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Resumen

La conservacién de microorganismos viables tiene interés en diversos sectores industriales.
Asi, por ejemplo en la industria alimentaria, la panificacion, vinicultura y cerveceria entre
otros requieren procesos de fermentacion que son iniciados con starters o microorganismos
colonizadores requeridos para la generacion de biomasa. En la industria biomédica se
requiere la conservacion de microorganismos tipo o de referencia.

En este proyecto se estudio el encapsulamiento de microorganismos de interés biomédico y
alimentario en micro/nanofibras coaxiales basadas en los polimeros biodegradables
polilactida (PLA) y polietilenglicol (PEG). El encapsulamiento de microorganismos en una
matriz polimérica tiene aplicaciones practicas como facilitar su conservacion,
almacenamiento y transporte, ademas es un sistema de liberacién controlada.

Las fibras fueron preparadas por electrohilado (electrospinning) coaxial, lo cual permite
compartimentalizar las fibras en un dominio de cubierta (shell) y otro nuclear o central (core).
El PLA es un polimero hidrofébico mientras que el PEG es hidrofilico, por tal motivo, se ha
seleccionado el PEG como polimero para conformar el core de la fibra y en este dominio se
encapsularan los microorganismos, y el PLA conformara la cubierta de la fibra. Asi, las fibras
coaxiales fueron preparadas bajo diferentes condiciones experimentales establecidas en un
disefo experimental (DOE).

Las micro/nanofibras obtenidas fueron caracterizadas por diversas metodologias para
establecer su estructura coaxial. Luego, las fibras fueron analizadas mediante técnicas
microscopicas (optica, SEM) para determinar su morfologia y sus diametros. Finalmente se
prepararon fibras coaxiales como medio de encapsulamiento de la bacteria Escherichia coli
usada como modelo para estudiar la viabilidad de la bacteria durante diferentes tiempos de
conservacion al interior de las fibras, y la posible accion protectora de la cubierta de la fibra
cuando las bacterias encapsuladas fueron sometidas a la actividad antibacteriana de la luz
ultravioleta.
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1. Glosario

BHI: Medio de cultivo infusion de cerebro-corazén (infusion brain-heart medium)
DOE: Diseno Experimental

DCM: Diclorometano

DMF: Dimetilformamida

FTIR: Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier
IR: Espectroscopia de Infrarrojo

OM: Microscopia Optica

PEG: Polietilenglicol

PFC: Proyecto Final de Carrera

PLA: Acido polilactico

PM: Peso molecular

SEM: Microscopia Electrénica de Barrido

UCR: Unidad constitucional repetitiva

Am: Pérdida de masa

p: Densidad
& Didametro
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2. Prefacio
2.1. Origen del proyecto

El Grupo de Investigacion “Polimeros Sintéticos: Estructura y Propiedades. Polimeros
Biodegradables, PSEP” del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universitat
Politécnica de Catalunya (UPC) tiene una importante trayectoria en la conformacion de
polimeros biodegradables mediante la técnica del electrohilado o electrospinning.

Esta técnica mimetiza la conformacion de tejidos y érganos en el cuerpo humano; por
ejemplo, la matriz extracelular esta estructurada tridimensionalmente por una red de
microfibras y nanofibra, de manera similar el tejido 6seo esta estructurado jerarquicamente
en redes nanofibrosas. En este sentido, es importante el estudio de técnicas y biopolimeros
que puedan llegar a producir tejidos nanofibrosos similares a los tejidos y matrices
biolégicas. Asi, la técnica de electrospinning constituye un verdadero avance en la ingenieria
de tejidos. Adicionalmente, si se considera el caracter temporal de los polimeros
biodegradables junto a su plasticidad conformacional estariamos indicando el camino hacia
una revolucion en cuanto a la regeneracion de tejidos y 6rganos.

Asi, en los ultimos afos, diversos PFC realizados en el PSEP han consistido en la
preparacién de matrices de microfibras y/o nanofibras como plataformas para el cultivo de
células (scaffolds), y sistemas liberadores de drogas, para ello se han preparado fibras
uniaxiales de un polimero o mezclas de dos polimeros con diferentes caracteristicas
hidrofébicas. También, se ha estudiado el uso de las microfibras y nanofibras como material
de refuerzo para films de polimeros con reducidas propiedades mecanicas. Recientemente,
en el PSEP se han preparado fibras coaxiales como sistemas liberadores de drogas.

En la actualidad, se ha iniciado la exploracion de aplicaciones innovadoras para la técnica
de electrospinning. Una de estas aplicaciones consiste en utilizar estas matrices como
plataformas para encapsular sistemas bioldgicos viables con la finalidad de conservar,
transportar y liberar de manera controlada estos sistemas biologicos. Los sistemas
bioldgicos que estan siendo encapsulados son los mas “simples”, tal como virus y bacterias.
Sin embargo, los resultados obtenidos por ahora demuestran una gran pérdida en la
viabilidad de los sistemas bioldgicos encapsulados. Esta situacion se debe en gran medida
al efecto toxico de los solventes organicos usados como disolventes de los polimeros, y
posiblemente al efecto del campo eléctrico sobre las biomacromoléculas de los sistemas
biolégicos.

En tal sentido, el actual PFC tiene como interés estudiar la posible aplicacion del sistema de
electrospinning coaxial como técnica de encapsulamiento de sistemas biolégicos. El hecho
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de poder manejar de manera diferencial el dominio de cubierta y el core en las fibras
coaxiales ofrece la posibilidad de mejorar la viabilidad del sistema biolégico en un entorno de
solvente y polimero mas biocompatible. Asi, en este trabajo, se ha propuesto preparar fibras
coaxiales con un core basado en polietilenglicol (PEG) debido a su solubilidad en agua, lo
cual constituye un medio que permite la viabilidad de bacterias y virus.

2.2. Motivacion

La principal motivacion para realizar este PFC es un interés propio por abordar un trabajo
experimental que me permite poner en practica muchos de los conocimientos adquiridos a lo
largo de mi carrera. Ademas, este PFC me ha permitido adquirir experiencia en el trabajo
experimental en un laboratorio de biopolimeros.

Adicionalmente, otro motivo por el cual he realizado este PFC fue debido al hecho que la
transformacion de los polimeros biodegradables mediante el electrohilado es una aplicacion
directa y actual que existe en el ambito de la biomedicina. Asi, pensar que este PFC pueda
contribuir relativamente de manera inmediata en el desarrollo de nuevas lineas de estudio
para el desarrollo biotecnolégico de la biomedicina y alimentacion.

2.3. Requerimientos previos

Inicialmente, con el objetivo de establecer los antecedentes y las mejores metodologias para
alcanzar los objetivos propuestos se realizé una busqueda e investigacion bibliografica.

Este PFC se ha desarrollado en un laboratorio de investigacion, lo cual ha requerido un
aprendizaje del funcionamiento general del laboratorio: almacenaje de productos quimicos,
limpieza y cuidado de los materiales, compra de material fungible, reserva de materiales y
equipos, manejo de los residuos generados, etc. Para los reactivos requeridos en el PFC se
realizd la busqueda de sus fichas técnicas de seguridad para garantizar un uso correcto y
seguro.

Para el desarrollo del PFC se han utilizado un gran nimero de técnicas, que han requerido
un adiestramiento y/o aprendizaje previo.

[~ C)
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3.

Objetivos

3.1. Objetivo general del proyecto

El objetivo general propuesto fue estudiar bajo un disefio experimental la obtencién de fibras
coaxiales estructuradas con un nucleo (core) de polietilenglicol (PEG) y una cubierta (shell)
de acido polilactico (PLA). La preparacion de estas fibras servira para cargar sistemas
bioldgicos en el nucleo de la fibra. Este procedimiento permitira mejorar la viabilidad de los

sistemas bioldgicos desde que el PEG es un polimero soluble en agua.

3.2. Objetivos especificos del proyecto

1)

Edgar Diaz Riascos

Determinar los parametros operacionales 6ptimos para el electrohilado coaxial de

PEG/PLA (core/shell). Bajo un diseio experimental de tipo factorial 3x2%°, donde
fueron considerados los valores extremos de NaCl, peso molecular PEG, vy
concentracién de PLA en la preparacion de las disoluciones para el electrohilado.
Seleccionar mediante microscopia 6ptica las diferentes matrices de fibras coaxiales
para su posterior caracterizacién segun:

a) Se estudiaran los angulos de contacto de las superficies de las matrices como una
aproximacion para determinar la correcta disposicion del PEG en el nucleo de las
fibras. Por ejemplo, una fibra con un bajo angulo de contacto podria estar
indicando la distribucion superficial del PEG.

b) Se evaluara la pérdida de peso de las matrices después de ser incubadas en
agua. La disminucion del peso de una matriz indicaria la disolucion del PEG.

c) Se analizaran las fibras seleccionadas mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) para establecer su morfologia y diametro de la fibra. La
observacién microscopica sera realizada antes y después de incubar las matrices
en agua, para determinar posibles cambios morfoldgicos producidos por la
disolucion del PEG.

Encapsular o cargar la bacteria Escherichia coli (usada como prototipo de sistema

bioldgico) en las fibras coaxiales PEG/PLA (core/cubierta) bien estructuradas.

Posteriormente, seran caracterizadas de acuerdo a los siguientes puntos:

a) Determinar la pérdida de masa incubando las matrices en agua, para establecer la
disposiciéon del PEG y composicion de la fibra.

b) Caracterizar la morfologia y diametro de las fibras mediante el analisis de
imagenes obtenidas por SEM.

c) La composicion cualitativa de las fibras sera analizada por espectroscopia de
radiacion infrarroja (FTIR).
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d)

e)

Evaluar la carga bacteriana. Para ello, el nimero de bacterias sera determinado
en disolucién del PEG y en fibras destruidas por ultrasonido.

Determinar la estabilidad de la carga bacteriana. Para ello, se analizara la
viabilidad bacteriana en funcién del tiempo de almacenamiento de las matrices de
fibras.

Estudiar el efecto protector de la cubierta de la fibra coaxial. Para ello, se
determinara la viabilidad bacteriana en fibras coaxiales cargadas con E. coli y
expuestas a radiacion ultravioleta.
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4. Introduccion
4.1. Polimeros

En términos generales, un polimero es una macromolécula formada por unidades
constitucionales que se repiten (UCR) a lo largo de la cadena polimérica de una manera
mas o menos ordenada. La unién entre si de estas pequefias moléculas o UCR constituye el
proceso quimico conocido como polimerizacion. A estas pequenas moléculas también se las
denomina mondmeros. Para que una molécula pueda generar un polimero, es necesario
que su funcionalidad sea igual o superior a dos, es decir que tenga dos o0 mas grupos
funcionales que puedan reaccionar!™.

41.1. Historia

Desde la antigiedad los seres humanos han utilizado polimeros de origen natural para
satisfacer algunas de sus necesidades. En 1839, Charles Goodyear descubre la
vulcanizacién, mediante la combinacién de caucho natural con azufre y calentandolo a 270
grados Fahrenheit. En ese mismo siglo hubo otros descubrimientos importantes como el de
la nitrocelulosa en 1846 por Christian Schénbein y el descubrimiento de la dinamita por
Alfred Nobel en 1875.

En el siglo XX, Leo Baekeland descubre en 1907 una resina termoestable preparada por
reaccion entre el fenol y formaldehido a la que denominé bakelita. El concepto de polimero,
tal y como lo conocemos en la actualidad se debe a Staudinger, cuando en 1920 introdujo
por primera vez la idea de una cadena macromolecular constituida por enlaces covalentes.
En 1938, gracias a Wallace Hume Carothers se obtiene la primera fibra sintética, una
poliamida sintética denominada Nylon. En 1955 gracias a los trabajos combinados de Karl
Ziegler y Guilio Natta se obtuvo un polipropileno cristalino y surgié el concepto de
estereorregularidad que les valié la concesién del premio Nobel en 1955. Posteriormente
las brillantes investigaciones de otro destacado cientifico, Paul J. Flory, también le hicieron
acreedor del premio Nobel en 1974.

A partir de entonces el desarrollo de nuevas tecnologias, materiales y aplicaciones de los
polimeros ha sido explosivo. En el mundo contemporaneo, los polimeros sintéticos han
copado todos los ambitos del desarrollo y la elaboracién de productos manufacturados,
sustituyendo materiales usados ftradicionalmente, tales como la madera, metales y
materiales ceramicos. Asi, por ejemplo estos materiales encuentran aplicacion en campos
tan diversos como la medicina (donde se emplean como prétesis, valvulas cardiacas entre
otras muchas aplicaciones), ingenieria (partes de vehiculos y de computadores, tableros, y
cientos de aplicaciones mas), agricultura, etc.

£
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41.2.1.

4.1.2.2.

4.1.2.3.

4.1.2. Clasificacion
Segun el origen

Polimeros Naturales: Son los que se pueden presentar en la naturaleza (reino
vegetal yanimal), por ejemplo: la celulosa, el caucho natural, las resinas, etc..
Polimeros Sintéticos: Son los que se obtienen por via puramente sintética a partir
desustancias de bajo peso molecular. Ej: el Nylon.

Polimeros semisintéticos: Son los obtenidos por la transformacién quimica de los
polimeros naturales, sin que se destruya de modo apreciable su naturaleza
macromolecular. Ej: la seda artificial obtenida a partir de la celulosa.

Segun sus propiedades fisicas

Termoestables: Son polimeros que no se pueden fundir a través de un proceso de
calentamiento simple, puesto que su masa es tan dura que necesita temperaturas
muy elevadas para sufrir algun tipo de destruccion.

Elastdmeros: Son polimeros que aunque pueden ser deformados, una vez que
desaparece el agente que causé la pérdida de su forma pueden retornar a ella.
Termoplasticos: Este es un tipo de polimeros que tienen facilidad para ser
fundidos, y por lo tanto pueden ser moldeados. Si tienen una estructura regular y
organizada, pertenecen a la subdivision de los cristalinos, pero si su estructura es
desorganizada e irregular, se consideran amorfos.

Segun la estructura molecular

Polimeros lineales: La molécula esta constituida por una cadena de la que sélo
cuelganlos grupos laterales, los cuales ya estaban presentes en el monémero.
Polimeros ramificados: Existen cadenas mas o menos largas, en mayor o menor
frecuencia, que emergen de manera aleatoria de la cadena principal. La
constitucion quimica de la rama es idéntica a la de la cadena principal.

Polimeros peine: Constituyen un caso intermedio entre polimeros lineales y
ramificados. Contienen ramas de similar longitud, dispuestas con alta frecuencia y
regularidad a lo largo de la cadena principal. Por lo general cuelga una rama de
cada UCR. La constitucion quimica de la rama es por lo general diferente a la de
la cadena principal. En los polimeros estrella, las diferentes ramas irradian desde
un origen comun.

Polimeros entrecruzados: Son polimeros ramificados en los que las ramas
entrelazan las cadenas unas con otras, de manera que todo el conjunto puede
concebirse como una sola macromolécula de tamafo limitado. Los polimeros
escalera son unos polimeros entrecruzados constituidos por una sucesién regular
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de ciclos. Los polimeros semiescalera son un caso particular en el que las
unidades ciclicas alternan con segmentos lineales.

4.1.2.4. Segun lacomposicién quimica de la cadena principal

o Polimeros homocadena: Son aquellos en los que la cadena principal no contiene
heteroatomos. Dentro de este grupo de polimeros, se distinguen cinco familias
principales: las Poliolefinas, los Poliestirénicos, los insaturados (polienos), los
polivinilos y los poliacrilicos.

e Polimeros heterocadena: En esta clase de polimeros (que contienen
heteroatomos en la cadena principal) hay tantas familias como funciones
quimicas, distinguiéndose en cada caso los tipos A-B y A-A-B-B segun que las
funciones complementarias de los monémeros estén sobre la misma molécula o
no.

4.1.2.5. Segun las reacciones de formacion

o Polimeros de adicion: Son polimeros cuyas macromoléculas se han formado por
unién de moléculas mondémeras no saturadas. Ej: el polietileno.

e Polimeros de condensacion: Son polimeros cuyo enlace entre las macromoléculas
son multifuncionales, con separaciéon de algun producto de bajo peso molecular.
Ej: Nylon, las proteinas.

o Polimeros poliaductos: Son aquellos cuyo enlace entre las macromoléculas son
multifuncionales, sin separacion de moléculas sencillas. Ej: poliuretanos y resinas.

4.1.2.6. Segun su uso

e Plasticos “commodities”: Son plasticos de uso cotidiano, que se caracterizan por
ser econdémicos y de consumo masivo.

o Plasticos “specialities”: Son plasticos destinados a aplicaciones mas especificas y
con un valor anadido considerable.

A continuacion, en la Fig. 4.4.1 se presenta un esquema de la clasificacion de los polimeros.

Loy
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Polimeros

Segun la
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Fig. 4.4.1 Esquema de la clasificacion de los polimeros
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4.1.3. Aplicaciones

A pesar de que los distintos polimeros presentan grandes diferencias en su composicién y
estructura, hay una serie de propiedades comunes en todos ellos y que los distinguen de
otros materiales como por ejemplo el aluminio o el acero.

El rango de densidades de los polimeros es relativamente bajo en comparacion a otros
materiales como el aluminio o el acero. El hecho de que los polimeros tengan una densidad
tan baja permite que sean materiales faciles de manejar y supone gran ventaja en el disefio
de piezas en las que el peso es una limitacion, con ello que se utilice en diferentes
industrias.

Por otra parte, el valor de la conductividad térmica de los polimeros es sumamente pequena.
Esto hace que se puedan utilizar como aislantes térmicos.

Igualmente la gran mayoria de polimeros conducen muy mal la corriente eléctrica en
comparacion con otros materiales como el acero o el aluminio. Por ello presentan
resistencias muy elevadas, y por tanto, baja conductividad eléctrica. Gracias a su elevada
resistencia eléctrica los polimeros se utilizan frecuentemente como aislantes eléctricos de
aparatos y conducciones que funcionan con corriente o la transportan.
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En cuanto a las propiedades opticas, los polimeros que no contienen aditivos son por lo
general traslucidos, aunque esta propiedad esta fuertemente influenciada por la cristalinidad
del material. Los polimeros amorfos son transparentes, mientras que los cristalinos son
opacos. Las zonas cristalinas dispersan la luz, evitando asi su libre transmision, dando lugar
a translucidez u opacidad excepto cuando se orientan o se tratan secciones muy finas. Por
lo contrario, en los polimeros amorfos el empaquetamiento al azar de las moléculas no
causa una difraccion de la luz importante, permitiendo una transparencia muy buena y una
transmitancia a la luz que puede ser superior al 90. Termoplasticos amorfos como el PC,
PMMA y PVC presentan transparencia que no difieren mucho de la del propio vidrio. La
transparencia de los polimeros se puede perder, al menos parcialmente, por exposicion a la
intemperie 0 a cambios bruscos de temperatural®.

Por tanto la gran variedad de polimeros y de combinacion entre ellos, hace que dispongan
de propiedades favorables para el uso que se les quiera dar. Por ello se pueden emplear en
infinitésimas cosas como por ejemplo: tuberias, fibras textiles, aislamiento eléctrico,
revestimientos, envases, utensilios caseros, aparatos quirurgicos, medicina etc.

4.2. Polimeros biodegradables

42.1. Generalidades

La introduccion de nuevos materiales biodegradables ha sido el reto de la ciencia de los
materiales en los ultimos 20 afios, ya que los residuos poliméricos sintéticos han aumentado
considerablemente. Muchos esfuerzos tecnoldgicos han sido dirigidos principalmente a
solventar problemas en el area de la salud, medicina y medio ambiente. Si bien los
polimeros naturales estan generalmente mas asociados al término de biodegradabilidad, la
gama de polimeros sintéticos que cumplen este concepto se ha incrementado notablemente
en los ultimos anos, debido a la mejora de sus propiedades, que los han hecho mas
susceptibles de seguir los mecanismos de degradacion que les afectan en el medio
ambiente una vez que se han convertido en residuos.”!

El término de biodegrabilidad fue definido de forma general por Chandra y Rustgi ! como un
proceso por el cual bacterias, hongos, levaduras y sus enzimas consumen una sustancia
polimérica como una fuente de alimento de manera que su forma original se ve alterada. Es
un proceso relativamente rapido bajo las condiciones apropiadas de humedad, pH,
temperatura y oxigeno disponible. El principal requisito de los polimeros biodegradables es
que contengan grupos labiles en sus cadenas que puedan romperse facilmente por accién
de un agente externo de naturaleza fisica o quimica. Estos grupos deben contener enlaces
hidroliticamente inestables, como por ejemplo los que se hallan presentes en:. éster,
anhidrido, amida, etc.

Loy
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La biodegradacién depende de las propiedades mecanicas del polimero y de la velocidad de
degradacion!’.

Las propiedades mecanicas que influyen en la degradacion son:

e Eltipo de naturaleza del monémero.

e Eliniciador de la reaccion de polimerizacion.
e Los aditivos presentes en el polimero.

e Las condiciones de procesado.

