gotas separadas, lo que mejora significativamente la estabilidad bajo condiciones de
estrés y variaciones ambientales. Estos factores, en conjunto, explican por qué las emulsiones con
mayores concentraciones de NCCB exhiben mejores caracteristicas en la formulacion del material

compuesto CB/TV-NCCB.

5.1.2.5 Impregnacion de membranas de CB y creacién del material compuesto
CB/TV-NCCB. Dentro del proceso de impregnacién, se optd por deshidratar la celulosa

bacteriana (CB), reduciendo su peso a la mitad de manera controlada para favorecer la absorcion
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de las emulsiones. Tras impregnar la CB con las diversas emulsiones de TV-NCCB, se determino
un porcentaje promedio de rehidratacion del 28,19% + 4,24 a las 48 horas.

g emulsién absorbida 48h x 100
g parche de CB inicial sin deshidratar

%Rehidratacion =

Pasadas 72 horas, el porcentaje de reabsorcion se mantuvo similar al observado a las 48
horas. Esto sugiere que el tiempo dptimo de impregnacion para la CB es de 48 horas, ya que logra
absorber una cantidad significativa en un medio acuoso. No obstante, aunque los parches de CB
mantienen la capacidad de absorcion, no recuperan completamente su estado inicial de hidratacién

(Tabla 2).

Tabla 2.
Porcentaje promedio de rehidratacion, porcentaje promedio de emulsién absorbida dentro del

parche de CB y cantidad promedio de TV absorbido por los parches de CB.

Material

[% NCCB] % Rehidratacion % de emulsion uL TV
0,3 35,8 417 135
00 24,9 33,2 15,4
%2 26,6 34,7 9.4

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, la razén por la que la CB no debe
deshidratarse en exceso es que al perder agua de manera gradual y prolongada, las moléculas
internas del material tienden a agruparse de forma irreversible. Esto porque durante la
deshidratacion, los enlaces de hidrégeno intermoleculares que normalmente conectan distintas
moléculas de celulosa, se transforman en enlaces de hidrogeno intramoleculares dentro de la

misma molécula de celulosa. Este proceso genera una estructura interna altamente compacta y
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fuertemente unida, lo que dificulta que la CB vuelva a absorber agua de manera eficiente (L. Deng
et al., 2024; Solhi et al., 2023).

En la CB, la rehidratacion se basa en la capacidad de las moléculas de celulosa para volver
a formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua. Sin embargo, una vez que los enlaces
intramoleculares se establecen, la estructura del material se vuelve rigida y resistente, limitando
su capacidad de expansion y reabsorcion de agua. Como resultado, el material ya no puede regresar
a su estado original hidratado, y su capacidad de hinchamiento se reduce considerablemente (L.
Deng et al., 2024; Sinquefield et al., 2020).

Por lo tanto, es esencial evitar una deshidratacion excesiva de la celulosa bacteriana (CB)
para prevenir la formacion de enlaces irreversibles, ya que su capacidad de rehidratacion es clave
para conservar sus propiedades funcionales. Tras deshidratar los parches de CB al 50%, se
concluye que un porcentaje de rehidratacion cercano al 30% es un resultado favorable al evaluar
la capacidad del material para retener las emulsiones Pickering. Este nivel de rehidratacién indica
una adecuada interaccion entre la CB y las emulsiones, sin embargo, es posible mejorar esta
interaccion con algin componente como en su trabajo lo hace L. Deng et al., 2024, que en lugar
de unicamente CB (parche), usan quitosano cuaternizado (QCS) fusionalizado con CB, de tal
manera que mejora su estructura inicial (Parche) y permite una mejor rehidratacion. Dicho esto,
esta propuesta confiere a este tipo de biomateriales compuestos el potencial para ser usados en
aplicaciones relacionadas con cicatrizacion de heridas (L. Deng et al., 2024; Sinquefield et al.,

2020; Solhi et al., 2023).
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5.1.3 Determinacion de la Cinética de Liberacion de TV mediante Espectrofotometria UV

Para determinar la cinética de liberacion del TV, primero se identificd el pico de absorcion
mediante un barrido espectral en el rango de 200-1100 nm, observandose un pico de absorcion a
208 nm. A partir de esto, se construyeron las curvas de calibracion especificas para cada emulsion.
Tras obtener curvas de calibracion con un coeficiente de correlacion (R2) superior a 0.98, se realizo
el ensayo de liberacidn por triplicado, considerando los tiempos establecidos para la recoleccion

de alicuotas.

