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RESUMEN 

En los años recientes, se han incrementado los estudios en el uso de nanomateriales 

en técnicas especializadas de bioimpresión 3D para diversas aplicaciones biomédicas como 

la medicina regenerativa, la regeneración de tejidos, etc. Se ha detallado el uso de diversos 

tipos de nanocelulosa para la aplicación en bioimpresión 3D debido a su biocompatibilidad, 

propiedades mecánicas y reológicas. La mayoría de estudios en bioimpresión 3D detallan el 

uso de nanofibras obtenidas de manera comercial o producidas de distintos tipos de madera. 

Sin embargo, existen otras fuentes emergentes de nanofibras y nanocristales de celulosa 

como residuos agrícolas de banano, piña, maíz, entre otros que podrían ser utilizadas como 

fuentes de nanocelulosa para aplicación en bioimpresión 3D. Por lo tanto, en este trabajo se 

busca estudiar el potencial uso del rastrojo de piña como fuente de  nanofibras de celulosa 

para su posterior uso en bioimpresión 3D. 

 El rastrojo de piña se compone por el tallo y las hojas, las cuales se caracterizan por 

ser altamente fibrosas con un contenido principal de celulosa, lignina y hemicelulosa. Este 

material es comúnmente llamado PALF (Pineapple Leaf Fiber, por sus siglas en ingles) y se 

compone mayoritariamente de celulosa. Debido a las propiedades físicas y químicas de la 

celulosa del PALF, se ha demostrado un potencial de aprovechamiento de este residuo al 

poderse obtener materiales de interés como las nanofibras (CNF). En este trabajo se utilizó 

PALF como materia prima para la extracción y caracterización de CNF para su posterior 

evaluación como potencial biomaterial en la bioimpresión 3D. 

 Se lograron obtener CNF blanqueada de residuo de PALF a partir de un 

pretratamiento oxidativo mediado por reactivo TEMPO y una degradación mecánica a alta 

presión, a las cuales se estudiaron sus características físicas y químicas para demostrar la 

remoción adecuada de lignina, extraíbles y demás componentes de la PALF. Posteriormente, 

se formó un hidrogel en suspensión acuosa con alcohol polivinílico (PVA) a dos distintas 

concentraciones y se estudiaron sus propiedades reológicas, las cuales demostraron un 

comportamiento adecuado para su extrusión en la impresión 3D. Los hidrogeles formados 

fueron estudiados en una bioimpresora 3D, donde se logró imprimir estructuras variadas a 

distintas presiones y velocidades de impresión. El hinchamiento, comportamiento de 

degradación y porosidad demostraron su potencial para uso en aplicaciones como 

regeneración de tejidos, medicina regenerativa y demás. Se realizaron pruebas de 
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biocompatibilidad in vitro de acuerdo a la norma ISO 10993-5, donde se demostró una alta 

viabilidad y crecimiento celular de células fibroblastos en las estructuras impresas de CNF 

obtenida de PALF y PVA. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

Diversas investigaciones, tanto a nivel nacional como internacional, han demostrado la 

viabilidad de producir nanofibras de celulosa (CNF) a partir de residuos vegetales con un 

costo económico favorable. A nivel internacional, se ha reportado la extracción de nanofibras 

de celulosa de biomasas conformadas por residuos de: hierbas de suelo Salicornia 

ramisissima,1 toronja,2 papa,3 microalgas de plantas de tratamiento,4  de la fruta de Nypa,5  

de horticultura y ramas herbáceas de vid,6 hoja del maíz,7  durian,8 entre otros. A nivel 

nacional, se han extraído nanofibras de celulosa a partir de rastrojo de piña, mediante 

métodos químicos y mecánicos.9 

En años recientes, las nanofibras de celulosa han sido utilizadas en la formulación de 

biotintas para impresión 3D, de matrices utilizadas en medicina regenerativa. Se han 

desarrollado biotintas de nanofibras de celulosa con gelatina-metacrilada para la 

biofabricación de  sustratos biomiméticos  para  regeneración de tejidos blandos10 y biotintas 

de nanofibras de celulosa con goma gellan para la impresión de estructuras de soporte con  

células de piel.11 Algunas biotintas de nanofibras de celulosa-alginato han sido utilizadas para 

la impresión de órganos funcionales como una oreja humana y un menisco de oveja.12 Existe 

amplia información sobre el uso de las nanofibras de celulosa en hidrogeles para la 

bioimpresión. Sin embargo, hasta donde se tiene conocimiento no se han generado 

investigaciones que utilicen materias primas provenientes de residuos o sustratos distintos a 

la madera como fuente de nanofibras de celulosa para aplicaciones en la bioimpresión 3D. 

Esta investigación propone la utilización de nanofibras de celulosa obtenidas a partir de 

rastrojo de piña, aisladas mediante métodos químicos y mecánicos, en el desarrollo de una 

biotinta con potencial aprovechamiento como biomaterial. En específico, se propone 

desarrollar una biotinta de nanofibras de celulosa con alcohol polivinílico, ya que esta mezcla 

ha demostrado potencial para uso en impresión 3D.13 De esta manera, no solamente se 

aprovecharán residuos orgánicos de la producción de piña, sino que también se contribuirá 

con la generación de nuevos materiales con aplicaciones futuras en el ámbito de la salud, a 

través de su posible aplicación en medicina regenerativa. 
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CAPÍTULO II: MARCO TEÓRICO 

2.1 Piña  

2.1.1 Cultivo de piña en Costa Rica 

 Las dimensiones de una planta adulta de piña corresponden a 1-2 m de altura y 1-2 m 

de ancho, con una estructura compuesta del tallo, pedúnculo, hojas, fruta múltiple, corona, 

brotes y raíces. El fruto de la piña es aprovechado por el ser humano, dejando el resto de la 

planta como residuo. La estructura general de la piña consiste en un tallo que posee una 

sección aérea recta y una porción subterránea de hojas sésiles (entre 40-80 por planta), raíces 

adventicias y la fruta (compuesta por corteza, bases de sépalos y ovarios).14 

 En Costa Rica la producción de piña se lleva a cabo mayoritariamente en las regiones   

Huetar Norte y Huetar Atlántica debido a que las zonas tropicales de la región proporcionan 

las condiciones adecuadas de agua, pH, nutrientes y oxígeno a las raíces, temperatura y 

exposición a luz solar.15,16 Generalmente, se utilizan algunos agroquímicos para el control de 

las plantas que generan competencia con la piña como: Ametrina®, Paraquat®, Bromacil® y 

Quizalofop-p-ethyl®.15 Se utilizan también intensivamente fertilizantes para proporcionar 

una cantidad de nutrientes adecuada para el crecimiento de la planta.16 

 El cultivo de piña genera grandes cantidades de biomasa correspondientes al tallo y 

las hojas, los cuales al no ser tratados en la zona de cultivo generan distintos impactos 

ambientales. El ciclo comercial de la piña es de 27 meses generándose dos cosechas de frutos: 

una a los 15 meses de cultivo y otra a los 12 meses siguientes. Los residuos de biomasa se 

eliminan en cada uno de estos ciclos para poder iniciar de nuevo la producción.17 

 La eliminación de los residuos de piña, principalmente correspondientes al rastrojo 

de piña, se ve complicada por el gran volumen de residuos, la lenta degradación del producto 

y los altos contenidos de silicio en las fibras de celulosa. Debido a esto, el método más 

empleado para eliminar el residuo consiste en el cortado del residuo seguido por un desecado 

y quemado con herbicidas.17 Se ha demostrado que el uso de estos agroquímicos tiene un 

efecto contaminante en mantos acuíferos, aire y suelos.15 Según el Instituto Regional de 

Estudios en Toxicología (IRET) de la Universidad Nacional, el herbicida bromacil fue 

encontrado en nacientes de agua en distintos pueblos del cantón de Siquirres, Limón. Este 

herbicida es tóxico para el ser humano.15 
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 Además, el manejo inadecuado de los desechos del cultivo de piña propicia problemas 

para el ganado en estas zonas, ya que aumenta la proliferación de la mosca Stomoxys 

calcitrans.18 Este insecto conocido como la mosca de los establos aprovecha los residuos que 

son enterrados para descomposición, para completar su ciclo biológico, lo cual afecta 

actividades agrícolas, mediante propagación de enfermedades virales o bacterianas, 

afectando  la producción de carnes y lácteos.18 

2.1.2  Celulosa  

 La celulosa es un polímero natural conformado por unidades de glucopiranosa D-

anhidrido con enlaces glicosídicos β-(1→4) y se encuentra abundantemente en la naturaleza, 

en los tejidos vegetales. Este polímero natural posee propiedades de interés como: una 

relación de aspecto variable, fuertes propiedades mecánicas, baja densidad, fácil 

procesamiento y un costo económico reducido.19 

 La celulosa que está presente en el material vegetal posee una estructura organizada 

jerárquicamente. A nivel macroscópico se encuentran las fibras naturales, las paredes 

celulares y las microfibrillas.20 Por otro lado, a nivel nanoscópico se encuentran las 

microfibrillas (CMF), las nanofibras (CNF) y los nanocristales (CNC). Sin importar su 

origen, la estructura nanoscópica de la celulosa es la que define las propiedades físicas y 

químicas de interés que posee la celulosa.20 

La CMF, al ser una unidad supramolecular, está compuesta por cadenas poliméricas 

paralelas con un diámetro aproximado de 100 nm o más y una longitud variable dependiendo 

de su origen.21 Además, la CMF posee regiones cristalinas y amorfas, ver Figura 1. Cabe 

destacar que el porcentaje de regiones amorfas es mayor en celulosa proveniente de plantas 

superiores que en la celulosa proveniente de las bacterias.21 

 

Figura 1. Representación general de la jerarquía estructural de las fibras de celulosa22 
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2.1.3 Nanofibras de celulosa provenientes de residuos vegetales 

 Las nanofibras de celulosa se encuentran en la pared celular de las plantas, sumergidas 

en una matriz de hemicelulosa, lignina y pectina. La estructura geométrica de las células 

vegetales varían desde células con estructura tipo panal semejante a la madera y células con 

estructura de parénquima de las frutas y vegetales.23 Las paredes delgadas de la parénquima 

ayudan a facilitar la separación de las nanofibras.24,25 Las hemicelulosas también juegan un 

rol beneficioso en la separación de las nanofibras de celulosa, ya que las nanofibras han 

presentado una disminución en endurecimiento y una fuerza mecánica superior al presentar 

hemicelulosas en su superficie.26,27 El rol de la pectina sobre el proceso de fibrilación es 

menos comprendida, pero se sugiere que la pectina y la hemicelulosa deben ser reducidas 

para permitir la separación de las nanofibrillas.28 

Las nanofibras de celulosa han sido aisladas a partir de varios tipos de residuos 

agroindustriales. Por ejemplo, el bagazo de caña,29 la hoja de piña,30 la cáscara de 

mandarina,28 la cáscara de naranja,31 la zanahoria,25 los residuos de toronja,2 los residuos de 

papa,32 las microalgas de plantas de tratamiento,4 la hoja del maíz,7 entre otros. Todas estas 

han sido materias primas utilizadas para la producción de nanofibras de celulosa mediante 

distintos métodos mecánicos, en algunos casos con un pretratamiento químico o enzimático. 

Existen algunos beneficios reportados respecto al uso de residuos agroindustriales para la 

separación de nanofibras de celulosa, como por ejemplo llevar a procesos más eficientes 

energéticamente y sostenibles en la producción de nanocelulosa.33 

 En Costa Rica, se han aislado las nanofibras de celulosa a partir del rastrojo de piña 

mediante métodos químicos y mecánico: (1) por oxidación con radical 2,2,6,6-

tetrametilpiperidina-1-oxilo (conocida como TEMPO) seguido por dispersión de alto 

rendimiento a 17000 rpm durante 5 min y (2) por oxidación con radical TEMPO seguido por 

2 pases en un homogeneizador de alta presión usando geometrías en serie de 400 y 200 m. 