La velocidad de degradacion depende de tres factores:

e Condiciones del medio: temperatura, humedad y pH.

e Caracteristicas del polimero: presencia de enlaces quimicos susceptibles a la
hidrolisis, la hidrofilicidad, la estereoquimica, el peso molecular, la cristalinidad, la
superficie especifica, la Tg y la Tf.

e Tipo de microorganismos: cantidad, variedad, fuente y actividad.

4.2.2. Proceso de degradacion
4.2.2.1. Fotodegradacion

La fotodegradacion incluye los cambios fisicos y quimicos que se producen en el polimero
debido a la irradiacién del material con luz ultravioleta o visible. Este proceso se basa en la
aportacion de energia de la luz ultravioleta procedente de la luz solar. Esta energia es mayor
que la energia de unidon entre los enlaces C-C y C-H, por ese motivo, rompen las cadenas
moleculares reduciendo asi su peso molecular y sus propiedades mecanicas.

Existen dos maneras de obtener polimeros fotodegradables:

e Introduciendo en el polimero grupos funcionales sensibles a la radiaciéon
ultravioleta, como los grupos carbonilo, mediante la modificacion del polimero y
copolimerizacién con mondmeros portadores del grupo carbonilo, tales como
cetonas vinilicas.

¢ Introduciendo aditivos fotosensibles, catalizadores y peroxidantes que aceleren el
proceso de degradacion.

4.2.2.2. Degradacion térmica

En el procesado de polimeros interviene de forma muy directa el calor, y por este motivo la
degradacion térmica es de gran importancia. El proceso estd acompanado por la ruptura
hemolitica de los enlaces covalentes de la cadena o de los grupos laterales como
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consecuencia del aumento de la temperatura. Dependiendo de la reactividad de cada radical
se produciran unas reacciones u otras.

Tanto si hablamos de fotodegradacion como de degradacion térmica, los mecanismos
fundamentales de degradacioén de los polimeros estan basados en los mismos principios. La
Unica excepcion es que la fotodegradacion tiene lugar a una velocidad mas rapida que la
degradacion térmica.

4.2.2.3. Degradacion hidrolitica

La degradacion hidrolitica de un polimero se produce como consecuencia del contacto del
material con un medio acuoso. La penetracion del agua dentro de la matriz provoca el
inflamiento, ruptura de puentes de hidrégeno intermoleculares, hidratacion de las moléculas
y finalmente la hidrdlisis de los enlaces inestables. La rotura de los grupos funcionales por
hidrdlisis, puede suceder tanto en los grupos situados en la cadena principal como en los
sustituyentes laterales.

El concepto de degradacion de un polimero se asocia con el decrecimiento del peso
molecular, por este motivo, es necesario que la cadena principal se rompa en diferentes
puntos. Por tanto, la degradacién implica la hidrélisis de los grupos funcionales que estén
situados en la cadena principal.

4.2.2.4. Biodegradacion

El término biodegradacién hace referencia a la transformacién y deterioro que se produce en
el polimero debido a la accién natural de microorganismos (bacterias, hongos, algas), para
obtener progresivamente una estructura mas simple. La biodegradacion puede ser parcial o
total.

e La biodegradacion parcial consiste en la alteracion en la estructura quimica del
material y la pérdida de propiedades especificas.

e La biodegradacion total consiste en la degradacién absoluta por la accion de
microorganismos. Esta puede ser aerdbica o anaerdbica. Bajo las condiciones
aerobicas produce diéxido de carbono, agua, sales minerales y biomasa. En
cambio, bajo las condiciones anaerébicas produce metano, agua, sales minerales
y biomasa.

A continuacion, en la Fig. 4.2 se presenta un esquema del proceso de degradacion de los
polimeros biodegradables.

Loy
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Proceso de degracacion
de los polimeros
biodegradables

Degradacion

hidrolitica Biodegradacion

Fotodegradacion Degradacion térmica

Aportacion de energia o
P g Contacto con un Accidn natural de

medio acuoso microorganismos

a partir de luz Aportacion de calor
ultravioleta

Parcial

Fig. 4.2 Esquema del proceso de degradacion de los polimeros biodegradables

4.2.3. Clasificacion

Segun su procedencia los polimeros biodegradables se pueden clasificar en naturales o

sintéticos.

e Los polimeros naturales provienen de recursos naturales, desde el punto de vista
quimico, incluyen cuatro subgrupos: polisacaridos, proteinas, lipidos vy
poliésteres. En los polisacaridos tenemos los homopolisacaridos (almidon,

celulosa, y quitina) y los heteropolisacaridos(gomas naturales). En los poliésteres
tenemos los producidos por microorganismos o plantas (PHA, PHB) y los

sintetizados a partir de monémeros bioldgicos (PLA).

e Los polimeros sintéticos se obtienen a partir de materias primas procedentes de
la petroquimica o derivados de recursos bioldgicos. Dentro de esta familia son
considerados biodegradables aquellos polimeros que exhiben degradacion
promovida por microorganismos junto con agentes quimicos o que exhiben

degradacién mecanica.

A continuacién, en la Fig. 4.3 se presenta un esquema de los diversos polimeros

biodegradables.
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Naturales

Polimeros
biodegradables

Poliésteres alifaticos
(BIO)

Poliésteres
aromaticos

Poliamidas (nylon 6
poliprolactama)

Poliéteres (PEG)

Polivinilalcoholes
(PVOH)

Poliolefinas
modificadas (PE con
almiddn)

Polisacaridos

Proteinas (caseina)

Lipidos

Poliésteres alifaticos
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Producidos por
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plantas (PHA,PHB)

Sintetizados a partir
de mondmeros
bioldgicos
(PLA)Sintéticos

Fig. 4.3 Esquema de los diversos polimeros biodegradables

4.2.4.

Acido polilactico (PLA)

El Acido Polilactico (PLA) es un polimero de la familia de los poliésteres preparado a partir
del acido lactico, cuya estructura principal consta de un grupo carboxilo y de un radical
metilo que esta unido al metilo de la cadena del polimero .. A continuacién, en la Fig. 4.4 se

presenta la unidad repetitiva del acido polilactico.
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Fig. 4.4 Unidad repetitiva del acido polilactico

El PLA puede ser clasificado como biopolimero de origen natural porque su mondmero
(acido lactico) todavia se obtiene mayoritariamente por fermentacién de los recursos
renovables, materiales con almidén y azucares. Aunque también podria situarse en la
categoria de los poliésteres sintéticos porque puede ser sintetizado a partir de fuentes
petroliferas "%

El acido polilactico pertenece al grupo de los Poli(hidroxiacidos), que son poliésteres
alifaticos sintetizados median te polimeracion por apertura de anillo o lactonas y lactidas.
Concretamente pertenecen al grupo de los poli(a-hidroxiacidos) que se diferencian de los
(B-hidroxiacidos) al contener el grupo -OH en posicion a respecto al grupo —COOH. Estos
son polimeros semicristalinos con puntos de fusioén relativamente altos.

El PLA se puede preparar tanto por condensacion/esterificacion directa del acido lactico,
como por polimerizacion por apertura de anillo de la lactida. La policondensacién directa
del hidroxiacido produce material de bajo peso molecular. En cambio si se obtiene por
apertura de anillo de su dimero ciclico, la lactida, el material obtenido es de elevado peso
molecular y con un punto de fusion algo superior a 170°C, tal y como se observa en la
Fig. 4.5

Para usos biomédicos, el PLA es preparado por este ultimo procedimiento, si bien el
proceso completo implica una polimerizacion térmica del hidroxiacido hasta un PLA de
bajo peso molecular que es despolimerizado y ciclado posteriormente. El material final es
obtenido a partir de la lactida asi preparada.

L-Lactida

Fig. 4.5 Obtencion de la polilactida

B

m &%
o Peqet

-
w
m



Micro/Nanofiibras coaxiales de PLA/PEG para el encapsulamiento de microorganismos de interés biomédico y alimentario Pag. 23

La unidad repetitiva del PLA consta del grupo éster y de un grupo -CH(CH3), tal y como
se observa en la Fig. 4.6. Desde el punto de vista de su estructura quimica, el carbono
alfa de la unidad repetitiva es un carbono quiral y en consecuencia puede presentar dos
configuraciones distintas.

Fig. 4.6 Unidad repetitiva de la polilactida

La lactida es el dimero ciclico del acido lactico, que existe en forma de dos isdmeros 6pticos,
el Dy el L, como se muestra en la Fig. 4.7. El monémero ciclico tiene dos carbonos
asimétricos por lo que es factible preparar polimeros con diferentes tacticidades. La L-lactida
es el dimero obtenido a partir del estereocisdmero natural, mientras la D,L-lactida esta
formada por los dos estereoisomeros. EI homopolimero derivado del mondmero natural, L-
lactico (L-PLA), es un polimero semicristalino (grado de cristalinidad del 37), debido
principalmente a su estereoregularidad. Tiene alta resistencia a la tension y baja elongacion,
y consecuentemente tiene un modulo de Young elevado, lo que hace al polimero muy
adecuado para aplicaciones que tienen que soportar una carga, como son las suturas y
fijaciones ortopédicas ['*"*. Térmicamente, se caracteriza por tener un punto de ebullicién
elevado (175-178°C) y una temperatura de transicién vitrea comprendida entre 60 y 65°C.

N L-Lactida D-Lactida Y,
Y

rac-Lactida

Fig. 4.7 Enantidmeros del acido lactico: D-lactico y L-lactico

El poli (D,L-lactico) (DLPLA) es un polimero amorfo, ya que esta formado por los dos
isdmeros del acido lactico con una distribucion aleatoria, hecho que impide que la estructura
sea cristalina. Consecuentemente, este polimero tiene una resistencia a la tensidon mas baja,
alta elongacion, y una elevada velocidad de degradacién que hace que sea un material muy

Edgar Diaz Riascos

a2 éﬂ
Feact

m
-
o
in
m



Pag. 24 Memoria

atractivo para los sistemas de liberacion de farmacos. También se preparan copolimeros de
L-PLA y D,L-PLA para disminuir la cristalinidad del polimero quiral y controlar el proceso de
degradacion!'>™!,

Actualmente se utiliza en suturas, tornillos, cirugia maxilofacial, liberacion de farmacos,
stents (mallas) para cirugia cardiovascular y clavos para la unién de ligamentos, fijacion de
fracturas y reparacion de meniscos. Una de las aplicaciones mas recientes del PLA se
encuentra en el campo de la Ingenieria de Tejidos, donde se pretende regenerar tejidos a
partir de células del mismo paciente cuyo crecimiento es guiado in-situ mediante andamios
(scaffolds) reabsorbibles!™.

4.2.5. Polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol o glicol de polietileno (PEG) es un poliéter con muchas aplicaciones desde
la industria manufacturera hasta la industria de la medicina

El PEG esta compuesto por unidades repetitivas de 6xido de etileno. Cada UCR de 6xido de
etileno tiene un peso molecular de 44 Da (g/mol), asi pues en funcién de las UCR que
compongan el PEG sera de bajo o alto peso molecular. Debido a ello, los PEG pueden ser
liquidos o sélidos de bajo punto de fusion, en funcidn de sus pesos moleculares.

El polietilenglicol se produce por la interaccion de 6xido de etileno con agua, etilenglicol
u oligbmeros de etilenglicol, tal y como se muestra en la Fig. 4.8. La reaccion es catalizada
por catalizadores acidos o basicos. El etilenglicol y sus oligdmeros son preferibles como
material de partida en lugar de agua, debido a que permiten la creaciéon de polimeros con
una baja polidispersidad’™>'® (distribucion de peso molecular estrecha). Longitud de la
cadena de polimero depende de la relacién de los reactivos.

Crxiddo de etileno etilenglical PE

Fig. 4.8 Sintesis del polietilenglicol

Dependiendo del tipo de catalizador, el mecanismo de polimerizacién puede ser catiénico o
anionico. ElI mecanismo anionico es preferible, ya que permite obtener un PEG con baja
polidispersidad. La polimerizacion de O6xido de etileno es un proceso exotérmico. El
sobrecalentamiento o contaminantes de éxido de etileno con catalizadores tales como
6xidos metalicos o alcalis o de metal puede conducir a la polimerizacion fuera de control,
que puede terminar en una explosion después de unas pocas horas!™®.
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El 6xido de polietieno o polietilenglicol de alto peso molecular, se sintetiza por
polimerizacion en suspension. Es necesario sujetar la cadena de polimero en crecimiento en
solucién en el curso del proceso de policondensacion. La reaccién es catalizada por
compuestos 6rgano-metalicos de magnesio, aluminio o calcio. Para evitar la coagulacion de
las cadenas de polimero en solucidon, se utilizan aditivos quelantes tales como
dimetilglioxima!*®.

Se utilizan catalizadores alcalinos, tales como hidréxido de sodio (NaOH), hidréxido de
potasio (KOH), o carbonato de sodio (Na,COs3), para preparar polietilenglicol de bajo peso
molecular.

El polietilenglicol es soluble en agua, por lo que la mayoria de sus aplicaciones se dan en
disoluciones acuosas, posee baja inflamabilidad y baja presion de vapor. En comparacion
con otros disolventes alternativos, el PEG es biodegradable, biocompatible y no toxico; y
puede ser recuperado y reciclado de la disolucion por extraccion o destilacion directa.
Ademas es soluble en solventes organicos como el benceno, cloroformo, dimetilformamida,
diclorometano.

El PEG se utiliza en numerosas aplicaciones, tales como agentes tensoactivos, en los
alimentos, en cosmética, en farmacia, en la biomedicina, como agentes dispersantes, como
disolventes, en ungiientos, en bases de supositorios, como excipientes en tabletas y como
laxantes. Actualmente, es el polimero mas utilizado en las ciencias biomédicas ya que
debido a su hidrofilicidad, disminucion de la interaccion con los componentes sanguineos y
su alta compatibilidad permite la administracién de multiples farmacos !'"1.

4.2.6. Aplicaciones biomédicas de los polimeros biodegradables

Para que un material pueda ser utilizado en una aplicacion biomédica es necesario que sea
compatible con el cuerpo humano, es decir, no debe ser mutagénico, cancerigeno,
antigénico y toxico; y a su vez sea capaz de degradarse pasado un cierto tiempo. Deben
ser materiales que al esterilizarse no sufran alteraciones significativas y que muestren
buenas propiedades de conformacion para su produccion a nivel industrial.

Algunas de las aplicaciones mas habituales son las suturas quirurgicas, barreras
temporales, dispositivos de liberacion controlada(farmacos) y andamios temporales
(temporary sacaffolds).

4.2.6.1. Saturas quirdrgicas

El campo de la biomedicina una de las aplicaciones con mayor éxito en son los materiales
para las suturas. El motivo principal es su capacidad de biodegradacién y de ser
bioabsorbido por el cuerpo humano. El interés en desarrollar dichos materiales radica en el

Loy
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de disminuir el potencial de infeccion post-operatorio. Este tipo de implantes permiten
realizar distintas funciones como por ejemplo, suplantar la funcién de un érgano lesionado
mientras éste se recupera, momento a partir del cual la sutura debe desaparecer y a su vez
mantener los tejidos y 6rganos unidos durante los dias posteriores a la operacion.

De forma genérica se define una sutura quirdrgica como un filamento estéril utilizado para
cerrar heridas, mantener unidos varios tejidos cuando se realizan implantes protésicos o
ligar vasos sanguineos. Para la produccion de suturas los materiales que se utilizan son
productos naturales, fibras sintéticas comunes y algunas fibras de polimeros sintetizadas
especificamente para esta aplicacion.

4.2.6.2. Barreras temporales

Las barreras temporales se usan como prevencion a la adhesion tras el acto quirdrgico
% Son importantes porque si la adhesion, no natural, no se impide, pueden provocar
complicaciones.

En general este tipo de dispositivos adquieren la forma de un film de espesor reducido o
malla y se dispone entre los tejidos adyacentes en el momento de la intervencion quirurgica
1920 Sy funcién consiste en mantener separado el tejido dafiado durante el proceso de
curacion. Por ello, estos materiales deben caracterizarse por ser lo suficientemente flexibles
y resistentes como para mantener recubierto el tejido blando y danado. Ademas de tener la
capacidad de biodegradarse una vez el tejido se ha regenerado.

4.2.6.3. Andamios temporales (Temporary scaffolds)

Otra aplicacion de los polimeros es su uso como dispositivos de sujecion llamados
andamios temporales. Su funcién es actuar como soporte artificial sobre un tejido que ha
sido debilitado ya sea por enfermedad, lesion o cirugia; hasta que éste recupere su forma y
resistencia caracteristicas.

A continuacion se detallan algunos ejemplos del uso de andamios temporales con polimeros
biodegradables:

Uno de los campos donde se utiliza los andamios temporales es en odontologia, ya que
utilizan particulas poliméricas porosas como relleno del hueco originado tras la extraccion
dental, para acelerar el proceso de cicatrizacién del hueso de la mandibula !, Otro campo
donde se utiliza los andamios temporales son los dispositivos ortopédicos de fijacion en
zonas donde las propiedades mecanicas requeridas son pequefas.

En la actualidad el término de biodegradable scaffold se asocia especificamente a
materiales de estructura tridimensional y porosa, que sirven de soporte para el crecimiento
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celular in vitro, con el fin de construir un sustituto bioldégico para un 6rgano o tejido que ha
perdido su funcién ['°2°??Esta aplicacion, es la base de la ingenieria de tejidos, y es uno de
los campos de la investigacion biomédica mas interesantes "2,

4.3. Electrospinning (electrohilado)

4.3.1. Generalidades

El Electrospinning o Electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas eléctricas para producir
fibras, de una forma relativamente simple y poco costosa, con diametros que varian desde
unos pocos hanémetros hasta algunos micrémetros 2324,

Esta técnica se conoce desde hace mas de 60 afos en la industria textil y se utilizaba para
la fabricacion de telas no tejidas de fibra. En los ultimos afios ha habido un creciente interés
por esta tecnologia, que permite producir fibras a micro y nano escala con multitud de
aplicaciones, desde la cosmética, ensayos épticos, textiles, hasta la investigacion médica,
entre otras.

La técnica consiste en aplicar un campo electrostatico elevado entre una solucién polimérica
y una superficie colectora. El polo positivo esta unido a un sistema de inyeccién, en este
caso una aguja, y el negativo a una placa metalica o colector (el cual se encuentra a
potencial cero) donde se recogen las fibras formando un tejido o matriz porosa (llamada
electrospun o matt), con textura, color y densidad caracteristicas®®..

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical segun se desee, el principal
inconveniente al trabajar en posicion vertical es la posible salida de gotas de solucion desde
el capilar hacia el plato colector las cuales pueden caer sobre las fibras depositadas
haciendo defectuosa la superficie de las mismas e interrumpiendo el proceso. En nuestro
proyecto utilizaremos la técnica en forma horizontal.

Bomba

Infusora

Fuente de Arto Voltaje

Capilar
Lapnat

Fig. 4.9 Diagrama de un equipo de electrospinning en posicioén horizontal
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En la Fig. 4.9 se muestra un esquema tipico de un equipo de electroespinning en posicion
horizontal. En la parte superior se inyecta la disolucién de polimero en una jeringa de
inyeccion, a una presion y flujo controlado por la bomba de infusion o perfusion. A esta
jeringa se le aplica un alto potencial eléctrico que suele oscilar entre los 0-30kV, y se genera
un campo eléctrico en la regidon comprendida entre el extremo de la jeringa (aguja metalica)
y el colector. Debido a este campo y al fendmeno de polarizaciéon y carga, la solucion se
deposita en la placa.

Como consecuencia de la aplicacion de un campo eléctrico, se forma un menisco
electrificado en forma de cono, conocido como el Cono de Taylor. Este cono se forma
debido al fenémeno de polarizacion y carga; que se produce por la induccion de cargas en el
fluido mediante la distancia de separacion entre los dos electrodos, rompiéndose la tension
superficial a través del campo electrostatico y descomponiéndose esta tensién en una
tangencial y otra normal. A medida que el cono se acelera, su diametro es menor y las
componentes tangencial y normal se equiparan hasta llegar a ser iguales. En este momento,
el cono se solidifica creando las fibras y depositandose sobre la placa colectora ', esto se
aprecia en la Fig. 4.10.

+ + + + +

Fig. 4.10 Formacion del Cono de Taylor durante el proceso de
electrospinning. Tn y Tt comoponente normal y tangencial respectivamente
del campo electrostatico (E«).

Durante la creacion del cono, el solvente se evapora gradualmente originando un espray de
gotas cargadas eléctricamente. Cuando el componente tangencial y el normal no alcanzan a
ser iguales ocurre el fendmeno de electrospray, en el cual en lugar de obtenerse microfibras
se obtienen gotas de polimero. Se debe remarcar que la conductividad eléctrica del liquido
es uno de los parametros que condiciona la formacién de las fibras, concretamente
determina el diametro del haz, el tamafio y la uniformidad de las gotas °.
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4.3.2. Parametros de la técnica de electrospinning

La morfologia de las fibras obtenidas por electrospinning, depende de varios factores que
se pueden clasificar en tres grupos: Las propiedades de la solucion polimérica, los
parametros del proceso y el entorno del electrospinning.

