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Sintesis de Materiales Compuestos Base Biopolimero Mediante el Proceso de Electrohilado

Abstract

Electrospun scaffolds are of particular interest because the three-dimensional
architecture of nanofibers collections closely mimics the structure of natural extracellular
matrix. Biopolymer base materials synthesized by the electrospinning technique can
facilitate the transition of the study in 2-D cell cultures to 3-D cell cultures. In vitro cell
culture in 3-D systems has provided a better understanding of the biology of various
diseases, therefore, these in vitro systems have become a convenient and accessible
alternative for the biological study of different cell lines providing an alternative to animal
experimentation. Since collagen is one of the major components of the extracellular matrix
of the native tissue, it is typically a biomaterial of first choice for scaffolds production,
however, the manufacture of 3-D collagen based scaffolds has been a constant challenge
given its low solubility and processability.

This research presents the production of electrospun 3-D collagen (CG) based scaffolds
for potential use in cell cultures. Keeping in mind that collagen processing through
electrospinning is complicated given its low solubility and electrospinnability, it was mixed
with other polymers to analyze their effect on collagen electrospinnability. Polyvinyl
alcohol (PVA) was chosen because it is a highly electrospinnable polymer producing high
quality nanofibers, besides it is biodegradable, biocompatible and non-toxic. The
incorporation of chondroitin sulfate (SC) and hyaluronic acid (HA) was also explored; two
biopolymers highly distributed in the extracellular matrix that favor cell adhesion making
them ideal for scaffolds production. Polymer blends, in percentage ratios: 25/37.5+37.5
(CG/IPVA+SC), 25/50+25 (CG/PVA+SC), 25/25+50 (CG/PVA+SC) and 25/50+25
(CG/PVA+HA) were analyzed. These polymer blends were electrospun evaluating the
effect of five electrospinning parameters: 1) voltage 2) needle-collector distance, 3) flow
rate 4) temperature, and 5) type of collector.

In general, the increase on PVA content improves the electrospinability of blends,
favoring the production of a continuous and stable jet during the electrospinning process,
this results into nanofibers with uniform diameters, good porosity which are resistant and
easy to handle materials at the macroscopic level. The increase in the amount of SC
difficults the processability of blends, producing an unstable jet that does not help the
nanofibers production, nonetheless, uniform nanospheres with attractive features for drug
release were produced. When switching from SC to HA, an increase in density solution was
observed which helped to obtain a stable jet at flow rates greater than 1 mL/h, however
there is an ineffective drying on the collector, thus, flow rates lower than 1 mL/h and 40 °C
were used. Therefore, the synthesis of these materials requires voltages between 14 and 20
kV, 12 cm of needle-collector average distance, a rotatory collector and a processing
temperature of 40°C.
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Resumen

La obtencidn de andamios celulares mediante la técnica de electrohilado es de particular
interés debido a la arquitectura tridimensional que las colecciones de nanofibras
proporcionan, ya que mimetizan en gran medida a la estructura de la matriz extracelular.
Los materiales base biopolimeros sintetizados mediante la técnica de electrohilado, pueden
facilitar la transicion del estudio en cultivos celulares de 2-D a cultivos celulares de 3-D. El
cultivo de celulas in vitro en sistemas 3-D ha aportado un mejor entendimiento de la
biologia de varias enfermedades por lo que estos sistemas in vitro se han convertido en una
alternativa comoda y accesible para el estudio bioldgico de diferentes lineas celulares, y
proporcionan una alternativa a la experimentacion animal. Debido a que el coldgeno es uno
de los componentes principales de la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos del
cuerpo, suele ser el biopolimero de primera eleccion para la fabricacion de andamios
celulares. Sin embargo, la fabricacion de andamios celulares 3-D base coldgeno ha sido un
constante reto en los Gltimos afios dada su baja solubilidad y dificultad de procesamiento.

Este trabajo de investigacion presenta la fabricacion de andamios celulares 3-D base
colageno (CG) mediante la técnica de electrohilado para su posible uso en cultivos
celulares. Teniendo presente que el procesamiento de este biopolimero mediante esta
técnica es complicado dada su baja solubilidad y electrohilabilidad, se analiz6 la influencia
de la incorporacién de otros polimeros para la generacion de mezclas base colageno con
mejores caracteristicas de electrohilado. Se empled alcohol polivinilico (PVA), un polimero
altamente electrohilable, biodegradable, biocompatible y no téxico. Ademas se exploré la
incorporacion de sulfato de condroitina (SC) y acido hialurénico (HA), dos biopolimeros
que se encuentran altamente distribuidos en la matriz extracelular y que favorecen la
adhesion celular, lo que los hace ideales para la generacion de andamios. Se analizaron
mezclas de los polimeros en proporciones porcentuales: 25/37.5+37.5 (CG/PVA+SC),
25/50+25 (CG/PVA+SC), 25/25+50 (CG/PVA+SC) y 25/50+25 (CG/PVA+HA). Las
diferentes combinaciones se procesaron en el equipo de electrohilado realizando
modificaciones principalmente en 5 parametros: 1) voltaje, 2) distancia aguja-colector, 3)
velocidad de flujo de inyeccidn, 4) temperatura y 5) tipo de colector.

En general, el aumento en el contenido de PVA mejora la electrohilabilidad de las
mezclas facilitando la obtencién de un jet continuo y estable durante el proceso de
electrohilado, dando como resultado nanofibras con didmetros uniformes, buena porosidad,
y materiales resistentes faciles de manipular a nivel macroscépico. Por su parte, al
aumentar la cantidad de SC el procesamiento de las mezclas se complica al no obtener un
jet estable, sin embargo, bajo estas condiciones los materiales se obtienen en forma de
nanoesferas con caracteristicas estructurales atractivas para el encapsulamiento de
farmacos. Al sustituir el SC por HA se observd un aumento en la densidad de la disolucion,
lo que ayuda a obtener un jet estable a velocidades de flujo mayores de 1 mL/h, pero con
dificultad para un secado efectivo de las fibras en el colector, por lo que su procesamiento
requirié velocidades de flujo menores a 1 mL/h y aumentar la temperatura a 40 °C. Es asi
gue para el procesamiento de estas mezclas se requiere de voltajes entre 14 y 20 kV, una
distancia aguja-colector promedio de 12 cm, ademas del empleo de un colector rotatorio y
una temperatura de procesamiento de 40 °C.

Palabras clave: electrohilado, andamio celular, nanofibras, nanoesferas, colageno
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1. Introduccion

El proceso de electrohilado es un método empleado para la obtencién de nanofibras
poliméricas. En esta técnica, se utiliza un alto voltaje para crear un campo electroestatico
con el fin de atraer particulas eléctricamente cargadas de una solucién polimérica desde un
inyector hacia una superficie metélica, donde se solidifica formando micro y nanofibras. En
este proceso se emplean soluciones poliméricas debido a que presentan las propiedades
fisicas y quimicas requeridas para formar fibras resistentes, elasticas y duraderas.

El uso de biopolimeros en el proceso de electrohilado hace que los materiales
sintetizados mediante ésta técnica sean altamente atractivos para su uso en la ingenieria de
tejidos como andamios celulares (scaffolds), esto se debe a que sus propiedades
fisicoquimicas son altamente deseables para este fin. La técnica de electrohilado promueve
la formacion de fibras nanomeétricas con porosidad adecuada, brindando una alta relacion
superficie/volumen y un espacio tridimensional que asemeja las condiciones naturales para
el desarrollo de células, lo que permite una facil migracion celular, difusién de nutrientes y
vascularizacion. Al utilizar los biopolimeros adecuados es posible promover la adhesion
celular, ademas de brindar un soporte con propiedades mecanicas adecuadas para realizar
las diversas funciones bioldgicas requeridas.

La finalidad particular dentro de la ingenieria de tejidos de los materiales base
biopolimeros sintetizados por electrohilado, es facilitar la transicion de cultivos celulares en
2-D a cultivos celulares en 3-D. Un ejemplo claro es el uso de estos materiales para el
estudio del desarrollo de varios tipos de cancer, tal es el caso del cancer de colon. La
capacidad de crecimiento que tienen las células cancerosas in vitro ha aportado un mejor
entendimiento de la biologia de este tipo de cancer, estos sistemas in vitro se han
convertido en una alternativa comoda y accesible para estudiar su biologia y proporciona
una alternativa a la experimentacion animal. Sin embargo, la simplicidad de muchos de
estos modelos ha fallado, ya que tienden a ser sistemas bidimensionales (2-D) y pasan por
alto en gran medida los factores determinantes de la progresion del tumor [1]. Para superar
estas limitaciones, es necesario un modelo in vitro que contenga muchos de los atributos
conocidos de un cancer in vivo (que crece dentro de un entorno que favorezca el
crecimiento de los tumores). Los atributos necesarios para un modelo biomimético
relacionado con el tumor comprenderian idealmente una configuracion 3-D, los cuales
brindan una proliferacion diferencial de células, hipoxia central, invasion del
compartimiento y formacién de nuevos vasos [1]. Empleando andamios celulares como los
obtenidos por la técnica de electrohilado es posible cumplir con todos los atributos
necesarios para tener un modelo biomimético, los cuales hasta ahora han sido utiles en la
comprension de muchos de los procesos relacionados con el crecimiento de un tumor, como
la invasion y la capacidad de respuesta a agentes antitumorales. Los modelos 3-D que se
han descrito hasta la fecha han incorporado una variedad de matrices, tanto naturales como
sintéticas. Los constituyentes naturales comprenden tipicamente una matriz extracelular a
base de laminina, ricos en col&geno tipo | o &cido hialurénico.

La mayoria de los biomateriales o andamios de uso clinico se basan en el colageno (CG)
natural o extraido debido a que es una de las proteinas mas ampliamente distribuidas en el
cuerpo humano, y por la gran variedad de funciones desempefiadas por éste polimero
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natural en diferentes tejidos. Es un polimero biocompatible al ser posible su degradacion
por la enzima humana colagenasa, y su uso se ha extendido ampliamente en muchas
aplicaciones biomédicas. El empleo de biomateriales base colageno en ingenieria de tejidos
ha crecido intensivamente, y es por esta razon que se ha explorado su combinacion con
diferentes biopolimeros con la finalidad de mejorar la funcion tisular; obteniendo
biomateriales con propiedades mecanicas, fisicas y quimicas potenciadas, esperando su
funcién como andamios celulares efectivos para reemplazar la matriz extracelular nativa
base colageno.

Es asi que este trabajo de investigacion surge como resultado del interés de aportar
conocimiento cientifico en este tema y en el intento de reducir la brecha entre los modelos
2-D y 3-D in vitro y el escenario in vivo; es decir, en el desarrollo de un modelo 3D para la
investigacion del cancer de colon. Sin embargo, para lograrlo es necesario realizar algunas
experimentaciones preliminares; por lo que este trabajo de investigacion esta enfocado y
delimitado a la fabricacion de un andamio 3-D biomimético a base de polimeros naturales
(col&geno, sulfato de condroitina y acido hialurénico) mediante la técnica de electrohilado,
aprovechando las cualidades individuales de cada uno de los componentes, ampliamente
documentados en su estudio para su aplicacion en la ingenieria de tejidos. El objetivo es la
generacion de un biomaterial biocompatible y biodegradable de buena calidad con
propiedades potenciadas, asi como su caracterizacion mediante microscopia electronica de
barrido por emision de campo (FESEM por sus siglas en inglés) y espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).
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2.  Objetivos

2.1. Objetivo General

Fabricar materiales compuestos CG/PVA/SC y CG/PVA/HA en forma de colecciones
de nanofibras de buena calidad mediante la técnica de electrohilado.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones 6ptimas de procesamiento, tanto del equipo de
electrohilado como de las soluciones CG/PVA/SC y CG/PVA/HA, variando la
concentracion de los componentes de las soluciones asi como los principales
parametros del equipo: flujo de inyeccion, voltaje, distancia aguja-colector, temperatura
y tipo de colector.

2. Analizar la morfologia y calidad de las nanofibras sintetizadas con ayuda de
FESEM para verificar las mejores condiciones de produccion, y caracterizarlos
mediante FTIR para verificar posibles interacciones quimicas entre los componentes.
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3. Justificacion

El uso de biopolimeros para su procesamiento mediante la técnica de electrohilado
promueve la creacion de materiales con caracteristicas deseables para ser usados como
andamios celulares. La incorporacion de coldgeno en estos andamios es altamente deseable,
ya que es el componente principal de la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos. Sin
embargo, la disolucion del colageno es muy complicada (ya que se requiere el uso de
disolventes altamente corrosivos y toxicos, los cuales son altamente volatiles) y
excesivamente lenta, lo que origina un reto importante para la generacion soluciones con
caracteristicas adecuadas para su electrohilado. Aun con estas complicaciones, el lograr
incorporar al coldgeno a los materiales en forma de nanofibras mediante la técnica de
electrohilado sera en si un aporte importante ya que existen pocos reportes de materiales
base colageno obtenidos por esta técnica usados como andamios.