El método utilizando desintegración mecánica resultó extraer más eficientemente las 

nanofibras que el método con dispersión de alto rendimiento.34 
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2.2 Impresión 3D y fabricación aditiva 

 La impresión 3D inició a nivel industrial, donde se le conocía como la tecnología de 

manufactura aditiva. La tecnología de la manufactura aditiva fue diseñada inicialmente para 

el curado por luz ultravioleta (UV) de los fotopolímeros durante los años 80 al introducir la 

Estereolitografía (SLA). Años después, el método fue expandido a la Sinterización por Láser 

Selectiva (SLS) al reemplazar la luz UV con un rayo láser y alterando la entrada de 

alimentación a un polímero pulverizado.35 A partir de esto, las tecnologías de manufactura 

aditiva emergieron rápidamente y las técnicas basadas en extrusión y chorro de aglomerante 

(binder jetting en inglés) fueron establecidas.35 

 En 2010, la American Society for Testing and Materials (ASTM) introdujo el estándar 

ASTM F42-Additive Manufacturing Standard (Estándar de Manufactura Aditiva) para 

clasificar la tecnología en 7 categorías: extrusión de material, polimerización en masa, fusión 

del lecho de polvo (polímero), chorro de material, chorro de aglomerante, laminación de 

láminas y deposición de energía dirigida.35 En 2022 la ASTM actualizó la norma ISO/ASTM 

52900:2021, donde la manufactura aditiva fue ampliada y definida como un proceso para la 

unión de materiales para la creación de materiales a partir de datos de modelado 3D, 

usualmente capa por capa, lo cual lo diferencia de tecnologías de manufactura sustractivas o 

formativas.36,37 

 Las estructuras desarrolladas por la manufactura aditiva son aplicables en una gran 

cantidad de campos de estudio como: la biomedicina e ingeniería de tejidos (e.g. implantes, 

estructuras bioimpresas cargadas de células, andamios de cultivo celular, apósitos para 

héridas y liberación de fármacos),38–42 sistemas de almacenamiento de energía (e.g. baterías, 

supercapacitores, disipadores de calor, termitas y aisladores),43–45 electrónicos y sensores 

(electrónicos flexibles, electrodos, fotodetectores, indicadores, dispositivos calibradores, 

dispositivos de monitoreo de señales fisiológicos y transmisores),46–48 robótica suave 

(electrónicos suaves y actuadores),49–51 aplicaciones ambientales (captura de CO2, 

tratamiento de aguas, utilización de luz solar y catalizadores avanzados), 3,52 aplicaciones 

estructurales (muebles, construcciones grandes como puentes y casas) 53,54 y otras 

aplicaciones (formación de patrones, empaques, óptica, sistemas de microfluídica, aplicación 

aeroespacial y aviación).35 
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 En el sector biomédico, la manufactura aditiva ha generado una revolución debido a 

la obtención de estructuras personalizadas mediante modelaje 3D y sistemas de escaneo 3D.35 

La Escritura Directa con Tintas (Direct Ink Writing o DIW, por sus siglas en inglés) tiene 

ventajas en la creación de este tipo de estructuras. La impresión por DIW se basa en la 

extrusión de un material y permite la deposición del mismo de manera continua y por capas. 

Mediante esta técnica, se requiere que el material a imprimir presente un flujo viscoso en 

respuesta a un esfuerzo cortante y la recuperación rápida de su estructura posterior a la 

relajación. Los hidrogeles han emergido como materiales de interés en DIW debido a su 

comportamiento viscoelástico55 

Los hidrogeles para DIW deben cumplir con criterios esenciales como: propiedades 

reológicas adecuadas, biocompatibilidad, degradabilidad controlada, fuerza mecánica 

adecuada, hinchamiento y aspectos económicos razonables dependiendo de la aplicación.35 

La mayoría de los hidrogeles utilizados en las técnicas DIW tienen un contenido de sólidos 

bajo, por lo que tienen menor fuerza mecánica.35 

 Las primeras impresiones 3D llevadas a cabo en la biomedicina se hicieron en 1999.35 

Desde esa primera impresión, se han usado sistemas de digitalización e impresión 3D para la 

fabricación de  modelos ortopédicos,56 dispositivos e instrumentos médicos,57 implantes de 

hueso y dentales,58,59 agregados celulares60,61 y aplicación de liberación de medicamentos 

con dosis específica.62,63 

2.3 Biopolímeros como componentes de biotintas de impresión 3D 

2.3.1 Propiedades de las biotintas de impresión 3D 

 A la hora de escoger la biotinta a utilizar en bioimpresión, las propiedades del material 

deben ser optimizadas de acuerdo con el tipo de tejido biológico de interés, debido a que las 

propiedades de la tinta influyen en la estructura y funcionalidad del tejido a desarrollar. En 

específico, las propiedades a considerar son la fuente celular, las propiedades mecánicas, la 

interacción biológica, el proceso de gelación, la reología, y la rigidez de la biotinta.64 

También se deben considerar la procesabilidad  de la biotinta desarrollada y si es capaz de 

mantener su estructura post-impresión. Hay algunos parámetros que pueden afectar el  

procesamiento de la biotinta como:  capacidad de entrecruzamiento, viscosidad, tensión 

superficial y propiedades superficiales del sistema de extrusión de la impresora. Estas 
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propiedades requieren  ser configuradas y optimizadas de acuerdo a la aplicación deseada de 

bioimpresión.65 

Las tecnologías de manufactura aditiva tienen una ventana específica de propiedades 

reológicas que deben tener los hidrogeles de procesado o las biotintas. Generalmente, se han 

utilizado algunos polímeros sintéticos para el desarrollo de biotintas como: acrilonitrilo 

butadieno estireno (ABS), polietilenglicol (PEG), ácido poliláctico (PLA), entre otros.66 Sin 

embargo, los biopolímeros han sido utilizados en las biotintas para ajustar las propiedades 

reológicas, controlar el encogimiento y tiempo de secado e implementar propiedades de 

gradiente relacionadas al diseño del material de biotinta 35. Los biopolímeros más utilizados 

para esta aplicación son las nanofibras de celulosa,10,12,67–71 los nanocristales de celulosa, 35,72 

las partículas de lignina, la agarosa, la goma konjac, la seda, el colágeno, el quitosano, el 

alginato, el gelatina, el dextrano, el ácido hialurónico, los agregados de células,  la goma 

gellan y la fibrina.66 Algunos casos han demostrado el uso de celulosa bacteriana como 

material en las biotintas. 73 

2.3.2 Biotintas basadas en nanocelulosa y alcohol polivinílico 

 En la literatura, se detalla el uso de nanofibras de celulosa como un material de interés 

para el desarrollo de biotintas de impresión. Principalmente se han utilizado las nanofibras 

como un componente de reforzamiento de las biotintas.66 Una mayor parte de la literatura 

detalla el desarrollo de biotintas de nanofibras de celulosa mezcladas con algún otro polímero 

que facilite el entrecruzamiento del material post-impresión. En especial, las nanofibras de 

celulosa oxidadas por TEMPO han sido de gran interés debido a que esta oxidación introduce 

grupos aldehído y carboxilo en la superficie de las nanofibras74 y  los grupos carboxilo 

pueden acomplejarse con Ca2+ en la superficie de las nanofibras y generar un 

entrecruzamiento.75 Además, las dispersiones acuosas de las nanofibras de celulosa tienen un 

carácter tipo-gel a concentraciones bajas (0,5%), gracias al  enredamiento de las fibras y la 

formación de puentes de hidrógeno.74 

Por ejemplo, algunos autores detallan el uso de nanofibras de celulosa oxidadas por 

TEMPO y gelatina metacrilada (GelMA) extraída de gelatina de bovino o pescado para crear 

una biotinta que se entrecruza con un fotoiniciador y luz ultravioleta. Esta biotinta presentó 

propiedades adecuadas para bioimpresión y un soporte adecuado para la proliferación de 

células madre derivadas de tejido adiposo humano (hASCs).10 
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Otras investigaciones han utilizado una mezcla de nanofibras de celulosa oxidadas 

con TEMPO y alginato en distintas proporciones, donde se utilizar CaCl2 para generar el 

entrecruzamiento de los polímeros.12,71,75,76 Estos dos agentes han sido estudiados en la 

impresión 3D de andamios para la creación de tejido de cartílago, en especial porque las 

nanofibras de celulosa imitan la matriz de colágeno del tejido de cartílago y los hidrogeles 

de alginato regeneran células de cartílago in vivo.70 Estructuras impresas de hidrogeles de 

nanocelulosa oxidada con TEMPO y alginato han demostrado una fuerza mecánica mayor, 

debido a la capacidad de entrecruzamiento de los dos componentes con el Ca2+.77 Para los 

condrocitos, o células de cartílago, la combinación de alginato sulfatado con nanocelulosa 

presentó viabilidad celular prometedora.76  

Además de las ventajas con respecto a la viabilidad para el crecimiento de células 

condrocitos o de células madre, la nanocelulosa también proporciona propiedades mecánicas 

importantes. En específico, las nanofibras de celulosa evitan la sinéresis de geles de alginato 

y proporcionan mayor resistencia a la compresión a deformaciones pequeñas, evidenciado 

en el incremento del Módulo de Young en geles de nanocelulosa-alginato.74 Se reporta que 

el uso de nanofibras oxidadas con TEMPO incrementa este efecto del Módulo de Young y 

que los geles son estables en volumen y no se disminuye su fuerza mecánica al agregar 

tratamientos salinos.74 El incremento del Módulo de Young demuestra que las nanofibras de 

celulosa mejoran las propiedades mecánicas de las biotintas de impresión. 

Para aumentar la estabilidad y propiedades en húmedo de las nanofibras de celulosa 

oxidadas, se ha utilizado alcohol polivinílico como material de entrecruzamiento para las 

mismas. La mezcla de TOCNF y PVA se ha detallado para la creación de películas plásticas, 

para la técnica de “wet-spinning” y la creación de hidrogeles para impresión 3D.13,78,79 En la 

Figura 2, se observa la reacción de esterificación que ocurre entre las fibrillas del TOCNF y 

el PVA en medio ácido.  
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Figura 2. Esquema de la reacción de esterificación en medio ácido entre las nanofibras de 

celulosa oxidadas por TEMPO (CNF) y el PVA en la superficie fibrilar78 

Para impresión 3D, se ha detallado el uso de TOCNF y PVA para biotintas de 

impresión 3D con porosidad y estabilidad adecuada para aplicaciones biomédicas.13 El PVA 

tiene propiedades interesantes como biocompatibilidad, carácter no tóxico, no carcinógeno, 

estabilidad térmica, biodegradabilidad y alta capacidad de hinchamiento.80,81  

2.3.3 Parámetros reológicos relacionados a la bioimpresión 3D 

Debido a los requerimientos reológicos que conlleva la técnica de la impresión 3D, 

se deben conocer las propiedades viscoelásticas de cualquier material previo a realizar 

ensayos de impresión. Esto en especial para el  caso con los hidrogeles, ya que al mantener 

un alto contenido de agua pueden ser inestables a la hora de imprimir.13 Hay 3 pasos críticos 

a la hora de realizar la extrusión mediante la impresión 3D de un material, demostradas en la 

Figura 3. 

 

 

Paso 1 

Paso 2 Paso 3 
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Figura 3. Pasos críticos durante el proceso de extrusión de un material afectados por la 

reología del hidrogel82 

 La impresión DIW busca que los hidrogeles mantengan un comportamiento 

pseudoplástico (shear-thinning en inglés). Esto se debe a que en el paso 1 de impresión, que 

corresponde al paso del material por la boquilla, se necesita que el fluido en reposo disminuya 

en viscosidad al ser sometida a una fuerza dada. Esto permitirá el material atravesar la boca 

de extrusión. Los fluidos pseudoplásticos son aquellos que presentan un comportamiento no 

Newtoniano y su comportamiento es independiente al tiempo. Estos materiales presentan una 

disminución en la viscosidad aparente () conforme se aumenta la velocidad de 

cizallamiento.82  

Para estudiar este comportamiento en hidrogeles para uso en impresión 3D, se realiza 

un ensayo de viscosidad aparente en función de una velocidad de cizallamiento determinada 

mediante un reómetro, donde se espera obtener una curva que se ajuste a la ley de potencia 

(ecuación 1).82  

𝜇 = 𝐾(𝛾)𝑛−1 (ecuación 1) 

 

Se puede utilizar la ley de potencia (ver ecuación 1) para relacionar la viscosidad 

aparente (𝜇) con dos parámetros empíricos, los cuales corresponden a: K, el índice de 

consistencia (medido en PaSn) y n, el índice de flujo. Si el valor de n es menor a 1, el fluido 

es pseudoplástico. Si el valor de n es igual a 1, entonces se considera un fluido Newtoniano. 

Si n es mayor a 1, entonces el fluido es dilatante.82 

 Además de estudiar la viscosidad del hidrogel, es necesario conocer su 

comportamiento viscoelástico mediante un ensayo reológico en función de la deformación 

en cizalla. En especial se debe de conocer su módulo de pérdida, G´, y su módulo de 

almacenamiento, G¨, donde el G¨ describe la rigidez y G´ la amortiguación de un material. 

Esto es importante porque en el paso 2 de impresión (ver Figura 3), el hidrogel debe de 

presentar la resistencia mecánica para minimizar la deformación, recuperar un grado de 

viscosidad alta y asegurar un flujo uniforme.82 Por lo tanto, se debe determinar si el hidrogel 

presenta un comportamiento viscoso (G¨>G´) o un comportamiento elástico (G´>G¨), ya que 

esta propiedad define la forma del filamento que se imprime.82 
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El límite elástico (conocido como yield stress en inglés) también es un parámetro 

crucial para la determinación de la calidad de la impresión 3D de un hidrogel debido a que 

los materiales con un límite elástico adecuado y un módulo de almacenamiento mayor al 

módulo de pérdida demuestran la capacidad de mantener su estructura.83 El límite elástico es 

el punto donde el material permite ser estirado sin presentar cambios irreversibles en su 

estructura. Esto es importante en el paso 1 (ver Figura 3)  de extrusión, ya que el límite 

elástico debe ser superado por la fuerza aplicada en la boquilla de extrusión.13,82 

𝜏𝑚𝑎𝑥 =
∆𝑃∙𝑟

2𝐿
 (ecuación 2) 

Para determinar el límite elástico máximo que se puede aplicar en la boquilla de 

extrusión, se utiliza la ecuación 2, donde ∆𝑃 (Pa) corresponde a la presión máxima aplicada, 

r corresponde al radio (mm) y L (mm) a la longitud de la boquilla.13 

El tercer punto de impresión corresponde a la construcción capa por capa de la 

estructura. Durante este paso, es esencial que el hidrogel desarrolle un carácter de auto-

mantenimiento para poder resistir el peso de las capas a imprimir y evitar la deformación. Un 

parámetro importante para determinar este comportamiento es el tan() (que es equivalente 

a G¨/G´).  