4.3.2.1. Propiedades de la solucion polimérica
43211 Concentracion de la solucién

Es uno de los parametros determinantes del tamano y la morfologia de las fibras. La
concentracién de polimero en la solucién influencia tanto la viscosidad como la tension
superficial de esta, la viscosidad de una soluciéon de polimero esta relacionada con el
enredo de las cadenas poliméricas, si las cadenas son menos enredadas, la solucion
tendra una viscosidad baja y viceversa. El diametro de las fibras tiende a aumentar con la
viscosidad P". Si la solucién esta muy diluida las fibras de polimero se rompen en gotas
antes de llegar al plato colector debido al efecto de la tension superficial, de igual forma si
la solucion esta muy concentrada entonces las fibras no se podran formar debido a la alta
viscosidad, lo que dificulta el paso de la solucién a través del capilar %33,

43.21.2 Tension superficial

Doshi y Reneker concluyeron que reduciendo la tension superficial de una solucién de
polimero podrian obtenerse fibras sin presencia de beads ®¥. La tensién superficial
intenta reducir el area superficial por unidad de masa, cambiando los chorros (jets) por
esferas, al aplicar el alto voltaje se busca aumentar la superficie oponiéndose a la
formacion de beads y favoreciendo la formacion de chorros mas delgados, en este caso
es la fuerza viscoelastica la que se resiste a cambios rapidos en la forma. El coeficiente
de tension superficial depende del polimero y el disolvente, adicionar disolventes como el
etanol a una solucién con baja tension superficial, podria contribuir a la obtencién de
fibras lisas .

4.3.2.1.3 Conductividad de la solucién

Soluciones con alta conductividad tendran mayor capacidad de transportar las cargas de la
solucion que aquellas con baja conductividad. La adicion de sales a la solucion incrementa
la conductividad y por consiguiente la fuerza eléctrica para el estiramiento del chorro, lo que
promueve una reduccion en el diametro de las fibras ®®. Se ha encontrado que con el
aumento de la conductividad eléctrica de la solucion hay una disminucion significativa en el
diametro de las fibras mientras que cuando la conductividad es baja se observa un

alargamiento insuficiente del chorro lo que impide la produccién de fibras uniformes 7.
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43214 Efecto dieléctrico del disolvente

Basicamente el disolvente cumple dos roles importantes dentro del proceso de
electrospinning: en primer lugar disolver las moléculas de polimero para formar el chorro con
carga eléctrica y en segundo lugar llevar las moléculas de polimero disuelto hasta el colector
38 es por ello que las propiedades del disolvente cumplen un rol fundamental dentro del
proceso, la constante dieléctrica por ejemplo tiene gran influencia en el proceso de
electrospinning, generalmente una solucion con buenas propiedades dieléctricas reduce la
formacién de beads y el diametro de las fibras resultantes 2.

4.3.2.2. Pardmetros del proceso
43221 Voltaje

El voltaje es uno de los parametros mas importantes dentro del proceso de
electrospinning, algunos autores afirman que aplicar voltajes altos hace que mas fluido se
transporte en el chorro lo que resulta en fibras con mayores diametros, otros afirman que
un incremento en la aplicacion del voltaje decrece el didametro de las nanofibras *9 y
aumenta la probabilidad de obtener fibras con defectos (beads) ** *% o cierto es que en
la mayoria de los casos un voltaje alto permite un mayor estiramiento de la solucion
debido a la presencia de mayor fuerza de coulomb en el chorro y un fuerte campo
eléctrico, todos estos factores promueven una reduccién en el diametro de las fibras *".
La influencia del voltaje depende ademas de las propiedades viscoelasticas del material
base, por ello es importante analizar el comportamiento para cada polimero con su
respectivo disolvente.

43222 Flujo de salida

Un flujo de salida menor podria ser benéfico ya que el disolvente tendria mas tiempo para
evaporarse evitando la formacién de defectos en las fibras 3. Cuando el flujo de salida
se incrementa ocurre un incremento en el diametro de las fibras y posiblemente en el
tamafio de los defectos ** “2. Un minimo valor de volumen de solucién a la salida del
capilar deberia ser mantenido para obtener un cono de Taylor estable, el flujo de salida
determina la cantidad de solucion disponible para el proceso de electrospinning.

43223 Distancia entre la punta de la aguja y el plato colector

Dependiendo de las propiedades de la solucién el efecto de la variacién de la distancia
puede o no, tener efecto en la morfologia de las fibras. Al trabajar con distancia muy
grandes las fibras electrohiladas podrian romperse debido a su propio peso,
especialmente si las fibras son de didametro pequefio ¥?. Una minima distancia es
requerida para dar a las fibras el tiempo suficiente para que el disolvente se evapore
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antes de alcanzar el plato colector, con distancias muy grandes o demasiado pequefias
se ha observado la aparicién de beads ! o fibras hiimedas que promueven la obtencion
de fibras aplanadas o con forma de cintas. La mayoria de los autores coinciden en que
con mayores distancias la solucion tendra mayor tiempo de vuelo lo que promovera un
mayor estiramiento de las fibras antes de depositarse en el plato colector 1.

4.3.2.3. Entorno del electrospinning
4.3.2.3.1 Parametros ambientales

Casper et al. evaluo la influencia de la humedad en las fibras obtenidas por medio de la
técnica de electrospinning y demostraron la aparicién de pequenos poros circulares en la
superficie de las fibras debido al aumento en la humedad ¥, El agua condensada en la
superficie de las fibras, al trabajar con alta humedad, puede tener influencia en la morfologia
de las fibras especialmente cuando se trabaja con disolventes volatiles . Los poros
pueden promover una transferencia de proteinas y una migracién celular mucho mas agil y
facil en ingenieria de tejidos. La humedad en el ambiente podria determinar la velocidad de
evaporacion del disolvente en la solucion, a humedad relativa baja un disolvente volatil
podria evaporarse muy rapido. Por su parte la temperatura puede incrementar la rata de
evaporacion y puede ocasionar una reduccidn en la viscosidad de la solucién M9
Dependiendo de los parametros y algunas caracteristicas del ambiente las fibras pueden
tener diversas formas y tamafios. A continuacion, en la Fig. 4.11 se presenta un esquema
de los parametros que influyen en la técnica de electrospinning.

ELECTROSPINNING
1
I T 1
Propiedades de la Parametros del Entorno del
solucién polimérica proceso electrospinning

oncentracién de || . | Pardmetros
= o - Voltaje .
solucién ambientales
=l Tension superficial | g  Flujo de salida
Conductividad de Ia DISEmEE entre_ e
e s o PUNtA de |3 agujay
solucién
el plato colector

Efecto dieléctrico
del disolvente

Fig. 4.11 Esquema de los parametros que influyen en la técnica de electrospinning
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4.3.3. Aplicaciones de la técnica

Actualmente, existen numerosas aplicaciones de las fibras de electrospinning en diversos
campos cientificos.

4.3.3.1. Composites

Una aplicacién importante de las fibras obtenidas mediante electrospinning es su uso como
refuerzos con el objetivo de mejorar las prestaciones mecanicas, de tal modo que los
materiales permitan ser sometidos a mayor carga, tensiéon o deformaciéon mecanica y reducir
el peso substituyendo un material determinado por composites °%.,

Hasta el momento, los esfuerzos en el campo de los composites con fibras para
electrospinning se han dirigido a desarrollar las propiedades fisicas (6pticas y eléctricas) y
quimicas, y a mantener las prestaciones mecanicas en niveles correctos .

4.3.3.2. Filtracion

Es un proceso muy comun en muchos sectores industriales y normalmente se utilizan
materiales fibrosos para optimizar su uso. La finura de las fibras juega un papel importante
en la eficiencia de la filtracién. Las peliculas producidas a partir de fibras preparadas por
electrospinning pueden ser una solucibn en los casos en que hay que separar
microparticulas. De esta forma, se mejoraria la filtracion atrapando las particulas mas
pequefias en los filtros constituidos por nanofibras 2.

4.3.3.3. Tecnologia textil

Los tejidos de nanofibras son capaces de neutralizar agentes quimicos sin dejar de ser
permeables al aire y al vapor debido a su gran superficie. El electrospinning produce capas
de nanofibras que presentan una alta porosidad, pero tamafios de poros muy pequenos. Por
esto, este tipo de tejidos serian buenos candidatos en vestimentas protectoras °°!.

4.3.3.4. Cosméticos

Otra de las posibles aplicaciones de las fibras de electrospinning es en el campo de la
cosmética. En este amplio campo se esta investigando en mascaras adaptables a la piel. Se
ha estudiado la elasticidad y facilidad de deformacion de algunas fibras, gracias a estas
caracteristicas la aplicacion de mascaras sobre la piel podria ser posible. Una segunda
aplicacion serian los apositos para retirar o aplicar el maquillaje ya que, debido a la
porosidad de la fibra, se pueden retener los pigmentos.
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4.3.3.5. Aplicaciones épticas y eléctricas

La tecnologia es otro de los campos en los que la técnica de electrospinning se abre
camino. Actualmente se esta intentado producir pequefios dispositivos electrénicos y
baterias de alto rendimiento (con electrodos porosos) a partir de nanofibras que provienen
de polimeros conductores. El principio de estas baterias es que la velocidad de reaccién
electroquimica es funcion de la superficie del electrodo. Este tipo de membranas también
pueden ser Utiles para aplicaciones en las que sea necesaria la disipacion electrostatica, la
proteccion de la corrosion, el aislamiento electromagnético, etc "2,

A continuacion, en la Fig. 4.12 se presenta un esquema de las aplicaciones de la técnica de
electrospinning.

4.3.3.6. Aplicaciones biomédicas

La mayoria de tejidos y érganos del cuerpo humano estan estructurados en redes
nanofibrosas, por ejemplo los huesos, el colageno, los cartilagos o la piel. Por ese motivo es
tan importante esta técnica en el campo de la biomedicina. A continuacién se muestran
diferentes aplicaciones biomédicas:

o Protesis médicas: En diferentes estudios, se ha utilizado las fibras obtenidas a partir
de electrospinning para la fabricacion de un gran numero de protesis de tejido
blando. En EEUU hay varias patentes para aplicaciones como venas, vascular,
mama, ect.

Ademas, las fibras para electrospinning se pueden usar como films que recubran las
protesis de tejido rigido que actian como interfaz para evitar o prevenir que la
prétesis falle 545671,

e Soportes para el crecimiento del tejido humano: A partir de esta técnica y de los
biomateriales, se disefian refuerzos O6ptimos que son capaces de imitar las
estructuras y funciones bioldgicas de la matriz. A lo largo de los ultimos afos se ha
dedicado una mayor investigacion para generar refuerzos a partir de polimeros
sintéticos biocompatibles y/o biodegradables 2.

e Proteccion de heridas: las heridas o quemaduras en la piel se pueden tratar con
capas poliméricas de nanofibras. El recubrimiento de las heridas con capas se
podria aplicar directamente creando un campo eléctrico local. De esta manera se
impulsa el crecimiento de la piel y se evita la formacion de cicatrices. Una de las
limitaciones de este método recae en que, como es logico, el hueso y la piel no
pueden ser tratados con el mismo tipo de fibra, ya que segun su procedencia
polimérica, en unos casos sera efectiva y en otros no. La investigacion en este
campo evoluciona con rapidez y se espera que pronto forme parte de una nueva
técnica médica consolidada %%,

Loy
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Aplicaciones de la

técnica de
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Fig. 4.12 Esquema de las aplicaciones de la técnica de electrospinning

4.4. Electrospinning coaxial

4.4.1. Generalidades

Electrospinning coaxial es una modificacién o una ampliacién de la técnica convencional !

que ha permitido electrohilar simultaneamente diferentes polimeros dentro de una estructura
formada por un nucleo (core) y una corteza (Shell) de nanofibras #-29.

A diferencia de la aguja empleada en el electrospinning convencional, la boquilla coaxial
consta de dos agujas concéntricas. Esta es alimentada simultaneamente por las dos
soluciones poliméricas, una de las cuales formara el nucleo de la fibra y la otra la cubierta.

Al igual que el electrospinning convencional el proceso de electrohilado se inicia cuando se
ve salir la primera gota compuesta de las fases poliméricas de la aguja coaxial.
Seguidamente, tras la aplicacion de una tension suficiente, entre la aguja y el colector, se
forma el cono de Taylor; en esta ocasion es un cono compuesto por las dos soluciones. El
chorro de liquido expulsado sufre el mismo proceso que en el electrospinning convencional y
la membrana fibrosa que resulta en este caso es un material compuesto bicomponente #°3%,
esto se aprecia en la Fig. 4.13. La mayor ventaja de trabajar con electrospinning coaxial es
que la solucidon que forma el nucleo no necesariamente debe tener las propiedades
dieléctricas para someterse al proceso, la soluciéon que actia como corteza puede servir
como vehiculo de esa solucion principal permitiendo encapsular farmacos de diferente
naturaleza y con diversas caracteristicas.

Sheath Solution
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Wipping Co- [ Wigh Vottags Supply |

Grounded
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Fig. 4.13 Diagrama de un equipo de electrospinning coaxial
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4.4.2. Parametros de la técnica

La morfologia de las fibras obtenidas por electrospinning coaxial igual que la
convencional, depende de los mismos factores, pero con alguna diferencia. Por ello,
estos se clasifican en los tres mismos grupos: Las propiedades de la solucién polimérica,
los parametros del proceso y el entorno del electrospinning.

4.4.2.1. Propiedades de la solucion polimérica
44211 Concentracion de la solucién

El hecho de tener dos disoluciones de polimero con concentraciones diferentes y por lo
tanto con viscosidad diferente, hace que la viscosidad que en principio servia para el
electrospinning convencional por separados ya no sirva y por lo tanto, se tenga que
modificar la concentracion de las disoluciones a menos concentracién por la suma de
viscosidad de las dos disoluciones de polimero. Ademas, para obtener fibras coaxiales
optimas, la viscosidad de la disolucién de la cubierta ha de ser mayor que la viscosidad
disolucion del nucleo para que la primera arrastre la segunda.

44212 Conductividad de la solucién

Una conductividad relativa excesiva de la disolucion del nucleo respecto a la disolucién
de la cubierta puede generar que las fuerzas viscosas que deben dominar la estructura
coaxial puedan verse superadas por las fuerzas que ejercen las cargas de la disolucion
del nucleo. Este fendmeno producira fibras coaxiales intermitentes.

4.4.2.2. Pardmetros del proceso
44221 Flujo de salida

La relacion entre flujos también ejerce un papel importante en la formacion de fibras
coaxiales. Para obtener fibras coaxiales de calidad el flujo de salida de la cubierta ha de
ser diferente que el flujo de salida del nucleo, en concreto el de la cubierta tiene que ser
mayor que el del nucleo para que asi el de la cubierta arrastre al nacleo por fuerzas
viscosas.

4.4.3. Aplicaciones biomédicas

Las aplicaciones mayoritarias del electrospinning coaxial, se encuentra dentro del campo de

la biomedicina ®° sobretodo en el ambito de la administracion de farmacos, como factor

mas importante de esta técnica®*%.

£ )
et

Edgar Diaz Riascos

3

m bﬁﬁ qn
3
=

-]
2}
L
m



Pag. 36 Memoria

La entrega de farmacos a los pacientes de una manera fisioldgicamente aceptable ha sido
siempre una preocupacion importante ®®. Debido a que los perfiles de liberacién deben

obedecer el ritmo biolégico para que esta administracién sea conveniente, eficaz y segura
[59]

Actualmente, la administracion de farmacos se realiza conjuntamente con otras sustancias
como los polimeros que mejoran el mecanismo de liberacion. La liberacién de farmacos
puede darse de dos maneras:

e Liberaciéon controlada: elimina o reduce los efectos secundarios liberando una
concentracién del farmaco que sea adecuada para el organismo. Para que tenga
lugar depende de que las interacciones farmaco-polimero lleven a una cinética de
orden cero en la que no se produzcan cambios en la concentracién del farmaco
en el organismo ¢,

e Liberacién dirigida: el farmaco es llevado y liberado en el lugar requerido, de tal

manera que se mantiene inactivo en cualquier otro lugar del organismo °%.

La administracién de medicamentos a partir de las fibras generadas en el electrospinning se
basa en el principio de que la velocidad de disolucién del farmaco aumenta con el aumento
de la superficie del medicamento y de la estructura polimérica que lo soporta. También se ha
de tener en cuenta que la interaccion existente entre el farmaco y el polimero determina el
comportamiento de la liberacion, ya que, el complejo de fibras resultantes esta
estrechamente ligado a la solubilidad y la compatibilidad del farmaco en la solucion de la
mezcla, asi como a las condiciones del electrospinning. Si para la obtenciéon de
nano/microfibras cargadas con medicamentos se ha adoptado la via simple, es decir se ha
mezclado el medicamento en la solucién polimérica antes de ser electrohilado, existen tres
modos de interaccion entre los farmacos y las fibras generadas:

I.  Las drogas se unen a la superficie de las fibras como pequenas particulas.
IIl.  Elfarmaco y el polimero son electrohiladas y por lo tanto la matriz resultante esta
formada por dos tipos de nano/microfibras entrelazadas.
.  Una mezcla de medicamento y polimero se integran en un tipo de
nano/microfiboras compuestas adoptando diferentes morfologias; la droga
encapsulada dentro de la fibra, o las fibras de farmaco y polimero se enredan de

manera uniforme a nivel molecular debido a la buena compatibilidad de ambos
[56]

Se ha demostrado a lo largo de varios estudios que las interacciones droga-polimero de
tipo I. y Il. dan lugar a una liberacion practicamente total del farmaco debido a la apertura
longitudinal de la fibra. Mientras que para las interacciones de tipo c) esta apertura no
tiene lugar P67,
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Actualmente, para conseguir una liberacion controlada evitando la liberaciéon por apertura
longitudinal se utilizan fibras producidas a partir del electrospinning coaxial. Estas fibras
coaxiales estan compuestas por un nucleo y una cubierta, de tal manera que permiten un
encapsulamiento del farmaco casi perfecto, ya que este se dispone en el nucleo y se
encuentra protegido por una cubierta polimérica. Para este caso el perfil de liberacién se
puede controlar mediante la regulacién del tamafio de particulal®.

Por ultimo, el electrospinning coaxial también permite la creacién de un sistema de
liberacion bifasica, en el cual existe una liberacion de farmaco inmediata, debido a que este
se encuentre en la cubierta de la fibra combinado con un polimero hidrofilico, seguida de
una liberacién sostenida si en el nicleo se encuentra un farmaco combinado con un
polimero hidrofébico

45. Antecedentes

La técnica electrospinning es un método eficaz para elaborar micro o nanofibras para
aplicaciones muy especificas empleadas en los campos de la ingenieria de tejidos, de la
liberacién controlada de farmacos, etc. Esta técnica permite la utilizacion de distintos
polimeros tanto sintéticos como naturales, los cuales tienen propiedades especificas.

A partir la técnica de electrospinning coaxial se pueden obtener fibras bicomponentes, lo
cual permite compartimentalizar las fibras en un dominio de cubierta (shell) y otro central
(core), es por ese motivo, que los polimeros utilizados aportan a la fibras unas propiedades
especificas que no se pueden obtener mediante la técnica convencional.

Utilizando la técnica del electrospinning coaxial se puede obtener una liberacion controlada
del farmaco segun su disposicion en la fibra coaxial e incluso un perfil de liberacién que
presente etapas bien diferenciadas. Para exponer el estado del arte con estos materiales, se
resumen ocho articulos que pueden dar al lector una vision general de los trabajos en los
que se desarrollan fibras coaxiales obtenidas mediante la técnica del electrospinning.

45.1. Articulos referidos a la obtencién de fibras mediante la mezcla
de polimeros

l.  Z.Y.Qian y colaboradores !, publicaron en 2012 un trabajo en el que se describe el
comportamiento de matrices de microfibras obtenidas mediante electrospinning a
partir de disoluciones de PLA y PEG en cloroformo. El contenido de PEG en estas
matrices alcanzé un 30 en peso. Se comprobé que la adicién de PEG mejoré el
proceso de electrohilado, originando fibras mas continuas. La biocompatibilidad in-
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vitro se estudié con células NIH3T3, evaluando la adhesién y proliferacion de éstas
sobre las matrices de PLA/PEG para todas las composiciones preparadas.

. b) En un siguiente articulo Z.Y.Qian y colaboradores ¥, en 2011, ampliaron su
estudio sobre el comportamiento de las matrices de PLA/PEG. Mediante la técnica
de electrospinning, prepararon matrices a partir de mezclas PLA/PEG 955, y
sembraron células madre mesenquimales (MSC). La biocompatibilidad in-vivo de las
matrices se comprobd mediante su implantaciéon en musculos del muslo de ratas. La
conclusién importante del trabajo es que estas matrices presentan un buen
comportamiento para su empleo en ingenieria de tejidos dseos.