El presente trabajo de tesis describe el andlisis de los pardmetros involucrados en el
desarrollo de materiales biodegradables y biocompatibles de buena calidad morfoldgica a
través de la técnica de electrohilado, esto con miras para su posible uso como andamios
celulares, particularmente para el estudio in vitro de cancer de col6n o el desarrollo de
xenoinjertos, aloinjertos o autoinjertos.
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4, Hipotesis

Se ha reportado el uso de colageno en combinacion con alcohol polivinilico (PVA),
sulfato de condroitina (SC) y acido hialuronico (HA), como mezclas bicomponente para la
elaboracion de andamios celulares utilizando la técnica de electrohilado. Es asi que existe la
probabilidad de generar mezclas tricomponente base colageno con la finalidad de mejorar
la electrohilabilidad del colageno y producir colecciones de nanofibras de buena calidad;
encontrando la proporcién idonea de cada mezcla y encontrando los parametros adecuados
del equipo de electrohilado para la generacion de nanofibras de buena calidad.

El PVA es un polimero con propiedades magnificas para ser electrohilado (sin olvidar
que es biodegradable, una cualidad crucial para la elaboracién de andamios celulares), y
brinda nanofibras de excelente calidad, por lo que su uso debe ayudar a estabilizar el jet
durante el proceso de electrohilado, ademas de brindar un ancla para el coldgeno y el SC o
él HA, esto mediante la formacién de puentes de hidrogeno que se deben presentar como
interacciones entre los grupos hidroxilos del PVA y los grupos funcionales capaces de
formar puentes de hidrdgeno presentes en el coldgeno y el SC o él HA.

Es asi que existen grandes probabilidades de producir materiales con potencial para su
uso como andamios celulares, con porosidades adecuadas y gran superficie de contacto;
cualidades proporcionadas por el uso de la técnica de electrohilado. Asimismo, el uso de
colageno brinda una matriz ideal para el crecimiento de cualquier tipo de célula, por lo que
suele ser el polimero de primera eleccion para el desarrollo de andamios. Mientras que el
SC asi como él HA son proteoglicanos, cuya funcion principal es aumentar la adhesion
celular, deberan promover precisamente una mejor adhesion celular. Y ademas el PVA
debe brindar mejoras en las cualidades mecanicas como resistencia y flexibilidad de los
materiales para facilitar su manipulacion, ademas de favorecer el proceso de electrohilado.
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5. Antecedentes

5.1. Electrohilado

El proceso de electrohilado permite obtener fibras de diametros nanométricos mediante
estiramiento coaxial de una solucién viscoelastica. Durante el procesamiento de la solucidn
un campo electrostatico lo suficientemente elevado, es aplicado entre dos polos opuestos,
conformados por una aguja o sistema de inyeccion y una placa metalica o colector, donde
se depositan las fibras nanométricas formando un tejido con textura, color, y densidad
caracteristicas (figura 1).

Jeringa Disolucion Aguja Jet

/

P AR AR A
At AAAAAALL LA LA

Cono de
Taylor

Alto voltaje Colector

Figura 1.- Montaje del sistema de electrohilado.

La disolucion polimérica se carga en una jeringa, que mediante un tubo de plastico
inerte se conecta a una aguja. Una bomba de infusién unida al émbolo de la jeringa genera
una presion y un flujo constante de la disolucion del polimero en la aguja. Por el efecto de
la polarizacion y la carga originadas por el campo eléctrico, una vez que se vence la tension
superficial, la soluciéon es arrojada en forma de jet hacia una superficie conductora
conectada a tierra (colector) a una distancia entre los 5 y 30 cm del cono o aguja. Una vez
creado el jet (figura 2), el solvente gradualmente se evapora durante su trayectoria desde la
aguja hasta llegar al colector, y el producto obtenido se deposita en forma de fibras con
diametros que van desde 10 um hasta 50 nm aproximadamente [2].

Figura 2.- Fotografia del jet durante el proceso de electrohilado. En el circulo amarillo se observa como el
jet se dispersa hasta ser indetectable a la vista.
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Caracteristicas importantes para el proceso de electrohilado [3].

polimero.

El disolvente adecuado debe estar disponible para disolver el

La presiéon de vapor del disolvente debe ser adecuada para que se
evapore con la suficiente rapidez y se mantenga la integridad de las fibras
cuando se alcanza el colector, pero no demasiado rapida para permitir que la
fibra se endurezca antes de que alcance el rango nanométrico.

La viscosidad y la tension superficial del disolvente no deben ser ni
demasiado grandes para evitar la formacion del jet, ni ser demasiado pequefias,
para permitir que la solucion de polimero fluya libremente.

Durante el proceso de electrohilado es posible modificar varios parametros involucrados
en el proceso, los cuales provocan cambios importantes en la morfologia de las fibras
obtenidas. Algunos de estos pardmetros y sus implicaciones se explican en la Tabla 1 [4].
Es importante tener en cuenta que la tabla no maneja cantidades ya que cada variable es
diferente de acuerdo a los polimeros o mezclas de estos utilizados, ademas de cambiar
también para los diversos tipos de disolventes que se pueden utilizar.

Tabla 1. Parametros del proceso de electrohilado.

PARAMETRO CARACTERISTICA QUE APORTA
) ™" Fibras gruesas, distorsién del jet, aparicion de beads*.
Voltaje 5 . -
! Poco impulso para llegada de la disolucion al plato colector.
1 Fibras mas gruesas, beads de mayor tamafio.
Flujo de salida | Mayor tiempo de evaporacion del disolvente, fibras con pocos o nulos
defectos.
| Las fibras pueden romperse debido a su propio peso. Mayor
estiramiento de la disolucion, obtencion de fibras delgadas.
Distancia aguja- 1 Aparicion de beads en las fibras al trabajar con muy grandes o0 muy
colector 1 cortas distancias.
| Poco tiempo para la evaporacion del solvente por tanto, las fibras llegan
hdmedas al colector.
1 El disolvente se evapora rapidamente y las fibras pueden romperse
antes de llegar al colector.
Temperatura - -
i El disolvente no logra evaporarse antes de llegar al colector y las fibras

se acumulan con humedad, formando una pelicula.

*La palabra beads se refiere a defectos principalmente en forma de aplastamiento de gotas o zonas en las
cuales las fibras se acumulan como pelicula por no haber secado adecuadamente.

1 Aumento en la magnitud del parametro.

| Disminucion en la magnitud del parametro.
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Una variable importante de mencionar es el tipo de colector a utilizar, puede ser un
colector fijo en el cual las fibras se acomodan de manera totalmente desordenada, o un
colector rotatorio que puede provocar mayor estiramiento de las fibras, mejor secado y un
acomodo hacia la direccion de rotacion del mismo.

5.1.1. Electrohilado en la ingenieria de tejidos.

El uso de biopolimeros en el proceso de electrohilado hace que los materiales
sintetizados mediante ésta técnica sean altamente atractivos para la ingenieria de tejidos en
el disefio de andamios celulares ya que los materiales a usar en esta area deben cumplir con
una o mas de las siguientes funciones [2]:

Adhesion y migracion celular.

Difusion de nutrientes vitales y de productos expresados por las células.
Vascularizacion.

Soporte de funciones mecanicas y bioldgicas en situaciones particulares.

La técnica de electrohilado promueve la formacion de fibras nanométricas con
porosidad adecuada, brindando una relacion superficie-volumen y un espacio
tridimensional que asemeja las condiciones naturales para el desarrollo de células. Pues
permite una facil migracion celular, difusion de nutrientes y vascularizacion, ademés de que
al utilizar los biopolimeros adecuados es posible promover la adhesion celular, y brinda un
soporte con propiedades mecéanicas adecuadas para realizar las diversas funciones
bioldgicas requeridas.

5.2. Andamios celulares.

Los andamios celulares son dispositivos de sujecion y soporte de estructura
tridimensional y porosa. Su funcion es servir de soporte artificial a un tejido debilitado por
enfermedad, lesién o cirugia hasta que el tejido haya recuperado su funcionalidad,
permitiendo su crecimiento tanto in-vitro a través del desarrollo de andamios
tridimensionales, que inicialmente son colonizados por las células progenitoras, y luego son
implantados en el paciente para reemplazar el tejido dafiado, como in-vivo con el desarrollo
de andamios tridimensionales acelulares, que serviran para alojar las diferentes células una
vez implantados.

Los polimeros sintéticos bioabsorbibles con capacidad de degradarse gracias a
reacciones de hidrolisis en condiciones fisiologicas dentro del cuerpo, y eliminarse
completamente por vias metabdlicas son los materiales més atractivos para la elaboracion
de andamios celulares. Los andamios elaborados a partir de este tipo de polimeros ofrecen
la posibilidad de crear tejidos completamente naturales dejando de lado los problemas de
infeccion y formacion de tejido fibroso, asociados a los implantes permanentes.

Para que un polimero pueda ser utilizado como andamio debe:
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Ser biocompatible.

No presentar ningun tipo de reaccion bioldgica adversa.

Ser reabsorbible.

Degradarse de forma paulatina a medida que se forma el nuevo tejido.
Ser de facil degradacion y no toxico.

Los andamios usualmente sirven para cumplir alguno de los siguientes propésitos:

e Permitir la adhesion y migracion celular.

e Liberar o retener células o factores bioquimicos.

e Permitir la difusion de nutrientes vitales para las células.

e Ejercer cierta influencia bioldgica y mecénica para modificar el comportamiento de
fase celular.

Los prerrequisitos de los andamios incluyen:

e Perfiles de biocompatibilidad y citotoxicidad aceptable asi como poseer habilidad

para soportar el crecimiento y la proliferacion celular.

e Debe tener propiedades mecéanicas similares a las del tejido en el sitio de
implantacién, o propiedades mecanicas suficientes para proteger a las células de dafio

por fuerzas de compresion o tension sin inhibir las sefiales biomecanicas.

e Debe estar constituido de formas complicadas y poseer una porosidad apropiada.
Una alta porosidad y un tamafio de poro adecuado son necesarios para facilitar el
cultivo y la difusion celular a travées de toda la estructura de las células y los nutrientes.

e La biodegrabilidad es un factor esencial, el material debe absorberse por los tejidos

circundantes sin la necesidad de su remocion quirurgica.

e Mimetizar la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), una sustancia
enddgena que rodea a las células enlazandolas con los tejidos y provee sefiales que
ayudan al desarrollo celular y la morfogénesis.

Regularmente es muy dificil que un solo polimero cumpla con las caracteristicas

deseables para su aplicacion como andamio en la regeneracion de tejidos, principalmente
respecto de las propiedades mecanicas. Una estrategia para la obtencion de andamios con
propiedades mecanicas deseables, ademas de potenciar las propiedades bioldgicas es la
fabricacion de materiales compuestos. Desde los afios 60 han surgido una gran cantidad de
materiales compuestos propuestos para su uso en esta area, los cuales son denominados
biomateriales. Los materiales diseflados buscan interactuar con el tejido de forma
especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, y combinan las propiedades de
bioabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo material. Por lo que cada vez, los

criterios se van acercando mas a lo que seria el biomaterial ideal.
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5.3. Biopolimeros.

Los biopolimeros son componentes (de origen natural o sintético) que presentan
propiedades fisicas y termoplasticas muy parecidas a las de los polimeros fabricados a
partir del petroleo, pero con la cualidad de ser biodegradables y biocompatibles.

El que un polimero sea biodegradable implica que pueda ser fragmentado en sustancias
inocuas mas pequefias. Para que un polimero se considere biodegradable, debe
descomponerse entre un 60-90% en un periodo de 90 dias. La biodegradacion depende de
las propiedades mecéanicas del polimero como:

La naturaleza del monomero.

El iniciador de la reaccion de polimerizacion.
Los aditivos presentes en el polimero.

Las condiciones en que fue procesado.

También depende de la velocidad de degradacion, que a su vez esta influenciada por:

1. Condiciones del medio: temperatura, humedad y pH.

2. Caracteristicas del polimero: presencia de enlaces quimicos susceptibles a la
hidrolisis, la hidrofilicidad, la estereoquimica, el peso molecular, la cristalinidad y la
superficie especifica [5].

El principal compuesto polimérico natural, y biodegradable utilizado en la ingenieria de
tejidos es el colageno pues juega un papel crucial en el mantenimiento de la ECM de forma
natural.