Hidrogeles con un tan() menor a 0,1 son fuertes y proveen integridad de estructura 

al material. Los que poseen un tan() menor a 1 son de un carácter más débil y tienden a 

colapsar si no hay un método de entrecruzamiento en el paso 3 de impresión. Por lo tanto, se 

requiere un balance en estos factores para mantener una impresión adecuada.82  

Para esto, se debe realizar un ensayo de frecuencia angular a una deformación de 

cizalla que esté dentro del rango viscoelástico lineal para determinar el G´, G¨ y el tan() 

correspondiente al material.13 El rango viscoelástico lineal (LVR), corresponde a aquella 

región donde se pueden efectuar un ensayo reológico oscilatorio sin destruir la estructura de 

la muestra, el cual se determina mediante en el ensayo viscoelástico de donde G´ y G¨ se 

grafican en función de la deformación en cizalla.82 

2.3.4 La bioimpresión 3D y la medicina regenerativa 

 La medicina regenerativa es el campo de la medicina que busca reparar o restaurar 

las funciones de los órganos o tejidos vivos dañados por la edad, la enfermedad o el trauma. 

Han emergido estudios preclínicos prometedores que apoyan la posibilidad de tratar tanto la 

enfermedad crónica o aguda, donde la medicina regenerativa pueda aliviar la enfermedad que 
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ocurran en un rango de sistemas de órganos y contextos.84 Esto incluye heridas de piel, 

enfermedades o traumas cardiovasculares, tratamientos para cáncer, entre otros. La medicina 

regenerativa emerge como posible solución a las limitaciones de las terapias de trasplantación 

de tejido y órganos actuales en fallos de órganos y tejidos debido a la escasez de donantes y 

complicaciones inmunes severas. El campo de la medicina regenerativa abarca muchas 

estrategias como el uso de materiales y células regeneradas de nuevo para reemplazar tejidos 

estructural o funcionalmente o para contribuir a la sanación de heridas.84  

 Para determinar si un material tiene potencial para su uso en aplicaciones biomédicas 

y medicina regenerativa, es necesario realizar ensayos de citotoxicidad in vitro. Existe la 

norma ISO 10993-5, que establece varias formas de realizar estos ensayos: por método 

directo, indirecto y por adhesión.70,85,86 En el método por adhesión, las células madres a 

estudiar son sembradas en el material. Por el método directo, las células madre son primero 

sembradas en un plato y el material es colocado encima de las células. En el método de ensayo 

indirecto, se toma el material a estudiar, se incuba en un cultivo DMEM (Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Medium) por 24 horas, se extrae el lixiviado (el cultivo DMEM que tuvo 

contacto con el material) y se siembra las células madres en el lixiviado obtenido.70 El 

presente estudio utiliza el método indirecto como ensayo de biocompatibilidad. 

 La bioimpresión 3D está emergiendo como parte de las técnicas de uso para la 

medicina regenerativa, ya que puede manufacturar tejido complejo como andamios de hueso 

o glándulas con uso en enfermedades endocrinas. Debido a la necesidad de crear una 

duplicación morfológica, se requiere un instrumento de fabricación preciso que pueda 

generar estructuras de conexión entre diferentes tipos de células vivas, por lo que el estudio 

de la impresión 3D ha avanzado.87 Existe amplia literatura acerca del estudio de biomateriales 

impresos en 3D y su posibilidad de regenerar tejidos de cartílago, hueso, piel, entre otros. Se 

han utilizado materiales como colágeno, gelatina, nanocelulosa, alginato, entre otros como 

base para materiales impresos con potencial uso para la medicina regenerativa.67,74,88,89  

 Debido a la alta disponibilidad  de grandes cantidades de material lignocelulósico en 

el país, y su aprovechamiento en la  creación de nanomateriales a nivel nacional,34 es de 

interés indagar acerca de la viabilidad  de aplicación de materiales locales para un posible 

uso en bioimpresión 3D y medicina regenerativa. A nivel nacional, no han sido estudiadas 

las nanofibras de celulosa obtenidas a partir de residuos agrícolas en la aplicaciones 
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biomédicas. El presente trabajo busca desarrollar una biotinta a partir de materiales 

lignocelulósicos y, en especial, de nanofibras de celulosa obtenidas de residuos agrícolas para 

potencial uso en medicina regenerativa. 

 

Capítulo III: OBJETIVOS 

3.1 Hipótesis 

Las nanofibras de celulosa provenientes de residuos lignocelulósicos muestran un rango de 

propiedades reológicas (viscosidad, viscoelasticidad), morfológicas (tamaño de fibra) y 

químicas (grado de oxidación) que potencialmente permiten su uso como sustrato para el 

desarrollo de una biotinta de impresión 3D. 

3.2 Objetivo general 

Desarrollar un hidrogel a partir de residuos lignocelulósicos para la evaluación de su 

potencial aplicación como biotinta en ensayos de bioimpresión 3D. 

3.3 Objetivos específicos 

1. Obtener nanofibras de celulosa a partir de residuos lignocelulósicos mediante 

procesos químico-mecánicos. 

a. Actividad 1.1: Ejecución de la extracción de celulosa de los residuos 

lignocelulósicos. 

b. Actividad 2.1: Realización de la oxidación mediada por TEMPO y métodos 

de degradación mecánica a la celulosa obtenida de los residuos 

lignocelulósicos. 

2. Caracterizar factores físico-químicos de las nanofibras de celulosa provenientes de 

residuos lignocelulósicos. 

a. Actividad 2.1: Análisis de las propiedades térmicas de las nanofibras de 

celulosa mediante TGA. 

b. Actividad 2.2: Análisis de las propiedades químicas de las nanofibras de 

celulosa mediante FTIR y titulación potenciométrica. 

c. Actividad 2.3: Análisis de las propiedades morfológicas de las nanofibras de 

celulosa mediante AFM y SEM. 

3. Preparar una biotinta reforzada con nanofibras de celulosa provenientes de residuos 

lignocelulósicos. 
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a. Actividad 3.1: Creación de al menos tres distintas biotintas de nanofibras de 

celulosa. 

b. Actividad 3.2: Caracterización de las propiedades reológicas de las distintas 

biotintas de nanofibras de celulosa. 

c. Actividad 3.3: Realizar ensayos de extrusión y entrecruzamiento de la biotinta 

de nanofibras de celulosa. 

d. Actividad 3.4: Caracterización de las propiedades de hinchamiento, 

degradación y morfológicas del material impreso de nanofibras de celulosa. 
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Capítulo IV: METODOLOGÍA 

4.1 Extracción y caracterización de las nanofibras de celulosa (CNF) 

4.1.1 Reactivos químicos 

Se utilizó 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo (TEMPO, 98% m/m), bromuro de 

sodio (NaBr, 99%), ácido clorhídrico (HCl, 37%), cloruro de sodio (NaCl, 99%), clorito de 

sodio (NaClO2, 80%), hidróxido de sodio (lentejas, 98%) y alcohol polivinílico (MM=31000-

50000 g/mol). 

Se recolectó rastrojo de piña en la zona de San Carlos, Alajuela en una plantación de 

piña orgánica, la cual se almacenó a temperatura ambiente en bolsas plásticas negras para ser 

trasladadas hasta el Laboratorio de Polímeros (POLIUNA) de la Escuela de Química de la 

Universidad Nacional, Heredia. 

4.1.2 Caracterización de la composición química del material de partida  

Se utilizaron las normas TAPPI T 20490 y T 22291 para la determinación de extraíbles 

y la determinación de lignina Klason, respectivamente, del rastrojo de piña orgánica. 

Además, se utilizaron el Método Usual WISE para la determinación de holocelulosa y 

hemicelulosa de la hoja de rastrojo de piña.92 

4.1.3 Desestructuración de las hojas del rastrojo de piña orgánica para la obtención de 

PALF y fibras de celulosa 

 Las hojas de rastrojo de piña orgánica fueron tratadas mediante un proceso de 

decorticación brindado por la empresa piñera para eliminar la parte externa de la hoja y 

obtener fibra de rastrojo de piña (PALF). 

 Se realizó una extracción de celulosa a la PALF obtenida con NaOH 4% m/m durante 

2 horas con agitación constante. Al finalizar la reacción, se neutralizaron las fibras con agua 

desionizada. Posteriormente, se realizó un blanqueamiento de las fibras, sumergiéndolas en 

hipoclorito de sodio al 3% comercial durante 2 horas y media. Al culminar el 

blanqueamiento, se neutralizaron la fibra con agua desionizada.93 

4.1.4 Obtención y desintegración de las nanofibras de celulosa (CNF) 

Se realizó una oxidación con 0,025 g de radical TEMPO, 2 g en seco de celulosa de 

piña, 0,25 g de bromuro de sodio y 10 mmol/g de hipoclorito de sodio en 150 mL de agua 

desionizada con agitación constante. La reacción se mantuvo a un pH de 10, agregando 

NaOH 0,1 M paulatinamente. Se llevó a cabo la reacción durante 3 horas y media o hasta que 
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no se observen cambios en el pH. Al finalizar la reacción, se neutralizó la muestra.94,95 La 

fibra obtenida se suspendió en agua desionizada al 2% m/v en base seca. 

 Posteriormente, se realizó una dispersión de las fibras utilizando una licuadora de 

laboratorio, dispersando la muestra durante 15 min.9 

 Al realizar la dispersión, se realizó una desintegración mecánica con un 

homogeneizador de alta presión  (Microfluidics M-110P) a 30000 psi, pasando la muestra 

por dos disposiciones de cámara en serie de 200 µm y 80 µm.9 En este proceso se obtuvo un 

hidrogel de nanofibras de celulosa (CNF). 

4.1.5 Caracterización de las nanofibras de celulosa (CNF)  

4.1.5.1 Determinación del contenido de carboxilatos 

Para la determinación del grado de carboxilatos se colocó la muestra tratada con 

TEMPO en cloruro de sodio 0,001 M con agitación constante. Se agregó HCl 0,5 M hasta 

llegar a un pH entre 2,5 y 3 y se mantuvo en agitación durante 4 horas. Posteriormente, se 

utilizó NaOH 0,005 M como agente titulante hasta llegar a pH 11. El contenido de 

carboxilatos se determinó mediante la curva conductimétrica medida en conductímetro.96 

El contenido de carboxilatos se calculó mediante la curva conductimétrica, donde se 

graficó la conductividad de la suspensión contra el volumen de NaOH (mL). La diferencia 

en volumen de NaOH entre el inicio y final de la región de meseta del gráfico, determinadas 

por la intersección de las líneas de regresión, representó la cantidad de NaOH utilizada para 

neutralizar los grupos carboxilatos de las nanofibras de celulosa. El resultado de contenido 

de carboxilo fue calculado mediante la ecuación:  

Contenido de Carboxilatos (
mmol

g
) =

∆VCNaOH

m
 

En la ecuación, ∆V corresponde a la diferencia de volumen de NaOH en la región de 

la meseta, CNaOH a la concentración de NaOH utilizada como agente titulante y m a la masa 

de las nanofibras de celulosa utilizadas.97 

4.1.5.2 Determinación de la carga superficial y tamaños de las nanofibras de celulosa 

(CNF) 

Se utilizó la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS) mediante el equipo Zetasizer 

(Malvern Instruments, Nano-ZS90) con un ángulo de 90º equipado con un láser He-Ne a una 

temperatura controlada de 25 ºC, cubetas capilares de poliestireno y haciendo 5 repeticiones 
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con 10 corridas cada una. Mediante esta técnica, se determinó el z-potencial y tamaño de las 

nanofibras de celulosa de piña, mediante el software Ultra (Malvern Instruments), el tamaño 

se reporta en nanómetros y el Z-potencial en unidades de milivoltios (mV).9 

Se utilizó la técnica de espectroscopía de difracción de laser estático (SLS)mediante 

el equipo Mastersizer (Malvern Instruments. 3000 HydroMV) para determinar el tamaño de 

las nanofibras de celulosa en suspensión acuosa. La suspensión de TOCNF al 1% fue 

agregada al vaso del equipo hasta obtener una obscuración de 10-20%, con una velocidad de 

bomba de 2000 rpm. Los resultados presentados son un promedio de seis mediciones.98 

4.1.5.3 Determinación de la morfología y dimensiones de las nanofibras de celulosa 

(CNF)  

Para determinar la morfología de las suspensiones de nanofibras, se tomaron 50 µL 

de la muestra y se vertieron sobre discos de mica previamente exfoliados. Posteriormente, se 

tomaron imágenes mediante el microscopio de fuerza atómica (AFM) (Oxford, Jupiter XR) 

con el método de “tapping” a 10X10 µm y 5X5 µm. Se utilizaron puntas PPP-NCHR con 

una frecuencia de resonancia de 330kHz, constante elástica 42 N/m y un radio de punta 

<10nm. Las imágenes obtenidas se procesaron con el software de uso libre ImageJ para 

determinar diámetro por altura relativa en nanómetros (nm) y longitud de las fibras en 

nanómetros (nm).99 

 Además, se utilizó la técnica de microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

(Philips CM-100) a 100 kV, spot 3, 200 m apertura de condensador y 50 m apertura de 

objetivo de las nanofibras de celulosa diluidas y depositadas sobre mesh Formvar 400 con 

película de carbono con tinta de acetato de uranilo.100 Las imágenes fueron tratadas mediante 

el software Image J para determinar el diámetro de las nanofibras de celulosa. 

