UNIVERSIDAD AUTONOMMA DE QUERETARD

Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Ingenieria

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOFIBRAS DE OXIDO DE
POLIETILENO/QUITOSANO RETICULADAS POR UV DOPADAS CON
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de:

INGENIERO EN NANOTECNOLOGIA

Presenta:
José Ignacio del Rio de Vicente

Dirigido por:
Dr. Eduardo Arturo Elizalde Pefa
Dra. Gethzemani Mayeli Estrada Villegas

Centro Universitario
Querétaro, Qro.
Marzo 2019
México



Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Ingenieria
Especialidad en Ingenieria en Nanotecnologia

Sintesis y Caracterizaciéon de nanofibras de oxido de
polietileno/quitosano reticuladas por UV dopadas con
nanoparticulas de 6xido de zinc

Opcidn de titulacion
Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
Ingeniero en Nanotecnologia

Presenta:
Joseé Ignacio del Rio de Vicente

Dirigido por:
Dr. Eduardo Arturo Elizalde Pefa
Dra. Gethzemani Mayeli Estrada Villegas

Dr. Eduardo Arturo Elizalde Pena
Presidente

Dra. Gethzemani Mayeli Estrada Villegas
Secretaria

Dr. José Alberto Rodriguez Morales
Vocal

Dr. Carlos Guzman Martinez 2
Suplente Fi

Centro Universitario
Querétaro, Qro.
Marzo 2019
México



Agradecimientos

Se agradece al Centro de Investigacion en Quimica Aplicada (CIQA) por el acceso

sus instalaciones para desarrollar este trabajo de tesis

Un agradecimiento al proyecto Apoyo a la Infraestructura: “Fortalecimiento de la
infraestructura para el desarrollo de biomateriales y dispositivos médicos a través
de la modificacion de la técnica de electrohilado del laboratorio de reciente creacion
CIQA Unidad Monterrey” a través del CONACYT- 293350 por el soporte financiero

para el desarrollo de la técnica.

Se agradece al Laboratorio Nacional en Innovacion y Desarrollo de Materiales
Ligeros para la Industria Automotriz (LANIAUTO), a través del CONACYT-294030
por la beca otorgada para desarrollar el presente trabajo.

Se agradece ademas a al proyecto “Desarrollo de materiales nanoestructurados en
CIQA y su impacto en el sector industria” a través del CONACYT- 296395 por dar

parte del soporte financiero al presente trabajo.

Se agradece al PRODEP a través del Proyecto UAQ-PPTC-340 por el apoyo

brindado a la difusion de este proyecto.

Se agradece a la QFB Lourdes Palma Tirado por su apoyo con diversas

microscopias.



Dedicatoria

A mi familia, que han dado una parte de ellos mismos para permitirme crecer.

A mi madre, por apoyarme y darme la libertad de convertirme en lo que soy.

“Si he logrado ver mas lejos, ha sido porque he subido a
hombros de gigantes”

- Isaac Newton



INDICE GENERAL

ST [TeT=N 1=y (Y=Y = RO i
INAICE AE FIQUIAS......viieei ettt ettt e ete e te e iv
INAICE @ TADIAS ...ttt vi
RESUMEN ...ttt e e e e e e vii
ADSTIACT ... e Vil
Capitulo I INtrOAUCCION ... e e e 1
(@ To 11 {01 Lo TN | I\ F= T oo TR I =To ] o o 1SS 3
2.1 Ingenieria de TeJIUOS......ccoiii it e e e e e e e e e e 3
2.1.1 Matriz EXTraCelUlar ..........uvuueei e 4
2.1.2 Sistemas de andami@je..........ccceeevruiuiiiieeeiiiiie e 5
2.2 Proceso de EIeCtronilado ............cccuviiiiiiiiiiiiiiiic e 6
2.2.1 El sistema de electrohilado ... 7
2.2.2 Funcionamiento del electrohilado.................ccoooiiiiiiiiiiiiii 7
2.3 Tipos de eleCtronilado ............oiiiiiiii e 8
2.3.1 Variaciones de la tECNICA ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 10
2.4 Parametros del electronilado..........ccccuiiiiiiiiiiiiee e 11
2.4.1 Pardmetros de SOIUCION .........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiie et 12
2.4.2 PArdmetroS d€ PrOCESO .......ccccuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e e e e e e e e e e e e e e e e 15
2.4.3 Parametros ambientales ...........cccccuuviiiiiiiiiiiiiiiieeceeee e 17
P AN o) [ o%= To [0 1S PP 20
2.5.1 Ingenieria de TEJIUOS .....ccvuuuuiiieeeiiii e e e e 20
A) Andamiaje Celular.........ooveeueiii e 20
2 Y 010157 | (01U 21
C) Liberacion de FArMAaCOS...........oiiiiiiiiiiii e e e 21
2.5. 2 FiltFACION .ottt e e e e e e e e 21
2.5.3 INAUSTIA TEXTIL. ..o i 22
P S @ 10 11 (0 57= 1 [0 PR 23
2.7 Oxido de POlIEtileno (PEO) ......cccoueeeeieeeeeeeeeee et 24
2.8 Fibras de QUItOSANO/PEOQ .......cccoiiiiiiiiieeieiie e 25