5.3.1. Colageno (CG)

De forma natural el colageno representa una matriz ideal para el desarrollo de diferentes
tipos de células, por lo cual es comln que este sea utilizado como uno de los elementos
principales para la creacion de andamios en la ingenieria de tejidos. En los vertebrados el
colageno es la principal proteina estructural extracelular en el tejido conectivo y el hueso,
constituyendo alrededor de un tercio o mas de las proteinas totales del cuerpo. La
interaccion entre el colageno y las células involucra fendmenos como la adhesion y
propagacion celular, desempefiando un rol importante en la determinacion de las vias de
diferenciacion, crecimiento y supervivencia celular [6].

La mayor parte de las fibras de colageno contienen alrededor de 35% de glicina (Gli) y
11% de alanina (Ala). Ademas de 12% de prolina (Pro) y 9% de hidroxiprolina (Hyp), que
es la principal diferencia con las $-queratinas. Los frecuentes restos de prolina determinan
el tipo distinto de ordenacion helicoidal de la cadena, mientras que los pequefios grupos R
(R=Hidrdgeno) de los restos de glicina que aparecen en cada tercera posicion, permiten que
las cadenas se enrosquen entre si. Por lo que se ha deducido que la estructura secundaria del
colageno es la de una triple hélice de cadenas polipeptidicas (figura 3).
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Figura 3. Estructura del colageno.

La secuencia aminodcidica completa de las cadenas de colageno no es todavia conocida,
pero las secuencias que aparecen con mas frecuencia son Gli-X-Pro, Gli-Pro-X y Gli-X-
Hyp, en las que X puede ser cualquier aminoacido [7].

El uso de biomateriales a base de coldgeno en estudios fundamentales, tienen una
amplia gama de aplicaciones tanto in vivo como in vitro para estudiar el comportamiento de
células, como la migracion y la proliferacion, asi como la diferenciacion y la expresion del
fenotipo. Los hallazgos fundamentales acerca de como se comportan las células en entornos
complejos se basan en la capacidad de las células para crecer in vitro en un andamio similar
a un tejido 3D. Andamios a base de colageno se utilizan como modelos del sistema
nervioso para visualizar la mielinizacion de las neuronas motoras por células de Schwann
[8]. Los estudios de cancer son también un importante tema de investigacion, y un andamio
3D de colageno puede ser de gran utilidad para probar medicamentos contra el cancer. En
el campo de la inmunologia, en experimentos 3D in vitro también es posible evaluar los
mecanismos de migracién de células. Por otra parte, los biomateriales a base de colageno
podrian servir como material de anclaje para cultivar 6rganos ex vivo o modelos 3D para
enfermedades como la osteoartritis [8].

En el disefio de andamios base colageno por el método de electrohilado es comdn
utilizar 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol como disolvente [3, 9, 10, 11]. Tal disolvente es
altamente volatil, asi como corrosivo y tdxico por lo que su uso para esta técnica es poco
deseable.

5.3.2. Sulfato de condroitina (SC)

Es el polisacarido principal de los glucosaminoglucanos del cartilago y se encuentra
distribuido en diversos tejidos como parte de la ECM, ayudando en los procesos de
adhesion celular. Dentro de la ingenieria de tejidos, se ha usado en andamios para la
regeneracion o estudio de tejido del corazén, higado, pulmén, piel y cartilago ademas de su
uso en la liberacion de farmacos [12]. En estas aplicaciones se encuentra mezclado
principalmente con colageno, con el cual se ha observado puede ser electrohilado [13].
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Contiene unidades alternativas de acido D-glucurénico, y de 4-sulfato de N-acetil-D-
galactosamina (GalNac) (figura 4), en lugar de los restos de N-acetil-D-glucosamina del
hialuronato. Estas unidades alternativas estan unidas como 3 (1—3). Los grupos de sulfato
estan insertos en las posiciones C4 o C6 de los residuos de GalNac. La presencia de grupos
4-0-[SO3-]. 6-O-[SO3] y —COO" contribuye a que la estructura sea decisivamente
polianiodnica. La longitud de una cadena de sulfato de condroitina puede variar de modo
considerable, pues oscila entre 15y 150 unidades de disacaridos en diferentes tejidos [14].

HO
HO Q o

19 —n

Figura 4. Estructura de la sal de sodio del sulfato de condroitina.

El sulfato de condroitina es de facil disolucion en agua a temperatura ambiente con
agitacion, lo cual ayuda en el proceso de electrohilado.

5.3.3. Alcohol polivinilico (PVA)

Es un polimero biodegradable de gran interés por su caracter biocompatible, no toxico y
por poseer diversas aplicaciones como: la produccion de fibras, coloides de proteccién,
agentes de apresto para textiles y papel, adhesivos, fibras de sutura Utiles en cirugia y
membranas, entre otras. Estas propiedades vienen conjuntamente con una versatilidad
quimica notable debido a la presencia de los grupos hidroxilo, que hacen posible un gran
numero de interacciones tipo puente de hidrogeno y reacciones de adicion y/o sustitucion
de grupos funcionales de la cadena principal del polimero, la cual se encuentra formada por
cadenas del mondmero que se presenta en la figura 5.

OH

n
Figura 5. Monémero del alcohol polivinilico

El PVA es un polimero altamente electrohilable por lo que las colecciones de nanofibras
generadas son de alta calidad, los materiales de PVA electrohilados pueden usarse como
stper filtros o andamios para compdsitos de interés biolégico [15, 16, 17]. Es facil de
disolver en agua en concentraciones de hasta un 31% p/v al calentar y su inclusion en
mezclas de polimeros poco electrohilables promueve el electrohilado [3].
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5.3.4. Acido Hialurénico (HA)

El &cido hialuronico (HA) es un polisacéarido lineal formado a partir de un disacérido
compuesto por N-acetil-D-glucosamina y acido glucurénico (figura 6). Posee un alto peso
molecular, usualmente en el orden de millones de Dalton. Presenta propiedades
viscoelasticas interesantes asi como caracteristicas de poli-electrolito. Es un componente
comun del fluido sinovial y la matriz extracelular, por lo que se encuentra distribuido por
todo el cuerpo humano, asi como el de otros vertebrados.

Este polimero es de facil disolucion en agua a temperatura ambiente y ha sido
ampliamente usado en la ingenieria de tejidos para ayudar a la reparacion de articulaciones.

OH OH
0%&*5&&:&
HO O -
OH NH
O
| an

Figura 6. Mondmero del &cido hialurdnico

El HA es electrohilable, y se ha combinado con colageno, asi como otros polimeros
para la elaboracion de andamios en forma de nanofibras [18, 19, 20].

5.4 Antecedentes dentro del grupo de trabajo

Dentro del grupo de trabajo, la M.C. Julia Hernandez Vargas como parte de sus
resultados obtenidos durante sus estudios de doctorado trabajando con mezclas de: CG,
PVA, SC, HA, y nano tubos de carbono, logré obtener nanofibras de una combinacion
CG/PVA+SC (en porcentajes de las disoluciones: 25/37.5+37.5), mezcla obtenida a partir
de soluciones de colageno 3.2% p/v en 1,1,1,3,3,3-Hexafluroisopropanol, PVA 8% p/v en
agua y SC 2.5 % p/v en agua.

El proceso de electrohilado se llevo acabo a 25 °C, 20 kV de voltaje aplicado sobre una
solucién inyectada a una velocidad de 1 mL/h, con una distancia entre aguja y colector de
12 cm, obteniendo los resultados que se muestran en la figura 7. En la imagen de la Figura
7b se observa la produccion de nanofibras, aunque con una gran cantidad de defectos
ocasionados posiblemente por goteo. De las diversas combinaciones usadas de los
polimeros antes mencionados, esta fue la de mejor resultado en cuanto a la calidad y
posibilidad de produccion de nanofibras se refiere, pero dada la cantidad de nanofibras
obtenidas es necesario mejorar la calidad del material, aumentando la cantidad y la calidad
de nanofibras y disminuyendo los defectos.
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Figura 7. Fotografia (a) e imagenes obtenidas por SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d) de la fibra
CG-PVA-SC.

Otra combinacion en la cual fue posible la obtencién de algunas fibras se realizo
partiendo de una mezcla de coladgeno 3.2% p/v en 1,1,1,3,3,3-Hexafluroisopropanol, PVA
8% pl/v en agua y HA 0.5% p/v en agua en proporciéon 25 % de la solucion de colageno,
37.5% de la solucion de PVA y 37.5% de HA. El electrohilado se llevo acabo a 20 °C, a 29
kV aplicado sobre una solucién inyectada a una velocidad de 1.5 mL/h, con una distancia
entre colector y aguja de 15 cm. Resultando la morfologia mostrada en la Figura 8.

Figura 8. Fotografia (a) e imagenes obtenidas por SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d) de la fibra
CG-PVA-HA.

Como se observa en la Figura 8, la combinacion CG/PVA+HA (25/37.5+37.5) se
electrohilé de manera deficiente, ya que una gran parte del material parece mas una pelicula
que colecciones de nanofibras, lo cual puede estar asociado a la evaporacion inadecuada del
disolvente.

Al ser estos dos de los mejores materiales obtenidos, se busca mejorar su calidad, pero,

existe otro motivo del porque continuar el trabajo con estas dos combinaciones para la
obtencién de materiales tridimensionales, y es que en las pruebas bioldgicas preliminares
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realizadas con células adherentes de adenocarcinoma de colon humano HT29, ambos
materiales (y especialmente el de la combinacién CG/PVA+SC) mostraron resultados muy
favorables en los ensayos con azul de toluidina, cristal violeta y MTT. En el ensayo de
adhesion con azul de toluidina de la combinacion CG/PVA+SC, se obtuvo un 165.04% de
adhesion celular con respecto al control positivo. Mientras que en el ensayo de adhesion
con cristal violeta se presentd un 183.30% de adhesion celular con respecto al control
positivo. Para el ensayo de citotoxicidad por MTT se determind una viabilidad del 161.85%
con respecto al control positivo. Estos resultados indican la alta factibilidad de utilizar el
material como andamio celular.
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6. Materiales y Métodos
Partiendo de las siguientes disoluciones de cada uno de los componentes:

» Coléageno 3.2% p/v en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol.
» Alcohol polivinilico 8% p/v en agua destilada.

» Sulfato de Condroitina 2.5% p/v en agua destilada.

> Acido hialuronico 0.5% p/v en agua destilada.

Se prepararon mezclas de diferentes concentraciones con la finalidad de determinar las
proporciones Optimas para la obtencion de soluciones que conduzcan al electrohilado de
buena calidad (Tabla 2).

Tabla 2. Combinaciones probadas de polimeros.

POLIMERQOS PROPORCION DE LOS POLIMEROS (%)
CG/PVA+SC 25/37.5+37.5

CG/PVA+SC 25/50+25

CG/PVA+SC 25/25+50

CG/PVA+HA 25/50+25

Los parametros del proceso de electrohilado analizados para mejorar la calidad fueron:

e Velocidad de flujo de inyeccion.
e \oltaje.

e Distancia aguja-colector.

e Temperatura.

e Tipo de colector (fijo o rotatorio).
e Diametro de la aguja.

La estructura o morfologia de las nanofibras obtenidas se analizaron mediante
Microscopia Electrénica de Barrido por Emision de Campo (FESEM) para determinar la
calidad de las mismas, y en funcién del analisis obtenido modificar las condiciones para su
mejora. Mientras que las posibles interacciones quimicas entre los polimeros se estudiaron
mediante Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).
Adicionalmente, los materiales se caracterizaron mediante técnicas calorimétricas
empleando la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y el Analisis Termogravimétrico
(TGA).
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7. Resultados y Discusion
7.1. Colageno/Alcohol polivinilico + Sulfato de condroitina
7.1.1. Combinacion CG/PVA + SC (25/37.5+37.5)

La combinacién CG/PVA+SC (25/37.5+37.5) estd compuesta de una mezcla de las
disoluciones poliméricas antes mencionadas en la siguiente proporcion: Colageno 25%,
PVA 37.5% y SC 37.5 %, lo que equivale a 0.32 g de colageno, 1.2 g de PVA y 0.375 g de
SC por cada 40 mL de disolucién, y una composicion de 25% de colageno y 75% de
PVA+SC. Para este caso, los primeros tres materiales obtenidos partieron de una misma
disolucion, mientras que los otros tres se elaboraron a partir de una disolucién preparada
posteriormente, presentando un aspecto mas blanco y homogéneo. Se obtuvieron seis
materiales en total de esta proporcion de la mezcla, empleando los pardmetros de
electrohilado descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones del proceso de electrohilado de la combinacion: CG/PVA+SC (25/37.5+37.5)

Distancia . Tiempo Cantidad de
. . Velocidad . - L
ial aguja- Voltaje de flujo Temperatura Aqui aproximado disolucién
Material | gjector (KV) " °C) gula | del proceso usada
(cm) (mL/h) (horas) (mL)
1 12 21 1 40 #8 11.5 11.5
2 12 20 0.5 40 #8 24 12
3 12 22 0.25 40 #8 48 12
4 12 20 1 40 #8 8 8
5 15 20 0.65 40 #8 8 6.8
10 13.5 19.5 0.7 40 #8 17.5 12.5

Los materiales 1, 2 y 3 se diferencian principalmente en la velocidad de flujo, la cual se
modifico para observar su influencia sobre la calidad de las fibras, mientras que para la
produccion de los materiales 4, 5y 10 se modifico la distancia aguja-colector, y aunque las
velocidades de flujo son diferentes entre si, estas se eligieron por ser las que producen un
mejor jet durante el proceso, y no fueron predeterminadas como las de las otras tres
combinaciones.