 Se analizo la cristalinidad aparente de las muestras de PALF, celulosa sin blanquear, 

celulosa blanqueada y CNF mediante difracción de rayos X con el difractor (Empyream, 

Siemens) aplicando radiación CuKα (longitud de onda de 0.154 nm) y modo de exploración 

por pasos (2θ rango: 5° a 50°). Esta medición se realizó mediante un ensayo para cada 

muestra y el índice de cristalinidad (Ic) se calculó utilizando el método empírico de Segal, 

1959, donde se utilizó la siguiente ecuación:101 

𝐶𝐼𝑟% =
𝐼002−𝐼𝑎𝑚

𝐼002
∗ 100    (ecuación 3) 
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Según Segal, I002 es la intensidad máxima del pico de refracción (002) (22,6°) 

mientras que IAm es la intensidad dispersada por la parte amorfa de la celulosa (18°). El pico 

de difracción (002) se encuentra en el máximo 2Ɵ entre 22° y 23° para celulosa I y entre 18° 

y 22° para celulosa II. Mientras que la intensidad de la parte amorfa en el pico minino está a 

2Ɵ entre 18° y 19° para celulosa I y entre 13° y 15° para celulosa II.101  

4.1.5.4 Determinación del espectro de absorción infrarroja de las nanofibras de celulosa 

(CNF) 

Se efectuó el análisis de espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) 

(Thermoscientific, Nicolet IS-50 ATR) con la técnica de reflectancia total atenuada (ATR) a 

25 C para obtener los espectros de absorción de las muestras de nanofibras de celulosa en 

el rango de 4000 cm-1 a 400 cm-1, realizando 20 mediciones por repetición. Se registraron las 

salidas espectrales en el modo de porcentaje de transmitancia como una función del número 

de onda. 

4.1.5.5 Análisis de la estabilidad térmica de las nanofibras de celulosa (CNF) 

Se analizó la estabilidad térmica mediante el análisis termogravimétrico (TGA) (TA 

Instruments, Q500), con una velocidad de calentamiento variable desde temperatura 

ambiente hasta los 650 ºC en un entorno de nitrógeno, con un flujo de 60 mL/min, para 

estudiar la estabilidad térmica de las nanofibras desarrolladas102. Para lograr esto, se utilizó 

el método de alta resolución, el cual disminuye la velocidad de calentamiento cada vez que 

se detecta la degradación de un componente por el aumento repentino de la variación en la 

pérdida de masa, permitiendo identificar señales que de otra manera no aparecerán. 

4.2 Formulación de la biotinta con nanofibras de celulosa de piña 

4.2.1 Desarrollo de la biotinta de nanofibras de celulosa de piña y alcohol polivinílico 

 Inicialmente, se probaron mezclas de las CNF con alginato. Debido a que no se 

obtuvo la consistencia deseada durante el inicio de la pasantía, se utilizó en su lugar el alcohol 

polivinílico mezclado con las CNF, debido a su capacidad de entrecruzamiento con las 

mismas. Para obtener biotintas con mayor cantidad de sólidos, se concentraron las nanofibras 

de celulosa para alcanzar un valor del 2% m/m. Posteriormente, se prepararon 2 biotintas de 

CNF y PVA en proporción 2:1 y 1:1 con un contenido total de sólidos de 3%. Estas se 

homogeneizaron con un dispersor de alto rendimiento (Ultraturrax, IKA) durante 10 min a 

12000 rpm.13 
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4.2.2 Caracterización de las biotintas desarrolladas 

4.2.2.1 Estudio de la reología de las biotintas 

 Las propiedades reológicas de las biotintas se midieron a temperatura ambiente, 

utilizando el reómetro (Anton Par MCR302) con un plato de acero inoxidable plano de 

geometría de 25 mm. Se llevaron a cabo dos mediciones reológicas: viscosidad y 

viscoelasticidad. En medición de flujo constante, la viscosidad fue evaluada mediante barrido 

de velocidad de corte desde 0,1 hasta 100 s-1 seguido por un segundo barrido de 100 a 0,1 s-

1. Para el estudio de viscoelasticidad de cada muestra (módulo de almacenamiento (G’) y 

módulo de pérdida (G”)), se programó una tasa de deformación de 1% y una frecuencia de 

oscilación de 0,1 a 100 Hz.70 

4.3 Impresión 3D de las biotintas 

4.3.1 Extrusión del material de biotinta desarrollado 

 Las tintas de CNF:PVA 2:1 y 1:1 fueron extruidas mediante cartuchos de 3 mL con 

boquilla de impresión de calibre 18 en una impresora 3D (Cellink BioX), con un cabezal de 

impresión neumático. La velocidad de impresión fue de 5-7 mm/s, con una presión de 

extrusión variable. La temperatura del cabezal y de cama fueron 21C y de 4C, 

respectivamente. Se utilizó TinkerCad para la construcción de las geometrías a imprimir, las 

cuales se extrajeron en formato STL para ser llevados a la impresora 3D. 

4.3.2 Caracterización de las estructuras impresas 

4.3.2.1 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Las muestras impresas de CNF:PVA fueron secadas a punto crítico, para 

posteriormente ser recubiertas con platino (15 mm). Posteriormente, las muestras fueron 

observadas en un microscopio electrónico de barrido (SEM) (Zeiss Crossbeam 350). Se 

utilizó un voltaje de 10 kV y una distancia de trabajo de 10 mm.70  

Posteriormente, las imágenes obtenidas fueron analizadas mediante el software 

ImageJ, para determinar su tamaño de poro (50 poros fueron analizados en total por cada 

muestra). A partir del análisis de ImageJ, se procedió a crear un gráfico de distribución 

normal del tamaño de poro observado por SEM para determinar el promedio de tamaño de 

poro en las estructuras impresas de CNF:PVA. 
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4.3.2.2 Hinchamiento de las estructuras impresas 

Para evaluar el hinchamiento, las muestras impresas con la proporción CNF:PVA  1:1 

fueron liofilizadas y pesadas para obtener su masa en seco, por triplicado. Las muestras se 

colocaron en una solución buffer de fosfato a 37°C para estimar su capacidad de 

hinchamiento, obteniéndose su masa antes y después de sumergirse en la solución para 

calcular el porcentaje de hinchamiento.70 

4.3.2.3 Estudio de degradación 

El estudio de degradación se realizó colocando las muestras impresas de CNF:PVA 

1:1 en un cultivo DMEM a 37°C durante 8 días, donde al octavo día se midió su ancho y 

altura utilizando una regla para comparar con las dimensiones originales (5 x 15mm).70 

4.3.2.4 Ensayo de citotoxicidad de las estructuras impresas CNF:PVA con MTS 

Se realizó el ensayo de citotoxicidad a través de una colaboración con el Centro 

Nacional de Biotecnología (CENIBIOT). Se trabajó de acuerdo a la norma ISO 10993-5 con 

fibroblastos embrionarias de ratón NIH/3T3.85,86  Primeramente, se colocaron las membranas 

de CNF:PVA esterilizadas en medio de cultivo DMEM al 10% FBS y 1% S/P como vehículo 

de extracción dentro de un vial estéril y cubiertas con Parafilm. Posteriormente, se incubaron 

los viales a 371C y con agitación constante durante 48 horas. 
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Figura 4. Representación de una placa de 96 pocillos empleada para el ensayo de 

citotoxicidad por extracción. Doxo: Control negativo (Doxo 20 M), UT: Control positivo 

(DMEM al 10% FBS y 1% S/P), M: Concentraciones de extractos de membrana. 

(Elaboración Propia) 

Posterior a la incubación, se preparó una placa de 96 pocillos para cultivo celular con 

100 L de PBS en los pozos del extremo derecho y 100 L de DMEM al 10% FBS y 1% S/P 

como blanco en los espacios indicados por la Figura 3. Los pozos fueron sembrados con 

células NIH/3T3 (7500 células/100 L) y fueron incubadas durante 24 horas (5% CO2, 37C, 

>90% humedad) para formar una monocapa con una confluencia del 80%. 

Posteriormente, se aseguró una confluencia de los cultivos en el microscopia óptico. 

Se realizó una dilución de Doxorrubicina (Doxo) hasta alcanzar 20 M. Se retiró el medio 

de cultivo de los pocillos con células de la placa y se realizó lavados de los mismos con 50 

L de FBS. Luego, se agregaron 100 L del extracto de las estructuras impresas de 

CNF:PVA en las concentraciones de 100, 80, 60, 40 y 20% de acuerdo a la Figura 3. Se 

agregó 100 L de DMEM al 10% FBS y 1% S/P como control positivo y 100 L Doxo como 

control negativo, según lo indicado en la Figura 3. La placa se llevó a incubar durante 24 hr 

(5% CO2, 37C, >90% humedad) para luego evaluar la citotoxicidad. 

Para analizar la citotoxicidad, se adicionó a cada pocillo 20 L de la solución de MTS 

y se incubó por 20 minutos a 37C. Posteriormente, se agitó la placa y se midió la absorbancia 

a una longitud de onda de referencia de 490 nm. Con los resultados obtenidos se midió el 

porcentaje de viabilidad de acuerdo a la ecuación 3, tomando en cuenta el promedio de las 

absorbancias y se restó su respectivo blanco. 

%Viabilidad =
100x ODn490M

ODn490CN
 (ecuación 4) 

 

4.3.2.5 Ensayo de proliferación celular de las estructuras impresas CNF:PVA  

Se realizó el ensayo de proliferación a través de una colaboración con el Centro 

Nacional de Biotecnología (CENIBIOT). Para evaluar la proliferación celular, se sembraron 

10000 células fibroblastos embrionarias de ratón NIH/3T3 sobre la membrana y se utilizó 

Alamar Blue siguiendo las instrucciones del manual del reactivo. La fluorescencia fue 

detectada con un lector de microplacas BioTek Synergy H1 los días 1, 4 y 7. Para evaluar la 
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proliferación celular mediante microscopia de fluorescencia, se sembraron 10000 células 

sobre la membrana y se utilizó CellTracker™ Fluorescent Probes siguiendo las instrucciones 

del manual del reactivo. Finalmente, estas muestras fueron vistas en el microscopio de 

fluorescencia Invitrogen™ EVOS™ M5000 Imaging System los días 1, 4 y 7. 

4.3.2.6 Ensayo de adhesión celular de las estructuras impresas CNF:PVA 

 Se realizó el ensayo de proliferación a través de una colaboración con el Centro 

Nacional de Biotecnología (CENIBIOT). Para evaluar la adhesión celular, se sembraron 

10000 células fibroblastos embrionarias de ratón NIH/3T3 sobre la membrana. 

Posteriormente, las células fueron fijadas con glutaraldehído, sometidas a un gradiente de 

etanol, secadas y recubiertas con una capa de oro para su visualización en el microscopio 

electrónico de barrido (SEM). 
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CAPITULO V: Resultados y discusión 

5.1 Caracterización del rastrojo de piña orgánico 

Para comprender la matriz de la hoja de piña que se utilizó como materia prima para 

las nanofibras de celulosa (CNF), se realizó una caracterización química del material de 

partida. Las matrices fibrosas se componen principalmente de celulosa, lignina y 

hemicelulosas, además de la presencia de cenizas, así como otros compuestos que son 

extraíbles en agua y en disolventes orgánicos. 

 

Cuadro 1. Determinación de la composición química de las fibras de rastrojo de piña 

(PALF) 

Lignina 

 (%) 

Holo- 

celulosa (%) 

Extraíbles Acetona 

/EtOH 

(%) 

Extraíbles Agua 

(%) 

Cenizas 

(%) 

14,08±0,26 89,37±9,73 3,55±0,74 5,71±0,26 8,688±0,052 

 

En el presente estudio, se utilizó rastrojo de piña obtenida de la zona de San Carlos 

de cultivo orgánico de esta fruta, cuyo contenido principal es holocelulosa y lignina (Cuadro 

1). En el Cuadro 1, se observan también los resultados de extraíbles en acetona/etanol y agua 

y el contenido de cenizas del PALF.  Esta matriz del rastrojo de piña orgánica es una matriz 

baja en lignina, cenizas y sustancias extraíbles con una composición mayoritaria de 

holocelulosa. Su alto contenido de holocelulosa indica que el PALF tiene un potencial para 

la extracción de celulosa y por ende de nanocelulosa. También se demuestra el potencial del 

PALF orgánico como fuente de nanocelulosa para aplicación en un biomaterial, ya que en 

las extracciones llevadas a cabo los contenidos de material inorgánico (cenizas), extraíbles y 

lignina se separan de la fibra de celulosa efectivamente, dejando un material con alto 

contenido de celulosa. 