2.9 Reticulacion (cross-lnKiNg) ........ccoouuiiiiiiiiii e 25

2.9.1 Reticulacion POr UV .......cooouiiiiiieii e 26
Capitulo Il HIpOtesis Y ODJELIVOS .....cuuuiiieiiieie e 28
B HIPOLESIS - et e e e e e aaaaa 28
I © ] o] =1\ o =T 1T - | PRSP 28
3.3 ODbjetivos PartiCUIAIES ..........cooooiiiiiiiiiiiii e 28
Capitulo V. JUSHITICACION......ccevii i e 29
Capitulo V. MetOdOIOQia ..cevueeriiiiiei e e 30
5.1 MaterialeS Y REACHIVOS ........ccoieiiiiiiiiiiiiiiiee et 30

5.1.1 REACHIVOS ...ttt e s 30

5.1.2 MAEEIAIES ... e 30

5.1.3 Equipos para la fabricacion del material..............cccccoeevvveviiiiiiicinnnnn. 31

5.1.3.1 Equipo de eleCtrosSpinning ........ccocevuviieiiiiieeeiiiiee e, 31

5.1.3.2 Sistema de irradiaCion UV .........cccccooiiiiiiiiiiiiii, 31

5.1.4 EQUIp0S de CaracterizaCion ............coeveeeiiiiiieeeeeeeiee e 32
5.1.4.1 MicroSCOPIO OPLICO .......veeeeeeeeeee e, 32

5.1.4.2 Microscopio electrénico de Barrido (SEM)........ccccceevvvvnnnnnnen. 32

5.1.4.3 Espectroscopia por rayos X (XRD) ........cceveieiviiiiiieeceeiiee, 33

5.1.4.4 Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR) .....ccocovvviiiiiiiiiiiiieeeenn, 33

5.1.4.5 RAAIOMELIO ...ttt 33

N2 |V = (oo (o] (oo |- S PPPOSPPPRN 33

5.2.1Sintesis de nanoparticulas de ZNO ...........cccoveeiviiiiiie e 33

5.2.2 Proceso de electrohilado ............cccevviiiiiiiiiiiiiiiceeeee 34

5.2.3 Inclusion de NanopartiCulas...........ccooeevvvviiiiiiieecce e 37

5.2.4 RELCUIACION .....ccooiiiiiiii ittt 37

5.2.5 HINChAMIENTO ......coiiiiiiiie e 38
Capitulo VI. Resultados ¥ DISCUSION .....cccivviiiiiieeeiiiiie e 39
6.1 Sintesis de nanoparticulas de OXido de ZINC ........ccceeeviveiieeiie e, 39

6.1.1 XRD de NPS d€ ZNO.......uuuiiiiiieieeieeeeeieeeeiiiie e 40



6.2 Optimizacion de Parametros de SOIUCION ............coviiiiiiiiiiiii e, 41

6.3 Caracterizacion de FIDras ..........ccooooiiiiiiiiiii e 48
6.3.1 Microscopia Electronica de Barrido..........cccoeeeevevviiiieeeieiiiiee e, 48
6.4 Inclusion de Nanoparticulas de ZnO ...........coiiiiiiiiiiii e 50
6.4.1 XRD de Fibras obtenidas.............cccuvviiiiiiiiiiiic 52
6.4.2 Fluorescencia de rayos X por energia dispersiva (EDF) ................... 55
6.4.3 Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) ......ouvviiiiiiiiiiiiieieeeeii 56
6.5 HINCRAMIENTO ... e 60
Capitulo VII. CONCIUSIONES ...covviiiie et e e e e e e e e 63
Capitulo VI PerspeCtiVAS .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e 64
BibliOgrafia . ccco e 65
L 1= 0 = PP PPPPPPPPT 74