45.2. Articulos referidos ala obtencién de fibras coaxiales

I.  Z. Suny colaboradores ! en 2003, realizaron diferentes estudios concernientes al
potencial del electrospinning coaxial para producir fibras con un nucleo y una
cubierta de distinta constitucién. En el primero, obtuvo fibras coaxiales utilizando
disoluciones al 2 en peso de Oxido de polietileno (PEO) pero conteniendo
bromofenol al 2 en la disolucion utilizada para obtener el core y al 0.2 en la utilizada
para el shell. En el segundo trabajo, obtuvo fibras coaxiales formadas por dos
polimeros distintos. En concreto PEO en el shell y polisulfona (PSU) en el core. En
un ultimo trabajo, obtuvo fibras coaxiales constituidas por PEO en el shell y
poli(dodeciltiofeno) (PDT) en el core, polimero que no puede hilarse por si solo
mediante electrospinning.

ll.  X. Jing y colaboradores ' elaboraron en 2006 nanofibras coaxiales mediante
electrospinning de una emulsién constituida por una fase acuosa, conteniendo PEG,
y una fase organica, formada por un copolimero dibloque (PLA-b-PEG) disuelto en
cloroformo. Las fibras preparadas resultaron con una distribucion no homogénea al
disponerse el PEG en la parte central y el PEG-PLA en la capa externa. Para
diferenciar claramente las dos fases se anadio fluoresceina a la disolucion acuosa,
pudiendo incluso determinar el grosor del nucleo resultante en la microfibra.

. En un siguiente articulo, en 2008, X. Jing y colaboradores ®® describieron la
preparacién y propiedades de fibras coaxiales cargadas con clorhidrato de
doxorubicina (DOX), un agente anticancerigeno. La estrategia utilizada en este
trabajo consistio en electrohilar una emulsion obtenida a partir de una solucion
acuosa de DOX y otra del copolimero dibloque (PLA-b-PEG) disuelto en cloroformo.
La nanofibra coaxial fabricada, resulté formada por un eje central conteniendo
agregados de DOX dispersos en (PLA-b-PEG) y una capa externa de (PLA-b-PEG)
practicamente carente del agente anticancerigeno. Esta distribucién es importante
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ya que permite un cierto control en la liberacion del farmaco al tener que efectuarse
a través de la capa externa de polimero.

45.3. Articulos referidos a la liberacion de farmacos en fibras
coaxiales

T. T. T. Nguyen y colaboradores °?, fabricaron y caracterizaron, en 2012, nanofibras
porosas compuestas de un nucleo y una cubierta diferenciadas con aplicacion en el
disefo de parches para la curacion de heridas y con una actividad a largo plazo. Las
nanofibras estuvieron estructuradas con un nucleo de &cido salicilico (SA) y
poli(etilenglicol) (PEG) y una cubierta de poli(acido lactico) (PLA. Los resultados
obtenidos indicaron que las fibras obtenidas a un flujp mas bajo mostraban una
liberacion sostenida de SA durante un tiempo prolongado al ser su superficie mas
porosa, mientras que la liberacion era muy reducida cuando la cubierta presentaba
una baja porosidad. Los autores utilizaron también modelos de difusidon para
determinar la cinética de liberacion.

Chi Wang y colaboradores "), realizaron en 2010 un estudio de liberacion sostenida
de farmacos comparando el comportamiento de fibras coaxiales formadas por
poli(acido DL-lactico) (PDLLA) y poli(-3-hidroxibutirato) (PHB) y fibras formadas por
un unico componente (PDLLA o PHB). En concreto las fibras coaxiales
electrohiladas presentaron un nucleo compuesto por PDLLA y una cubierta
compuesta por PHB vy viceversa. La droga utilizada en el estudio fue
dimetiloxalilglicina (DMOG) que en el caso de las fibras coaxiales se incorporo
Unicamente en la solucidon empleada para producir el nucleo de la fibra. El resultado
de la liberacion fue interesante puesto que mostré una liberacion instantanea en las
fibras de un unico componente al experimentar estas una apertura longitudinal,
mientras que se observd una cinética de liberacion en dos etapas con las fibras
coaxiales (una liberacién rapida inicial y una liberacion controlada posterior).

D.G. Yu y colaboradores %, fabricaron en 2013 nanofibras coaxiales de

polivinilpirrolidona (shell) y acetato de celulosa (core) cargadas con un 1 de
ketoprofeno (KTP), una molécula con actividad antiinflamatoria. Los estudios se
efectuaron posicionando la droga tanto en el core como en el shell de la nanofibra.
En los ensayos de liberacion in-vitro se demostré6 que las nanofibras coaxiales
pueden proporcionar una liberacion en dos etapas (rapida y sostenida). De esta
forma, el estudio muestra que el electrohilado coaxial es un método sencillo y util
para el disefio y la fabricacién sistematica de nuevos biomateriales con
caracteristicas estructurales que permiten una liberacion de farmaco que puede en
cierta medida programarse.
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5. Materiales y métodos

En este apartado, se han presentado tanto los materiales y reactivos utilizados, como los
métodos y equipos que se han llevado a cabo para la caracterizaciéon de las matrices
poliméricas.

5.1. Reactivos

Para la realizaciéon de los diferentes ensayos de laboratorio se han utilizado los siguientes
productos quimicos:

e Acetona, Panreac e Cloruro de sodio
e Agua destilada e PEG 1000 kDa
e Agua desionizada Helix e PEG 35000 kDa
e Agua desionizada Millipore e PLA

e Cloroformo

5.2. Material de laboratorio

Para la realizacion de los diferentes ensayos de laboratorio se han utilizado los siguientes

materiales:
o Botellas de cristal de cristal 1L e Pinzas de precisién
e Espatula o Portay cubreobjetos para
e Jeringas de plastico de 5mL y microscopia Optica
10ML e Vasos de precipitado
o Pipetas Pasteur o Parafilm
e Perade goma e Ependors
o Viales 20mL e Bandeja de pesada
e Agitador e Tijeras

e Balanza analitica

En cuanto a equipos de proteccién personal, se han empleado:

e Bata de laboratorio o Gafas homologadas
e Guantes de nitrilo
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5.3.

Preparacion de la disolucion poliméricade PLA y PEG

Para poder obtener fibras coaxiales a partir de la técnica de electrospinning coaxial es

necesario previamente transformar los polimeros PLA y PEG en estado sdlido en
disoluciones poliméricas. Para ello se ha utilizado el siguiente procedimiento:

1.

5.4.

Calcular y preparar la composicion de los diferentes solventes que se va a utilizar
en los ensayos.

e CHCls:Acetona (2V:1V)

¢ NacCl (0,5M)

e Agua desionizada Millipore 100
Calcular la masa de solvente y de polimero (PLA y PEG) para realizar la
disolucién polimérica.
Con ayuda de la bandeja de pesada y espatula, pesar la cantidad ya calculada de
polimero para realizar la mezcla polimérica.
Introducir el polimero ya pesado en un vial. Con ayuda de la pipeta pasteur pesar
la masa de solvente ya calculada.
Cerrar el vial y dejarlo 24 horas en el agitador.

Electrospinning coaxial

El equipo coaxial que se ha utilizado para la realizacion de fibras coaxiales esta compuesto
de los siguientes elementos, tal y como podemos ver en la Fig. 5.1:

Edgar Diaz Riascos

2 bombas de desplazamiento e Fuente de alimentacion de alto
1 jeringa de plastico de 5mL voltaje

1 jeringa de plastico de 10 mL e Superficie colectora

Aparato bifasico de e 2 gomas

electrospinning (Coax_3LKIT)

Fig. 5.1 Esquema del equipo de electrospinning coaxial

=2y

|54

bhffr-
Lr-14

o

E

-

SEI



Pag. 42 Memoria

A parte del equipo de electrospinning coaxial se han usado guantes, papel de aluminio
cubreobjetos y portaobjetos. Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas se ha utilizado
el microscopio optico para analizar las fibras in-situ.

El procedimiento que se ha llevado a cabo para la realizacién de electrospinning coaxial es
el siguiente:

1. Cargar las jeringas con sus correspondientes soluciones poliméricas.

2. Colocar las jeringas en sus bombas y unirlas al aparato bifasico de electrospinning
mediante gomas.

3. Cubrir la superficie colectora con papel de aluminio.

4. Conectar la fuente de alimentacion a la jeringa y a la superficie colectora.

5. Poner un cubreobjetos sobre el colector para analizar en el microscopio 6ptico si las
fibras obtenidas son validas.

6. Encender las bombas y definir el tipo de jeringa, volumen de solucién y flujo al cual
se realizara el experimento.

7. Al ver caer la primera gota de solucion polimérica encender la fuente de alimentacién
y regular el voltaje al que se quiere trabajar.

8. Observar que se forma el cono de Taylor en la punta de la aguja, y recoger muestra
en el cubreobjetos.

9. Con la ayuda de un portaobjetos analizar el cubre en el MO vy si las fibras son
correctas, recoger todo el volumen de solucion sobre el papel de aluminio.

5.5. Morfologiay diametro de las fibras

La caracterizacion de las matrices se ha llevado a cabo mediante microscopia. Para la
optimizacién de las variables de electrohilado, se han realizado observaciones con la ayuda
del microscopio éptico (OM). Sin embargo, la porosidad de las matrices obtenidas asi como
la morfologia de las fibras se ha analizado mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM).

5.5.1. Microscopia 6ptica (OM)

El microscopio optico, que se ha utilizado para evaluar la apariencia de las fibras recogidas
en el portaobjetos es el microscopio optico (MO) Zeiss Axioskop 40 y se han tomado
micrografias con la camara digital Zeiss Axios Cam MRC5 (Fig. 5.2).
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Fig. 5.2 Equipo de microscopia optica

El microscopio optico se sirve de la luz visible para crear una imagen aumentada del objeto.
Esta compuesto por dos sistemas de lentes convexas, tres objetivos de 5,20 y 40 aumentos
y el ocular. Los objetivos y el ocular estdin montados en extremos opuestos del tubo
cerrado®.

Mirando a través del ocular se puede ver una imagen virtual aumentada de la imagen real.
De esta manera, se hace una observacion rapida de la muestra recogida en el cubreobjetos.
Las imagenes obtenidas a partir del microscopio optico son utiles para hacer una primera
valoracién. Estas no sirven para calcular el diametro, aunque tampoco sirven para observar
la morfologia de las fibras, que se analizaran mediante la microscopia electronica de barrido.

5.5.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM), utilizado para analizar la morfologia de la
superficie de la fibra a mayor aumento que el MO,ha sido el Focus lon BeamZeiss Neon40
(Fig. 5.3).

Fig. 5.3 Equipo de microscopia electronica de barrido (SEM)
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La técnica del SEM se basa en la reproduccidon de una imagen mediante el uso de
electrones. La camara donde se introduce la muestra trabaja al vacio. En la parte superior
de la camara esta situado el cafdén de electrones el cual produce el haz de electrones, que
posteriormente generara la imagen, el haz viaja verticalmente a través del microscopio a un
voltaje de aceleracién de 5 kV. La muestra es enfocada gracias a una serie de lentes
electromagnéticas situadas en la columna. Los electrones de alta intensidad inciden sobre la
muestra y los electrones dispersados de alta intensidad son captados por detectores que los
convierten en una sefial digital captada por una pantalla ©°.

Para que la técnica del SEM se pueda aplicar sobre el material es necesario que la muestra
sea conductora. En el caso de que no sea conductora se le debe hacer un tratamiento
previo, que consiste en recubrir la muestra con una capa delgada de material conductor (oro
o carbono). Este recubrimiento se ha realizado con el dispositivo Mitec K950 SputterCoater,
el cual crea un recubrimiento por pulverizacion catddica utilizando un campo eléctrico y gas
argon, trabajando en condiciones de vacio.

El procedimiento que se ha llevado a cabo para analizar una muestra en el SEM es:

1. La muestra a analizar se coloca sobre el cubreobjetos y el portaobjetos del SEM.

2. Recubrir con carbén la muestra mediante el dispositivo Mitec K950 SputterCoater.
Solo si no es conductora.

3. Introducir la muestra conductora en la precamara del SEM con la ayuda de un
brazo metalico.

4. Cerrar la precamara y aplicarle el vacio.

5. Abrir la compuerta de la precamara y depositar, con la ayuda del brazo, el
portaobjetos con las muestras en la plataforma de la camara.

6. Extraer el brazo, cerrar la compuerta. El interior de la camara del SEM se puede
observar a través del ordenador ya que se reproduce la imagen. Elegir la muestra
a analizar con la ayuda del programa informatico.

7. Tomar fotografias con el programa Smart Tiff de Carl Zeiss SMT Ltd.

Las fotos obtenidas mediante el SEM son aptas para analizar la morfologia de la fibra y para
tomar muestras de diametros y realizar asi su distribucién. Las medidas de diametro se
realizan con el mismo programa informatico y mediante el Origin Pro 8.0 el procesamiento
de los datos.
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5.6. Angulos de contacto

El equipo que se ha utilizado para medir los angulos de contacto es el DataPhysics OCA
15plus (Fig. 5.4) y el software es el SCA20. Este sirve para comprobar si la superficie de la
muestra es hidrofilica o hidrofibica.

Fig. 5.4 Equipo de angulos de contacto

El analisis de angulos de contacto es una técnica superficial y para su medicion se emplea
el andlisis de la forma de la gota aceptando que la gota es una forma simétrica respecto a
un eje vertical y teniendo en cuenta que las Unicas fuerzas que afectan a la forma de la gota
son la tension superficial y la gravedad. Los angulos se miden ajustando una expresion
matematica a la forma de la gota, calculando el angulo entre la recta tangente de la gota y la
base de referencia ™.

El procedimiento que se ha utilizado para medir los angulos de contacto ha sido el siguiente:

1. Cargar la jeringa de vidrio con el solvente, en este caso agua.

2. Colocar la jeringa en el equipo.

3. Introducir en el programa los datos relativos al fluido utilizado, al volumen de la
gota y a la manera de dispensarla.

4. Colocar la muestra sobre una superficie metélica y fijarla para que quede plana,
colocar la superficie en la base del equipo.

5. Con la ayuda de la camara observar por la pantalla la muestra y la jeringa.
Dispensar una gota. Las primeras gotas limpiarlas.

6. Observando por la pantalla subir la superficie metalica hasta que se toque con la
gota y después separarla de manera que la gota quede sostenida encima de la
muestra.

7. Con la ayuda del programa aplicar la linea base y medir el angulo.
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5.7. Pérdidade masa

A partir de la pérdida de masa después de ser removidas con agua se ha pretendido
analizar si las fibras coaxiales electrospineadas son dptimas. Para ello se ha llevado a cabo
el siguiente procedimiento:

Poner la matriz seca en ependors y pesarla.

Lavar la matriz con agua desionizada helix y dejarla en remojo 24horas.
Lavar 2 veces con agua helix para asegurar que esta bien lavada.
Quitar el agua de los ependors y secar en la estufa a 37°C 24 horas.
Sacar la matriz de la estufa y pesarla.

Dejarla nuevamente en la estufa 24 horas.

Volver a pesar la matriz para comprobar que esta completamente seca.
Comparar la pérdida de masa experimental con la tedrica.

© N Ok ON=

5.8. Espectrometro IR

Para realizar un espectrometro IR, el equipo que se ha utilizado ha sido el FTIR 4100 Jasco
con los accesorios Specacmodel MKII Golden Gate Heated Single Reflection Diamond ATR
y con ZnSelenses + High Stability Temperature Controller (West 6100+) (Fig. 5.5).Este
permite realizar un estudio cualitativo para determinar los grupos funcionales que
constituyen la muestra, tanto sélida como liquida.

T

Fig. 5.5 FTIR 4100 Jasco

La técnica del IR se basa en la absorcién de radiacion infrarroja a una determinada longitud
de onda a partir de la excitacion de los modos de vibracion y subestados de rotacion de las
moléculas que provocan un cambio en su momento dipolar. Es posible asignar absorciones
a grupos funcionales especificos y obtener un espectro de IR diferente para cada molécula
[69].
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El procedimiento que se ha llevado a cabo para la realizar el espectro de las diferentes
muestras ha sido el siguiente:

1. Encender el ordenador y poner en marcha el espectrofotometro siguiendo las
instrucciones del aparato.

2. Abrir el ATR como se indica las instrucciones y limpiar con etanol el soporte de
diamante y el cristal de zafiro

3. Hacer una linea base (background).

4. Poner la muestra entre el soporte y el cristal y cerrar el ATR. Tomar la medida del
espectro utilizando el programa informatico Spectra-measurement. Guardar el
espectro.

5. Repetir el procedimiento a partir del punto 5, para cada muestra.

6. Cerrar el equipo siguiendo las instrucciones.

5.9. Ensayos bioldgicos

Para determinar si las fibras coaxiales con estos materiales biodegradables son éptimas y
para verificar que se pueden cargar con drogas y bacterias se han llevado a cabo
diferentes ensayos bioldgicos.

5.9.1. Carga de las fibras con bacterias

Para evaluar la actividad bacteriana en las fibras obtenidas mediante electrospinning
coaxial, las disoluciones poliméricas han sido cargadas con la bacteria Escherichia coli
(E. coli).

Los pasos que se han seguido para cargar las fibras con bacterias han sido los mismos
ya explicados en la preparacion de la disolucién polimérica de PLA y PEG (apartado 5.3).
La diferencia es que después de dejar las disoluciones poliméricas agitando durante 24
horas, se ha cargado la disolucién de PEG con la cantidad de bacterias calculadas.

Para determinar el numero de bacterias que se deberian obtener en una matriz se ha
llevado a cabo los siguientes pasos:

1. Agitar en el vortex el tubo con la disolucién de las bacterias E. coli

2. Diluir la disolucion de bacterias con agua pura y ponerlas en placas de
poliestireno de 24 pocillos (Fig. 5.6).

3. Se pone en un lector Elisa, para realizar la lectura de absorbancia a 395nm como
medida para determinar la cantidad de bacterias.

4. Partiendo de la base que 10.D=10% bacterias/mL, mediante la absorbancia se
calcula cuantas bacterias hay en 1mL.
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Fig. 5.6 Preparacion de muestra para determinar la absorbancia

La lectura se ha realizado en el equipo lector de microplacas EZ-READ 400 ELISA (Fig. 5.7)

Fig. 5.7 Equipo ELISA lector de microplacas.

5.9.2. Viabilidad de las bacterias
Para estudiar la viabilidad de las bacterias se ha seguido los siguientes pasos:

1. Pesar aproximadamente 10-20mg de matriz y ponerla en un tubo de 15 mL. Hacer 6
réplicas.

2. Anadir 5mL de medio cultivo BHI a cada tubo.

3. De las 6 réplicas, sonicar 3 y las otras 3 no. Sonicar en 5 ciclos a 45% de potencia
durante 10 segundos por cada ciclo. (Fig. 5.8)

4. Preparar una muestra de control positivo (5mL medio cultivo + 20uL bacterias) y una
muestra de control negativo (5mL medio cultivo).

5. Incubar los cultivos a 37°C y agitar a 100 rpm durante 24 h.

6. Pipetear 200uL de los cultivos y colocarlo en una placa ELISA de poliestireno.
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7. Realizar una lectura de absorbancia a 595nm como medida para determinar el
crecimiento bacteriano.

Fig. 5.8 Equipo de ultrasonido para disgregar las matrices de fibras coaxiales
cargadas con bacterias

5.9.3. Exposicion UV

Para determinar el crecimiento bacteriano con respecto la exposicion UV se ha seguido el
siguiente procedimiento:

1. Pesar entre 10-20 mg de matriz y ponerla en un tubo de 15 mL. 5 réplicas.

2. Exponer las matrices a rayos UV durante 30, 60, 90 min y 24 h. Una de las réplicas
no fue irradiada y sirvi6 como muestra control.

3. A cada tubo se afiadié 5 mL de medio BHI. Un control positivo fue preparado
sembrando 20 pL de bacterias en 5 mL de medio.

4. Los tubos fueron incubados en condiciones de cultivo, a 37 °C en agitacién de 100
rpm durante 24 h.

5. Luego, la absorbancia fue leida a 595 nm para calcular el crecimiento bacteriano.

5.9.4. Estabilidad en el tiempo

Para determinar la estabilidad de las bacterias en el tiempo se ha llevado a cabo el mismo
procedimiento que en el apartado de viabilidad de las bacterias (5.9.2) exceptuando el punto
3, en el que se sonica. Asi, la viabilidad de las bacterias cargadas en las fibras coaxiales fue
determinada el dia de fabricacion de las matrices y después de 30 y 45 dias.

El crecimiento bacteriano se ha determinado tal y como se describe en los diferentes
ensayos de crecimiento bacteriano. Todos los experimentos se han realizado por triplicado,
expresando todos los resultados como la media + la desviacién estandar. Se ha utilizado la
t-Student para el analisis estadistico con un nivel de confianza del 95% (p <0,05).
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6. Resultados y discusion

6.1. Optimizacion de las condiciones operacionales de
electrospinning coaxial

6.1.1. Organizacion 'y  preparacion de las disoluciones
electrohilables de PLA y PEG

Para obtener micro/nanofibras coaxiales sin defectos a partir de los polimeros de PEG y
PLA se evaluaron diferentes parametros operacionales idéneos tales como el disolvente y la
concentracion de los polimeros, ya que estos afectan directamente a la viscosidad final de la

disolucion. Por ello, se ha utilizado un disefio experimental factorial de 3x2%° que
corresponde a un total de 24 experimentos.