 El valor reportado en la literatura de contenido de celulosa de la hoja de piña es de 

80-83%.103 Previos estudios en Costa Rica, han demostrado un contenido de holocelulosa, 

lignina, cenizas y extraíbles en agua de 62,75%, 25,63%, 4,64% y 38,5%, respectivamente, 

para rastrojo de piña obtenido en la zona de Alajuela de la empresa Inprotsa, cultivado con 

ayuda de plaguicidas.104  
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Basado en la literatura, la muestra de rastrojo de piña orgánica posee un contenido de 

holocelulosa significativamente mayor a otras muestras de rastrojo de piña de cultivo 

tradicional en Costa Rica.101  El contenido de extraíbles en agua de la hoja de piña orgánica 

es significativamente menor y el contenido de cenizas es ligeramente mayor a las muestras 

de rastrojo de piña estudiadas anteriormente en el país.104 Estas diferencias pueden ser debido 

al no uso de herbicidas, plaguicidas y diferencia en nutrientes entre los rastrojos de piña 

estudiados en la literatura y el presente estudio. Ya que según la literatura, el uso de 

herbicidas inhibidores del fotosistema II, puede afectar otros procesos vegetales como la 

biosíntesis de carotenoides y la síntesis de antocianinas, ARN y proteínas.105   

5.2 Obtención de las nanofibras de celulosa de rastrojo de piña 

Inicialmente, se realizó el proceso de obtención de nanofibras de celulosa a partir del 

rastrojo de piña orgánica. Esto se inició con la muestra de rastrojo de piña, que fue 

previamente decorticada mediante un proceso mecánico que expuso la parte fibrilar de la 

hoja. Esto permitió procesar más fácilmente la fibra de piña por los métodos químicos 

consiguientes. Posteriormente, se procesó por un pulpeo químico a la sosa y a la fibra 

obtenida en el pulpeo químico se le realizó un blanqueamiento con hipoclorito de sodio. El 

flujo de proceso llevado a cabo desde el residuos a la nanocelulosa se presenta en la Figura 

5.  

 

Figura 5.Proceso de Obtención de las nanofibras de celulosa oxidadas con TEMPO (CNF) a 

partir del rastrojo de piña orgánica (Elaboración Propia) 

 Al obtener la fibra de celulosa blanqueada, se realizó una oxidación mediada por 

reactivo TEMPO a una proporción de NaOCl de 10 mmol/g fibra por 4 horas a pH 10. Este 

proceso se realizó con el fin de oxidar el grupo hidroxilo del carbono 6 de la cadena de 

celulosa hasta convertirlo en grupo carboxilato. Este pretratamiento permite reducir el 

tamaño de la fibra de celulosa como un pretratamiento a la degradación mecánica, además 
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de modificarla químicamente, con el fin de incorporar grupos con carga que faciliten la 

desintegración mecánica para llegar a un tamaño nanométrico de la celulosa. 

Posterior a la oxidación mediada por TEMPO, se procedió a desintegrar 

mecánicamente la muestra en el homogeneizador de alta presión, aplicando dos pases. Al 

finalizar la desintegración mecánica, se obtuvo un gel semitransparente de aspecto viscoso 

mostrado en la imagen de la Figura 4, el cual corresponde a la CNF de piña orgánica. 

5.3 Caracterización de las nanofibras de celulosa 

5.3.1 Espectroscopia infrarroja por transformada Fourier (FTIR) 

Al obtener la CNF de piña orgánica, se realizó un análisis infrarrojo de la fibra de 

hoja de piña (PALF), la celulosa no blanqueada (Celulosa NB), la celulosa blanqueada 

(Celulosa) y las CNF, mostrado en la Figura 6. 

 

Figura 6.Espectro Infrarrojo (FTIR) de los materiales celulósicos: PALF, Celulosa NB (No 

Blanqueada), Celulosa B (Blanqueada) y CNF 
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En todos los espectros, se observaron señales características de material celulósico: 

(OH: 3327 cm-1),  (CH: 2898 cm-1),  (C=O, CC y CO: 1159 y 1023 cm-1) y  (COC: 897 cm-

1). Además, se observa la presencia de un pico alrededor de 1605 cm-1 en el espectro de la 

PALF, el cual se relaciona a la presencia de lignina en la hoja de piña. Este pico de 1605 cm-

1 se disminuye significativamente en los espectros de celulosa no blanqueada y blanqueada, 

lo cual comprueba la remoción de la lignina de la PALF mediante el pulpeo químico y el 

blanqueamiento. La remoción de ligninas es importante porque al ser la lignina un polímero 

compuesto de estructuras polifenólicas, su presencia en la CNF podría aumentar la 

citotoxicidad de la misma. 

En el análisis FTIR correspondiente a las CNF de piña, aparece una banda nueva en 

1600 cm-1, correspondiente al estiramiento vibracional de los grupos carboxilo. Esto sugiere 

que los grupos hidroximetil de la unidad de D-glucosa fueron convertidos exitosamente en 

grupos carboxilo, demostrando que si se está llevando a cabo exitosamente la oxidación por 

TEMPO. Esto resultado concuerda con lo demostrado en la literatura para nanofibras de 

celulosa oxidadas por TEMPO.106   

5.3.2 Determinación del zeta-potencial y tamaño de nanofibras de celulosa 

 Para comprobar que hubo una oxidación exitosa en la fibra de celulosa, fue necesario 

realizar un análisis por DLS para determinar el zeta-potencial de la CNF. Además de esto, se 

realizó una titulación conductimétrica para determinar el contenido de carboxilato de la 

muestra. 

Los resultados de zeta potencial y el contenido de carboxilatos de la CNF de piña 

orgánica obtenidos fueron de –(84,03±0,66)mV y (1,07±0,02)mmol/g, respectivamente. El 

zeta potencial negativo de las CNF se relaciona con la presencia de grupos carboxilatos en la 

superficie de las nanofibras, que a un pH 7 se encuentran desprotonados. La presencia de 

carboxilatos fue confirmada por el valor obtenido en la titulación conductimétrica, estos 

resultados confirman que se llevó a cabo la oxidación con TEMPO exitosamente. 

En la literatura, se han reportado valores de z-potencial de -41 mV para CNF 

blanqueada obtenida de rastrojo de piña.9 Sin embargo, el presente estudio aplica un mayor 

nivel de oxidación por TEMPO (10 mmol/g) que lo reportado previamente en la literatura,  

por lo que hay mayor presencia de grupos carboxilato en la CNF obtenida. Esto explica la 
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carga más negativa obtenida en la CNF del presente estudio, lo cual corresponde con el mayor 

contenido de carboxilatos obtenido.   

Cabe destacar que el tratamiento realizado a la fibra de piña fue realizado con un 

grado de oxidante (mmol NaOCl/g de fibra) usualmente utilizado para la madera.94 El valor 

elevado de zeta-potencial obtenido para las nanofibras podría reflejar que este tratamiento 

fue más agresivo que los usualmente utilizados para matrices de piña citados previamente. 

El tratamiento de oxidación utilizado del presente estudio es normalmente el que es aplicado 

para tratar fibras de madera, donde es más difícil exponer la fibra de celulosa y se requiere 

un grado de oxidante mayor debido a que la madera es una matriz más cristalina y lignificada. 

Sin embargo, para la fibra de piña este tratamiento fue más fuerte y generó una mayor 

oxidación en la superficie de la fibra, ya que la matriz de piña es menos lignificada y cristalina 

que la madera. 

Con el propósito de analizar el tamaño de las CNF también se realizaron mediciones 

en el equipo de difracción láser por SLS, el cual permite un rango de medición mayor (10 

nm a 3,5 mm) que el DLS, los resultados se presentan en el Cuadro 2.  

La técnica SLS se diferencia en la técnica DLS, ya que utiliza luz estática en un rango 

de medición fijo. Esto permita generar un resultado de distribución de tamaño de partícula y 

medir a un tamaño en escala nanométrica y micrométrica, mientras que DLS solo reporta un 

valor de tamaño de partícula.107 Debido a esto, esta técnica es más acertada a la hora de 

determinar el rango de tamaño de las nanofibras de celulosa que el DLS, ya que se espera 

tener una ligera variación en el tamaño de las mismas.  

Cabe destacar que ambas técnicas de DLS y SLS se basan en difracción de luz, lo 

cual es una técnica desarrollada para medir partículas esféricas. Esto permite determinar un 

valor aproximado del tamaño de partícula de la sustancia en suspensión, pero no un valor 

exacto. 

 

Cuadro 2. Distribuciones de tamaño de las nanofibras de piña medido en un equipo analizador 

de tamaño de partículas por difracción láser (SLS) 

Muestra Dx(90) (μm) Dx(50) (μm) Dx(10) 
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CNF 0,479 0,280 0,191 

 

 

 

Figura 7. Gráfico de distribución de tamaño de las nanofibras de celulosa medidas en el 

analizador de tamaño de partículas por difracción láser (SLS) 

En el Cuadro 2, se observan los valores de distribución media del tamaño de partículas 

de las CNF donde se observa un valor de distribución de media del 90% [Dx (90)] de 0,479 

μm, con presencia de partículas de 280 nm y 191 nm. También se pudo observar la 

distribución de porcentaje de número de partículas en función de la clase de tamaño (Figura 

7). Estos resultados demuestran que hay una variedad de tamaños en las nanofibras obtenidas, 

que van desde un rango de alrededor de 200 nm hasta 900 nm, con un promedio de tamaño 

de 479 nm. Esta variedad de tamaño puede ser debido a la presencia de aglomeraciones de 

las nanofibras en medio acuoso, generando conjuntos de fibras de tamaño variado.  

5.3.3 Morfología de las nanofibras de celulosa por Microscopía de Fuerza Atómica 

(AFM) y Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

 Para estudiar la morfología de la CNF, fue necesario realizar imágenes por 

microscopía de fuerza atómica y microscopía electrónica de transmisión, cuyos resultados se 

presentan a continuación. Las propiedades morfológicas de las nanofibras de celulosa son 

importantes y pueden influir en el comportamiento reológico de los hidrogeles de las mismas 

y su comportamiento durante la impresión 3D.  
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a) b)  

 

Figura 8. Imágenes AFM para la determinación de la morfología de la CNF de piña: (a y b) 

Imágenes AFM 

 

Cuadro 3. Determinación del tamaño promedio y la relación de aspecto de la CNF mediante 

imágenes de AFM 

 

Muestra 

 

 

Longitud (nm) 

 

Ancho (nm) 

Relación de 

Aspecto 

(L/A) 

 

 

CNF 

 

280139 

 

 

28,47,2 

 

9,86 

 

Para observar la morfología de las nanofibras de celulosa, se realizaron imágenes de 

AFM de las mismas, donde se observa una longitud y ancho promedio de 280139 nm y 

28,47,2 nm, respectivamente (ver Cuadro 3). Se obtuvo una relación de aspecto de 9,86, el 

cual es significativamente menor al encontrado para CNF obtenido de PALF anteriormente 

y menor el rango reportado para madera.9,109  

Cabe destacar que también se observan pliegues en algunas de las nanofibras (Fig. 8 

y 9), lo cual puede ser debido a la desintegración mecánica que se someten las mismas 

mediante el homogeneizador de alta presión (Microfluidics). Por otro lado, se pudieron 

observar en las imágenes aglomeraciones de las nanofibras (Fig. 8b). Estas imágenes 

muestran la variedad de tamaños y las aglomeraciones que hay en la muestra de CNF que 
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pudieron llevar a la observación de cuerpos de nanofibras de tamaño hasta los 900 nm en el 

análisis de tamaño en medio acuoso realizado por la técnica de difracción láser. 

Los resultados de longitud de nanofibras obtenidas están en un rango similar al 

encontrado en muestras de CNF de PALF obtenidas por explosión de vapor.110 Sin embargo, 

los tamaños de la CNF del presente estudio poseen una relación de aspecto menor a muestras 

de CNF obtenidas de rastrojo de piña en Costa Rica anteriormente.34 Esto puede ser debido 

a diferencias en el tratamiento químico y mecánico que llevaron las muestras. Especialmente, 

el mayor grado de oxidación que lleva la CNF del presente estudio es la razón por la cual se 

observa una menor relación de aspecto que en investigaciones pasadas con nanofibras 

extraídas de PALF, ya que este pretratamiento es el encargado de exponer las fibras de 

celulosa y reducir su tamaño inicialmente. 

La relación de aspecto también es importante en el contexto de la impresión 3D, ya 

que influye en las propiedades reológicas de las nanofibras de celulosa en suspensión acuosa. 