5.1.3.1 Construccion de la Curva de Calibracion. Las curvas de calibracion se
construyeron a partir de cuatro puntos, utilizando las distintas emulsiones. Se aseguraron
coeficientes de correlacion (R2) superiores a 0.98. Posteriormente, se determinaron las ecuaciones
de las rectas correspondientes, las cuales fueron empleadas para el calculo de las concentraciones

en el ensayo de liberacion (Figura 17).

Figura 17.
Curvas de calibracion para determinar las concentraciones en el ensayo de liberaciéon usando
emulsiones pickering de TV-NCCB a diferentes concentraciones
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5.1.3.2 Ensayo de Liberacion. El ensayo de liberacion, las curvas revelan que entre los
primeros 5y 20 minutos se libera en promedio el 94% del TV presente en el material compuesto
(Figura 18). Este tiempo sugiere que, alrededor de los 30 minutos, el TV se libera por completo
del material, lo que proporciona una estimacion preliminar del tiempo de aplicacion potencial en

el tratamiento de heridas para un uso futuro.

Figura 18.

Curvas de liberacion de TV del material compuesto a diferentes concentraciones de NCCB
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Considerando los estudios de liberacion realizados en esta investigacion, se observa que la
rapida liberacion del extracto de TV impide un control prolongado sobre el proceso de liberacion.
No obstante, tomando como referencia el trabajo deL. Deng et al., 2024, donde se desarrolla un
hidrogel deshidratado de celulosa bacteriana dialdehido/quitosano cuaternizado (DBC/QCS)
impregnado con pirfenidona (PFD), que favorece la deposicion de colageno y acelera la
cicatrizacion de heridas previniendo la formacién de cicatrices, surge una posible estrategia a
futuro. Se plantea la posibilidad de combinar la celulosa bacteriana (CB) con quitosano
cuaternizado (QCS), lo que conferiria al material la capacidad de hinchamiento repetido y

propiedades antibacterianas significativas.
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Bajo esta propuesta, el material (parche) podria deshidratarse completamente sin perder su
capacidad de rehidratacion al 100%. Esto aumentaria considerablemente la cantidad de emulsion
pickering y, por ende, de extracto de TV absorbido en el biomaterial compuesto. Tal enfoque
permitiria prolongar el tiempo de liberacion del extracto, ya que la estructura formada por enlaces
covalentes proporcionaria mayor estabilidad y capacidad de carga de la emulsion pickering,
facilitando una liberacion mas gradual y eficiente del ingrediente activo (L. Deng et al., 2024).

En el estudio realizado por (Sedans et al., 2024), se desarrollo una pelicula de celulosa
catiénica modificada con bromuro de 1-(5-carboxifentil)piridin-1-io, la cual mostr6 una notable
mejora en su humectabilidad, evidenciada por un angulo de contacto de 26.6°, y una capacidad de
retencion de agua del 2714.37%. Esta estructura fue complementada con oxacilina, un agente
antibidtico utilizado en el tratamiento de infecciones por bacterias grampositivas. La pelicula
modificada demostré una capacidad efectiva para retener oxacilina, y durante las pruebas de
liberacion, la encapsulacion liposomal facilitéd una liberacion sostenida del agente activo a lo largo
de un periodo de 11 dias.