Con el fin de encontrar las condiciones 6ptimas se ha utilizado diferentes concentraciones
en peso de PLA y diferentes concentraciones de PEG con diferente peso molecular.
Ademas de dos solventes para el PEG y uno para el PLA.

El PLA que se ha usado para la fabricacion de las fibras coaxiales corresponde a un PLA de
grado comercial (Natureworks®) con un contenido de 98 wt-% del isémero L-lactico (PLA
4032D). De acuerdo a las caracteristicas del fabricante, el PLA 4032D tiene una apariencia
traslucida, una densidad de 1.24 g/cc. Sus propiedades calorimétricas y mecanicas
corresponden a una temperatura de transicion vitrea (T,) de 70 °C, una temperatura de
fusion (T,,) de 160 °C, un médulo de tension (E) de 3440-3784 MPa y una fuerza de tensién
(o) de 103,2-144,5 MPa, y una enlongacién bajo tensién () de 100-180%. Su peso
molecular en numero (M,) y en peso (M,) fue determinado por cromatografia de gel
permeacion (GPC) con valores de 84,200 g/mol y 179,400 g/mol y un indice de
polidispersidad de 2.13. Asimismo, se han utilizado dos PEG comerciales (Sigma-Aldrich)
de diferente peso molecular, uno de bajo y otro de alto peso molecular (10 y 35 KDa,
respectivamente).Por lo que corresponde a los disolvente utilizados, el PLA es un polimero
hidrofébico, al contrario que el PEG que es un polimero hidrofilico. Por ello, se ha llevado a
cabo la busqueda del disolvente o disolventes mas idéneos para la obtencién de fibras sin
defectos, teniendo en cuenta ademas la funcion de dichas fibras. Con estas premisas, se
han realizado diferentes ensayos de solubilidad. En la Tabla 6.1 se muestran los resultados
de las pruebas cualitativas de solubilidad para el PLA y el PEG.
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Tabla 6.1 Pruebas de solubilidad para la seleccion de disolventes de PLA y PEG. Los
resultados son mostrados de forma cualitativa.

Solvente PLA PEG

Agua Insoluble Soluble

CHCl; Soluble Soluble

CH,Cl, Soluble Soluble

DMF Soluble Soluble

Etanol Insoluble Soluble con calor
Acetona Insoluble Soluble

Como se puede observar en la Tabla 6.1, hay mas de un solvente capaz de disolver ambos
polimeros. Los primeros ensayos se han realizado con solventes clorados (CHCI; y CH.Cly),
que han resultado ser muy volatiles, lo que ha resultado ser un problema a la hora de llevar
a cabo la técnica de electrospinning coaxial. Por tanto, se ha procedido a experimentar con
la mezcla de diclorometano y dimetilformanida, DCM/DMF(70:30 wt-%). En los siguientes
ensayos se ha utilizado esta mezcla de disolventes para disolver el PLA y el PEG, tanto de
alto peso molecular como de bajo peso molecular. Se ha observado que en el caso de
utilizarlo para el PEG de 35 KDa si que se han conseguido fibras. Sin embargo, utilizando el
PEG de 10 KDa no se obtuvieron fibras.

Puesto que con el disolvente DCM/DMF (70:30 p/p) no se conseguieron fibras, se utilizd
una mezcla de cloroformo y etanol (3v:1v). En este caso, se obtuvieron fibras tanto para el
PEG de 35 KDa como el PEG de 10KDa. El problema de este solvente es que en muchas
ocasiones, la evaporacion del disolvente es rapida y queda polimero solidificado en la punta
de la aguja. Por lo tanto, se ha utilizado otro solvente con caracteristicas similares y con una
proporcién de cloroformo inferior. En este caso ha sido la mezcla de CHCI3:Acetona (2V:1V).
Con este disolvente se consiguié mejorar el problema de solidificacion de la gota en la aguja
y se pudo electrohilar tanto el PEG de alto peso molecular como el PEG de bajo peso
molecular. En la tabla Tabla 6.2 se puede apreciar el resumen de los disolventes usados y
con cuales de ellos se obtuvieron fibras.

Ademas, para los primeros ensayos con CHCI;, CH,Cl, y DCM/DMF (70:30) se ha utilizado
el mismo flujo, tanto para el PLA como para el PEG. Sin embargo, para los otros disolventes
se ha tenido que variar el flujo de PLA con respecto al de PEG. Por ello, se ha utilizado dos
bombas de inyeccidn en vez de una.
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Tabla 6.2 Solventes de los polimeros PLA y PEG para producir fibras por
electrospinning coaxial

Polimero Polimero Solvente Solvente Electrospinning
(Shell) (Core) (Shell) (Core) coaxial
PLA PEG 10000 CHCl; Agua No
PLA PEG 10000 DCM/DMF (70:30) DCM/DMF (70:30) No
PLA PEG 10000 CHCls:Etanol (3:1) Agua Si
PLA PEG 10000 CHCl;:Acetona (2:1) Agua si
PLA PEG 10000 CHCls:Acetona (2:1) NaCl(0,5M) si
PLA PEG 35000 CHCl; Agua No
PLA PEG 35000 DCM/DMF (70:30) DCM/DMF (70:30) Si
PLA PEG 35000 CHCl;:Etanol (3:1) Agua Si
PLA PEG 35000 CHCls:Acetona (2:1) Agua si
PLA PEG 35000 CHCl3:Acetona (2:1) NaCl(0,5M) si

Por lo tanto, para determinar los solventes a utilizar, se han tenido en cuenta los siguientes
aspectos:

e Disolucién completa del polimero en el solvente

e Comportamiento de la disolucion del polimero durante el proceso de electrohilado.
Por ejemplo, formacion del cono de Taylor, comportamiento del jet, etc.

e Obtencidn de fibras a partir de electrospinnig coaxial.

e Impacto del solvente del polimero del nucleo en la fibra coaxial sobre la viabilidad
bacteriana u otro sistema bioldgico.

Se ha utilizado una mezcla de CHCI; y acetona (2:1) para disolver el PLA y agua para
disolver el PEG. El NaCl se ha utilizado para aumentar la conductividad de la disolucion del
PEG, puesto que la adicion de sales a la solucién incrementa la conductividad y por
consiguiente la fuerza idnica para mejorar el transporte del jet de polimero, lo que promueve
una reduccién en el diametro de las fibras®®, siendo esto un criterio que permite la
optimizacion de las condiciones del electrohilado.

Una vez elegido el solvente que se va a utilizar a lo largo de los ensayos, hay que tener en
cuenta otro parametro importante de la disolucion, tal como la concentracion de polimero
que se va utilizar, puesto que es uno de los parametros determinantes del tamano vy la
morfologia de las fibras. La concentracion de polimero en la disolucién influencia tanto la
viscosidad como la tension superficial de esta, y la viscosidad de una solucidén de polimero
esta relacionada con la distribucion de las cadenas poliméricas. Por consiguiente, se ha
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variado la concentracion de los diferentes polimeros con el fin de encontrar los parametros
idoneos para la obtencion de fibras coaxiales. De esta manera se han elegido las siguientes
concentraciones de polimero comprendidas en un rango de 2,5-7,5 % en peso de PLA
disuelto en la mezcla cloroformo-acetona (2:1, viv) y de 200-400 mg/mL de PEG de alto y
bajo peso molecular disuelto en agua ultrapura o una disolucién 0,5 M de cloruro de sodio.

A continuacién, en la Tabla 6.3 se presenta el disefio experimental factorial 3x22° de este
estudio para realizar los diferentes experimentos, donde se ha definido las siguientes
variables:

e PEG de bajo y alto peso molecular (10 y 35 KDa, respectivamente).
e Concentracion en peso de PLA (2,5; 5y 7,5% en peso).

e Concentracién del PEG (200 y 400 mg/mL) en agua o NaCl 0,5 M

e CHCI;:Acetona (2v:1v) como solvente del PLA.

¢ Agua y NaCl como solvente del PEG.

En cada experimento se ha variado los parametros operacionales del proceso con el fin de
encontrar las condiciones 6ptimas para el electrohilado. Estos parametros son el voltaje, el
flujo de salida y la distancia entre la punta de la aguja y el colector. Los parametros
operacionales del proceso de electrohilado fueron variando en los siguientes rangos:

e Voltaje entre 20 y 30 KV.

e Distancia de la punta de la aguja y el colector entre 12y 18 cm.
e Flujo de PLA entre 1y 15 mL/h.

e Flujo de PEG entre 0,6 y 2,4 mL/h.
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Tabla 6.3 Disefio factorial 3x22"de los diferentes experimentos

Expermiento (‘;\I;Ct) (EIEDS) (mPgE/iI) Solvente PEG Solvente PLA
1 2,5 35 200 NaCl (0,5M) CHCl3:Acetona(2:1)
2 5,0 35 200 NaCl (0,5M) CHCl3:Acetona(2:1)
3 7,5 35 200 NaCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
4 2,5 35 400 NaCl (0,5M) CHCl5:Acetona(2:1)
5 5,0 35 400 NacCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
6 7,5 35 400 NaCl (0,5M)  CHCls:Acetona(2:1)
7 2,5 10 200 NaCl (0,5M) CHCl3:Acetona(2:1)
8 5,0 10 200 NaCl (0,5M) CHCl3:Acetona(2:1)
9 7,5 10 200 NaCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
10 2,5 10 400 NacCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
11 5,0 10 400 NaCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
12 7,5 10 400 NacCl (0,5M) CHCl;:Acetona(2:1)
13 2,5 35 200 H,O CHCl3:Acetona(2:1)
14 5 35 200 H,O CHCl3:Acetona(2:1)
15 7,5 35 200 H,0 CHCl;:Acetona(2:1)
16 2,5 35 400 H,0 CHCl5:Acetona(2:1)
17 5,0 35 400 H,0 CHCl;:Acetona(2:1)
18 7,5 35 400 H,0 CHCl3:Acetona(2:1)
19 2,5 10 200 H,O CHCl3:Acetona(2:1)
20 5,0 10 200 H,O CHCl3:Acetona(2:1)
21 7,5 10 200 H,0 CHCl;:Acetona(2:1)
22 2,5 10 400 H,0 CHCl;:Acetona(2:1)
23 5,0 10 400 H,0 CHCl;:Acetona(2:1)
24 7,5 10 400 H,O0 CHCl3:Acetona(2:1)
6.1.2. Andlisis mediante microscopia 6ptica (OM)

En todos los experimentos se ha trabajado con las disoluciones PLA para la cubierta y PEG
para el nucleo de la fibra. Con el fin de obtener fibras coaxiles, estas disoluciones se han
sometido a electrospinnig coaxial, y en todos los casos se han ensayado con diferentes
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condiciones operacionales del proceso, para obtener fibras de calidad. Esto se refiere a la
obtencion de fibras sin defectos como son los beads ogotas de polimero sin estirar a lo largo
de las fibras, ausencia de particulas esféricas del polimero, y fibras homogéneas en cuanto
a su diametro.

Antes de recoger gran cantidad de fibras de manera continua para formar una matriz, es
imprescindible hacer un primer examen de las fibras. Para ello, se ha recogido una pequefa
cantidad de polimero electrohilado mediante un cubreobjetos, y se ha hecho un andlisis
cualitativo mediante el microscopio 6ptico, con el fin de evaluar la presencia o ausencia de
defectos en las fibras.

A la hora de aceptar las fibras como buenas y por lo tanto sus condiciones de electrohilado,
se han considerado los siguientes aspectos teniendo como constantes la distancia aguja-
colector y el voltaje usado para generar el campo eléctrico.

e Las disoluciones de polimeros no gotean a la hora de electrohilar. Esto indicaria que
la concentracion de polimero es adecuada para el electrohilado.

e La disolucion de polimero no se solidifica en la aguja. Lo cual indicaria que el
solvente en lo referente a su volatilidad es adecuado para el proceso.

e El cono de Taylor se forma correctamente y es regular. Imprescindible para
considerar que el proceso de electrohilado es adecuado.

e Se crean fibras con un didmetro relativamente homogéneo y sin defectos. Lo cual

indica que las condiciones del proceso pueden ser consideradas como 6ptimas.

A continuacion, en la figura Fig. 6.1 se muestran cuatro imagenes, obtenidas por
microscopia Optica, con la que se ha ilustrado los posibles defectos a lo largo de los 24
experimentos y por lo cual se han descartado esas condiciones.

Fig. 6.1 Defectos observados mediante microscopia optica

; ; oA A
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En la Fig 6.1a se muestra el resultado de varios experimentos en el que se ha obtenido solo
gotas, esto es debido al aplicar flujos muy altos y tensiones demasiado bajas, que hacen
que la gota no se acabe de estirar para formar fibras. En cambio en la Fig 6.1b, se ve como
se ha obtenido algunas fibras de diferente tamafio y no homogéneas, esto es debido a que
el cono de Taylor no ha sido uniforme durante el proceso de electrohilado y haya creado
subconos. En la Fig 6.1c, se puede observar un mayor numero de fibras de didmetro mas
regular, pero con muchos beads, que se evidencian como puntos muy birrefringentes.
Claramente, a mayor aumento se puede observar que el bead (Fig 6.1d) corresponde a la
acumulacién de polimero, posiblemente se origina por la combinacion de las condiciones del
flujo y del campo eléctrico, como por ejemplo si el flujo es muy grande y el voltaje bajo.

A continuacion en la Tabla 6.4 se muestran los experimentos de electrospinning coaxial que
a priori se han dado como buenos después de evaluar las fibras usando microscopia optica.

Tabla 6.4 Experimentos que han superado la evaluacién por microscopia
Optica (primera criba).

Expermientos (‘Vpo$t) (:Ej) (rLPgE/?r]ll) Solvnete del PEG
6 7,50% 35 400 NaCl (0,5M)
8 5,00% 10 200 Nacl (0,5M)
9 7,50% 10 200 NaCl (0,5M)
11 5,00% 10 400 NacCl (0,5M)
14 5,00% 35 200 H,0
15 7,50% 35 200 H,0
17 5,00% 35 400 H,0
18 7,50% 35 400 H,0
20 5,00% 10 200 H,O
21 7,50% 10 200 H,0
23 5,00% 10 400 H,O
24 7,50% 10 400 H,0

En la Fig. 6.2 se expresa en tanto por ciento los experimentos que han pasado la primera
criba de evaluacién de las fibras coaxiales in-situ mediante el uso de microscopia 6ptica.
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a) General

M Experimentos
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M Experimentos
descartados
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b) Composicion PLA ) Peso molecular PEG
0% N2 5%de PLA
€n peso B PEG 10KDa
50% H5%de PLAen B PEG 35kDa
peso
7,5%de PLA

£n peso

d) Composicion PEG Solvente

= 200 mg/ml m Macl

PEG
WHZO
B 400 mg/ml

PEG

Fig. 6.2 Experimentos validos con referencia a los diferentes parametros que
intervienen en las propiedades de la solucién polimérica.

Se ha tenido en cuenta los puntos mencionados anteriormente para considerar como
buenas o malas las fibras y se ha hecho un analisis estadistico con referencia a los
diferentes parametros que intervienen en las propiedades de la solucion polimérica.

En la Fig 6.2a se muestra que del total de los 24 experimentos resultantes del disefio
experimental, sélo el 50% de ellos fueron adecuados para generar fibras, mientras que el
restante 50% de experimentos fue descartado después de evaluar las fibras obtenidas por
microscopia éptica. Este hecho destaca la importancia del analisis de las fibras in-situ tan
pronto como fueron generadas. Con referencia a la composicion de PLA se puede observar
en la Fig. 6.2b, que los experimentos que contienen disoluciones de polimeros con una
concentracion de PLA del 2,5 % en peso fueron todos rechazados a causa de que esta
disolucion de PLA fue muy diluida y por ello las fibras de polimero se rompen antes de
llegar a la superficie colectora debido al efecto de la tensidon superficial, y pueden generar
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una apariencia de fibra discontinua, y en otros casos el proceso se convierte en un
electrospray generando gotas de polimeros. También se puede observar en la Fig 6.2b que
de los experimentos aceptados, un 50% de los casos donde se obtuvieron fibras fueron
preparados con concentracion de 5% de PLA y el restante 50% de los casos con el 7,5% de
PLA. Con respecto al peso molecular de PEG donde se puede ver en la Fig. 6.2c que el
58% de las fibras fueron obtenidas con el PEG de bajo molecular y el 42% con el PEG de
alto peso molecular. En la Fig. 6.2d se observé que de los experimentos aceptados el 50%
fueron preparados con una composicion de PEG de 200 mg/mL y el otro 50% con una
composiciéon de PEG de 400 mg/mL. Por ultimo, en la Fig. 6.2c, se muestran los
experimentos que han sido aceptados con respecto al tipo de disolvente que se ha utilizado
para preparar la disolucion de PEG, se observa que de los experimentos aceptados, un 75%
pertenecen a los que se ha utilizado agua y el otro 25% a los que se ha utilizado cloruro de
sodio, por tanto, se podria indicar que las disoluciones de PEG que contienen NaCl tienen
mas dificultades para ser electrohiladas en comparacion a las preparadas solo con agua. Se
ha observado que la presencia de NaCl impide en ocasiones que las fibras generadas se
depositen en el colector, y ocurre un apilamiento de pequefias fibrillas sobre el colector y
pueden llegar a crecer hacia la aguja como se muestra en el esquema de la Fig 6.3.

En resumen, luego de la evaluacion por microscopia Optica de las fibras PLA/PEG
preparadas usando electrospinning coaxial se puede indicar:

e La concentracion del polimero que constituye la cubierta de la fibra coaxial (en este
caso PLA) es importante para obtener una correcta morfologia de fibra.

e La concentraciéon y peso molecular del polimero que constituye el nucleo de la fibra
coaxial (en este caso PEG) es mas permisible puesto que su ubicacién en el centro
de la fibra puede enmascarar defectos que no son evidentes por la microscopia
6ptica. Sin embargo, hay situaciones en las cuales el polimero del nucleo de la fibra
influye, tal como sucede en algunos casos cuando el PEG recibe un suplemento de
carga como NaCl anadido.

e Finalmente, es claro que la evaluacion mediante microscopia O6ptica es una
herramienta muy valiosa en la preparacion de fibras por electrospinning.

Aparato Bifasico

Aguja
\ ‘ <+— Placa colectora

Fibras cargadas

Fig. 6.3 Representacion de electrospinning coaxial con cloruro de sodio



Micro/Nanofiibras coaxiales de PLA/PEG para el encapsulamiento de microorganismos de interés biomédico y alimentario Pag. 59

Fig. 6.4 Posible fibra coaxial sin defectos apreciada con el MO

En la Fig. 6.4, a modo de ejemplo, se muestra una imagen obtenida por microscopia optica
de una posible fibra coaxiale. En esta figura se aprecia el conjunto de fibras de manera
regular. Como bien se ha mencionado previamente, el microscopio 6ptico es usado para
establecer la morfologia global de la fibra, y en ningun caso, fue utilizado para determinar si
la fibra obtenida corresponde a una fibra coaxial.

Por otro lado, en cada experimento se fue variando el flujo de las dos disoluciones de
polimeros, el voltaje y la distancia entre la aguja y la placa colectora. En la siguiente Tabla
6.5, se muestran diferentes condiciones de los parametros de distancia aguja-colector,
voltaje y flujos de las disoluciones de PLA y PEG. Como se observa en la columna de
muestras, el numero entero representa el experimento del disefio experimental (ver Tabla
6.3), y el decimal representa las condiciones en las cuales pueden generar fibras. Puede
observarse que algunos experimentos son mas permisibles en las condiciones para obtener
fibras, por ejemplo, el experimento 6 muestra al menos 4 diferentes condiciones de los
parametros operacionales para obtener fibras; por lo contrario, en el experimento 20 6 23
solo se pudo establecer una condicion para estos parametros operacionales.