En la literatura, se ha demostrado que hay tres factores que influyen en la reología de las 

suspensiones de nanofibras: la concentración, la cantidad de aglomeraciones y la relación de 

aspecto. En específico, se detalla que al incrementar la relación de aspecto de las nanofibras, 

la viscosidad intrínseca de la suspensión aumenta.108  

 

 

Figura 9. Imágenes TEM de las nanofibras de celulosa 
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 Posteriormente, se obtuvieron imágenes TEM para conocer la morfología de la 

celulosa, demostradas en la Figura 9. Se observó un ancho en las CNF de 38,39,4 nm, lo 

cual difiere por 10 nm a lo medido por AFM. Esta diferencia podría ser debido a que el tipo 

de medición por ¨tapping¨ que se realiza en AFM tiene una tolerancia asociada, igual al 

tamaño de la punta del cantiléver utilizada.  

Cabe destacar que se observó aglomeración de las nanofibras de celulosa, por lo que 

se decidió no medir la longitud de las nanofibras utilizando las micrografías TEM, pero se 

puede estimar que la longitud de las nanofibras es de varios micrómetros. En estas imágenes 

también se observan pliegues en las fibras, similar a lo observado en las imágenes AFM. 

La presencia de pliegues y conglomeraciones es similar a lo reportado en muestras de 

CNF preparados a partir de pulpa de madera por oxidación TEMPO y tratamiento 

mecánico.110 Según la literatura, se encuentra la presencia de pliegues de manera universal 

en las nanofibras de celulosa después de realizar un tratamiento mecánico para su 

desintegración o disminución de tamaño.111   

Es importante resaltar que las técnicas SLS, TEM y AFM pueden generar diferencias 

en medición de tamaño por sus mecanismos de medición. Primeramente, la técnica SLS se 

diferencia en la microscopía TEM Y AFM en que el tamaño de partícula se mide en medio 

acuoso, lo cual por la hidratación de la partícula puede dar resultados de tamaño mayores a 

aquellos medidos por microscopía. Como mencionado anteriormente, la técnica SLS asume 

que la partícula es esférica, por lo que, esta medición permite estimar el tamaño de las 

nanofibras pero no es un valor exacto. 

 Las técnicas TEM y AFM permiten medir la partícula en un medio plano y seco y, al 

ser técnicas de microscopía, dan una imagen que permite ver la morfología de las partículas. 

En este caso con las nanofibras, permiten visualizar y cuantificar la longitud y ancho de las 

mismas. Por lo tanto, estas técnicas nos dan más información sobre el aspecto y tamaño de 

las nanofibras en un medio seco y cuál es su naturaleza morfológica.  

Entre sí, estas técnicas de microscopía se diferencian en que el TEM utiliza un haz de 

electrones incidido sobre la muestra para dar una imagen microscópica de las nanofibras y el 

AFM utiliza un “cantilever” que hace un barrido topográfico y mide la amplitud generada 

por la superficie de la muestra en el “cantiléver”. Ambas técnicas son utilizadas para medir 

longitud y ancho de nanofibras de celulosa, sin embargo, el AFM puede tener una tolerancia 
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asociada en cuanto a la medición de ancho de fibra, ya que se basa en el uso de otro cuerpo 

de referencia (en este caso el “cantiléver”)  para hacer el barrido topográfico y generar la 

imagen microscópica. 

Adicionalmente, a los materiales se les realizó difracción de rayos X para estudiar su 

cristalinidad, los datos de Ic se muestran en el Cuadro 4. 

 

Cuadro 4. Índice de cristalinidad de la PALF, la celulosa sin blanquear (SB), la celulosa 

blanqueada (B) y la CNF 

Muestra Índice de cristalinidad 

(%) 

PALF 59 

Celulosa SB 64 

Celulosa B 66 

CNF 46 

 

De acuerdo a los resultados, se determinó un índice de cristalinidad de CNF de 46%. 

Se observó una disminución de la cristalinidad en la CNF en comparación con la celulosa 

blanqueada, la celulosa no blanqueada y la PALF (ver Cuadro 4) lo cual pudo haber sido por 

una degradación de la estructura cristalina debido a que el tratamiento químico realizado fue 

más fuerte que lo trabajado anteriormente para CNF de piña.  

Se evidencia un incremento de la cristalinidad al realizar los procesos de pulpeo y 

blanqueo químico de la PALF, posteriormente para la CNF se observa una disminución de 

la cristalinidad, esto se puede deber a que durante el proceso de fibrilación mecánica se 

pierdan además de zonas amorfas, zonas cristalinas del material, ya que como se sabe las 

nanofibras conservan ambos tipos de estructuras, las amorfas y las cristalinas, a diferencia de 

los nanocristales donde se preservan mayormente las cristalinas.34  
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5.3.4 Determinación de las propiedades térmicas de las nanofibras de celulosa por 

análisis termogravimétrico (TGA) 

 Posterior a la determinación de las características morfológicas de las nanofibras, se 

procedió a determinar la estabilidad térmica de la CNF y los materiales de partida mediante 

análisis termogravimétrico (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Termogramas y derivatogramas de: la PALF, la celulosa sin blanquear (Celulosa 

SB), la celulosa blanqueada (Celulosa B) y la CNF 

 

Cuadro 5. Datos de TGA de la obtención de las nanofibras de celulosa de piña 

Muestra Tdegradación 

inicial (℃) 

Tdegradación final 

(℃) 

DTG T1 

max (℃) 

DTG T2 

max (℃) 

% de masa 

residual a 600 °C 

PALF 178 400 319 - 14,6 

Celulosa 

SB 

279 452 407 - 4,8 

Celulosa 

B 

254 418 374 - 11,6 

CNF 201 405 271 302 16,0 
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 Primeramente, se determinó una temperatura de degradación inicial de la PALF 

(178℃), la cual es menor a la Tdeg de la celulosa blanqueada y sin blanquear debido a la 

hemicelulosa y lignina presentes en la matriz. Las hemicelulosas están compuestas por 

azúcares simples que forman una estructura amorfa ramificada, la cual es fácilmente 

degradada a bajas temperaturas. Por otro lado, la lignina se degrada de manera lenta iniciando 

a los 160℃ y terminando a los 400℃. La DTG dominante de la PALF fue a 319℃, 

correspondiente a la pirólisis de la celulosa que ocurre alrededor de los 315℃. Por último, 

su temperatura de degradación final (400℃) está al límite del rango de degradación de las 

fibras celulósicas. La masa residual a 600℃ se considera que podría contener lignina además 

de cenizas, esto último concuerda con lo demostrado en la literatura anteriormente.112 

 Para la celulosa sin blanquear, se observó una temperatura de degradación inicial de 

279℃, la cual está dentro del rango de descomposición de la celulosa que ocurre de 260-

350℃ según la literatura.113 La DTG dominante de la celulosa sin blanquear fue de 407℃, 

cuyo mayor valor podría atribuirse a la lignina todavía presente en la matriz, así como las 

hemicelulosas removidas en el proceso de pulpeo químico de la PALF. El porcentaje de masa 

residual a 600℃ fue de 4,8%, evidenciando la presencia de materiales inorgánicos o que no 

se descomponen a 600°C.  

 Posteriormente, se determinó la temperatura de degradación inicial de la celulosa 

blanqueada (254℃), la cual está en el rango de descomposición de la celulosa reportado en 

la literatura.113 Su menor valor en comparación con la celulosa sin blanquear puede ser debido 

a la mayor remoción de lignina causada por el proceso de blanqueamiento de la fibra. Se 

encontró una DTG dominante de 374℃, lo cual puede indicar la presencia de otro material 

debido a que se sale del rango de descomposición de celulosa. La temperatura final de 

degradación fue de 418℃. El valor de masa residual a 600℃ fue de 11,6%, lo cual indica 

una mayor presencia de material inorgánico en la fibra de celulosa.  

 En la Figura 10, se observa que las nanofibras presentaron una temperatura de 

degradación inicial de 201℃. La primera DTG dominante tuvo un valor de 271 ℃. Además, 

apareció una segunda DTG dominante con un valor de 302℃, lo cual se debe a la formación 

de unidades anhidroglucuronato de sodio durante la oxidación mediada por TEMPO. Estas 

unidades anhidroglucuronato de sodio poseen menor estabilidad térmica y menor 

temperatura de degradación que las cadenas de celobiosa y como se ha reportado en la 
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literatura la oxidación por TEMPO se da de manera superficial en las fibras de celulosa, lo 

que genera dos fases en la celulosa una oxidada y otra sin oxidar, generando dos picos en el 

TGA.114 La temperatura de degradación final fue de 405℃, además, el porcentaje de masa 

residual a 600℃ fue de 16,0%, lo cual indica la presencia de material inorgánico. Este valor 

elevado de material inorgánico es debido al contenido de minerales presentes en la hoja de 

piña. Un análisis a la hoja de piña de la zona de San Carlos de Costa Rica, que no  fue tratada 

con herbicidas, demostró un contenido significativo de potasio (207,8mg/100mg hoja), 

magnesio (18,8 mg/100 mg hoja), hierro (7,5mg/100mg hoja) y rastros de níquel, zinc, cobre 

y cobalto.115 

5.4 Creación de la biotinta de nanofibras de celulosa de rastrojo de piña y alcohol 

polivinílico 

Posterior a la caracterización de las nanofibras de celulosa, se procedió a formar un 

hidrogel compuesto de las mismas. De manera inicial, se trabajó probando mezclas de CNF 

con alginato, sin embargo, no se pudo encontrar durante el inicio de la pasantía una 

formulación que permitía generar un hidrogel que mantuviera una estructura estable post-

impresión. En este caso, después de probar distintos materiales durante la pasantía, se decidió 

utilizar una mezcla de CNF y alcohol polivinílico (PVA) en diferentes proporciones. En esta 

mezcla, bajo ciertas condiciones se da un entrecruzamiento entre los materiales, lo que puede 

contribuir a la estabilidad del hidrogel para ser empleado en bioimpresión. El 

entrecruzamiento entre el PVA y la CNF se da gracias a los grupos carboxilato que poseen 

las CNF, ya que estos grupos permiten el entrecruzamiento con el PVA mediante una 

esterificación en un medio ligeramente ácido. Al mezclar las CNF y el PVA, el gel, que posee 

un pH aproximado de 5, debido al PVA) adquiere una mayor viscosidad, lo cual se procedió 

a estudiar mediante un estudio reológico. 

5.4.1 Estudio reológico de las biotintas para impresión 3D de CNF:PVA 

Inicialmente, se realizaron 2 mezclas con proporción distinta de ambos materiales 

(PVA y CNF), las cuales fueron analizadas mediante un estudio reológico. 
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Figura 11.Gráficos de estudio reológico de las muestras CNF:PVA:(a) el comportamiento 

viscoso en función de la velocidad de cizallamiento, (b) el comportamiento viscoelástico en 

función de deformación en cizalla,  (c) el comportamiento viscoelástico en función de la 

frecuencia angular y (d) el comportamiento viscoelástico en función del esfuerzo cortante 

 Durante la impresión por escritura directa con tinta o DIW, se extruye y deposita el 

material de impresión de manera continua y por capas. Los análisis reológicos realizados de 

los hidrogeles de CNF:PVA son información importante en el contexto de la impresión 3D 

por DIW, debido a que la fuerza, la resolución y la fidelidad de la estructura post-impresión 

del hidrogel son parámetros definidos por las propiedades viscoelásticas del mismo.  

En la Fig. 11a, se muestra la viscosidad de los hidrogeles de CNF:PVA en proporción 

2:1 y 1:1 en función de la velocidad de cizallamiento a 25℃.  Se observó una reducción en 

viscosidad al incrementar la velocidad de cizallamiento, indicando un comportamiento 

pseudoplástico para ambos hidrogeles. Esto es relevante en el contexto de la impresión 3D 

en DIW (Direct ink writing), ya que demuestra que al aplicar mayor fuerza de cizalla, los 

hidrogeles disminuyen en viscosidad y permiten un mayor flujo del material durante la 

impresión, sin obstruir el paso de la boquilla de impresión.  

a) b) 

c) d) 
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Al ajustar las curvas de fluido de los hidrogeles de CNF:PVA al modelo de ley de 

potencia, poseen un K mayor a 1 (ver ecuación 1). Según la literatura, los materiales con 

comportamiento pseudoplástico poseen un índice de consistencia mayor a 1, por lo que se 

comprueba que los hidrogeles CNF:PVA poseen un comportamiento pseudoplástico.82  

El comportamiento pseudoplástico es favorable para la impresión 3D por extrusión, 

debido a que el hidrogel puede extruirse sin obstruir la boquilla donde se extruye debido a 

las velocidades de cizallamiento altas administradas durante la impresión 3D. Debido a que 

la viscosidad se recupera después de remover la fuerza de cizalla, la forma del hidrogel puede 

ser conservada después de su deposición sin deformación. 

Para el presente estudio, se puede observar un aumento de viscosidad al aumentar el 

contenido de CNF en los hidrogeles, sin embargo, el valor de n calculado para la ecuación 1 

no fue afectada por el aumento de contenido de CNF, lo cual podría indicar que el aumento 

de la CNF no incrementa significativamente la pseudoplasticidad de los hidrogeles.  