Los materiales obtenidos, se secaron en estufa a 50 °C de uno a cinco dias,
posteriormente fueron retirados del colector de aluminio. Las colecciones de nanofibras
resultantes, macroscopicamente tienen las caracteristicas descritas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas de los materiales obtenidos a partir de la combinacion: CG/PVA + SC
(25/37.5+37.5).

Material Apariencia Observaciones

Se logré retirar aproximadamente la mitad de lo contenido del colector
en fragmentos de entre 4 y 5 cm de ancho. El material parece flexible,
pero resulta ser quebradizo lo que lo hace de dificil manejo.

Se logro retirar mas de la mitad de lo contenido en el colector, la mayor
parte en una sola pieza de gran tamafio y el resto en piezas pequefias de
1 0 2 cm aproximadamente. La coleccion parece ser mas flexible y
menos quebradiza.

Fue posible separar solo una pequefia porcion de lo contenido del
colector (15-20 %), todo en una pieza. EI material es de textura polvosa
y es muy quebradizo.

Se recuper6 mas del 50 % del contenido del colector casi en una sola
pieza, por lo que el material es muy manejable debido a su flexibilidad,
sin embargo, es ligeramente quebradizo.

Solo fue posible obtener poco material del colector, debido a que
desprende como si fueran pequefias pelusas, por lo que solo se recupero
alrededor de un 20 %.

Se recupero alrededor del 50 % del material contenido en el colector, la

10 textura es aterciopelada y quebradiza aunque es posible enrollar.

En general, los materiales 1, 2 y 3 son de dificil desprendimiento del colector y
quebradizos. En este contexto, los materiales 4 y 10 tienen mayor flexibilidad y fueron mas
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faciles de remover del colector. En el caso del material 5, si bien no es tan quebradizo, si se
rompe con facilidad y es muy dificil de desprender del colector.

La importancia de evaluar si es o no facil de separar el material del colector radica en
dos argumentos; 1) es mas facil trabajar con una pieza grande de material que después se
puede fragmentar en pedazos de diferentes medidas, que trabajar con piezas pequefias
dificiles de manipular por el tamafio y las cuales quiza no tengan las medidas necesarias
para lo que sean requeridas, y 2) el hecho de separar facilmente el material del colector
implica menor perdida de componentes y mejores caracteristicas para su posterior manejo.

De cada uno de los materiales obtenidos se tomo6 aproximadamente la mitad, porcion
que se sumergid en alcohol isopropilico durante 1 hora para observar posibles cambios en
sus propiedades. Con esto lo que se espera es provocar un aumento en la porosidad del
material, de tal manera que este sea mas flexible, y a nivel microscopico exista un espacio
mayor para el crecimiento celular y la angiogénesis. A partir de ahora los materiales
tratados se nombran con el numero del material del cual se tomaron y adicionando la letra
A, para diferenciar los materiales tratados (A) y los no tratados con alcohol isopropilico.

7.1.1.1 Analisis estructural mediante FESEM
7.1.1.1.1 Muestras 1y 1.A

En la Figura 9 se muestran las imagenes obtenidas por FESEM de los materiales 1 y
1.A, donde se puede observar que: a) no hubo formacién de nanofibras, aun cuando a
simple vista el jet se formo, el material finalmente llegé al colector en forma de gotas, b) no
se observa ningun efecto del isopropanol que provoque un cambio morfolégico sobre el
material tratado.

Figura 9. Materiales 1 y 1.A, iméagenes obtenidas por FESEM a X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV,
1 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC
(25:37.5/37.5) A) sin tratamiento con isopropanol y B) tratada con isopropanol.

21



Sintesis de Materiales Compuestos Base Biopolimero Mediante el Proceso de Electrohilado

7.1.1.1.2 Muestra2y 2.A

El analisis por FESEM de la Figura 10 muestra que el material se colocé por la cara que
se encontraba unida al colector (en adelante a esta cara se le nombrara simplemente como
la parte de atras del material) este hecho se denota, por las lineas que se observan en el
material (Figura 10 A), las cuales son caracteristicas del colector, por esta razén, no es
posible verificar la formacion de nanofibras en la superficie expuesta al jet.

Figura 10. Material 2 y 2.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000 y B) X10000
de la mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5).

En la Figura 11 se observa que el material estd colocado por la cara frontal con beads
(defectos) caracteristicos del goteo, y pequefias fibras dispersas.

Figura 11. Material 2.A, Imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000 y B) X10000 de
muestras obtenidas a: 20 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector fijo, de la
mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5), tratada con isopropanol.

7.1.1.1.3 Muestras 3y 3.A

En la Figura 12 es facil observar que el material se colocé por la cara de atras ya que se
denotan zonas con fracturas o poros. Al observar la Figura 13 la cual es la cara frontal, se
observa que realmente el material es poroso y se observan algunas fibras, aunque con
muchos defectos. Esto indica que al reducir la velocidad de flujo de inyeccion la
posibilidad de obtener fibras aumenta.
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Figura 12. Material 3, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000 y B) X10000 de
muestras obtenidas a: 20 kV, 0.25 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector fijo, de la
mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5).

R

Figura 13. Material 3.A, imégenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.25 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5), tratada con isopropanol.

Al observar los materiales 4, 5 y 10, de manera general es posible verificar que el
proceso de electrohilado fue exitoso, pues en los tres casos se observan nanofibras. Y
aunque existen defectos estos podrian minimizarse al cambiar las condiciones del proceso,
como la velocidad de flujo para evitar goteo. De manera general fue posible verificar a
través del analisis por microscopia electronica que este lote de muestras tampoco registra
cambios morfoldgicos al tratarlas con isopropanol, razon por la cual se presentara
indistintamente la morfologia de los materiales con o sin tratamiento.
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7.1.1.1.4 Muestra4dy 4.A

De acuerdo a la Figura 14, en este material se observa que la formacion de colecciones
de nanofibras fue exitosa, con la presencia de pocos defectos por goteo de la disolucion
(Figura 14.A). Sin embargo, existe presencia de imperfecciones a lo largo de las nanofibras,
ya que se deforman cambiando de diametro drasticamente, este tipo de defectos son
denominados “beads” (cuentas), y son provocados por la inestabilidad capilar, dicha
inestabilidad causa que el jet cilindrico de un liquido colapse lo que ocurre cuando hay una
reduccion en la carga eléctrica llevada por el jet, por lo que la estructura solidifica en forma
de nanofibras con “cuentas”. No es inusual que se produzcan perlas o ramas producidas por
la inestabilidad de flexion pero es raro que se produzcan al mismo tiempo [21]. De la
Figura 14 D, obtenida a X 30 000 se determind un diametro de 121 nm en la zona mas
homogénea de la nanofibra.

Figura 14. Material 4, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X30000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 1 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8
en colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5).

7.1.1.1.5 Muestra5y 5.A

En este material se observa la formacion de algunas fibras, pero con algunas
deficiencias provocadas por la distancia empleada entre la aguja y el colector. En la Figura
15.A, se denotan fracturas sobre el material, lo cual explica la complejidad para retirarlo del
colector dada su fragilidad. Se observan mas defectos sobre las fibras (comparando con el
material 4). El didmetro en la zona méas homogénea de la nanofibra es de 81.5 nm.
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Figura 15. Material 5, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X30000de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.65 mL/h, 15 cm aguja-colector y 40°C con aguja del
#8 en colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5).

7.1.1.1.6 Muestra 10y 10.A

En la Figura 16 se observa la formacion de fibras y un material con mayor porosidad,
lamentablemente las fibras obtenidas presentan una gran cantidad de defectos.

Figura 16. Material 10, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 19.5 kV, 0.7 mL/h, 13.5 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en
colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:37.5/37.5).

7.1.1.2 Analisis superficial EDS

Con el uso del equipo de FESEM, fue posible obtener los espectros EDS (Energy-
Dispersive X-ray Spectroscopy, también abreviada: EDX o XEDS) de algunas muestras, en
las que se observa la composicion elemental superficial de las mismas.
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La Figura 17 muestra los espectros EDS de la muestra 1y 1.A, en los cuales se observa
principalmente la presencia de carbono (C) y oxigeno (O); elementos principales elementos
en los biopolimeros utilizados para la produccion del material. Se tiene presencia de azufre
(S) y sodio (Na) provenientes de la sal de sulfato de condroitina, fldor (F) que
probablemente sea del 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanon usado como disolvente para el
coléageno, fésforo (P), potasio (K) y cloro (Cl) que podrian ser contaminacion del material o
el agua utilizada (es importante recordar que el Cu es el material usado para recubrir las
muestras y es por eso que aparece en todos los espectros EDS).
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Figura 17. Espectros EDS de las muestras 1y 1.A.

Ya que los materiales 2, 2.A, 3y 3.A se obtuvieron de la misma mezcla, la composicion
superficial que presentan los materiales es muy similar a los mostrados en la Figura 17, por
lo cual no se muestran.

Debido a que los materiales 4, 5, 10 y sus homdlogos tratados con isopropanol se
elaboraron partiendo de una mezcla preparada posteriormente, se optd por obtener un

26



Sintesis de Materiales Compuestos Base Biopolimero Mediante el Proceso de Electrohilado

espectro EDS del material 4 para comparar su composicion superficial con la de los
primeros materiales. En el espectro, mostrado en la Figura 18 se observan trazas de silicio
(Si), compuesto que no se detectd en los materiales anteriores, y que puede ser
contaminacion del material por polvo. Algo interesante es la diferencia entre los picos de
los dos principales elementos; el carbono y el oxigeno, los cuales en los anélisis EDS de los
materiales obtenidos con la primera preparacion de mezcla el pico de mayor intensidad es
el proveniente de los fotones del oxigeno (algo que seria ilogico si se toma en cuenta que la
composicion de los biopolimeros utilizados presentan una mayor cantidad de atomos de
carbono que de oxigeno), mientras que el material 4 presenta como pico mas alto que el de
los fotones obtenidos del carbono. Posiblemente los materiales 1, 2 y 3 estén reteniendo una
gran cantidad de agua y de ahi provienen los conteos mas altos de fotones de oxigeno, ya
que estos materiales no se obtuvieron como fibras como consecuencia de un deficiente
secado del jet antes de llegar al colector.
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Figura 18. Espectros EDS de la muestra 4.

7.1.1.3 Analisis infrarrojo

A manera de antecedente y para un mejor analisis de los datos obtenidos mediante
espectroscopia de infrarrojo, se obtuvieron los espectros FTIR de los compuestos que
forman la mezcla de forma individual, los cuales se muestran en la Figura 19. En conjunto
con los espectros, se presenta en la Tabla 5 las frecuencias principales que presentan las
vibraciones caracteristicas y sus asignaciones.
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Figura 19. Espectro FTIR del colageno, PVA 'y SC.

Tabla 5. Vibraciones principales observadas en los espectros FTIR de colageno, PVA 'y SC.