Este analisis resalta la importancia de los sistemas de liberacidn rapida y lenta en funcion
de su aplicacion terapéutica. La liberacion rapida es crucial para proporcionar un control inmediato
de infecciones, siendo particularmente adecuada en situaciones que requieren una accion
antibidtica rapida en el sitio de la herida. Por otro lado, los sistemas de liberacién lenta, como el
propuesto en este estudio, permiten mantener una concentracion prolongada del agente activo, lo
que resulta beneficioso en el tratamiento de heridas que presentan cicatrizacién lenta. Este enfoque
no solo reduce la necesidad de aplicaciones frecuentes, sino que también minimiza el riesgo de
infecciones recurrentes (X. Wang et al., 2024; Zilberman et al., 2015; ZILBERMAN & ELSNER,

2008).
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Considerando las ventajas de implementar un sistema de liberacion controlada, es
imperativo que estudios futuros se enfoquen en la modificacion de la estructura de los parches de
celulosa bacteriana que incorporan la emulsion Pickering con el agente activo (TV). Este enfoque
deberia dirigirse a incrementar la humectabilidad y la capacidad de retencion de agua, facilitando

asi una liberacion sostenida de TV en el medio.

5.2 Etapa 2

5.2.1 Preparacion de cultivo celular

Para evaluar la citotoxicidad y viabilidad celular de la BC, el TV, los NCCB de manera
individual, asi como de las emulsiones y el material compuesto CB/BCNC-TV, se utiliz6 un lote
replicado de células Vero epiteliales de rifidn de mono verde africano, empleadas en ensayos de
toxicidad renal, ampliamente utilizados en farmacologia. Del mismo modo, para el ensayo de
adhesién celular al material compuesto CB/BCNC-TV, se utilizaron células Vero del mismo

cultivo.

5.2.1.1 Ensayo de viabilidad celular. Mediante el ensayo colorimétrico de reduccion de
MTT con células Vero (International Organization for Standardization, 2009), se determiné que la
BC, el TV, y los NCCB, tanto de manera individual como en emulsiones y en el material
compuesto CB/BCNC-TV, no son toxicos, incluso en altas concentraciones. Se observo una

viabilidad celular superior al 80% en todos los casos (Figura 19), lo que sugiere que estos
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materiales son seguros para aplicaciones donde existe contacto celular como es este caso, estos
resultados preliminares podrian conformar la base para estudios posteriores en modelos in vivo.
En la linea celular evaluada, los resultados de viabilidad obtenidos son especialmente
relevantes, ya que sugieren una baja probabilidad de efectos citotoxicos. Estos hallazgos son
comparables con los reportados por L. Deng et al., 2024, quienes observaron niveles de viabilidad
celular superiores al 90% utilizando fibroblastos de raton (L929), en cultivos realizados por 48h
sobre materiales celulésicos. En su estudio, los autores demostraron la baja toxicidad de los

materiales, lo que respalda su potencial para aplicaciones como tratamiento cicatrizante.

Figura 19.

Viabilidad celular de BC, el TV, y los NCCB y emulsiones de NCCB-TV, usando células Vero
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5.2.1.2 Adhesion cualitativa de células en la superficie de los materiales mediante
epifluorescencia. En la figura se observan los nucleos de las células adheridos a la superficie de
los materiales. Al compararse con la adhesion observada en el control (vidrio) (Figura 20A), no se

aprecian diferencias significativas en la adherencia celular a la superficie de los materiales
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compuestos. La adhesion celular ocurre principalmente en la superficie de los mismos (Figuras
20B, 20C y 20D), aungue tambien se identifican ndcleos en su interior. Estos nucleos aparecen
desenfocados debido a que se encuentran en distintos planos de enfoque, lo que refleja la porosidad
de los materiales compuestos. Los resultados obtenidos son coherentes con los hallazgos
reportados por L. Deng et al., 2024, quienes evidenciaron una buena adhesion de la linea celular
L929 a los materiales modificados de CB evaluados en un cultivo de 48h, lo que indica una baja
toxicidad y su potencial aplicacion en apositos para la cicatrizacion de heridas. Asimismo, estos
hallazgos son comparables a los del estudio llevado a cabo por X. Wang et al., 2024, en el cual se
utilizo una linea celular preosteoblastica derivada de la calvaria de un embrion de raton (MC3T3-
E1) para evaluar materiales de celulosa bacteriana (CB) y sus modificaciones en cultivos durante
24,48y 72 horas. En este contexto, se observo que las células MC3T3-E1 mostraron una adecuada
adhesion a los hidrogeles analizados.