A manera de resumen, en la Tabla 6.5 se aprecia los siguientes aspectos:

o Ladistancia entre placa colectora y aguja en la mayoria de los casos es de 15 cm

o El voltaje que se ha usado ha sido mayoritariamente de 25-30 KV.

e Las relaciones entre flujo de PLA y flujo de PEG (PLA/PEG) en general
corresponde al doble de PLA con respecto al PEG. Asi, los valores para esta
relacion fueron de 2,1; 4,2; 8,3y 16,7.
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Tabla 6.5 Nomenclatura y parametros del proceso que han pasado la primera criba

Muestra Distancia KV Fl(l:: /I:;A Fl(ur:‘ c: /T:;G IpLA/PEG
6,1 15 30 10 1,2 8.3
6,2 15 25 10 1,2 8.3
6,5 15 30 10 2,4 4,2
6,8 17 30 5 1,2 4,2
8,1 15 20 10 1,2 8.3
8,2 15 25 10 1,2 8.3
9,3 15 30 10 1,2 8.3
9,9 15 25 5 0,6 8.3
11,2 15 30 10 1,2 8.3
11,7 15 25 10 0,6 16,7
11,8 15 30 10 0,6 16,7
14,3 15 25 10 2,4 4,2
14,4 18 25 10 2,4 4,2
14,6 15 25 5 0,6 8,3
14,7 15 25 5 1,2 4,2
14,8 15 25 5 2,4 2,1
15,1 15 25 10 0,6 16,7
17,3 15 25 10 1,2 8,3
17,4 15 25 10 2,4 4,2
17,7 15 25 5 1,2 4,2
17,8 15 25 5 2,4 2,1
18,2 15 25 10 1,2 8,3
18,3 15 25 10 2,4 4,2
18,7 15 25 5 2,4 2,1

20,8 15 25 5 2,4 2,1
21,1 15 25 10 2,4 4,2
21,3 15 25 10 1,2 8,3
21,5 15 25 5 2,4 2,1
23,10 15 30 5 2,4 2,1
24,2 15 25 10 1,2 8,3
24,6 15 25 5 2,4 2,1
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6.2. Seleccion de fibras coaxiales

Después de haber hecho una primera criba con ayuda de la microscopia oOptica, se ha
llevado a cabo la caracterizacion de las diferentes matrices de fibras coaxiales a partir de
diversas técnicas de analisis para detectar las mejores condiciones.

6.2.1.  Angulos de contacto

El andlisis de los angulos de contacto permite determinar la hidrofobicidad de la superficie
de las matrices de fibras. Para realizar el ensayo se han medido los angulos de contacto
entre una gota de agua y la superficie de las diferentes matrices de fibras coaxiales
PLA/PEG (cubierta/nucleo). Para cada muestra se han realizado 10 medidas del angulo de
contacto. Todas las muestras de las fibras coaxiales PLA/PEG fueron estudiadas en dos
condiciones: 1) el angulo de contacto fue estudiado en las matrices de fibras intactas tal cual
fueron fabricadas; 2) el angulo de contacto fue estudiado en las matrices de fibras después
de la inmersion de la matriz en agua con la finalidad de redisolver el PEG. En la Fig. 6.5 se
muestra la representacion de los valores promedio + la desviacion estandar para cada
muestra de fibra obtenida antes y después de la inmersion en agua. Se ha utilizado la t-
Student pareado para el analisis estadistico con un nivel de confianza del 95% (p <0,05)
para comparar las condiciones antes y después de la inmersién en agua..

La medida del angulo de contacto después de la redisolucién del PEG en agua podria
permitir determinar si en la superficie de las fibras se encuentra PLA, PEG o una mezcla de
PLA y PEG. De tal forma, que si en la superficie de la fibra se encuentra PLA conformando
la cubierta de la fibra se podra realizar la medida de los angulos; si por lo contrario se
encuentra el PEG, no se podra realizar la medida del angulo de contacto debido al caracter
hidrofilico, y por ello, la gota de agua mojaria la superficie de la matriz. En el caso de que la
cubierta de la fibra estuviera conformada poruna mezcla de PLA y PEG se podria medir los
angulos de contacto, pero el valor del angulo de contacto seria inferior que si solo hubiese
PLA. Por lo tanto, esta técnica podria permitir estudiar la distribucién del PLA y del PEG en
la fibra coaxial conformada.

En la Fig 6.5 se muestran dos graficos que corresponden a la concentracion del 5% y 7,5%
en peso de PLA como supuesto constituyente de la cubierta. En general, se pueden
distinguir 3 situaciones diferentes segun la comparacion de las medidas de los angulos de
contacto antes y después de la inmersién de la matriz en agua:

o Antes y después de la inmersién en agua, las matrices tienen similar valor para el
angulo de contacto. Esto podria ser supuesto como el caso ideal puesto que
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Angulos(2)

145,00
140,00
135,00

= 130,00

K

< 125,00

& 120,00

115,00
110,00
105,00

significa que antes y después de la inmersion en agua se encuentra PLA en la
superficie de las fibras. También puede indicarse que antes y después de la
inmersion en agua la matriz mantiene intacta su caracteristica de superficie, la
cual corresponderia a la presencia exclusiva de PLA. Este caso es lo observado

en la mayoria de las muestras.
M Antes inmersién
= Después inmersion
20,8

23,10

m Antes inmersién
= Después inmersion
5 242 246

Fig. 6.5 Matrices segun sus angulos de contacto

Angulos de contacto 5% en peso de PLA

-
‘ T
851 82 1,2 11,7 13 143 144 148 173 17,4 17,7

14,6 14,7
Matriz

17,8

Angulos de contacto 7.5% en peso PLA

61 62 65 68 93 99 151 187 211 13 2

18,2 18,3
Matriz

1

El angulo de contacto de las matrices antes de la inmersion en agua fue menor
que los angulos medidos después de la inmersion en agua. Una explicacién para
este fendmeno podria ser que antes de la inmersion, en la superficie de la matriz
hubiese PEG y que después de la inmersion en agua se haya perdido el PEG y
solo quedase PLA. En este caso, se habla de una pequefia fraccion de PEG
puesto que los angulos de contacto son medibles con valoressuperiores a 120
grados. Como ejemplos de este caso se pueden observar las matrices de
PLA/PEG 8,1y 6,1 para las concentraciones de PLA 5% y 7,5% respectivamente.

Finalmente, una tercera situacion puede ser observada y corresponde con un alto
valor para el angulo de contacto en las matrices antes de ser inmersas en agua en
comparacion al valor significativamente reducido después de la inmersion en
agua. Esta situacion podria ser explicada porque ocurre un cambio en la
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morfologia de las fibras, estos cambios pueden considerarse desde la forma de la
fibra, por ejemplo el cambio de una fibra tubular a una fibra en forma de cinta o
plana, cambio que puede ocurrir al redisolver el PEG del nucleo de la fibra. La
misma situacion podria ocurrir si la fibra no tuviera una cubierta totalmente
cerrada (p.e. a manera de vaina) y ella queda abierta al redisolver el PEG en
agua. Por otro lado, estas variaciones también podrian ser explicadas por
cambios en la rugosidad de las fibras. Como ejemplo de esta tercera situacion se
pueden observar los cambios que ocurren en los valores de los angulos de
contacto en las muestras PLA/PEG 11,2; 11,7; y 23,10 preparadas con 5% de
PLA en la cubierta, y PLA/PEG 24,6 preparada con 7,5%.

A continuacion en la Tabla 6.6 se muestra el promedio y su desviacion estandar de los
angulos de contacto para las matrices de fibras coaxiales PLA/PEG fabricadas conel 5% vy el
7,5% en peso de PLA en la cubierta.

Tabla 6.6 Promedio y desviacion estandar de los angulos de contacto para las
matrices de fibras coaxiales PLA/PEG antes y después de la
inmersion en aaua

5% wt PLA 7,5%wt PLA

Antes Después Antes Después
132,48 + 4,25 129,62 + 3,45 132,24 + 4,62 131,13 +3,99

En la Tabla 6.6 se puede apreciar que apenas existen diferencias entre el antes y después
de la inmersién en agua tanto para las matrices de fibras coaxiales preparadas con cubiertas
del 5% como del 7,5% en peso de PLA. En general se puede indicar que el angulo de
contacto para las matrices de estas fibras coaxiales podria corresponder a un valor
promedio alrededor de 132 grados concluyéndose que las fibras de estas matrices tienen
superficialmente propiedades hidrofébicas que corresponden al PLA de acuerdo a su disefio
coaxial.

En la Fig. 6.6, a modo de ejemplo, se muestra el contacto de la gota de agua con la
superficie para una matriz de fibras coaxiales antes y después de su inmersién en agua, Fig
6.6a y 6.6b respectivamente. Claramente, en ambos casos se observa que el angulo de
contacto para esta superficie corresponderia a valores mayores a 90°, lo cual indicaria que
en ambos casos las superficies son hidrofébicas. .
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Fig. 6.6 Imagenes de la gota de agua en contacto con la superfices de una matriz de
fibras coaxiales PLA/PEG antes (a) y después (b) de inmersion en agua

6.2.2. Pérdida de masa

Puesto que el PLA y el PEG son polimeros con diferente solubilidad en agua, se ha
procedido a estudiar el efecto de la redisolucién del PEG mediante la inmersion en agua de
las fibras de PLA/PEG (cubierta/nucleo). EI PEG es un polimero soluble en agua, mientras
que el PLA es totalmente insoluble por su caracter hidrofébico. Con este estudio se trata de
caracterizar las mejores condiciones experimentales y del proceso de electrohilado para
conformar las fibras coaxiales PLA/PEG. Para ello, se ha estudiado la perdida en peso del
PEG en la matriz después de su redisolucion en agua.

Tal y como se ha explicado en el apartado 5.7, se realizaron dos medidas del peso para las
matrices de fibras coaxiales PLA/PEG, una antes y otra después de redisolver el PEG por
inmersion de la matriz en agua y posterior secado. La diferencia entre ambas medidas de
peso para la misma matriz seria usada como un indicador de la cantidad de PEG que pierde
la matriz por redisolucion en agua y ello se calcula con la siguiente ecuacion:

A

MpEG — AmExperimemalz Mantes de remover — Mpespués de remover (EC- 6-1)

Una vez obtenida la pérdida de masa de PEG se calcula el total de masa teérico que
deberia tener una matriz con la siguiente ecuacion:

— = X
Amreén-w_ MPEGresrico — Mmatriz+ PEG (EC- 6-2)

Doénde la fraccion del PEG es:

X — mPEGTeén’ca E 6 3
PEG ™ 1 +m +m ( c. 0. )
PEGTeérica PLATe6rica NaClresrica
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Donde la masa tedrica de PEG, PLA y NaCl son:

_ . i _ . %PLA
Mpgg =1t fluJOPEG * Pdisolucién de polimero sMpLa = t- fluJOPLA " 1-%PLA PCcHCl;:Acetona Y

fluij . .
Myqqy = ~LoPES Shvact 2 (Ec. 6.4)
Donde las unidades son las siguientes:
=q i0 = ™. =9. = h =9. — mol
m=g, flujo = n’ P=mr t=h PM mol’ M l

Una vez calculada la masa total de PEG que hay en la matriz de fibras coaxiales, se
compara la pérdida de masa experimental con la pérdida de masa tedrica si se redisolviese
con agua y se perdiese toda la masa de PEG.

A'mTe()rir:o_ MExperimental (EC 65)
Pérdida de masa 5% en peso PLA
120
100
80
R 60 .
M %Am Teorico
40 W %Am Experimental
20
0
81 82 11,2 11,7 11,8 143 144 146 147 148 173 174 177 17,8 208 23,10

Matriz

Pérdidade masa 7,5% en eso PLA
120

100
80
60 .
M %Am Teorico
40 M %Am Experimental
20
0
6,2 6,5 6,8 9,3 9,9 18,7 21,1 21,3 21,5

6,1 151 182 183 242 24,6
Matriz

%

Fig. 6.7 Matrices de fibras coaxiales PLA/PEG (cubierta/nuicleo) segun su pérdida de
masa al redisolver el PEG por inmersion en agua
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Los resultados de la pérdida de masa antes y después de redisolver el PEG por inmersion
de la matriz en agua son mostrados en la Fig 6.7, tanto para las matrices preparadas con
PLA al 5% y 7,5% en peso para la cubierta de las fibras coaxiales. Se han hecho diferentes
estudios con otros biopolimeros con propiedades parecidas al PLA y PEG, donde se ha
observado el efecto que puede llegar a tener el agua sobre estas fibras coaxiales. A
continuacion, se expone los posibles casos que pueden ocurrir cuando el PEG contenido en
la fibra es redisuelto en agua:

e Las fibras sufren una apertura longitudinal debido a la presion hidrostatica que se

ejerce desde el nucleo de la fibra.

e Las fibras sufren un aplastamiento de ellas debido a que el nucleo de la fibra
queda vacio, la morfologia es de una cinta.

e Las fibras sufren algun pequefio cambio en cuestion de morfologia pero
manteniendo la forma tubular de la fibra. La cubierta de la fibra es impermeable al

agua y el nucleo de la fibra no puede ser redisuelto.

De manera similar a lo descrito en el apartado anterior (ver 6.2.1 Angulos de contacto), en la
Fig. 6.7, se grafica la pérdida de masa tedrica y experimental al redisolver el PEG cuando la
matriz es inmersa en agua. Los resultados se muestran agrupados de acuerdo a la
concentracién de PLA en la cubierta de las fibras. En resumen, en la Fig 6.7 se puede
describir tres posibles casos o situaciones:

e La pérdida de masa tedrica es igual a la pérdida de masa experimental. Esto
podria ser interpretado bajo dos motivos. Por un lado, las fibras coaxiales podria
presentar pequefias fisuras (p.e. que la cubierta no quede totalmente cerrada) y
cuando la fibra queda inmersa en el agua, el agua entra dentro de la fibra de tal
manera que redisuelve el PEG (hidrofilico) y la presién hidrostatica que origina
esta redisolucién podria hinchar y en caso extremo reventar la fibra. Por otro lado,
podria ocurrir una situacién totalmente diferente, si el PEG en lugar de
encontrarse en el nucleo de la fibra se encontrara en la cubierta, en este caso el
agua redisolveria el PEG cuando la matriz queda inmersa en el agua, y ello
provocaria una pérdida de toda la masa de PEG, y la morfologia de la fibra
seguiria siendo tubular.

e La pérdida de masa experimental del PEG es parcial respecto a la pérdida de su
masa tedrica. Este fendmeno puede ocurrir por dos motivos. Por un lado, en la
cubierta exista una mezcla de PLA y PEG, de tal manera que cuando el agua
entra en contacto con la superficie, esta pierde su fraccion de PEG. Ademas, la
morfologia de las fibras podria ser muy variable. Otra posibilidad, es que aunque
el PEG se distribuya en el centro de la fibra, su contacto con el agua sea parcial
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debido a su limitada accesibilidad debido al caracter hidrofébico de la cubierta de
PLA.

o No ocurre pérdida de masa cuando la fibra es expuesta al agua. Este hecho se
podria explicar mediante la hipodtesis que el PEG se encuentra correctamente
distribuido en el nicleo de las fibras coaxiales y este compartimiento es
totalmente inaccesible al agua debido la caracteristica impermeable del PLA. Esta
situacion debe contrastarse porque no ocurre ningin cambio en la morfologia de
las fibras antes y después de su inmersion en agua..

Asi, si se comparan los dos graficos de la Fig 6.7, se puede observar que tanto para las
fiboras con cubierta de PLA del 5% en peso como para la de 7,5% ocurren las tres
situaciones anteriormente descritas: pérdida de masa completa de PEG, pérdida de masa
parcial de PEG y sin pérdida de masa de PEG.

6.2.3. Angulos de contacto y pérdida de masa

Tal y como se ha comentado anteriormente, el estudio de los angulos de contacto en las
superficies de las matrices de fibras coaxiales puede ayudar a inferir la distribucion del PEG
en el nicleo y el PLA en la cubierta de la fibra coaxial. Ademas, la pérdida de masa tras ser
incubada en agua es un indicador de la accesibilidad del solvente para la redisolucion del
PEG, y por lo tanto permite deducir su distribucién en la fibra coaxial. Por ese motivo, se ha
realizado un andlisis comparativo de los angulos de contacto y la pérdida de masa
dependiendo de la matriz. Los resultados de este analisis permitiran seleccionar las mejores
matrices coaxiales para una caracterizacion mas exhaustiva por microscopia electronica de
barrido (SEM). A continuacién, en la Fig. 6.8 se representa con un grafico de barras esta
comparacion:

Observando la Fig. 6.8, se pueden apreciar diferentes casos comunes, tanto para 5% como
para 7,5% en peso de PLA:

e Los angulos de contacto antes y después de la inmersion en agua son parecidos
o iguales, y la pérdida de masa tedrica es igual a la pérdida de masa experimental
(caso 1). Esto se puede apreciar en las siguientes matrices: 8,2; 6.8; 9,3; 17,7;
18,2; 20,8; 21,1y 21,5 (ver Tabla 6.5, para las condiciones especificas de los
experimentos).

o Los angulos de contacto antes y después de la inmersién en agua son parecidos
o iguales, y la pérdida de masa experimental es parcial en comparacion a la
pérdida de masa tedrica (caso 2). Esto se puede apreciar en las siguientes
matrices: 6,2; 6,5; 14,3; 14,4; 14,6; 14,7; 15,1; 17,8; 18,3; 18,7 y 21,3.

o Los angulos contacto antes y después de la inmersién en agua son parecidos o
iguales, y la pérdida de masa experimental es completamente diferentes a la
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pérdida de masa tedrica (caso 3). Esto se puede apreciar en las siguientes
matrices: 11,8 14,8; 17,3; 17,4; 23,10; 9,9y 24,2.

e Los angulos de contacto después de la inmersibn es mayor que antes, y la
pérdida de masa experimental es parcial en comparacion a la pérdida de masa
tedrica (caso 4). Esto se puede apreciar en las siguientes matrices: 6,1y 8,1.

e Los angulos de contacto antes de la inmersion en agua son mas grandes que
después, y la pérdida de masa experimental es parcial en comparacién a la
pérdida de masa tedrica (caso 5). Esto se puede apreciar en las siguientes
matrices: 11,2.

e Los angulos de contacto antes de la inmersidn en agua son superiores que
después, y la pérdida de masa experimental es totalmente diferente a la pérdida
de masa tedrica (caso 6). Esto se puede apreciar en las siguientes matrices: 11,7
y 24.,6.

Pérdida de masa vs Angulos de contacto 5% en peso PLA

173 174 17,7

144 146 147 14,8 17,8 20,8 23,10
Perdida de masa vs Angulos de contacto 7,5% en peso PLA

120

100

® 60

40

20

0
82 11,2 11,7 11,8 143

8,1

8

W % 2 Antesinmersion
W % 2 Después inmersion
M %Am Teorico

W %Am Experimental

Matriz

120

100
80
M % 2 Antesinmersion
X 60 P ..
M % 2 Después inmersion
40 M %Am Teorico
20 B %Am Experimental
0
6,2 6,5 6,8 9,3 9,9 15,1 187 21,1 21,3 21,5 242 246

6,1 182 183
Matriz

Fig. 6.8 Comparacion angulos de contacto con pérdida de masa de las diferentes matrices
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Ante todo remarcar, que todas las matrices graficadas en principio son fibras coaxiales de
peor o mejor calidad pero el objetivo de este trabajo es encontrar las condiciones que hagan
que estas fibras sean muy homogéneas y sin defectos, por ese motivo, a la hora de
seleccionar las diferentes matrices que se van a analizar mediante la técnica de microscopia
electrénica de barrido, se ha seguido el criterio de que los angulos de contacto antes y
después de la inmersién sean lo mismo, ya que asi se esperaria que el PLA se encuentre
distribuido en la cubierta y el PEG en el nucleo de la fibra coaxial. Respecto a la pérdida de
masa, se han seleccionado las matrices que no muestran pérdida de masa, ya que eso
significaria que el nucleo de la fibra estaria protegido por la cubierta hidrofébica de PLA e
impediria la redisolucién del PEG, manteniendo la morfologia de la fibra coaxial. Las
matrices que cumplen estas dos premisas son las siguientes (caso 3): 9,9; 11,8; 14,8; 17,3;
17,4; y 24,2. Por otro lado, también se ha elegido otras matrices para que sean analizadas
mediante SEM, teniendo en cuenta los otros casos ya expuestos. Las matrices que se han
analizado mediante SEM y que no seguian las premisas deseadas, pero que se ha
considerado interesantes para contrastar algunas suposiciones anteriormente expuestas
han sido las siguientes: 6,1; 6,2; 6,8; 8,1; 8,2; 11,2; 11,7; 14,4, 17,7; 21,3y 24,6.

6.2.4. Andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Después de haber seleccionado las matrices de fibras coaxiales, estas se han analizado
mediante microscopia electronica de barrido (SEM), para estudiar su morfologia, es decir,
para observar en detalle la superficie de dichas fibras, y asi determinar diferentes
caracteristicas como la rugosidad, grietas, etc. Las imagenes de SEM fueron obtenidas de
muestras, antes y después de incubar las matrices en agua, para determinar posibles
cambios morfolégicos por la disolucion del PEG.

En el apartado anterior (6.2.3), con ayuda del grafico que compara los angulos de contacto
con la pérdida de masa, se han distinguido 6 casos. Todas las matrices de fibras coaxiales
gue pertenecen al caso que cumple las dos hipétesis: igual valores de angulos de contacto
antes y después de la inmersién en agua, y pérdida de masa experimental totalmente
diferente a la masa tedrica, fueron analizadas mediante el SEM. También se han analizado
los otros 5 casos, pero solo algunas muestras representativas de cada caso.