Los resultados reportados en la literatura fueron similares, donde se ha observado que 

el comportamiento pseudoplástico de los hidrogeles CNF:PVA está proporcionado por la 

incorporación de CNF en las mismas al comparar el ensayo de la biotinta con el del PVA al 

10% que utilizaron como reactivo.13    

Posteriormente, los hidrogeles fueron sometidos a un movimiento oscilatorio 

incrementado a una frecuencia constante de 10 rad/s para cuantificar el comportamiento del 

rango lineal viscoelástico. La Figura 11b presenta la tendencia de G´ y G´´ versus la 

deformación de cizalla a 25℃. Las curvas de ambos módulos fueron planas a deformación 

baja (menor que 1% de deformación, aproximadamente), por lo que la amplitud de 0,1% fue 

considerada el rango viscoelástico lineal de los hidrogeles. Se observa que la G´ es mayor a 

la G´´ en el rango lineal, por lo que se demuestra que los hidrogeles son materiales sólidos 

viscoelásticos.82  

Además, el límite donde la transición entre el rango lineal y no lineal ocurre se reduce 

ligeramente al incrementar el contenido de CNF. Esto puede indicar la formación de una 

estructura robusta, como se ha demostrado anteriormente en la literatura en materiales 

compuestos de CNF y PVA.13,116 Cuando la amplitud de deformación sobrepasó 1%, la curva 

de G´ disminuyó mientras que la de G´´ incrementó muy ligeramente. Al incrementar la 

deformación, G´´ dominó sobre el G´ para todos los hidrogeles, indicando un punto de 
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máximo caudal debido al ceder y fallar de la estructura de la red polimérica. Por lo tanto, la 

estructura de la red empezó a comportarse como un fluido no-Newtoniano 

pseudoplástico.                      

 Se realizaron análisis de frecuencia en el rango de 1-100 rad/s a una deformación de 

0,1% para evaluar la fortaleza de los hidrogeles, los cuales se presentan en la Fig. 10c. Para 

todos los hidrogeles, G´ fue mayor a G´´, lo cual se demuestra con los factores de pérdida (o 

tan())(ver Figura 18 de anexos) bajos para ambos geles. Estos valores de factor de pérdida 

muestran el comportamiento tipo sólido del material como el dominante y  que están en un 

rango aceptable para impresión 3D según la literatura.13,116 Además, ambos G´ y G´´ 

incrementaron al aumentar cantidad de CNF, demostrando el efecto de refuerzo de la 

nanocelulosa. Se ha reportado que los enredamientos de las nanofibras de celulosa también 

pueden ser una razón de este aumento en la fuerza.117 

 El comportamiento de módulo de pérdida y almacenamiento fue estudiado en función 

del esfuerzo cortante (Figura 11d). El límite elástico fue determinado de la intersección de 

G´ y G´´. A valores de esfuerzo bajas, los geles tuvieron un valor de G´ fueron mayores que 

G´´. Según la literatura, esto indica que los hidrogeles mantienen la estabilidad suficiente 

para mantener su estructura dentro de la boquilla de impresión 3D antes de la aplicación de 

una presión externa.118  

Cuadro 6. Determinación del límite elástico de los hidrogeles CNF:PVA a partir del 

comportamiento viscoelástico en función del esfuerzo cortante 

Muestra Límite Elástico ()(Pa) 

CNF:PVA 2:1 351 

CNF:PVA 1:1 248 

 

Al aplicar mayor esfuerzo cortante por encima del rango viscoelástico lineal se 

alcanza el límite elástico () de los hidrogeles. Los valores obtenidos de  se observan en el 

Cuadro 6, donde se observa un incremento en el valor del  al aumentar la cantidad de CNF. 

El incremento de valor de  at aumentar CNF, demuestra que las nanofibras proporcionan la 

resistencia al flujo al aplicar un esfuerzo cortante. Esto podría ocurrir debido a que a mayor 

cantidad de CNF, se incrementan las conglomeraciones del mismo y generan una red 

intermolecular que requiere mayor esfuerzo para alinearse y fluir. 
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Para el diámetro de boquilla a utilizarse en la impresora 3D (0,84 mm), se calculó un 

límite elástico máximo alcanzado dentro de la boquilla de 529 Pa (max), según la ecuación 

2, para estudiar la fluidez de las biotintas bajo las condiciones de impresión. max se calculó 

mediante la ecuación 2, tomando en cuenta el ∆𝑃 la presión máxima aplicada (40x103 Pa), el 

radio (840,0x10-6) y la longitud (3,175) de la boquilla de impresión. 

El max que puede alcanzar la impresora es significativamente mayor a los limites 

elásticos de los hidrogeles CNF:PVA. Esto demuestra que la presión neumática que mantiene 

la impresora es suficientemente alta para sobrepasar el límite elástico de los hidrogeles, por 

lo tanto la red intermolecular puede alinearse y salir por la boquilla de impresión 3D.13 

 

5.4.2 Impresión 3D de las biotintas de impresión 3D 

Al ser materiales con alto contenido de agua, los hidrogeles pueden ser inestables y 

tender a colapsar a la hora de realizar la impresión 3D.13 Por esto mismo, se realizaron 

ensayos de impresión 3D para ambos hidrogeles a distintas presiones y velocidades de 

impresión. 
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Cuadro 7. Pruebas de impresión iniciales con CNF:PVA 2:1 a 21C 

 

Velocidad de 

impresión 

(mm/s) 

 

Presión (kPa) 

 

 

125 

 

130 

 

135 

 

 

 

9 
 

  

 

 

 

10 
  

 

 

 

 

11 
   

 

Los ensayos de impresión 3D para la biotinta CNF:PVA 2:1 se observan en el Cuadro 

7, cuyo rango de presión neumática fue de 125-135 kPa y velocidad de desplazamiento de 9-

11 mm/s. Las impresiones con más definición se obtuvieron a 135 kPa y 10 mm/s de 

velocidad de desplazamiento.  
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Cuadro 8. Pruebas de impresión 3D iniciales del hidrogel CNF:PVA 1:1 a 21C 

Velocidad 

de 

impresión 

(mm/s) 

Presión (kPa) 

 

55 

 

60 

 

65 

 

6,5 

 

 

 

7,5 

 

 

 

8,5 

 

 

 

 

Para la biotinta de CNF:PVA 1:1 se tuvieron impresiones en el rango de 55-65 kPa y 

6,5 a 8,5 mm/s, las cuales se muestran en el Cuadro 8. Las impresiones más definidas se 

obtuvieron a 60 kPa.  

Para ambos hidrogeles, solamente se pudo imprimir más arriba de los 40 kPa para los 

cuales se calculó que se podría sobrepasar el límite elástico. Esto puede ser debido a la 

presencia de conglomeraciones de CNF de tamaño mayor al diámetro de boquilla que 

obstruyeran el paso del material.  

 La biotinta de CNF:PVA 1:1 tuvo mejor capacidad de impresión, ya que en todos los 

rangos de impresión se obtuvo mejor consistencia que la biotinta de 2:1. Además, se tuvo 

que utilizar mayor presión con la biotinta de CNF:PVA 2:1, lo que se relaciona con el mayor 

límite elástico del mismo en comparación con el otro hidrogel (relación 1:1). Por esto, se 

decidió caracterizar hinchamiento y degradación solamente para las estructuras impresas de 

CNF:PVA 1:1, debido a que se obtienen estructuras más uniformes y estables a la hora de 

imprimir. 
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Al comparar con hidrogeles de CNF:PVA compuestos por nanofibras provenientes 

de madera de abedul, los hidrogeles del presente estudio requirieron mayor presión a la hora 

de imprimir.13 Esto puede ser debido a las diferencias de preparación y origen de las 

nanofibras , en dicho estudio se tenía un contenido de carboxilatos de 1,4 mmol/g y se aplicó 

una mayor cantidad de pases en un desintegrador mecánico para obtener las nanofibras. En 

el presente estudio la cantidad de grupos carboxilato fue de 1,09 mmol/g y solo 2 pases por 

un homogeneizador mecánico.  

Cuadro 9. Comparación de la impresión del hidrogel CNF:PVA 1:1 a distintas alturas de 

objeto y su estructura liofilizada 

Altura de Objeto 

(mm) 

Imagen 

de 

impresión 

Estructura liofilizada 

 

2 

  

 

4 

  

 

5 
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Figura 12. Imágenes de la impresión 3D de figuras complejas: el logo de la Universidad 

Nacional de Costa Rica y una oreja humana impresas en la bioimpresora con la formulación 

CNF:PVA 1:1 

 

En el Cuadro 9, se demuestra la formación de capas para el hidrogel CNF:PVA 1:1, 

donde se obtuvieron geometrías con 2, 4 y 5 mm de altura. En la Figura 12, se muestra una 

impresión 3D del logo de la Universidad Nacional y una oreja humana, lo cual demuestra la 

resolución que puede tener el hidrogel de CNF:PVA. Esto evidencia que podemos construir 

estructuras más complejas con mayor altura sin el colapso de la estructura impresa. Esto se 

debe a la alta viscosidad del gel. La razón por la cual se mantiene la estructura de los 

hidrogeles tan estable post-impresión es por el entrecruzamiento entre el CNF y el PVA.  

Posterior a la impresión 3D se liofilizaron las muestras impresas, como se observa en 

el Cuadro 9. Las muestras liofilizadas aparentaban una textura suave y flexible como una 

espuma, pero se mantenían firmes al aplicar una presión suave. Según la literatura, estas 

características las puede hacer atractivas para aplicaciones como apósitos de piel o para 

aplicaciones en medicina regenerativa para tejido fibrocartilaginoso.13,119 
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5.5 Caracterización de la biotinta de nanofibras de celulosa de rastrojo de piña y alcohol 

polivinílico 

5.5.1 Estudio de degradación de las biotintas impresas de CNF:PVA 

 Posterior a la impresión 3D, se estudió la degradabilidad del hidrogel de CNF:PVA 

mediante la incubación a 37℃ en cultivo DMEM por 8 días. 

 

 

Cuadro 10. Determinación de la degradación de los hidrogeles impresos de CNF:PVA 1:1 en 

cultivo DMEM a 37℃ 

 

Repetic

ión 

Tiempo de Incubación Altura de 

Objeto 

(Promedio: 

(4,930,04) 

mm 

Ancho de 

Objeto 

(Promedio: 

(14,930,04) 

mm 

6 horas 3 días 8 días 

 

1 

  

 

 

 

 

2 

   

 

 

 

En el Cuadro 10, se observan los ensayos de cultivo con DMEM realizados. Para 

ambas repeticiones, se presenta su aspecto a 6 horas, 3 días y 8 días de incubación, además 

de su altura y ancho posterior a la incubación. Comparando a su altura y ancho inicial (5 mm 

y 15 mm), no hubo una pérdida mayoritaria de las dimensiones de la estructura impresa 

(porcentaje de pérdida de 0,5% de altura y 1,5% de ancho). No hubo colapso de la estructura 

y hubo poco disminución de la altura  después de 8 días de incubación. Esta estabilidad se 

4,95 mm 

14,90mm 

4,90 mm 

 
14,95mm 
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debe a la poca biodegradación de materiales de CNF y PVA a condiciones ambientales por 

su proceso de entrecruzamiento. 

 Estos resultados se asemejan a los resultados obtenidos para hidrogeles de CNF:PVA 

impresos y liofilizados citados en la literatura, donde se reporta una pérdida de masa del 3% 

y el mantenimiento de una estructura estable posterior a su incubación con DMEM.13 Al 

poder mantener integridad estructural, esto demuestra el potencial uso del material impreso 

de CNF:PVA como biomaterial que tenga contacto prolongado con tejido humano sin 

desintegrarse rápidamente. 

 

5.5.2 Estudio de hinchamiento de las biotintas impresas de CNF:PVA 

La propiedad del hinchamiento es muy importante para la ingeniería de tejidos, ya 

que permite que se formen estructuras tridimensionales favorables para la infiltración y 

migración celular.  

 

Figura 13. Determinación del promedio del porcentaje de hinchamiento de las estructuras 

impresas de CNF:PVA 1:1 

En la Fig. 13, se observan los resultados de determinación del hinchamiento de las 

estructuras impresas de CNF:PVA 2:1 durante 24 horas a 37℃ . El % de hinchamiento 

aumentó drásticamente después de 1 hora de incubación y llegó a un plano después de 5 horas 

de incubación (alcanzando un rango de valor de 1900%). El valor de hinchamiento es 

relativamente alto y está por encima de los valores citados en la literatura para hidrogeles de 
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CNF:PVA, ya que en este estudio se alcanzan valores hasta 1614%.13 Esta capacidad de 

hinchamiento se debe a la abundancia de grupos hidroxilo del PVA y CNF que forman 

puentes de hidrógeno con las moléculas de agua, generando el hinchamiento de la estructura. 