Colageno PVA SC
Frecuencia . ., Frecuencia . L, Frecuencia . .,
4 Asignacion 4 Asignacion 4 Asignacion
(cm™) (cm™) (cm™)
3289.16 Esura;nﬁ?ﬁo O-H 3281.54 Estiramiento O-H 3352.82 Estiramiento O-H
2922.44 Estiramiento C-H 2937.63 Estiramiento C-H 2928.30 Estiramiento C-H
. Tension C-Oy Tension C-Oy
2852.17 Estiramiento C-H 1417.07 1412.46
Cc-C Cc-C
Tension C-O
1742.49 Estiramiento C=0 1328.76 Estiramiento C-O 1375.15 cC y
Torsibn O-H y
Estiramiento C=0 tensién C-O de Tension C-O'y
1634.34 de amida 1142.09 alcoholes 1226.70 cC
secundarios
Torsién O-H y
., tensioén C-O de Estiramiento C-O
1537.63 Torsion N-H 1088.26 alcoholes 1023.40 de esteres
secundarios
» Tension .,
1455.10 Tension C-C 916.56 cC 923.61 Tension C-C
1335.27 Tension C-O y 845.18 Tension 855.79 Balanceo N-H
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C-C C-C de metilenos

1284.06 Tension C-Oy 29165 Balanceo C-Hy

' C-C ' N-H
121453 Tension C-N y

' C-C
1177.74 Tension C-N 'y

' C-C
1098.77 Tension C-N y

' C-C
892.81 Tensiéon C-C
841.87 Tension C-C

Balanceo C-Hy

720.27 N-H
684.23 Balanceo C-H

7.1.1.3.1 Materiales 1, 1.A, 2,2.A, 3y 3.A

Los primeros materiales sintetizados provienen de la misma mezcla por lo que es de
esperar que presenten las mismas vibraciones en el espectro de infrarrojo, y aunque tienen
gran similitud, se observan cambios en algunas regiones. En la figura 20 se muestran los
espectros FTIR de los materiales 1, 2 y 3 sin tratamiento con isopropanol, ya que sus
anélogos tratados no presentan cambios en las vibraciones.
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Se observa un ligero desplazamiento de la sefial ancha que se encuentra entre 3000 y
3600 cm™ de las muestras 1 y 2 respecto de la muestra 3. Ademas de que esta muestra
presenta una menor cantidad de vibraciones entre 1100 y 1400 cm™ particularmente si se
compara con la muestra 1, de igual forma, en esta misma zona la muestra también presenta
menos sefiales pero en una menor proporcion que en la muestra 3. Asi mismo la vibracién
presente en aproximadamente 1232 cm™, solo aparece en las muestras 2 y 3. En la Tabla 6
se muestran las vibraciones de la muestra 1 y se comparan con las de los compuestos que
componen la mezcla (las vibraciones de los materiales 2 y 3 son similares a las del material
1, exceptuando las que solo aparecen en el material 1).

Tabla 6. Comparativo de las sefiales de FTIR de la muestral con los componentes de la mezcla.

Muestra 1 Colageno PVA SC
Frecuencia Asianacién Frecuencia Frecuencia Frecuencia
(cm™) g (cm™) (cm™) (cm™)
3264.39 ES“ra;";jf‘;O O-H 3289.16 3281.54 3352.82
2925.83 Estiramiento C-H 2922.44 2937.63 2928.30
2854.62 Estiramiento C-H 2852.17 1417.07 1412.46
1742.85 Estiramiento C=0 1742.49 1328.76 1375.15
1632.06 Estiramiento C=0 1634.34 1142.09 1226.70

de amida
Tension C-O
1414.83 cC y 1537.63 1088.26 1023.40
1331.33 Estiramiento C-O 1455.10 916.56 923.61
Tension C-O
1276.91 oc y 1335.27 845.18 855.79
Tension C-O y
1259.12 1284.06 721.65
C-C
Torsién O-H'y
1142.01 tension C:0lde 1214.53
alcoholes
secundarios
Torsiébn O-H'y
1084.77 tension C-O de 1177.74
alcoholes
secundarios
Tension
919.30 1098.77
C-C
Tensién
842.63 ] 892.81
C-C de metilenos
764.47 R Y 841.87
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720.27

684.23

En la Tabla 6 se resaltan algunas de las vibraciones que se encuentran en la muestra 1,
las cuales son muy similares a algunas vibraciones de los polimeros que componen la
mezcla. Particularmente las vibraciones entre 1742 y 1630 cm™(en azul) son similares a las
del colageno en el mismo rango y comparando sus espectros, son muy similares
(principalmente con los materiales 2 y 3 que tienen las mismas sefiales). Las vibraciones
marcadas en rojo son muy parecidas a las del PVA y como se analizard mas adelante, estas
sefiales se conservan al cambiar las concentraciones de los polimeros.

7.1.1.3.2 Materiales 4, 4.A,5,5.A,10y 10.A

Al provenir de la misma mezcla, las muestras presentan las mismas vibraciones en el
espectro de FTIR, por lo que solo se analizan las vibraciones del material 4. Las
vibraciones presentes en el material 4 son similares a las de las muestras de los materiales
1, 2 y 3, pero aparecen una menor cantidad de vibraciones. Ademas de que el espectro
muestra un mayor parecido con el espectro del PVA, tal como se observa en la Figura 21,
donde se denota que entre 800 y 1420 cm™, de las ocho vibraciones que aparecen en el
material 4, seis coinciden con las que aparecen en el PVA no solo en el nimero de onda en
el que aparecen, sino también en intensidad. La Tabla 7 muestra una comparacién de las
vibraciones obtenidas de las muestras 1y 4.
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Figura 21. Espectros FTIR de las muestras 4 y 4.A.
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Tabla 7. Comparativo de las sefiales de FTIR de la muestral, 4 y 4.A.

Muestra 1 Muestra 4
Frecuencia . ., Frecuencia . .,

1 Asignacion I Asignacion
(cm™) (cm™)
3264.39 Estiramiento O-H y N-H 3331.34 Estiramiento O-H y N-H
2925.83 Estiramiento C-H 2941.80 Estiramiento C-H
2854.62 Estiramiento C-H
1742.85 Estiramiento C=0
1632.06 Estiramiento C=0 de amida 1669.27 Estiramiento C=0 de amida
e Tension C-O y e Tension C-O y

' Cc-C ’ Cc-C
1331.33 Estiramiento C-O 1375.82 Estiramiento C-O

Tension C-O y N
1276.91 cC 1338.57 Estiramiento C-O
1259.12 Tension C-Oy C-C 1203.15 Tensién C-Oy C-C
Torsion O-H y tension C-O de Torsion O-H y tension C-O de
1142.01 alcoholes secundarios 113884 alcoholes secundarios
Torsion O-H y tensiéon C-O de Torsion O-H y tension C-O de

1084.77 alcoholes secundarios 1092.31 alcoholes secundarios
919.30 Tension 920.97 Tension

' C-C ‘ C-C
842,63 Tensidn 842.47 Tensién

' C-C de metilenos ' C-C de metilenos
764.47 Balanceo C-H y N-H
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7.1.2. Combinacion CG/PVA + SC (25/50+25)

La combinacion CG/PVA+SC (25/50+25) esta compuesta de una mezcla de las
disoluciones poliméricas indicadas en la seccion de materiales y métodos, en la siguiente
proporcion: Colageno 25%, PVA 50 % y SC 25 %, lo que equivale a 0.32 g de colageno,
1.6 g de PVA y 0.25 g de SC por cada 40 mL de disolucion total. Los primeros 4 materiales
obtenidos partieron de una misma disolucion, mientras que los otros cuatro se elaboraron a
partir de una disolucion preparada después observar los buenos resultados obtenidos con
esta mezcla de polimeros. Una vez preparada, la mezcla se dejé en reposo por algunas
horas, de esta manera que se presentd la precipitacion de uno de los componentes de la
mezcla, posiblemente el coldgeno. Los 8 materiales de esta proporcion de la mezcla, se
obtuvieron empleando los parametros de electrohilado descritos en la Tabla 8:

Tabla 8. Condiciones de procesamiento de los materiales creados en la segunda ronda de experimentos.

Distancia V de 1;;?;20 Can(;(iedad
Material c?)?:él'?c; r V(OIK?)JG ir]:gl/g(?c?c'?n Aguja Tem?oe é‘;ltu a1 Colector del disolucion
(cm) (mL/h) proceso usada
(horas) (mL)
6 15 20 0.72 #8 40 Fijo 8 7.2
7 15 20 0.5 #6 40 Fijo 8 4.5
8 12 20 1.0 #8 40 Fijo 8 8.0
9 135 20 0.7 #8 40 Fijo 7 4.9
14 12 19 0.5 #8 40 Fijo 14 7.0
15 12 155 0.5 #8 T. A Fijo 13 6.5
16 12 15.5 0.75 #8 40 Rotatorio 6 4.5
17 12 155 0.5 #8 T. A Rotatorio 6 3.0

En el caso de los materiales 6, 8 y 9 se vario la distancia aguja-colector para determinar
su efecto en la morfologia, manteniendo el voltaje, la temperatura y la aguja sin cambios. El
material 7 es resultado de tratar de verificar la influencia del didmetro de la aguja, por lo
que se empled un diametro menor (se intento repetirlo empleando las otras dos distancias,
sin embargo, no fue posible estabilizar el jet). Los materiales 14, 15, 16 y 17 son cambios
basados en los resultados del analisis del material 8, del cual se observaron las mejores
cualidades, por lo que la distancia se mantuvo, cambiando parametros importantes como el
voltaje, la temperatura y el tipo de colector. Para la elaboracion de todos los materiales la
mejor velocidad de flujo de inyeccidn se determind por observacion, es decir, se uso la que
proporcionaba el mejor jet visible al momento de trabajar con la disolucion.

Los materiales obtenidos se secaron en estufa a 50 °C para después retirarlos del
colector, los resultados se muestran en la Tabla 9. En general las muestras son féciles de
manejar, no se quiebran tan facilmente, sino que son un poco flexibles y ademas se
recuperaron en cantidades superiores al 50 % del contenido del colector lo que ayuda a
futuro para realizar varias pruebas.
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Tabla 9. Caracteristicas de los materiales obtenidos a partir de la combinaciéon: CG/PVA + SC

(25/50+25).

Material

Apariencia

Observaciones

Se pudo remover del colector mas del 90 % de la muestra en una sola

g pieza, el material es flexible y no es quebradizo.
7 Se recuper6 alrededor de un 60 % del contenido del colector, el material es
un poco flexible.
8 Fue posible obtener un 70 % de lo contenido en el colector, el material
ligeramente flexible, de textura aterciopelada y no es quebradizo.

9 Se recupero un aproximado de 50%. El material es quebradizo.

El material se pudo retirar en mas de un 90 % del contenido en el colector
14 y en una sola pieza. El material es moderadamente flexible, presentando

una cara lisa justo por el lado unido al colector.

El material se pudo retirar en mas de un 90 % del contenido en el colector

15 y en una sola pieza. EI material es moderadamente flexible, presentando

una cara lisa justo por el lado unido al colector.

34




Sintesis de Materiales Compuestos Base Biopolimero Mediante el Proceso de Electrohilado

El material se pudo retirar en mas de un 90 % del contenido en el colector
y en una sola pieza. El material es moderadamente flexible, presentando
una cara lisa justo por el lado unido al colector.

16

El material se pudo retirar en mas de un 90 % del contenido en el colector
17 y en una sola pieza. El material es moderadamente flexible, presentando
una cara lisa justo por el lado unido al colector.

De cada uno de los materiales obtenidos se tomo aproximadamente la mitad, porcién
que se sumergio en alcohol isopropilico durante 1 hora para observar si existe algin cambio
en sus propiedades. De manera similar, las muestras tratadas se designan agregando la letra
“A”, es decir 6.A, 7.A 8.A, etc.

7.1.2.1 Analisis morfolédgico por FESEM

Se observa que el uso de PVA en mayor cantidad aumenta la resistencia mecéanica del
material asi como su flexibilidad, ademas de que la disolucion es més viscosa, razon por la
cual a mayor distancia aguja-colector se presenta goteo. Esto Ultimo explica que las
muestras 6 y 7 presenten varios defectos en el electrohilado, seguramente provocados por el
exceso de goteo. Es interesante el hecho de que la muestra 6 con tantos defectos durante el
proceso, sea la que tiene las mejores propiedades a nivel macroscépico, ya que es la de
mayor resistencia y flexibilidad, ademés de haber sido separado del colector mas del 90%
del material en una sola pieza. Parece ser que en este caso los defectos promueven una
mejora en las propiedades macroscopicas, quizd por haber una mayor cantidad de
interacciones tipo Van der Waals.

7.1.2.1.1 Muestras 6y 6.A

Al analizar el material generado, a nivel microscépico (Figura 22) es posible observar la
formacion de fibras con una gran cantidad de defectos, asi como una gran cantidad de
goteo, el cual parece ser resultado del aumento en la distancia aguja-colector. De igual
manera que en los materiales antes analizados, no se percibe ningin cambio morfolégico
por el tratamiento con isopropanol, por lo que solo se presentan las imagenes de la muestra
tratada.
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Figura 22. Material 6.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.72 mL/h, 15 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25), tratada con isopropanol.