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Pilares de la ingenieria de tejidos (Akter F, 2016)
Figura 2. Ambiente extraceluar (Mescher et al 2013)

Figura 3. Patente de Formhals para la produccién de fibras por medio de un
campo eléctrico (US1975504A)

Figura 4. Sistema de electrohilado y sus partes

Figura 5. Formacion del cono de Taylor en presencia de un campo eléctrico
(Subbiah, et al 2005)

Figura 6. Cuadro comparativo de los tipos de electrospinning A)Melt-spinning (Ko
et al 2015), B) Needle-Less electrospinning (Begum et al 2017) C)Near field
Electrospinning (He et al. 2018) y D) Stable jet electrospinning (Zhou et al 2013).

Figura 7. Sistema de electrohilado coaxial (X. Qin, et al 2017)

Figura 8. Parametros que influyen en el proceso de electrohilado (Afshari et al
2017)

Figura 9. Comparacién entre la matriz extracelular de varios tejidos (A, C, E) y
fibras electrohiladas (B, D, F) reproducido de Bridge et al. (Bridge et al. 2015)

Figura 10. Estructura quimica del quitosano

Figura 11. Estructura del Oxido de Polietileno

Figura 12. Mecanismo de reaccion propuesto por Zhou et al. (Zhou et al, 2012)
Figura 13. NS24 Nanospinner™ de la marca Inovenso® (Turquia).

Figura 14. A) Diagrama de sistema de irradiacion UV, B) Sistema usado en este
proyecto

Figural5. Diagrama de flujo representando el proceso que se utilizé para
determinar la solucién a utilizar para la fabricacion de fibras.

Figura 16. Sistema de electrohilado

Figura 17. A) Nanoparticulas de ZnO, B) tamafo de particula
Figura 18. XRD de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas
Figura 19. XRD Referencia del Oxido de Zinc

Figura 20. Formacion del cono de Taylor y proyeccion de fibra de la muestra
PEO670QM303

Figura 21. Vista de Microscopio 6ptico de fibras exitosas



Figura 22. A) Fibras de la muestra PEO670QM303 y B) Histograma de tamafio de
la muestra PEO670QM303

Figura 23. A) Fibras de la muestra PEOs70QM303T y B) Histograma de tamafo
de la muestra PEOs70QM303T

Figura 24. SEM de las fibras con un dopaje de ZnO NPs del 1% en A)
magnificacion 50,000x y B) magnificacion 100,000x

Figura 25. A) SEM de la muestra D con un contenido de 17% de PETA, B)
Histograma de la muestra D. C) SEM de la muestra E con un contenido de 25% de
PETA, D) Histograma de la muestra E.

Figura 26. A) SEM de la muestra D irradiada durante 80 minutos. Y B) Histograma
de la muestra D

Figura 27. XRD de a) ZnO NPs, b) Quitosano Peso medio y C) Material finales:
Quitosano/PEO/ZnO NPs y D) PEO

Figura 28. Espectro XRD de la mezcla Quitosano/PEO/ZnO procesado para
eliminar el ruido.

Figura 29. EDS de la muestra CS-PE-ZnO
Figura 30. Muestra CS-PEO-ZnO NPs
Figura 31 Espectro IR de A) PEO, B) Quitosano y C) PETA.

Figura 32. Espectro IR de A) Mezcla Quitosano/PEO, B) Mezcla CS/PEO dopada
con ZnO y C) Mezcla CS/PEO con PETA y dopada con ZnO

Figura 33. Porcentaje de hinchamiento a 60, 80, 100 y 120 minutos

Figura 34. SEM de muestra con 17% de PETA posterior al proceso de
hinchamiento.