A continuacion, se representan las imagenes del SEM tiendo en cuenta los 6 casos. Las
matrices antes de la inmersion mantienen su nomenclatura, y las que son después de la
inmersion en agua se marcan con una w (water). En la Fig. 6.9, se representa las imagenes
de SEM de las matrices seleccionadas del caso 1 del apartado 6.2.3.
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Fig. 6.9 Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 6,8 (a), 6,8w (b), 8,2 (c), 8,2w (d), 17,7 (e), 17,7w (f)

En estas imagenes se puede observar como la morfologia de las fibras antes y después de
ser sumergidas en agua cambian. En general, se puede apreciar que en todas las
imagenes, las fibras después de ser sumergidas han sufrido una apertura longitudinal,
probablemente debido a la presion hidrostatica que debe soportar la fibra durante el proceso
de resolubilizacion del PEG. Por lo tanto, es coherente el hecho de que la pérdida de masa
experimental sea igual a la pérdida de masa tedrica. La matrices mas representativas en la
cuales se puede apreciar esto son la 17,7 (Fig 6.9e) y la 17,7w (Fig 6.9f).
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En la Fig. 6.10, se representa las micrografias del SEM de las matrices seleccionadas del
caso 2 del apartado 6.2.3

Fig. 6.10 Imagenes de microscopia electronica de barrido de las fibras coaxiales
PLA/PEG (cubierta/nucleo): 6,2 (a), 6,2w (b), 14,4 (c), 14,4w (d), 21,3 (e), 21,3w (f)

En general, se observa que después de la inmersion en agua y comparandolas con las

imagenes antes de la inmersion, la morfologia de las fibras ha cambiado muy poco,

manteniendo su forma tubular. En la matriz 14,4w (Fig 6.10d) se puede apreciar que casi es

idéntica a la matriz 14,4 (Fig 6.10c). Asi, las condiciones de electrohilado de estas matrices

podrian ser consideradas como condiciones Optimas. Sin embargo, se requiere mayor
caracterizacion como seria el analisis de la distribucion de sus diametros.
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En la Fig. 6.11, se muestran las imagenes SEM de las matrices seleccionadas como caso 3
del apartado 6.2.3

Fig. 6.11 Imagenes de microscopia electronica de barrido de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 9,9 (a), 9,9w (b), 11,8 (c), 11,8w (d), 14,8 (e), 14,8w (f), 17,3 (g), 17,3w (h), 17,4
(i), 17,4w (j), 24,2 (k), 24,2w (1)
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En general, en estas imagenes se puede observar como la morfologia de las fibras, después
de ser inmersas en agua, no sufren cambios morfoldgicos significativos. Las fibras
mantienen su forma tubular antes y después de la incubacién en agua. Esto podria explicar
porque no se observa pérdida de masa, y que los diametros antes y después de la
incubacion sean parecidos (estos resultados se presentan en las siguientes secciones). Por
otro lado, de manera particular se puede observar en la imagen de la Fig 6.11h que las
fibras muestran una morfologia aplanada. En la Fig 6.11j, a pesar de que las fibras
mantienen su forma tubular antes y después de la incubacion en agua, se puede observar
cambios en su superficie debido a la acumulacion de material granular. Teniendo en cuenta
las imagenes de antes y después de la incubacion en agua, se pueden distinguir las
matrices 14,8, 17,3 y la 24,2 como las mas regulares y sin morfolégicamente sin defectos.

En la Fig. 6.12, se muestran las imagenes de SEM de las matrices seleccionadas del caso
4 (ver apartado 6.2.3).

Fig. 6.12 Imagenes de microscopia electronica de barrido de las fibras coaxiales
PLA/PEG (cubierta/nucleo): 6,1 (a), 6,1w (b), 8,1 (c), 8,1w (d)
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Claramente, se puede observar que la morfologia de las fibras cambia después de ser
incubadas en agua, también se observa que no son morfolégicamente uniformes. La Fig
6.12b muestra de manera evidente una mayor rugosidad que la imagen de la Fig 6.12a.
Este cambio de rugosidad es un factor que afecta al valor de su angulo de contacto.

En la Fig. 6.13, se representa las micrografias del SEM de las matrices seleccionadas del
caso 5 (ver apartado 6.2.3). En la imagen de la Fig 6.13b se puede apreciar como la fibras
se han abierto de manera longitudinal por la presion hidrostatica, y por ese motivo existe una
pérdida de masa. También se aprecia que hay algunas fibras que no estan abiertas, que
mantienen una forma tubular, por lo que la pérdida de masa no es total si no parcial.

Fig. 6.13 Imagenes de microscopia electronica de barrido de las fibras coaxiales
PLA/PEG (cubierta/nicleo): 11,2(a), 11,2w (b)

En la Fig. 6.14, se representa las micrografias del SEM de las matrices seleccionadas del
caso 6 (ver apartado 6.2.3).

Fig. 6.14 Imagenes de microscopia electronica de barrido de las fibras coaxiales PLA/PEG
am (cubierta/nucleo): 11,7 (a), 11,7w (b), 24,6 (c), 24,6w (d)
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En este ultimo caso (Fig 6.14), antes de la incubacién en agua, el angulo de contacto con la
superficie es mayor que el valor obtenido para después de la incubacién en agua. Este
hecho se puede confirmar observando la imagenes de las Fig 6.14c y d, donde se puede
apreciar que la imagen Fig 6.14c tiene diferentes rugosidades en la superficie, y en cambio
la imagen Fig 6.14d carece de ellas después de la incubacién en agua; ademas, se puede
observar que las fibras muestran una morfologia plana lo cual podria indicar que han
perdido el PEG desde el nucleo de la fibra.

6.2.5. Diametros de las fibras

Las imagenes de las fibras obtenidas mediante la técnica de SEM también fueron utilizadas
con fines cuantitativos para realizar el andlisis de la distribucion de diametros de las fibras
coaxiales PLA/PEG. El diametro medio de las fibras es una medida que da informacion
sobre la homogeneidad de las fibras en la matriz. Para ello, se han medido los diametros de
un numero significativo de fibras para cada mezcla. Para realizar este estudio estadistico de
la distribucién de diametros se realizaron entre 75-100 medidas por cada muestra, evitando
medir repetidamente la misma fibra y midiendo los diametros de fibras en diferentes zonas
de la matriz. El programa que se ha utilizado para medir el diametro de las fibras fue el
Smart Tiff de libre distribuciéon (Carl Zeiss Smart Tiff). Los valores medidos fueron tratados
mediante el programa Origin (Origin Pro v8. Microcal) que permite analizar la distribucion de
diametros y realizar las representaciones graficas de estas distribuciones.

En la Tabla 6.7, se muestran los valores promedio y su desviacion estandar, tanto para las
matrices antes y después de la inmersion en agua. En la Tabla 6.7 se puede apreciar que
los diametros de las fibras varian entre 995-2390 nm. Se puede observar que las matrices
con un diametro inferior corresponden a las matrices que se han electrohilado con cloruro de
sodio anadido a la disolucion del PEG (matrices: 6,1; 6,2; 6,8; 8,1; 8,2; 9,9; 11,2; 11,7; 11,8).
Las matrices que tiene una desviacion estandar pequefia para el valor promedio del
diametro de fibra pueden ser destacadas como matrices con gran uniformidad, es decir que
las fibras son regulares, estas matrices fueron la 6,1; 11,2; 11,8; 14,4; 14,8; 17,3; 17,4, 17,7
y 24,2. En las matrices 14,4; 17,3; 17,4 y 24,2 se ha determinado que antes y después de la
inmersién en agua, las fibras tienen un diametro promedio parecido y la desviacion estandar
es pequefa. Por lo tanto, estos resultados indicarian que estas matrices podrian ser las
fibras coaxiales PLA/PEG idéneas.

A continuacién se mostraran los resultados graficos para la distribucion de tamafio de
diametros para las fibras de las matrices clasificadas por casos especificos (ver apartado
6.2.3y6.2.4).
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Tabla 6.7 Distribucion de diametros de las diferentes fibras

Matriz @ Antes inmersién (nm) @ Después inmersiéon w (nm)
6,1 955 + 246 793 £ 218
6,2 998 + 350 822 +£401
6,8 1116 £ 489 1194 + 631
8,1 1023 + 525 940 £ 593
8,2 806 £ 301 746 + 195
9,9 891 £ 385 905 + 287
11,2 884 + 203 -

11,7 881 + 899 657 £ 293
11,8 638 £ 232 544 + 188
14,4 1178 + 223 1202 + 220
14,8 1072 £ 206 1374 + 328
17,3 1076 + 273 1052 + 196
17,4 1392 + 235 1350 + 296
17,7 1400 + 297 1631 + 367
21,1 1502 + 321 1301 + 278
24,2 1548 + 201 1600+ 173
24,6 2390 £ 403 2155+ 514

En la Fig. 6.15, se muestra los histogramas para las matrices seleccionadas como caso 1
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Fig. 6.15 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG (cubierta/nucleo): 6,8
(a), 6,8w (b), 8,2 (c), 8,2w (d), 17,7 (e), 17,7w (f)
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Una clara distribucion unimodal puede ser representada para la muestra 8,2 (Fig 6.15c y d).
En el caso de los histogramas para la muestra 6,8 (Fig 6.15a y b) se observa que las fibras
son poblaciones heterogéneas por sus tamanos de diametros mas variados. Esto mismo
sucede la muestra 17,7 en los histogramas de la Fig 6.15e y f, pero la distribucién es mas
amplia para las fibras de mayor diametro, también se puede destacar que la heterogeneidad
de las fibras se reduce mostrandose como una poblacién mas homogénea después de la
redisolucion del PEG.

En la Fig. 6.16, se muestra los histogramas las matrices seleccionadas del caso 2 (ver
apartado 6.2.3).
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Fig. 6.16 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 6,2 (a), 6,2w (b), 14,4 (c), 14,4w (d), 21,1 (e), 21,1w (f)

En general, los graficos de la Fig 6.16 muestran distribuciones unimodales, eso significa que
las fibras tienen forma uniforme. Para la muestra 6,2 (Fig 6.16a y b) se observa que el
diametro promedio de la fibra disminuye cuando se redisuelve el PEG por inmersién de la
matriz en agua, ello coincide con algun cambio en su morfologia. Algo similar sucede para la
muestra 21,1 pero los diametros fueron mayores (Fig 6.16e y f). Por lo contario, la Fig 6.16¢
y d para la muestra 14,4 mantienen una distribucion unimodal y ademas su valor promedio
de diametro coinciden en las matrices antes y después de la inmersién en agua. Este hecho
es un indicativo de que las fibras obtenidas de esta matriz fueron electrohiladas bajo
condiciones operacionales Optimas.

B

Edgar Diaz Riascos

b
® egel

m 5w



Pag. 78

Memoria

En la Fig. 6.17, se muestra los histogramas las matrices

apartado 6.2.3).

seleccionadas del caso 3 (ver
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Fig. 6.17 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG (cubierta/nicleo): 9,9
(@), 9,9w (b), 11,8 (c), 11,8w (d), 14,8 (e), 14,8w (f), 17,3 (g), 17,3w (h), 17,4 (i), 17,4w (j),

24.2 (K), 24,2w (I)
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En la Fig. 6.17, tanto las matrices antes y después de ser incubadas en agua mantienen la
distribucion de los diametros. Esto significa que el agua no ha ejercido cambios sobre ellas
posiblemente porque el PEG no fue redisuelto en las fibras, y asi su morfologia es similar
antes y después de la inmersion en agua (ver imagenes SEM de la Fig 6.11). Las muestras
9.9 y 11,8 muestran gran heterogeneidad y con clara asimetria en su distribucién (Fig 6.17a
y b, y Fig 6.17c y d). Estas matrices corresponden a las muestras que se han electrohilado
anadiendo cloruro de sodio en la disolucién del PEG. Por lo tanto, se podria sugerir que la
adicion de NaCl al PEG para incrementar la fuerza idnica de la disolucion de PEG no es
aconsejable para el sistema coaxial tal como se ha realizado en este estudio. En las
muestras 17,3; 17,4 y 24,2 se puede observar distribuciones unimodales, y ademas, antes y
después de la incubacién en agua mantienen el promedio de sus diametros. Por tanto, se
podria indicar que estas matrices fueron electrohiladas bajo condiciones operacionales
Optimas.

En la Fig. 6.18, se muestran los histogramas las matrices seleccionadas del caso 4 del
apartado 6.2.3.
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Fig. 6.18 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 6,1 (a), 6,1w (b), 8,1 (c), 8,1w (d)

En la muestra 6,1 las fibras de una distribucién homogénea cambia a una mayor
heterogeneidad cuando se redisuelve el PEG afectando la morfologia de la fibra. Mientras
que la muestra 8,1 mantiene una poblaciéon heterogénea, tanto antes y después de la
inmersidn en agua.
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En la Fig. 6.19, se muestra el histograma de las matriz seleccionada del caso 5 del apartado
6.2.3.
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Fig. 6.19 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 11,2(a)

En esta figura solo se puede apreciar un histograma, puesto que las fibras después de ser
incubadas en agua han sufrido una apertura longitudinal, y por ese motivo no se han podido
medir los diametros.

En la Fig. 6.20, se muestran los histogramas de las matrices seleccionadas del caso 6 del
apartado 6.2.3.
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Fig. 6.20 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 11,7 (a), 11,7w (b), 24,6 (c), 24,6w (d)



Micro/Nanofiibras coaxiales de PLA/PEG para el encapsulamiento de microorganismos de interés biomédico y alimentario Pag. 81

Claramente se observa que la muestra 11,7 tienen distribuciones similares de diametros
antes y después de la inmersion en agua (Fig 6.20a y b); sin embargo, los diametros para
estas fibras tienen pequenos valores que la aproximan a las nanofibras. Por otro lado, la
muestra 24,6 tiene valores de microfibras pero su distribucion es muy heterogénea (Fig
6.20c y d).

6.2.6. Caracteristicas de las fibras coaxiales seleccionadas

El objetivo principal de este trabajo fue obtener fibras coaxiales estructuradas con un nucleo
(core) de polietilenglicol y una cubierta (shell) de acido polilactico, para ello se ha buscado
las condiciones idoneas, variando los parametros operacionales para el electrohilado
coaxial. Para fabricar las fibras coaxiales mas idéneas, se ha realizado un disefio

experimental de tipo factorial 3x2%°, donde se ha variado el solvente del PEG (agua o NaCl),
el peso molecular del PEG (10KDa o 35KDa), la concentracion del PEG (200mg/ml o
400mg/ml) y la concentracion en peso del PLA (2,5%, 5% o 7,5%). Durante el electrohilado
de las diferentes muestras disenadas se ha evaluado in-situ mediante microscopia 6ptica las
fibras obtenidas. Posteriormente, se ha procedido a la selecciéon de las matrices que tienen
las mejores caracteristicas de fibras coaxiales considerando los siguientes aspectos:

e Tener los angulos de contacto superiores a 120° antes y después de la inmersién
en agua, o tener angulos de contacto igual o similares antes y después de la
inmersién en agua.

o Determinar que la pérdida de masa experimental sea diferente a la pérdida de
masa teorica.

o Observar mediante imagenes SEM que las fibras de las matrices mantienen una
morfologia similar antes y después de la redisolucién del PEG en agua
(morfologia tubular o plana por vaciado de su contenido).

e Analizar la distribucién de didmetros de las fibras coaxiales antes y después de la
redisolucién del PEG en agua para comprobar que la distribuciéon sea unimodal,
homogénea, y con valores lo mas similar posible.

Una vez planteados estos aspectos, se ha llegado a la conclusion que las matrices que
mejor se adaptan a estas caracteristicas son las matrices de fibras coaxiales PLA/PEG 14,4;
17,3 y 24,2. Por tanto, sus parametros operacionales son los 6ptimos para el electrohilado
coaxial de fibras con cubierta de PLA y nucleo de PEG.

En la Tabla Tabla 6.8, se muestran los angulos de contacto y el valor promedio de los
diametros de las fibras coaxiales para las tres matrices seleccionadas.
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Tabla 6.8 Angulos de contacto y diametros de las fibras coaxiales selecionadas

ANGULOS DE CONTACTO DIAMETROS DE LAS FIBRAS
. Antes Después Antes Después
Matriz . iy . g . iy . oA
inmersion (2) inmersion w (2) inmersion (nm) inmersion w (nm)
14,4 132,51 +1,60 132,47 £1,54 1178 + 223 1202 £ 220
17,3 136,67 £ 0,89 133,06 £ 2,04 1076 + 273 1052 +196
24,2 135,19+ 4,64 133,37 +1,03 1548 + 201 1600 + 173

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se muestran las imagenes SEM
para observar los detalles morfolégicos de
las fibras coaxiales antes y después de su inmersion en agua.

Fig. 6.21 Imagenes de SEM de las fibras coaxiales PLA/PEG antes y después de su
inmersién en agua (w): 14,4 (a), 14,4w (b), 17,3 (c), 17,3w (d), 24,2 (e), 24,2w (f)
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En la Fig. 6.22, se muestran los graficos de la distribucion de diametros de las fibras
coaxiales en las tres matrices.
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Fig. 6.22 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): 14,4 (a), 14,4w (b), 17,3 (c), 17,3w (d), 24,2 (e), 24,2w (f)

Por ultimo, en la Tabla 6.9 se muestran los parametros operacionales 6ptimos del proceso
de electrohilado para obtener las tres matrices seleccionadas.

Tabla 6.9 Parametros idoneos de las matrices seleccionadas

Matriz PLA PEG PEG KV Flujo PLA* Flujo PEG* Distancia
(%wt) (kDa) (mg/ml) (ml/h) (ml/h) (cm)
14,4 5,00% 35 200 25 10 2,4 18
17,3 5,00% 35 400 25 10 1,2 15
24,2 7,50% 10 400 25 10 1,2 15

*Agua como solvente del PEG, y la mezcla CHCl;:Acetona(2:1, v/iv) como solvente del PLA
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6.3. Fibras cargadas con bacterias

Una vez determinada las mejores matrices de fibras coaxiales, y por lo tanto los parametros
operacionales idoneos para el electrohilado coaxial, las matrices seleccionadas se cargarén
con la bacteria Escherichia coli, para usarlas como un prototipo de sistema bioldgico.
Después de haber cargado estas matrices con la bacteria E.coli se procedié a la
caracterizacion de dichas matrices.

Para este caso, el electrohilado coaxial fue realizado utilizando como colector un rodillo
giratorio con la finalidad de facilitar la acumulacién de las fibras para generar la matriz. Las
matrices cargadas con bacterias se respetaran con la letra E; por ejemplo E14,4 significa
una matriz de fibra coaxial PLA/PEG cargada con E.coli en las condiciones operacionales
del experimento 14,4.

6.3.1.  Angulos de contacto

La medida de angulos de contacto para las matrices de las fibras cargadas con la bacteria
E.coli, se ha realizado igual que en el apartado 6.2.1. En la tabla Tabla 6.10, se hace una
comparativa con la medida de los angulos de contacto antes y después de la inmersion en
agua con estas matrices cargadas de bacterias.

Tabla 6.10 Angulos de contacto de las matrices cargadas con la bacteria Escherichia coli

ANGULOS DE CONTACTO

. Antes Después
Matriz . .r 7o . . °
inmersion (°) inmersion w (°)
E14,4 131,51 + 2,60 129,47 + 2,84
E17,3 132,67 £ 1,69 131,06 £ 2,34
E24,2 133,19 + 3,64 133,37 + 3,03

Se puede apreciar que las tres matrices cargadas con la bacteria tienen un angulo de
contacto parecido entre ellas, y que ademas, el promedio de angulos de contacto antes y
después de la inmersion en agua son similares. También se puede observar que los angulos
de contacto de estas matrices estan en los intervalos entre 129 y 134 grados. Este hecho
verifica que las matrices antes y después de la inmersion en agua contiene PLA en la
cubierta y que por tanto, el PEG se encuentra en el nucleo de la fibra.
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6.3.2. Pérdida de masa

A diferencia que en el apartado 6.2.2, las matrices en vez de dejarlas 24 horas incubando en
agua se han dejado 48 horas. Ademas, se ha realizado tres replicas para cada matriz en vez
de una, como en el apartado 6.2.2.

Teniendo en cuenta la Ec. 6.6, se ha hecho una comparativa de la pérdida de masa tedrica
con la pérdida de masa experimental.

Pérdida de masa

120
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%

B Am%Teodrico

B Am% Experimental

E14,4 E17,3 E24,2
Matriz

Fig. 6.23 Pérdida de masa de las matrices cargadas con la bacteria Escherichia coli

En general, se observa que para todos los tipos de fibras cargas con la bacteria E. coli, la
comparacion entre la pérdida de masa experimental es igual la pérdida de masa tedrica, a
excepcion de la matriz E17,3, donde se aprecia que el PEG se ha disuelto alrededor de un
90%. Estos resultados son diferentes a los obtenidos cuando estas matrices no tenian carga
de la bacteria. Estos resultados demuestran que la carga de bacterias en el PEG puede
influir en la redisolucion del PEG cuando la matriz es inmersa en agua. Esto puede ser
debido a pequefios cambios de viscosidad de la gota en el cono de Taylor durante el
electrohilado.