7.1.2.1.2 Muestras 7y 7.A

Este material presenta algunas fibras pero con una gran cantidad de defectos por goteo
sobre el material (Figura23), algo predecible debido a la dificultad que represento la
estabilizacion en la formacién del jet de electrohilado. De la misma manera, no se observan
cambios en los materiales al tratarlo con isopropanol, por lo que solo se presenta la muestra
tratada.
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Figura 23. Material 7.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.5 mL/h, 15 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #6 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25), tratada con isopropanol.

7.1.2.1.3 Muestras 8 y 8.A

El material 8 presenta una gran cantidad de fibras, y como se observa en las Figura 24A,
no presentan defectos por goteo. Las fibras obtenidas contintan presentando defectos,
asociados a la dificultad para disolver o dispersar adecuadamente el colageno, problema en
el que se debe seguir trabajando. Un aumento del material 8 en la Figura 24 D, muestra que
las fibras tienen didametros alrededor de 85 nm, lo que se encuentra en la escala
nanomeétrica. En el material tratado con isopropanol no se observan cambios morfolégicos,
es decir, la porosidad es similar y las fibras no presentan cambios perceptibles por lo cual
solamente se presenta la muestra sin tratamiento.

Figura 24. Material 8, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X30000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 1 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8
en colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25).
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7.1.2.1.4 Muestras 9y 9.A

Se obtuvieron fibras con defectos, y el material presenta defectos por goteo, pero
ademas contiene defectos por aglutinamiento, lo que se observa como aglomeracion de
fibras en algunas zonas (Figura 25), provocando que existan zonas con gran porosidad, esto
explica que a nivel macroscépico el material es quebradizo. No se observan cambios
morfologicos en el material tratado con isopropanol, por lo que solo se presenta la muestra
sin tratamiento.

Figura 25. Material 9, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.7 mL/h, 13.5 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en
colector fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25).

7.1.2.1.5 Muestras 14y 14.A

En esta muestra se obtuvieron fibras con menos defectos que con el material 8, pero con
una gran cantidad de goteo sobre el material, el cual fue provocado por una obstruccion de
la aguja (Figura 26). En este caso no es posible verificar si existe alguin cambio en la
morfologia del material que se traté con isopropanol, ya que el material tratado fue
colocado para su observacion con la parte de atras hacia el detector del microscopio. Aun
asi se observd una orilla del material (Figura 27 A) donde se puede verificar que las fibras
existen pero no es posible observarlas facilmente.
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Figura 26. Material 14, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 19 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25).

Figura 27. Material 14.A, imégenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 19 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25), tratada con isopropanol.

Algunos aspectos importantes observados en la Figura 27A del material 14.A, son:

1) La parte del material que est4 en contacto con el colector, se colecta en
forma de una pelicula muy fina, una tendencia general en todos los materiales. Para
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esto se proponen dos explicaciones, a) la superficie del colector ain se encuentra
fria (mas fria que el sistema que apenas empieza a aumentar su temperatura a los 40
°C) al momento de empezar el proceso de electrohilado, por lo que al momento de
hacer contacto se aglomera en forma de pelicula; b) la carga neta sobre el colector al
inicio del proceso de electrohilado es mayor a la que se presenta en la superficie del
material que se estd acumulando. Esta pequefia diferencia de carga podria provocar
que el jet se mueva ligeramente méas rapido y se provoque el aplastamiento y la
formacion de la pelicula. Una posible forma de verificar si realmente disminuye la
carga neta en la superficie del material que se esta electrohilando seria adicionar
mezcla polimérica constantemente, hasta que el jet no pueda formarse, o sea
necesario aumentar el voltaje para mantener el jet; esto implicaria también el limite
en el grosor que se puede alcanzar en un material electrohilado.

2) Es posible observar la formacion de por lo menos tres o cuatro capas del
material, las cuales parecen como finas peliculas sobre las cuales se forman las
fibras. Para un mejor andlisis de esta peculiaridad, serd necesario observar méas
zonas tanto de este mismo material, como de otros por la orilla de la cara trasera.

7.1.2.1.6 Muestras 15y 15.A

Las fibras observadas del material 15.A presentan defectos de gran tamafio (Figura 28),
con la particularidad de que existe aglomeracion de fibras y goteo. Es posible que la
aglomeracién se deba a que las fibras a temperatura ambiente no alcanzan a secar y se
juntan unas con otras. EI material 15 se coloco con la parte trasera hacia el analizador del
microscopio, por lo que no es posible diferenciar si existen variaciones morfologicas entre
el material tratado con isopropanol y el no tratado.

P e x e

Figura 28. Material 15.A imégenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 15.5 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25), tratada con isopropanol.
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7.1.2.1.7 Muestras 16 y 16.A

En la Figura 29 se observan defectos por goteo y los anteriormente observados debido
al problema de dispersar adecuadamente los componentes de la mezcla. Hay una gran
cantidad de fibras a lo largo del material y fue posible medir los didmetros de algunas, los
cuales estan entre 41.7 nm y 108 nm. Si bien no se han eliminado los defectos por
completo, si se ha logrado obtener nanofibras mas delgadas empleando un colector
rotatorio (recordando que los diametros del material 8 eran de alrededor de 85 nm). Entre
los materiales 16 y 16.A no se detectan cambios morfoldgicos significativos por lo que solo
se presenta la muestra con tratamiento.

Figura 29 Material 16.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X40000 de muestras obtenidas a: 15.5 kV, 0.75 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40°C con aguja
del #8 en colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25), tratada con isopropanol.

7.1.2.1.8 Muestras 17y 17.A

La morfologia de esta muestra sin y con tratamiento se muestra en las Figuras 30 y 31,
respectivamente. A diferencia de lo que ocurre con el material 15 que al trabajar a
temperatura ambiente se provocan aglomeraciones de fibras, en este caso, con el uso de un
colector rotatorio no se presenta este problema. Esto se atribuye a que la rotacion promueve
un ligero estiramiento de las fibras, y al no estar completamente secas al momento de tocar
el colector, este estiramiento es mas factible, al mismo tiempo, la rotacion favorece el
secado de las fibras y no se presenta aglomeracién. Aun asi es importante observar que este
material presenta una menor porosidad que material 16.

En este caso la Figura 30D muestra diametros de las fibras de 59.3 nm, 107 nm y 119
nm, mientras que las de la Figura 31D son de 31.9 nm, 77.9 nm y 115 nm. Esto no quiere
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decir que exista un efecto directo por el uso de isopropanol en la muestra 17.A,
simplemente es otra zona del material la que se esta observando. El efecto que se esperaria
es un aumento en la porosidad, lo que hasta el momento no se ha observado.

Figura 30. Material 17, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X40000 de muestras obtenidas a: 15.5 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del
#8 en colector rotatorio, de la mezcla CG/PV.

& st B iz

Figura 31. Material 17.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X40000 de muestras obtenidas a: 15.5 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del
#8 en colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA + SC (25:50/25) tratada con isopropanol.
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7.1.2.2 Analisis infrarrojo

7.1.2.2.1 Muestras6a9y6.Aa9A

Los espectros FTIR de las muestras 6, 7, 8, 9 y sus homdlogos tratados con isopropanol
presentan vibraciones muy similares entre si por lo que solo se presenta un espectro FTIR,
el del material 7 (figura 32), en el que ademas se observa un gran parecido a las de los
espectros antes analizados, principalmente con el del material 4 el cual solo difiere por una
vibracion presente en 1236 cm™ la cual en estos espectro es de mayor intensidad que en el
material 4. Ademas tienen una mayor similitud con el espectro FTIR del PVA, esto era de
esperarse ya que la concentracion de PVA es mayor en estas muestras.

Las asignaciones de las vibraciones son las mismas que las de la muestra 1 y 4
analizadas anteriormente.
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Figura 32. Espectros FTIR del material 7.
7.1.2.2.2 Muestras 14,1516y 17

Aungue estas muestras provienen de una mezcla similar a la anterior, es importante
recordar que en este caso la disolucion final de la mezcla se dejo reposar, de tal manera que
las particulas no disueltas precipitaran para disminuir los defectos de las fibras, por lo cual
podria haber diferencias en los espectros FTIR obtenidos. En general las vibraciones
obtenidas para estas muestras son similares (Figura 33), sin embargo algunas vibraciones
de If‘ muestra 17, son de menor intensidad, ademas de la presencia de la vibracion en 1743
cm™.

La comparacién de los espectros de esta muestra 17 y del colageno puro se muestra en
la Figura 34. Se observa gran similitud de ambos espectros pero con diferencias evidentes
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en las intensidades de algunas vibraciones. La vibracion en 1743 cm™ de la muestra 17
coincide con la observada a 1742 cm™ del colageno, ademas aparece una vibracién en 684
cm™ que es idéntica a la del colageno, esta vibracién no aparece en los espectros de las
muestras 14, 15 y 16. Tomando en cuenta que el material 17 se elaboré con la ultima
porcion de la mezcla, es factible pensar que parte de las particulas precipitadas fueron
arrastradas al tomar la disolucion para su electrohilado, y que estas particulas sean

colageno.
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7.1.3. Combinacion CG/PVA + SC (25/25+50)

De esta mezcla fue posible obtener tres materiales, cuya elaboracion resulto complicada,
debido a que no era posible obtener un jet adecuado sin evitar taponamiento de la aguja o
goteo excesivo. Los parametros de electrohilado se describen en la Tabla 10. En general se
emplearon 12 cm de distancia aguja-colector, 20 kV y temperatura ambiente, ya que a
temperaturas mayores (40 °C) no fue posible obtener el material en forma de colecciones
de nanofibras aun cuando se realizaron varios ensayos a diferentes condiciones.

Tabla 10. Parametros de procesamiento de los materiales creados en la segunda ronda de experimentos.

. . Tiempo | Cantidad
Distancia
. . V de aprox. de
. aguja- | Voltaje . . . .
Material | ojector flujo | Aguja | Temperatura | Colector del disolucion
R proceso usada
(cm) (horas) (mL)
11 12 20 0.5 #8 T. A Fijo 6.5 2.0
12 12 20 0.3 #8 T. A Fijo 8 2.9
13 12.5 19 0.38 #8 T. A Rotatorio 8 3.11

Los materiales obtenidos se secaron en estufa a 50 °C durante 24 horas para después
retirarlos del colector, los resultados se muestran en la Tabla 11.

En general las propiedades macroscépicas de los materiales no son las ideales para su
manipulacion y la cantidad recuperada del colector es muy pequefia, exceptuando el
material 13. Siguiendo la metodologia descrita anteriormente, los materiales se dividieron
en dos partes y una fue tratada con isopropanol.

Tabla 11. Caracteristicas macroscéopicas de los materiales obtenidos a partir de la combinacion: CG/PVA
+ SC (25/25+50).

Material Apariencia Observaciones

Fue posible remover mas del 50 % del material depositado en el

11 colector, el cual es flexible y no es quebradizo. Pero muy delgado y
fragil.
12 Se recuperd menos de un 40% del contenido en el colector, el material

es flexible y fragil, pues se fragmenta facilmente.
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Fue posible obtener un 70 % de lo contenido en el colector, el material

= es rigido, de textura aterciopelada y quebradiza.

7.1.3.1 Analisis morfologico por FESEM

De manera general, a través del analisis microscopico se observa que ninguno de los
materiales se electrohild, lo cual indica que la disminucion en el contenido de PVA provoca
dificultades para el proceso de electrohilado para estas combinaciones probadas. Esto
indica que el PVA es el polimero con el que se llevan a cabo las principales interacciones
para que la mezcla sea uniforme, ademas de que es el componente que en mayor medida
favorece la produccion de mezclas con viscosidades adecuadas para electrohilar.

De manera general microscopicamente no se observaron cambios morfolégicos en las
muestras tratadas con isopropanol, razon por la cual solamente se muestra la morfologia de
una de las muestras (pudiendo ser la tratada o la no tratada con isopropanol).

7.1.3.1.1 Muestras 11y 11.A

La Figura 35 muestra la morfologia del material 11, se observa que esta mezcla no tiene
las caracteristicas adecuadas para su electrohilado ya que existen muchas particulas
dispersas que no se integraron adecuadamente a la mezcla. En este caso, tampoco existen
diferencias morfoldgicas significantes entre el material tratado con isopropanol y el no
tratado.

46




Sintesis de Materiales Compuestos Base Biopolimero Mediante el Proceso de Electrohilado

Figura 35. Material 11.A, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.5 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:25/50), tratada con isopropanol.