La propiedad de hinchamiento es favorable en los apósitos para curación de heridas, ya que 

permite mantener humectación en la herida, previene la formación de costras y evita el dolor 

durante la curación de heridas.120  Esto demuestra un potencial del material en una aplicación 

de apósito de piel, ya que su alto valor de hinchamiento le permitiría cumplir con dichos 

requisitos.  

 

5.5.3 Evaluación de las porosidad mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

  La porosidad de los hidrogeles es una propiedad crucial de los materiales para 

aplicaciones biomédicas.89 La porosidad también es sumamente importante para la curación 

de heridas, ya que permite la permeabilidad del aire a la herida, mientras que un diámetro 

excesivo de poros permite el ingreso de contaminación bacteriana.88   

a)  b)  

c) d)  

Figura 14. Imágenes SEM de las estructuras impresas de CNF:PVA de formulación a)2:1, 

b)1:1 y la distribución media de los diámetros de poro c)2:1 y d)1:1 
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De esta manera, se caracterizó la microestructura de los hidrogeles impresos mediante 

imágenes SEM, demostradas en la Figura 14. Ambas estructuras impresas de CNF:PVA 

poseen una estructura porosa, siendo la muestra de CNF:PVA 2:1 la que tiene mayor 

porosidad en su estructura. Se observó un tamaño de poro con promedio de (3913) μm y 

(1611) μm para los hidrogeles de CNF:PVA 2:1 y 1:1, respectivamente. Los valores del 

hidrogel impreso de CNF:PVA 2:1 están dentro del rango óptimo de tamaño de poro 

reportado para el crecimiento celular de células de piel  de mamíferos adultos, el cual es de 

20-125 μm.121 El valor del hidrogel impreso de CNF:PVA 1:1 están en el límite inferior del 

rango óptimo para la proliferación celular, sin embargo, al considerar su desviación estándar 

sí entrarían en el rango citado. 

Cabe destacar que no hubo evidencia del colapso del material, debido al enredamiento 

de alcohol polivinílico y las nanofibras de celulosa y que el poco encogimiento de la 

estructura del hidrogel mediante liofilización resultara en mayor fidelidad de la forma del 

hidrogel.   La presencia de una arquitectura porosa con poros interconectados es favorable en 

hidrogeles para curación de heridas debido a que proporciona una alta área superficial para 

absorber exudados de heridas y fácilmente intercambiar oxígeno y nutrientes a través de su 

estructura porosa.122 También es de importancia recalcar que no hubo evidencia de 

agregación de nanofibras de celulosa o la formación de 2 fases en las imágenes SEM, 

demostrando una dispersión homogénea de la matriz de PVA y CNF. Esto va de acuerdo a 

lo reportado con materiales similares en la literatura.13  

 

5.5.4 Evaluación de la citotoxicidad de las estructuras impresas de CNF:PVA  

 Para estudiar su potencial como biomaterial, se evaluó la citotoxicidad, proliferación 

celular y adhesión celular de los lixiviados de las estructuras impresas de CNF:PVA 

siguiendo la norma ISO 10993-5, que establece los protocolos para pruebas de 

biocompatibilidad in vitro. Para esto, se midió el efecto de las distintas concentraciones de 

los lixiviados de las estructuras de CNF:PVA sobre la viabilidad celular. 
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Figura 15. Efecto de los lixiviados de 4 lotes de las estructuras impresas de CNF:PVA 1:1 

sobre la viabilidad celular de las células NIH/3T3 24 horas posterior a su exposición. Los 

resultados fueron normalizados con el grupo control. DMEM: Ctrl positivo 

(células+medio), Doxo: Ctrl negativo (doxorrubicina) 

En la Figura 15, se observan los resultados de viabilidad celular de fibroblastos 

NIH/3T3 en función de las concentraciones de los lixiviados de las estructuras impresas de 

CNF:PVA 1:1 (100%, 80%, 60%, 40% y 20%) y dos controles adicionales: DMEM, utilizado 

como control positivo, y doxorrubicina (Doxo), un fármaco quimioterapéutico tóxico, como 

control positivo. Además, se puede observar el crecimiento de las fibroblastos en la Figura 

15. 
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Figura 16.Imágenes de microscopía óptica del crecimiento celular de las células 3T3 24 

horas posterior a su exposición en los lixiviados de las estructuras impresas de 

CNF:PVA.UT: Ctrl positivo (células-medio), Doxo: Ctrl negativo (doxorrubicina), M100: 

lixiviados de membrana de CNF:PVA al 100%, M80: lixiviados de membrana de CNF:PVA 

al 80%, M60: lixiviados de membrana de CNF:PVA al 60% , M40: lixiviados de membrana 

de CNF:PVA al 40% , M20: lixiviados de membrana de CNF:PVA al 20%. 

 

Note en la Figura 16, que el control positivo (DMEM) muestra un porcentaje de 

viabilidad cercano al 100%, lo que indica que no hay ningún agente citotóxico y las células 

están en óptimas condiciones para su proliferación. Por otro lado, el control negativo (Doxo) 

presenta una viabilidad celular muy baja, alrededor del 20%, lo que comprueba su efecto 

citotóxico sobre las células y sirve de referencia para el material en estudio, respecto a su 

posible citotoxicidad.  

Por otro lado, al observar los resultados obtenidos para los lixiviados de las 

estructuras impresas de CNF:PVA, se observa que en todas las concentraciones de lixiviados 

se presentan porcentajes de viabilidad cercanos al 100%. Esto significa que las membranas 

no causaron ningún efecto tóxico significativo en las células.  
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Posteriormente a las pruebas de citotoxicidad, se realizó un ensayo de proliferación 

celular de fibroblastos embrionarias de ratón NIH/3T3 sobre las estructuras impresas de 

CNF:PVA 1:1 medidas por microscopía fluorescencia (Cuadro 11).  

 

Cuadro 11. Imágenes por fluorescencia del crecimiento de las células NIH/3T3 sobre la 

estructura impresa de CNF:PVA 1:1 en los días 1, 4 y 7 de cultivo celular 

Día 1 4X Día 1 10X 

  

Día 4 4X Día 4 10X 

  

Día 7 4X Día 7 10X 
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En las imágenes del Cuadro 11, se observa un aumento progresivo en la fluorescencia 

desde el día 1 hasta el día 7, alcanzando un máximo de fluorescencia en el séptimo día de 

cultivo celular. El aumento de la fluorescencia en la muestra confirma la actividad 

proliferativa de las células, las cuales son marcadas con Alamar Blue para poder ser 

observadas por fluorescencia. Esto demuestra la biocompatibilidad de la membrana cuando 

entra en contacto directo con células fibroblastos. 

 Para observar la adhesión celular de las células fibroblastos embrionarias de ratón 

NIH/3T3 sobre las estructuras impresas de CNF:PVA 1:1, se realizó una fijación de las 

células y se observaron mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) (Ver Cuadro 12). 
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Cuadro 12. Imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM) de la adhesión celular 

de las células NIH/3T3 en la estructura impresa de CNF:PVA 1:1 

Día 1 Sín Celulas 500X Día 1 Sín Celulas 1000X 

  

Día 1 Con Celulas 500X Día 1 Con Celulas 1000X 

  

Día 7 Con Células 500X Día 7 Con Celulas 1000X 

  

  

 En el Cuadro 12, se observan imágenes a magnificación de 500X y 1000X de las 

estructuras impresas CNF:PVA 1:1 sin células, con 1 día de cultivo celular y con 7 días de 

cultivo celular. Similarmente a los resultados de fluorescencia obtenidos, se puede observar 
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un crecimiento de células a través de los 7 días, donde se observa un mayor número de células 

crecidas en el séptimo día de cultivo.  

Este comportamiento proliferativo y de adhesión celular puede ser debido a que la 

morfología porosa de las estructuras impresas de nanocelulosa pueden mejorar la penetración 

celular y asistir en la penetración celular de las mismas. Estos resultados son similares a 

membranas impresas de nanofibras de celulosa y nanocelulosa acetilada, donde se observó 

proliferación y adhesión celular de cardiomioblastos de manera extensiva a través de 21 días 

para todas las muestras.38 

Estos resultados son importantes para determinar su potencial como biomaterial, ya 

que como los componentes biomédicos tienen un contacto directo con tejido y células del 

cuerpo, es esencial tener alta biocompatibilidad. Se ha demostrado biocompatibilidad en 

películas de nanocelulosa y PVA con células mesenquimales de hueso 3T3.123 Otros 

materiales realizados con electrohilado de nanocelulosa y PVA también presentaron 

biocompatibilidad con células Schwann RSC96.117 El presente estudio es el primero que 

evalúa la nanocelulosa extraída de piña como material biocompatible y por ende con posibles 

aplicaciones biomédicas. 
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CAPÍTULO VI: Conclusiones  

Durante el presente trabajo, fue posible la obtención de celulosa nanofibrilar a partir 

de residuos de la industria piñera, esto se logró mediante la combinación de un pretratamiento 

de oxidación mediada por TEMPO, seguido de un tratamiento mecánico de homogenización 

de alta presión, aplicado a celulosa extraída mediante un pulpeo a la sosa y blanqueada con 

hipoclorito de sodio. 

Se efectuó la caracterización de la celulosa nanofibrilar, donde se evidenció la 

oxidación exitosa y estabilidad térmica de las nanofibras. Fue posible estudiar la morfología 

y tamaño de las nanofibras, donde hubo formación de aglomeraciones y pliegues en las 

mismas, un tamaño de 191 a 479 nm y una carga de (-84,03±0,66) mV. 

Se obtuvieron dos formulaciones adecuadas de biotintas para impresión 3D de 

CNF:PVA, con las cuales se lograron imprimir estructuras tridimensionales. Se observaron 

las propiedades viscosas y viscoelásticas de los hidrogeles de CNF:PVA mediante un estudio 

reológico, las cuales permiten la extrusión de las mismas en la bioimpresora 3D. 

Las pruebas de impresión 3D con el sistema de bioimpresión Cellink BioX, 

demostraron la viabilidad de impresión con las biotintas preparadas, en un rango de presiones 

neumáticas y velocidades de desplazamiento específicas, para una estructura modelo. 

Además, fue posible generar estructuras de mayor altura y complejidad como el logo de la 

UNA y una oreja humana, lo cual demuestra su potencial para generar materiales biomédicos 

como apósitos, tejido blando y estructuras 3D para cultivo celular.  

Las estructuras modelo impresas con la biotinta de PVA:CNF fueron caracterizadas, 

lo que evidenció una estructura uniforme, porosa, con alta capacidad de hinchamiento, 

sugiriendo un potencial de aplicación del material en regeneración de tejidos o apósitos de 

heridas.  

 Finalmente, fue evaluada la viabilidad celular de las estructuras impresas CNF:PVA, 

los resultados mostraron que el material no muestra citotoxicidad y presenta actividad 

proliferativa y adhesiva, utilizando una línea celular de fibroblastos NIH/3T3. Esto sugiere 

que estas membranas son biocompatibles y no comprometen la viabilidad celular bajo las 

condiciones experimentales utilizadas. 
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CAPÍTULO VII: Recomendaciones  

 Debido al potencial como biomaterial demostrado de las nanofibras obtenidas de 

rastrojo de piña, se recomienda el uso de otras materias primas agrícolas como lo son el 

residuo de bagazo de caña, banano o café.  

También se recomienda estudiar otras fuentes de celulosa como la celulosa bacteriana 

para el desarrollo de hidrogeles para bioimpresión 3D.  

 Se recomienda ampliar el estudio clínico de las estructuras impresas de CNF:PVA y 

realizar pruebas in vivo con algún mamífero de especie menor como lo son ratones o ratas, 

ya que se demuestra una alta biocompatibilidad de las estructuras impresas y un potencial 

para desarrollar materiales de curación de heridas u otras aplicaciones para piel. 

 Para futuras aplicaciones, se recomienda estudiar el material impreso de CNF:PVA 

como una base para un apósito de piel, ya sea al agregar algún agente antiinflamatorio o 

fármaco para potenciar su capacidad de sanación de heridas.  

 Debido a la amplia cantidad de aplicaciones que podría presentar el material, se 

recomienda el estudio de otras líneas celulares para pruebas in vitro como cardiomiocitos, 

osteoblastos, entre otros. 

 También se recomienda el estudio de otros materiales en conjunto con la CNF 

generada, tales como gelatina metacrilada y colágeno metacrilado, ya que estas pueden ser 

extraídas de material de residuos, permiten el entrecruzamiento por UV durante la impresión 

3D y son materiales comúnmente utilizados en aplicaciones biomédicas. 
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  CAPÍTULO IX: ANEXOS 

 

 

Figura 17. Titulación conductimétrica de la CNF con hidróxido de sodio 0,04 M 

 

 

Figura 18.Factor de perdida en función de la frecuencia angular de los hidrogeles 

CNF:PVA 
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Figura 19. Difractogramas XRD de las muestras de rastrojo de piña (PALF), celulosa sin 

blanquear (Celulosa SB), celulosa blanqueada (Celulosa B) y CNF 

 

 

Cuadro 11. Señales típicas para celulosa tipo I (122, 123) 

2 Plano 

16°  (110), 

22,6° (002) 

34° (004) 

 

 

 

 

 