6.3.1. Andlisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se procede a examinar de nuevo las fibras mediante el SEM para evaluar el efecto que
podria tener la pérdida de PEG en las fibras cargadas con bacterias. En la Fig. 6.24, se
muestran las imagenes SEM de estas fibras.
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Fig. 6.24 Imagenes SEM de las fibras coaxiles PLA/PEG cargadas con E.coli en el nucleo
de la fibra: E14,4 (a), E14,4w (b), E17,3 (c), E17,3w (d),E 24,2 (e),E 24,2w (f)

En la Fig 6.24 se observa que las imagenes antes de la incubacion en agua, (a), (c) y (e), no
tienen la misma forma comparadas con las imagenes del SEM de la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. Este hecho puede ocurrir por dos motivos. En
primero lugar, las fibras se recogieron en un rodillo en vez de una placa colectora, lo que
puede intervenir en la morfologia de las fibras. Por otro lado, el hecho de ponerle bacterias
puede cambiar su morfologia, puesto que la densidad del conjunto no es la misma que sin
bacterias. En cuanto a las morfologias después de la incubaciéon en agua, se puede
observar que cada matriz después de ser incubada sigue un patron diferente. Las fibras de
la muestra E14,4w (Fig 6.24b) se aplastan y algunas se abren longitudinalmente. En cuanto
a la muestra E17,3w (Fig 6.24d) se mantienen con una morfologia muy similar a la matriz
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inicial seca. Por ultimo, la muestra E24,2w (Fi 6.24f) las fibras han sufrido una apertura
longitudinal y un aplastamiento importante de ellas.

6.3.2. Diametros de las fibras

Del mismo modo que anteriormente se ha explicado, las fibras cargadas antes y después de
la inmersién de las matrices en agua para remover el componente de PEG, fueron
observadas por SEM para obtener imagenes para realizar la medida de los diametros de las
fibras. En la Fig. 6.25 se muestran la distribucién de los diametros de las fibras antes y
después de redisolver el PEG.
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Fig. 6.25 Distribucion de los diametros de las fibras coaxiales PLA/PEG
(cubierta/nucleo): E14,4 (a), E14,4w (b), E17,3 (c), E17,3w (d), E24,2 (e),
E24,2w (f)

En general, se puede apreciar que la distribucion de los diametros se mantiene unimodal.
Por otro lado, en las muestras E14,4 y E17,3 se observa que el diametro de las fibras
después de ser sumergidas en agua aumenta. No se ha podido medir el diametro de las
fibras de la muestra E24,2 después de la inmersidon en agua debido a su morfologia de
fibras abiertas.
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6.3.3. Analisis de fibras mediante FTIR

Para verificar la composicién de PLA y PEG de las matrices de fibras coaxiales cargadas
con bacterias, se ha procedido a hacer un analisis FTIR de las diferentes matrices. Este
analisis se ha realizado de las matrices cargadas con bacterias, de estas mismas pero
incubadas en agua Yy por ultimo de las matrices expuestas a rayos UV.

En la Fig. 6.26, se representa la comparativa de los espectros del PLA y del PEG.
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Fig. 6.26 FTIR del PLA y PEG comercial: PLA (a) y PEG (b)

Por un lado, el espectro del PLA (Fig 6.26a) contiene bandas de absorcion caracteristicas
entre 2800-3000, 1300-1500 y 866 cm™, que pueden ser asignadas a los grupos metileno
(estiramiento y vibraciones de deformacion, respectivamente). Ademas, presenta una banda
fuerte y aguda a 1746 cm™ debido al grupo C=0. Finalmente, la banda a 1182 cm™ se
puede atribuir al grupo C-O-C.

Por otro lado, el espectro del PEG (Fig 6.26b) presenta una banda ancha no muy
pronunciada entre 3000 y 3500 cm™, que corresponde al grupo hidroxilo. Ademas, contiene
bandas de metileno a 2873, 1466, 1339, 957 y 838 cm™ (de estiramiento y deformacion).
Finalmente, la banda intensa a 1091 cm™ corresponde al grupo éter.
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Una vez se han descrito las bandas del PLA y del PEG, se ha procedido a analizar mediante
FTIR cada matriz, para determinar su composicién cualitativa. Mediante este analisis se
podran observar los posibles cambios de la matriz al incubarla en agua y al exponerla a
radiacion UV (las matrices tratadas con UV se denotan con las letras UV al final; p.e., E14,4
UV, E17,3 UV y E24,2 UV).

Por un lado, en la Fig. 6.27 se han analizado los espectros de la matriz E14,4 y se han
comparado con el espectro FTIR del PLA y del PEG.
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Fig. 6.27 Espectros FTIR de las matrices cargadas con bacterias: E14,4
(a), E14,4w (b), E14,4UV(c)

El espectro de la matriz E14,4 (Fig 6.27a) contiene las bandas caracteristicas del PLA y del
PEG. Por lo tanto, se puede afirmar que la matriz cargada con bacterias contiene PLA y
PEG en sus matrices. Sin embargo, no se puede afirmar donde se encuentra el PEG y el
PLA.

En espectro de la matriz E14,4 w (Fig 6.27b) se aprecia una cierta evolucion, a tener solo las
bandas caracteristicas del PLA. Se observa como se ha perdido la banda del metileno
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(2873, 1466, 1339, 957 y 838 cm”) ademas de la banda intensa (1091 cm™) que
corresponde al grupo éter. Teniendo en cuenta lo descrito, se puede afirmar que durante la
inmersién en agua se ha redisuelto el PEG. En cuanto a la matriz E14,4 UV (Fig 6.27c), de
igual modo de que la matriz E14,4(a), se aprecia que su espectro contiene las bandas
caracteristicas del PLA y del PEG. Por lo tanto, se puede afirmar que esta matriz no ha
perdido sus caracteristicas quimicas por accién de los rayos UV.

A continuacién, en la Fig. 6.28 se muestran los espectros para la matriz E17,7. Como se
puede observar, este caso es muy similar al anterior. Las matrices E17,7 (a) y E17,7UV (c)
presentan tanto las bandas del PLA como del PEG, mientras que la matriz E17,7 w (b)
presentan solo las del PLA.
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Fig. 6.28 Espectros FTIR de las matrices cargadas con bacterias: E17,7 (a), E17,7w (b),
E17,7UV (c)
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Finalmente, en la Fig 6.29a se muestran los espectros para la matriz E24,4. Se puede
observar que se repite el mismo comportamiento que se ha observado para las otras dos
matrices.
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Fig. 6.29 Espectros FTIR de las matrices cargadas con bacterias: E24,4 (a), E24,4w (b),
E24,4UV(c)

Adicionalmente, se realizaron los FTIR de las muestras de fibras coaxiales cargadas con
E.coli con la finalidad de observar la banda de las amidas que corresponde a las proteinas
de la bacteria. Sin embargo el limite de deteccién del equipo de FTIR no ha permitido hacer
la deteccion de estas sefiales. A parte de ello, se puede observar para las tres muestras dos
puntos:

o EIPEG es redisuelto después de sumergir las matrices en agua.

e Laradiacion UV no afecta la composiciéon quimica de las matrices de fibras

coaxiales cargadas con E.coli.
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6.4. Ensayos bioldgicos

6.4.1. Viabilidad de las bacterias cargadas

En la Fig 6.30 se muestran los resultados de la viabilidad de las bacterias recuperadas
desde la matriz. Para esto, se ensayaron dos condiciones para la recuperacion de las
bacterias a partir de las fibras cargadas. Las matrices de fibras coaxiales fueron pesadas y
resuspendidas en el medio de cultivo BHI, y adicionalmente a un grupo de ellas se las trato
aplicandoles ultrasonidos para asegurar la destruccion de las fibras. Luego los cultivos
fueron mantenidos a 37 °C durante 24 h en agitacién. El crecimiento de las bacterias fue
cuantificado por la medida de la absorbancia. Los resultados muestran que el numero de
bacterias recuperadas fue similar con ambos procedimientos, es decir por simple
redisolucion del PEG en el medio de cultivo y adicionalmente aplicando ultrasonidos.

without ultrasound
10" 5 with ultrasound

o 1073 VT§ ?§ ?§
2ol N N )\

Fig. 6.30 Numero de bacterias recuperadas desde las matrices de fibras coaxiales de
PLA/PEG. Las matrices ensayadas corresponden a las fibras E14,4, E17,3 y E24,2

6.4.2. Efecto de la luz UV

Las matrices cargadas con bacterias fueron expuestas durante diferentes periodos de
tiempo a radiacién ultravioleta (UV) de longitud de onda de 254 nm. Esta radiacién tiene
actividad bactericida y los periodos de exposicion fueron cortos en el rango de 30-90 min o
prolongado durante 24 horas. El objetivo de este ensayo fue determinar si las bacterias
cargadas en el nucleo de las fibras coaxiales quedan protegidas de los efectos adversos
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fisicos como puede ser la exposicion a luz UV. Dicha proteccion deberia esta conferida por
la cubierta de PLA en la fibra coaxial. En la Fig 6.31 se muestran los resultados de estos
ensayos, Las matrices secas fueron expuestas a la radiacion durante el tiempo indicado y
luego se afnade el medio de cultivo para redisolver el PEG y se mantiene durante 24 horas
en condiciones de crecimiento bacteriano para cuantificar las bacterias recuperadas. Los
resultados claramente indican que las tres matrices cargadas con E.coli (matriz E14,4;
E17,3 y E24,2) ofrecen la misma proteccién a las bacterias frente a la radiacién de la luz UV.
Los niveles de crecimiento fueron similares tanto para la exposicion a la radiacion a tiempos
cortos y prolongados. Esto estaria de acuerdo con los espectros FTIR analizados (ver
seccion 6.3.3) donde se observa que la exposicion de la luz UV no afecta a los principales
grupos funcionales del PLA/PEG en las fibras coaxiales. Finalmente, esto demuestra que la
fibra coaxial no solo permite la carga de bacterias en su nucleo sino que también confiere
proteccion a las bacterias cargadas.

6.4.3. Efecto del tiempo de almacenamiento

Para estudiar la viabilidad de las bacterias cargadas en las fibras coaxiales PLA/PEG a lo
largo, las matrices fueron conservadas de manera seca y fueron evaluadas a los 15, 30 y 45
dias de conservacion. Los resultados de este ensayo se muestran en la Fig 6.32 y se puede
observar que al menos durante los primeros 45 dias de almacenamiento de las matrices de
fibras coaxiales, el nUmero de bacterias recuperadas fue similar en todos los casos. Sin
embargo, una ligera disminucién no significativa fue observada en el tiempo. Por esta razon,
podria ser aconsejable que este experimento de estabilidad de la carga bacteriana en el
nucleo de la fibra coaxial sea prolongado a mayor tiempo de conservacion de las matrices.
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7. Impacto ambiental

Los objetivos de este apartado son los de identificar qué tipo de efectos puede tener el
desarrollo de este proyecto para la salud y el medio ambiente. Para ello, se han
considerado los distintos productos quimicos que se emplean en la parte experimental del
proyecto con la idea de evaluar qué efectos adversos pueden tener.

Las fichas de seguridad recogen la informacion necesaria sobre éstos productos,
mayormente en forma de cédigos que informan al usuario sobre el tipo de peligro al que
pueden estar sometidos tras una manipulacién incorrecta.

También se ha tenido en cuenta el sistema de recogida de éstos productos una vez
utilizados para poder llevar a cabo una gestion correcta de los mismos, asi como el ciclo
de vida de los polimeros que se han utilizado.

Para la elaboracion de este estudio, se ha trabajado con reactivos que pueden ser
potencialmente peligrosos (mayormente disolventes) y que deben manipularse con
especial cuidado. Para ello se ha utilizado el reglamento (CE) n® 1272/2008 y las directivas
67/548/CEE y 1999/45/CE, de este modo se han conocido los riesgos de la salud y
medioambientales que conllevan. En las Tabla 7.1 y Tabla 7.2 se muestran la clase de
substancias peligrosas, sus indicaciones, pictogramas y sus Hazard Statement.

Tabla 7.1 Clase, indicaciones y pictogramas de las sustancias quimicas
utilizadas en el PFC.

Substancia . .
. Clase de peligro Pictogramas
quimica

Acetona H225, H319, H336,EUH066 @@
H302+H332, H315, H319, H336, H351,H361d,
Cloroformo
H373

Etanol H225 @
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Tabla 7.2 Significado de los Hazard Statements referentes a las
sustancias utilizadas.

Statements Clase de peligro

La exposicion repetida puede provocar sequedad o formacidn de
EUHO066 ; )
grietas en la piel.

H225 Liquidos inflamables.

H302 Nocivo en caso de ingestion

H315 Provoca irritacidn cutanea

H319 Irritacion ocular grave.

H332 Nocivo en caso de inhalacién

H335 Puede irritar las vias respiratorias

H336 Puede provocar somnolencia o vértigo.
H341 Se sospecha que provoca defectos genéticos
H351 Se sospecha que provoca cancer

H361d Se sospecha que dafia al feto

H373 Puede provocar dafios en los érganos tras exposiciones
prolongadas o repetidas

A lo largo de éste proyecto se ha trabajado con polimeros biodegradables, por lo que el
ciclo de vida de éste tipo de materiales no va a tener consecuencias graves para el medio
ambiente. Segun indica la Directiva 67/548/CEE, se trata de sustancias no nocivas para
el medio ambiente.

La empresa ECOCAT, en colaboracién con el Centro de Sostenibilidad Territorial, se
encarga de la gestion de los residuos que se generan en el laboratorio de la ETSEIB.
Existen unos contenedores especificos donde deben depositarse estas sustancias una
vez utilizadas en el laboratorio para poder proceder a su tratamiento y evitar la
contaminaciéon del medio ambiente. Se trata de envases fabricados en polietileno de alta
densidad, y en el caso de este proyecto, se destina uno para sustancias halogenadas,
otro para no halogenadas y otro para residuos biolégicos peligrosos.
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8. Evaluacion econdmica

La evaluacion econémica es muy importante y necesaria para poder tomar decisiones
respecto la viabilidad del proyecto.

Para evaluar el coste global de la realizacion del proyecto, lo dividiremos en cuatro partes
diferenciadas:

1. Coste de disolventes y productos quimicos, necesarios para la elaboracion de las
fibras, los medios de liberacion (tampon), para la extraccion de PEG de las fibras,
y el estudio bacteriano. Los precios de estos disolventes, asi como de los
productos quimicos requeridos, se han obtenido de los catalogos de las empresas
suministradoras, tales como Aldrich, Fluka, etc. Estos costes se recogen en la
tabla Tabla 8.1

Tabla 8.1 Coste disolvente y productos quimicos (PQ)

Coste de disolventes y PQ

Disolvetes Cantidad Total €
Agua 1l 2,23
Acetona 1l 9,41
Cloroformo 1 80,7
Productos quimicos (PQ) Cantidad

PEG 10000 29,8
PEG 35000 45,4
PLA 75
NacCl 0,69
Subtotal PQ 243,23
Otros (+10%) 24,323
TOTAL 267,55

El coste total de los disolvente y productos quimico es de 267,55 €.

2. El coste personal para la elaboracién del proyecto teniendo en cuenta las horas
dedicadas a cada parte del proyecto se expresa en la Tabla 8.2.
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Tabla 8.2 Coste personal

Coste personal

Actividad Cantidad Precio (€/h) Total (€)
Estudio previo y documentacion 125 10 1250
Experimentacion 775 15 11625
Anidlisis de resultados 250 20 5000
TOTAL 17875

El coste personal total del proyecto es de 17875 €.

3. Coste de equipos, teniendo en cuenta su amortizacion, el niumero de usuarios que
comparte el aparato, un interés anual del 4% y la duracion del PFC (10 meses).

Tabla 8.3 Coste de equipos

Coste de equipos

Aparato Precio (€) Amortizacion (afios) Usuarios Total (€)
Electrospinning 3000 5 7 71,51
Aguja coaxial 3245 5 1 541,48
MO 10000 10 7 119,31
Camara digital MO 5400 5 7 128,73
SEM 210000 20 10 878,68
Equipo FITR 24725 10 12 172,08
Lector ELISA 3440 5 10 57,4
Sonicador 2500 5 5 65,32
Total 2034,51

El coste de equipos total es de 2034,51 €.

4. Otros costes como los suministros de luz, agua y climatizacion calculados como
un 10% del presupuesto de actividad (Tabla 8.4). Otros costes como posibles
imprevistos y el coste operacional del laboratorio (overhead) considerados como
un 3% y un 21% del presupuesto total respectivamente. Todos estos costes
adicionales se muestran en la Tabla 8.5, conjuntamente con el presupuesto final
del proyecto.
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Tabla 8.4 Presupuesto de actividad

Presupuesto de actividad

Total (€)

Coste de disolventes y PQ 267,53

Coste de personal 17875

Coste de equipos 2034,51

TOTAL 20177,04
El total del presupuesto de actividad es de 20177,04 €.

Tabla 8.5 Presupuesto del proyecto

Presupuesto del proyecto

Total (€)

Presupuesto actividad 20177,04

Suministros (10% PA) 2017,70

Subtotal PFC 22194,74

Imprevistos (3% subtotal PFC) 665,84

Coste operacional (21% subtotal PFC) 4660,90

TOTAL 27521,48

Finalmente, el presupuesto total de este proyecto asciende a 27521,48 €.
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Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo es obtener fibras coaxiales estructuradas con un nucleo
(core) de polietilenglicol y una cubierta (shell) de acido polilactico, para ello se han
establecido las condiciones O6ptimas, variando los parametros operacionales para el
electrohilado coaxial. Los experimentos para obtener las fibras coaxiales fueron realizados

bajo un disefio experimental de tipo factorial 3x2%°, donde se ha variado el solvente del PEG
(agua o NaCl), el peso molecular del PEG (10KDa o 35KDa), la concentracién del PEG
(200mg/ml 0 400mg/ml) y la concentracion en peso del PLA (2,5%, 5% o 7,5%). Las fibras
obtenidas fueron seleccionadas inicialmente por su morfologia observada por microscopia
Optica, luego el analisis de los angulos de contacto de la superficie de las matrices de fibras
y la pérdida de peso después de redisolver el PEG en agua fueron los criterios iniciales para
seleccionar las fibras coaxiales para su posterior estudio por microscopia SEM para
establecer detalles morfoldgicos y distribuciéon homogénea en el diametro de las fibras. Una
vez establecidos los experimentos con parametros operacionales optimos para producir
fibras coaxiales PLA/PEG, bajo estas condiciones se prepararon fibras coaxiales con el
nucleo de PEG cargado con la bacteria Escherichia coli como modelo de sistema bioldgico.
Finalmente, en las fibras cargadas se ha determinado la viabilidad de las bacterias
recuperadas y las ventajas que ofrece esta forma de encapsulamiento de bacterias en
cuanto a la proteccion frente a agentes fisicos como la luz UV y la conservacién de las fibras
en el tiempo.

Las conclusiones extraidas tras la realizacion del proyecto se exponen a continuacion:

1. Se ha conseguido optimizar la técnica de electrospinning para obtener fibras
coaxiales a partir de disoluciones poliméricas de PLA y PEG distribuidos en la
cubierta y nucleo de las fibras, respectivamente.

2. Se ha observado que los diferentes parametros que intervienen en las propiedades
de la solucién polimérica influyen en la preparacién de las fibras coaxiales:
a. Las disoluciones con concentracion baja de PLA no permiten obtener fibras
coaxiales.
b. Se obtienen fibras coaxiales con PEG de alto y bajo peso molecular. Pero, se
han de establecer los parametros operacionales adecuados para cada caso.
c. Se obtiene fibras coaxiales con alta y baja concentracion de PEG.
d. La carga de la disolucion del nucleo de la fibra coaxial tiene influencia en la
preparacion final de la fibra coaxial. Esto se ha demostrado anadiendo NaCl
a la disolucién de PEG.
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e. Finalmente en el sistema PLA/PEG, el mejor sistema de solventes fue
cloroformo: acetona (2v:1v) para el PLA, y PEG en agua.

3. La caracterizacion superficial de las matrices de fibras mediante la medida de los
angulos de contacto permite determinar la hidrofobicidad de la superficie de las
matrices de fibras. A partir de esta técnica, se ha demostrado que el PLA se
encuentra en la cubierta y el PEG en el nucleo de la fibra.

4. Se ha obtenido fibras coaxiales que no disminuyen de peso después de incubar la
matriz con agua para redisolver el PEG, demostrando que la cubierta de PLA es
un aislante para poner en contacto el nucleo de PEG con su solvente.
Adicionalmente, las imagenes del SEM, han demostrado que las matrices
después de ser incubadas en agua no sufren grandes cambios morfolégicos, en
algunas condiciones la fibra coaxial mantiene su forma tubular, en otras puede
cambiar a una morfologia plana debido al vaciado de su contenido.

5. Se han obtenido fibras coaxiales de PLA/PEG con una distribucion homogénea de
su diametro de fibras. Estas matrices corresponden a fibras coaxiales en la escala
de microfibras.

6. Finalmente, las fibras coaxiales PLA/PEG pueden ser cargadas en su nucleo de
PEG con sistemas bioldgicos, tal como se ha realizado con la bacteria E.coli. La
fibra coaxial obtenida podria conferir a la bacteria una facil recuperacion por
redisolucién del PEG, proteccion a agentes fisicos como la radiacion UV
(proteccién basada en la cubierta de PLA), y conservacion viable por tiempo
prolongado (p.e., 30 y 45 dias).
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