7.1.3.1.2 Muestras 12y 12.A

Como se observa en la Figura 36 esta muestra tampoco se electrohild, solo se observan
miles de particulas en forma de esferas y ligeros vestigios de la formacién de fibras. Sin
embargo, aun cuando no fue posible electrohilar esta combinacion, las caracteristicas
morfoldgicas del material resultante son igualmente atractivas para su posible uso como
biomaterial, ya que se observa una alta relacién superficie-volumen y gran porosidad
interconectada, ademas de que el tamafio de las esferas se mantiene en la escala
nanomeétrica y la distribucion del tamafio de las esferas no es muy amplia, aunado al hecho
de que estén distribuidas homogéneamente.

Figura 36. Material 12, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 20 kV, 0.3 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA + SC (25:25/50).
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7.1.3.1.3 Muestras 13y 13.A

De igual manera, esta muestra no fue electrohilable, ya que de acuerdo a las imagenes
FESEM mostradas en la Figura 37 aln se observa gran cantidad de particulas esféricas y
solo rastros de fibras que empiezan a formarse, sin embargo, estas esferas no tienen las
caracteristicas del material 12, es decir, el material no es homogéneo, por lo tanto, esta
combinacién no es tan atractiva.

Figura 37. Material 13, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 19 kV, 0.38 mL/h, 12.5 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en
colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA + SC (25:25/50).

7.1.3.2 Analisis infrarrojo

En el analisis de los espectros de infrarrojo de las muestras 11, 12, 13 y las tratadas con
isopropanol (ejemplificado en la Figura 38 con los espectros FTIR de las muestras 12 y
12.A), se observa que presentan espectros muy similares entre si, e inclusive muy parecidos
a los espectros que se obtienen de las otras combinaciones de esta misma mezcla,
particularmente se observa que algunas de las vibraciones principales siguen observandose
en 1141, 1084 y 850 cm™ que son caracteristicas del PVA
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Figura 38. Espectros FTIR de las muestras 12 y 12.A de la mezcla Colageno /PVA+SC (25/25+50).
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7.2. Combinacién Colageno /Alcohol polivinilico +Acido Hialurdnico

Se utiliz6 una mezcla en la proporcion: CG/PVA+HA (25/50+25), de la cual fue posible
obtener 9 materiales, los parametros de electrohilado se muestran en la Tabla 12. En
general se empled una distancia aguja-colector de 12 cm, variando de 40 °C a temperatura
ambiente, ademas del tipo de colector.

Tabla 12. Condiciones de procesamiento de los materiales creados en la segunda ronda de experimentos.

Distanci Tiempo Cantidad
. . V de . | Temperatur aprox. de
. aaguja- | Voltaje . Aguj . -
Material flujo a Colector del disolucién
colector (KV) a
(mL/h) (°C) proceso usada
(cm) (horas) (mL)
18 12 145 1.1 #8 T. A Fijo 4 4.0
19 12 145 0.75 #8 T. A Fijo 6.5 5
20 12 145 0.7 #8 40 Fijo 6.5 4.5
21 12 145 0.8 #8 T. A Rotatorio 6.5 5.2
22 12 14.5 0.6 #8 40 Rotatorio 6.7 4.2
23 12 145 0.6 #8 40 Rotatorio 7 4.2
24 12 15 0.75 #8 T. A Fijo 6.7 5
25 12 15 0.8 #8 40 Fijo 5 4
26 12 145 0.6 #8 T. A Rotatorio 4.6 5.6

De la Tabla 12, se observa que el material 18 presenta la velocidad de flujo de inyeccion
mayor, y aun cuando el jet fue fécil de estabilizar a esta velocidad, resulto poco
conveniente ya que como se observa en la Tabla 13 este material presento un considerable
escurrimiento de la disolucion, pues al estar a temperatura ambiente se seco
adecuadamente, por tal motivo las Gltimas dos horas de procesamiento la velocidad de flujo
de inyeccion se redujo a 0.75 mL/h. Los parametros para el electrohilado de los materiales
19 a 26 difieren principalmente en dos aspectos: la temperatura y el tipo de colector,
obteniendo dos materiales en un mismo tipo de colector a diferentes temperaturas.

Los materiales 23 a 26 son resultado de una prueba para el mejoramiento de la calidad
de las fibras, para tal caso, se utiliza ultra sonido (US) para promover la dispersion del
colageno. Esto se basa en el articulo de Dirk Dippold et all. [21], en el cual con ayuda de
ultrasonido mejoran la calidad de las fibras PCL-Colageno, (disminuyendo los defectos
asociados a la dificultad de dispersar el coldgeno) al exponer algunos minutos al US la
disolucion. En este caso, la disolucion preparada se agito durante 3 horas, se sometié a US
por 3 min y se agito 2 horas mas para después usarla.

En el caso especifico del material 26, utilizd una velocidad de flujo de inyeccién 0.6
mL/h y con 4.6 horas de electrohilado como se muestra en la Tabla 12, obteniendo una
cantidad mayor de disolucidon agregada respecto a los demas materiales. Esto se logro
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utilizando dos inyectores de la misma capacidad, empleando la misma velocidad de flujo y
agujas del mismo diametro, uniendo ambas agujas con un puente de cobre para garantizar
el mismo voltaje en ambas (Figura 39).

Figura 39. Agujas utilizadas para elaborar el material 26, unidas por un puente de cobre cubierto con
aislante.

Los materiales obtenidos se secaron en estufa a 50 °C para después retirarlos del
colector, los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas de los materiales obtenidos a partir de la combinacién: CG/PVA + HA
(25/50+25).

Material Apariencia Observaciones

Fue posible remover del colector casi el 100 % del material, el cual es
flexible, transparente y con apariencia de pelicula. Durante su
preparacion el material se escurrié como una disolucién muy densa,
como se observa en la parte resaltada con un circulo.

18

El material se obtuvo en més de un 90%, es transparente, flexible y

19 resistente.

Se obtuvo alrededor de 80% del contenido en el colector, el material es

20 flexible.
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21 Se recuperd mas de 80 % del material contenido en el colector, la
pelicula es flexible y no se rompe facilmente.

99 El material se recuperd en un 50 % aproximadamente, es flexible pero

quebradizo.
23 Se recupero alrededor de un 80% del contenido en el colector, la
pelicula es flexible y resistente, sin embargo las orillas son fragiles.

24 Se recuper6d mas del 90% del contenido en el colector, la pelicula es
ligeramente transparente, flexible y resistente.

25 Se recupero alrededor de un 70 % del contenido en el colector, el

material es flexible y resistente.
2% El material se recuperd en mas del 90% del contenido en el colector, es
flexible y resistente.

Al analizar con detalle la Tabla 13 y corroborar con la Tabla 12, se encuentran algunas
tendencias. Los materiales 20, 22, 25 y 23 se recuperan del colector en cantidades menores
y son mas fragiles, particularmente en las orillas. La dificultad para recuperar los materiales
es alun mas notoria en los elaborados con el colector rotatorio (22 y 23); probablemente el
secado es demasiado rapido, provocando mayor fragilidad en los materiales. Los materiales
elaborados a temperatura ambiente son mas resistentes y faciles de recuperar del colector
fijo (18, 19 y 24), son ligeramente transparentes y con una textura similar a la que se
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obtendria al formar peliculas de los materiales, estos grados de transparencia no se
observan en los materiales elaborados con el colector rotatorio. Esto sugiere que a
temperatura ambiente empleando el colector fijo el jet de electrohilado no seca
adecuadamente lo que promueve la aglomeracion de las fibras, mientras que empleando el
colector rotatorio, es precisamente su rotacion lo que ayuda a mejorar el secado, facilitando
la formacion de fibras.

7.2.1 Anélisis morfolégico por FESEM
7.2.1.1 Muestras 18 y 19
En ambos casos no se logro electrohilar adecuadamente (Figura 40), aunque las fibras

se formaron, las ramificaciones indican que el secado de estas fibras no fue adecuado lo que
promovio su aglomeracion en el colector.

Figura 40. A) Muestra 18 (velocidad de flujo: 1.1 mL/h) y B) muestral9 (velocidad de flujo: 0.75 mL/h),
imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de X10000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 12 cm aguja-
colector y T.A. con aguja del #8 en colector fijo, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25).

1.2.1.2 Muestra 20

Al elevar la temperatura a 40 °C se promueve la evaporacion del disolvente y por ende
la formacién de fibras (Figura 41), lo que indica que el secado es mas efectivo, ayudando a
que las fibras formadas no se aglomeren. En la Figura 41A se observa una gran cantidad de
defectos por goteo, lo que afecta la calidad del material, y sugiere que el disminuir la
velocidad de flujo de inyeccién ayuda a disminuir estos defectos. Probablemente, muchos
de estos defectos estén relacionados a la dificultad de disolucion de los componentes de la
mezcla, particularmente, en la Figura 41C se distinguen particulas pequefias alrededor de
las fibras.
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Figura 41. Material 20, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 0.7 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40 °C con aguja del #8 en
colector fijo, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25).

7.2.1.3 Muestra 21

Al igual que las muestras 18 y 19, la muestra 21 también se procesd a temperatura
ambiente, pero en este caso se presenta evidencia de la formacion de fibras en forma de
estructuras ramificadas, con una gran cantidad de defectos por goteo y defectos
relacionados a la dificultad de disolucion los componentes de la mezcla, igualmente existe
una gran cantidad de particulas pequefias dispersas y unidas a las fibras formadas (Figura
42).
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Figura 42. Material 21, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 0.8 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en colector
rotatorio, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25).

7.1.1.4 Muestra 22

En este caso, la muestra presenta menor cantidad de defectos por goteo pero una gran
cantidad de las particulas (las grandes esferas). Se evidencia la formacidon de fibras (Figura
43), por lo que es necesario analizar el cambio de algun parametro de electrohilado para
aumentar la cantidad de fibras y disminuir las particulas. No obstante, la morfologia y
arreglo estructural tridimensional de este material, puede resultar igualmente atractivo para
una posible aplicacion bioldgica dada la presencia de micro y nanoesferas y porosidad
interconectada.

Figura 43. Material 22, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 0.6 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40 °C con aguja del #8 en
colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25).
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7.2.1.5 Muestra 23

La muestra 23, que fue procesada bajo los mismos parametros de electrohilado que el
material 22, presenta la formacion de una mayor cantidad de fibras y una notable
disminucion de los defectos originados por la baja solubilidad de los componentes. La
cantidad de particulas pequefias formadas alrededor de las fibras también disminuye. En la
Figura 44D se presenta un acercamiento a X 40,000 aumentos, lo que permite la medicién
de los diametros de las fibras, los cuales en promedio son de 132 nm para las fibras mas
gruesas, y de 45 nm para las més delgadas.

Figura 44. Material 23, iméagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000, C)
X10000 y D) X40000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 0.6 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40 °C con aguja
del #8 en colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25), tratado con US.

7.2.1.6 Muestra 24

En la muestra 24 es posible observar que la mayor parte de la mezcla se aglomero
formando una pelicula, obteniendo solo algunas fibras, las cuales al hacer un acercamiento
(Figura 45C) presentan las mismas ramificaciones observadas en los materiales 18 y 19.
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Figura 45. Material 24, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 15 kV, 0.75 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25) tratado con US.

7.2.1.7 Muestra 25

Aumentando la temperatura se logra obtener una mayor cantidad de fibras (como ha
sido la tendencia al trabajar con este mezcla de polimeros), con varios defectos por goteo y
los y la obtencion de micro y nano esferas (Figura 46).

Figura 46. Material 25, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 y C)
X10000 de muestras obtenidas a: 15 kV, 0.8 mL/h, 12 cm aguja-colector y 40 °C con aguja del #8 en colector
fijo, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25) tratado con US.

7.2.1.8 Muestra 26

Al trabajar a temperatura ambiente con el colector rotatorio se observan algunos
defectos por goteo (muestra 26, Figura 47). Bajo estas condiciones, se logra la formacion
de una gran cantidad de fibras, de las cuales llama la atencion la presencia de fibras muy
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gruesas (comparadas con las de sus alrededores), que como se aprecia en la Figura 47B
tienen didmetros de alrededor de 1 um. Estas fibras gruesas pueden ser resultado de la
combinacién de 2 o mas fibras al cruzarse los jets provenientes de las dos agujas (debido a
que este material se obtuvo usando dos inyectores a la misma velocidad de flujo de
inyeccion). Un acercamiento en la muestra permite observar en la Figura 47D diametros
promedio de las fibras mas gruesas de 84.5 nm (sin tomar en cuenta las mencionadas
anteriormente) y de 41.9 nm de las més delgadas.

Figura 47. Material 26, imagenes obtenidas por FESEM con aumentos de A) X1000, B) X5000 C)
X10000 y D) X40000 de muestras obtenidas a: 14.5 kV, 0.6 mL/h, 12 cm aguja-colector y T.A. con aguja del
#8 en colector rotatorio, de la mezcla CG/PVA+HA (25/50+25) tratado con ultrasonido.