Finalmente, los nucleos de las células vero se observan integros, sin evidencia de
fragmentaciones del ADN (Figura 20), signo que podria indicar procesos de muerte celular como

la apoptosis.
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Figura 20.
Microscopias de fluorescencia de tincion nuclear de células Vero: A) Control, B)

CB/0.3%NCCB-TV, C) CB/0.6%NCCB-TV y D) CB/0.9%NCCB-TV.

6. Conclusiones

El material biocompuesto desarrollado, que combina membranas de celulosa bacteriana
(CB) como matriz y emulsiones de Triticum vulgare (TV) con nanocristales de celulosa bacteriana
(NCCB), ha demostrado una buena estabilidad coloidal y uniformidad en el tamafio de las

particulas determinados mediante microscopia de polarizacion y ensayo DLS, al igual que una
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Optima retencion del ingrediente activo tras 48 horas de impregnacion. Estos resultados sugieren
que el biocompuesto tiene un gran potencial para aplicaciones en ingenieria biomédica.

El biocompuesto CB/BCNC-TV mostro una liberacion rapida del extracto de Triticum
vulgare en medios acuosos, con una eficiencia de liberacion del 94% independientemente de la
concentracion de nanocristales de celulosa bacteriana (BCNC). Sin embargo, la liberacién no
puede considerarse controlada, ya que ocurre en un periodo breve de tiempo (20 minutos), lo que
limita su aplicacion en sistemas de liberacion sostenida.

La biocompatibilidad del biocompuesto CB/BCNC-TV, respaldada por su baja toxicidad
y alta viabilidad celular (>80%), junto con la adhesion efectiva de células Vero, refuerza su
potencial para aplicaciones en cicatrizacion de heridas. Estos resultados sugieren que el material

es un candidato prometedor para futuras evaluaciones in vivo.

7. Recomendaciones

Se recomienda emplear el material compuesto en cultivos de replicacion de queratinocitos
y sintesis de colageno para validar las propiedades del Triticum vulgare expuestas en este estudio.
Ademas, seria conveniente ampliar la evaluacién de viabilidad celular a otras lineas celulares,
como fibroblastos y células hepaticas, con el fin de obtener una vision mas integral de su
comportamiento. Finalmente, se sugiere llevar a cabo investigaciones adicionales que exploren la

capacidad de las células para producir metabolitos relacionados con el proceso de cicatrizacion,
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tales como interleucinas, factores de crecimiento y colageno, con el objetivo de profundizar en el
entendimiento de los mecanismos involucrados en la regeneracion tisular.

Se recomienda evaluar la incorporacion de un compuesto como el QCS en la matriz de CB
para optimizar sus capacidades de deshidratacion y rehidratacion. Adicionalmente, se sugiere
llevar a cabo un analisis de liberacion sostenida del compuesto activo (TV) tras la modificacion de
dicha estructura. Finalmente, a pesar de que la carga de Triticum vulgare (TV) en el material es
del 10%, en comparacion con productos comerciales como la fitostimoline, que contiene un 15%
de TV, se sugiere incrementar la concentracion de NCCB en la emulsion Pickering. Este ajuste
podria mejorar la carga del compuesto activo (TV), lo que potencialmente incrementaria el efecto
cicatrizante del material debido al aumento en la concentracion del extracto.

Se recomienda evaluar la toxicidad cutanea in vivo de los apositos y realizar pruebas piloto
para analizar la cicatrizacion y evolucion de las lesiones comparadas con un control y un blanco,

acompafiado de un analisis histologico de la piel tras la cicatrizacion.
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