7.2.2 Andlisis infrarrojo

En la Figura 48 se muestra los espectros FTIR de la muestra 20 y él HA puro. La
asignacion de las vibraciones caracteristicas del HA se describen en la Tabla 14. En general
se observa que las vibraciones FTIR de los materiales provenientes de la mezcla
Colageno/PVA+HA (25/50+25) son muy parecidas entre si y no observan diferencias
significativas respecto del espectro de la mezcla colageno/PVA+SC, solamente en un ligero
desplazamiento de la vibracion observada en 1682 cm™, la cual en el espectro de la mezcla
Coléageno/PVA+SC aparece a menor frecuencia.
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Figura 48. Espectro FTIR del &cido hialurénico.

Tabla 14. Asignacion de las sefiales de FTIR del HA.

HA

Frecuencia (cm™)

Asignacion

3298.41 Estiramiento O-H y N-H
2928.94 Estiramiento C=0 de amida
1607.20 Estiramiento C=0 de amida
1405.93 Tension C-C
1375.55 Tension C-Oy C-C
1322.46 Tension C-O y C-C
1148.91 Tension C-N y C-C
1030.95 Tension C-N y C-C
947.00 Tension C-C
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7.3. Anélisis Térmicos
7.3.1. Anélisis Termogravimetrico (TGA)

En un analisis termogravimétrico se registra de manera continua el cambio en la masa
de una muestra respecto del cambio en la temperatura, bajo una atmosfera controlada. Para
este caso se tomaron de 5 a 10 mg de muestra los cuales se colocaron en la balanza del
equipo de DSC y TGA del Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales de la
UMSNH (Figura 49).

Figura 49. Equipo para andlisis DSC y TGA.

Los experimentos se realizaron en funcién de la temperatura (experimento dindmico),
realizando dos rampas de calentamiento, iniciando con 3 min a temperatura ambiente para
estabilizar el equipo para posteriormente calentar a una velocidad calentamiento de 20
°C/min hasta alcanzar los 120 °C, permaneciendo durante 10 min a 120 °C. Este primer
calentamiento y su isoterma tienen la finalidad de eliminar y determinar el contenido de
humedad en el material. A continuacion, se realiza un enfriamiento hasta una temperatura
entre 50 y 25 °C. Finalmente, se realiza un segundo calentamiento desde esta Ultima
temperatura hasta alcanzar los 400 °C a una velocidad de 10 °C/min (la Figura 50 resume
las rampas de calentamiento y enfriamiento realizadas).

400 °C

50a25°C

3 min para estabilizar

Figura 50. Rampa de calentamiento para los analisis térmicos.
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Se analizaron las muestras 4 (Colageno/PVA+SC en la proporcion 25/37.5+37.5), 8 y
una pelicula obtenida a partir de la combinacion Colageno/PVA+SC en la proporcion
25/50+25 (la misma de la muestra 8). Estas muestras fueron elegidas debido que son las
que presentan una mejor calidad.

El termograma resultante (Figura 51) muestra tres pérdidas principales de peso en cada
una de las muestras. La primera es originada por la pérdida de los diferentes tipos de agua
presentes en las muestras, representando un 6.95% de pérdida de peso en el material 4,
5.55% en el material 8 y un 4.71% de pérdida en la pelicula. Se observa que después del
primer calentamiento donde se pierde el agua, en el segundo calentamiento no se registran
pérdidas de peso hasta llegar a una temperatura entre 225 y 230 °C, donde inicia la
descomposicion térmica de los materiales, siendo muy similar para los tres casos. Esta
primer fase de descomposicion en el caso de polimeros suele atribuirse a la perdida de
grupos funcionales que se convierten en grupos volatiles, tal es el caso de los hidréxidos
que suelen estar acompafiados de un hidrogeno en forma de agua, nitrégenos en forma de
amoniaco, carbonilos en forma de CO,, etc. [23]

Alrededor de los 290 °C se presenta un aumento en la velocidad de descomposicion, lo
que se atribuye a la descomposicion total de la estructura polimérica, en la cual se forman
de hidrocarburos volatiles principalmente (es decir las estructuras poliméricas se rompen
obteniéndose fragmentos pequefios y volatiles). Al alcanzar los 400 °C, las tres muestras se
descomponen por completo quedando solo cenizas. Al final del proceso el material 4 perdio6
un 73.55% de su peso, el material 8 un 75.14 % de peso y la muestra en forma de pelicula
un 69.49%.
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Figura 51. Termograma de las muestras de los materiales 4, 8 y de una pelicula con la misma
composicidn que el material 8.

Se observa que el material 4 absorbe una mayor cantidad de humedad, y que aun
cuando los tres materiales se descomponen casi a la misma temperatura, la pelicula se
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descompone a una velocidad menor, lo que indica que el material en forma de peliculas es
ligeramente méas estable, comparado con su homologo en forma de colecciones de
nanofibras (muestra8).

Un analisis méas detallado de la primera pérdida de peso de los tres materiales permite
identificar como se origina la pérdida gradual de peso, al relacionarla con el tipo de
humedad presente en la muestra, ademas de poder determinar un aproximado de la cantidad
de cada tipo de humedad contenida en las muestras. En la Figura 52 es posible observar la
pérdida tanto de agua libre, agua intermedia y agua ligada [24] en las tres muestras. La
primer pérdida de peso esta relacionada con la evaporacion del agua libre la cual en estos
casos se presenta entre los 20 y 33 °C, representando una pérdida entre 0.7 a 0.9%, la
muestra 4 presenta una mayor velocidad de eliminacion. Ademas se observa que la pérdida
de peso es ligeramente mayor en los materiales que estan en forma de nanofibras.

— = — Porcentaje de peso Muestra 4
Porcentaje de peso Muestra 8
100 —— Porcentaje de peso Pelicula
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Figura 52. Primer calentamiento de los materiales en la cual se registra la pérdida de peso debida a la
humedad retenida en los materiales.

La segunda pérdida de peso esta relacionada a la pérdida de agua por evaporacion, ya
que este tipo de agua presenta interacciones mas fuertes con los polimeros es de suponer
que se requiere de una mayor temperatura para provocar su salida. Al observar los datos de
la muestra 8 y de la pelicula, es facil determinar que existe una mayor cantidad de
absorcion de humedad en las fibras que en la pelicula, aun cuando ambas estan constituidas
por la misma combinacién y composicion. Esto se atribuye a la mayor area superficial
presente en las fibras, lo que permite que el agua pueda tener mayor interaccion con los
diferentes grupos funcionales presentes en la estructura de los polimeros. Por Gltimo el
hecho de que la muestra 4 registre una mayor pérdida de peso debido a la humedad se
puede atribuir a que existe una mayor cantidad de grupos funcionales expuestos (lo que
puede significar que es mas poroso), por lo que la probabilidad de encontrar agua ligada es
mayor en esta muestra.
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El analisis termogravimétrico del material 26 (mezcla colageno/PVA+HA, 25/50+25
elegida por la calidad de las fibras) se muestra en la Figura 53. Al comparar la pérdida total
de peso registrada en los materiales analizados anteriormente, se observa que esta muestra
registra una pérdida total de peso mayor (87%), ademas de que su descomposicién térmica
se presenta por debajo de los 400 °C. La descomposicion inicia a una temperatura
aproximada a los 190 °C. Por otro lado, el primer calentamiento provoca una pérdida de
peso alrededor de un 5%, asociada a perdida de humedad.

|— - — Porcentaje de pesol

100
\
90

80
70
60
50
40 +

Porcentaje de peso (%)

30+
20

10 T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 53. Termograma del material 26.

La Figura 54 muestra el termograma del primer calentamiento de este mismo material
(muestra 26), se observa la pérdida de 0.7 % peso del agua libre alrededor de los 20 °C y la
pérdida total de agua alrededor de 105 °C, representando un 5.3% del peso total, a su vez,
un 4.6% se adjudica la evaporacion de agua intermedia y ligada. Es importante denotar que
el agua retenida se evapora totalmente a una temperatura un poco menor que en los
materiales que contienen SC en lugar del HA.
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Figura 54. Termograma que indica la perdida de humedad presente en el materia 26.
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8. Conclusiones

Se ha logrado el objetivo principal de fabricar nanofibras Colageno/PVA/SC y
Colageno/PVA+HA mediante la técnica de electrohilado.

Se observo que al aumentar el contenido de PVA, se mejoraron las cualidades micro y
macroscapicas de los materiales, al facilitar el proceso de electrohilado.

La distancia aguja-colector 6ptima para el electrohilado de los materiales es entre 12 y
13 cm, aplicando voltajes entre 14 y 20 kV, con velocidades de flujos de inyeccion menores
a 1 mL/h. El aumento en la temperatura es crucial ya que los mejores resultados en general
se observaron a 40 °C, aunque con el uso del colector rotatorio la influencia de la
temperatura es menos notoria.

Se determind que el tratamiento de las colecciones de fibras con isopropanol no
ocasiona cambios morfoldgicos en los materiales. EI uso de ultrasonido para promover la
disolucion y mezcla de los componentes parece tampoco tener gran influencia en la mejora
de estas caracteristicas.

Se incluy6 también el uso de dos agujas conectadas por un puente de cobre inyectando
ambas disoluciones a una misma velocidad de flujo, con esto fue posible disminuir los
tiempos de electrohilado. Se observo en este caso la presencia de fibras de alrededor de una
micra de diametro, se cree que estas escasas fibras son resultado de zonas donde se
combinan los jets de ambas agujas dando como resultado la formacion de fibras mas
gruesas, que bien podrian proporcionar una mayor resistencia a los materiales.

El analisis por FTIR mostro que en general los espectros de los materiales tienden a ser
méas parecidos al del PVA que a los de los otros polimeros, lo cual sugiere que este
encapsula o rodea por completo a los otros dos polimeros y por lo tanto las sefiales de este
son las mas notorias.

Los analisis térmicos mostraron diferencias en la capacidad de retencion de humedad,
observando que la combinacion Colageno/PVA+SC (25/37.5+37.5) es la que retiene un
mayor porcentaje de humedad. De igual manera se observd que en los materiales en forma
de nanofibras la absorcién de humedad es mayor, esto se atribuye a la mayor area
superficial presente en las colecciones de fibras lo que proporciona un mayor nimero de
grupos funcionales hidrofilicos expuestos para su interaccion con la humedad del ambiente.
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Q. Perspectivas.

Existe una complicacion al utilizar la mezcla Colageno/PVA+SC o HA, y es que no se
disuelve o dispersa adecuadamente, lo que implica que al permanecer en reposo, la mezcla
comienza a precipitar y por lo tanto la concentracion real de los componentes de la mezcla
que entra al proceso de electrohilado no es la calculada inicialmente.

Es necesario proponer un protocolo para disminuir los defectos de las fibras por
componentes no disueltos (o0 adecuadamente dispersos). Por lo que se propone el siguiente

esquema de trab

o

ajo.

_p

— 3 min en ultra -
i sonido (US) — Reposo 1 dia
Agitacion de Agitacion de
1dia 4 horas
Electrohilar, Decantar
para comparar
con el material
final
3 min en ultra
sonido (US)
3 min en ultra |:‘
sonido (Us) | €@ | Decantar Reposo 1dia | < | —
Agitacion de
H 4 horas
S—y ‘ Reposo 1 dia Decantar _ Electrohilar
Agitacion de
4 horas

El esquema esté pensado en cinco dias de trabajo, realizando un total de cuatro procesos

de electrohilado, los cuales deberan ser bajo condiciones similares para que la comparacion
sea mas certera. De esta manera se podra observar como cambia la calidad de las fibras y si
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es que realmente se disminuyen los defectos. Esta serie de ciclos de electrohilado después
podran no ser necesarios ya que un primer experimento puede servir para definir hasta qué
punto se puede empezar a electrohilar, es decir, después de un dia, dos o tres, o inclusive si
€S necesario que se repita en mas ocasiones. Una sugerencia extra podria ser la
implementacion del uso de una centrifuga para apresurar o mejorar el proceso de
decantado.

Por otro lado, resulta evidente que la disolucion de colageno en 1,1,1,3,3,3-
hexafluorisopropanol al 3.2% p/v, por si misma presenta problemas por el hecho de que el
colageno se precipita, por lo que podria probarse con concentraciones menores en las que la
disolucién no se encuentre tan saturada. De tal manera que se desperdicie la menor cantidad
de colageno y que la mezcla final igualmente presente la menor cantidad de precipitado
posible. Todo esto puede ayudar a la obtencion de materiales en forma de nanofibras de
mejor calidad que las ya obtenidas hasta ahora.
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