Figura 35. SEM de muestra con 25% de PETA posterior al proceso de
hinchamiento.



INDICE DE TABLAS
Tabla 1. Caracteristicas que debe tener un sistema de andamiaje (O’Brien, 2011)

Tabla2. Efecto de los parametros en la morfologia de las fibras (Duque et al
2013).Tabla 3. Reactivos utilizados

Tabla 4. Pardmetros evaluados en las pruebas de electrohilado

Tabla 5. Resumen de las soluciones finales obtenidas y parametros a los cuales se
hilaron.

Tabla 6. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de alto peso molecular a una
concentracion total del 5% usando &cido acético al 2%.

Tabla 7. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de alto peso molecular a una
concentracion total del 3% usando &cido acético al 2% como solvente.

Tabla 8. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de medio peso molecular a una
concentracion total del 3% con quitosano de Peso molecular medio.

Tabla 9. Pruebas realizadas con PEO 100000 gmol* y Quitosano de medio peso
molecular a una concentracion total del 3%.

Tabla 10. Pruebas realizadas con PEO 600000 gmol! y Quitosano de peso
molecular medio a una concentracion total del 3% con un solvente de acido acético
al 70%.

Tabla 11 A) Rango de parametros que se fueron variando para optimizar el proceso,
B) parametros finales para la produccion de fibras

Tabla 12. Adicion de Tritén-X100® como tensoactivo
Tabla 13 Muestras finales obtenidas
Tabla. 14 Contenido por elemento

Tabla. 15 Componentes y parametros de las muestras finales

Vi



RESUMEN

La técnica de electrohilado permite la generacion de fibras poliméricas ultrafinas
con una gran variedad de aplicaciones como en la ingenieria de tejidos. En
particular, las estructuras fibrosas electrohiladas basadas en el quitosano (CS) y el
oxido de polietileno (PEO) son ampliamente utilizadas en la ingenieria de tejidos
gracias a sus propiedades de biocompatibilidad y biodegradibilidad en el caso del
guitosano Yy, biotolerancia en el caso del PEO ademas presentan la ventaja de que
su estructura mimetiza la matriz extracelular y fomenta la migracion celular. De igual
manera se ha reportado el uso de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO NPs) como
agentes antimicrobianos dentro de estas estructuras para su uso en la curacion de
heridas. El quitosano por si solo presenta dificultad para ser utilizado en la técnica
de electrohilado debido a su distribucidén de cargas, en cambio el PEO es facilmente
electrohilable pero tiene la limitacién de ser soluble en un medio acuoso. Con
frecuencia se utilizan mezclas Quitosano/PEO para trabajar la técnica de
electrohilado pero se mantiene el PEO en bajas proporciones debido a que por su
solubilidad no resulta ideal para aplicaciones dentro del cuerpo humano. En este
trabajo se obtuvieron fibras de quitosano/PEO dopadas con ZnO NPs y sometidas
a un proceso de reticulacion por radiacion UV. Se determinaron los pardmetros de
la fabricacion de fibras con una proporcién CS: PEO de 30:70 dopadas con 3% de
ZnO NPs. La caracterizacion por SEM mostré que se obtienen fibras de alrededor
de 250 nm de grosor con ZnO NPs de alrededor de 80 nm. La espectroscopia por
XRD mostro la presencia de las nanoparticulas en las fibras con una estructura
cristalina de Wurzita. Las fibras obtenidas se sometieron a un proceso de
reticulacion por UV utilizando dos concentraciones de iniciador Pentaeritritol
triacrilato (PETA) y sometidas a diferentes tiempos de exposicion al UV. Se utilizé
la prueba de hinchamiento para demostrar el grado de reticulacion. Se logré
demostrar que fibras con un 25% de iniciador PETA e irradiadas por un tiempo de
120 min llegan a hinchar hasta un 770% de su peso inicial. Esta técnica permite la
fabricacion de hidrogeles fibrosos con buena resistencia a un medio acuoso, que
tienen la posibilidad de doparse con nanoparticulas y que mantienen su estructura

fibrosa lo cual presenta un gran potencial para su uso en la ingenieria de tejidos.

Vil
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ABSTRACT

The electrospinning technique allows the fabrication of ultrafine polymeric fibers with
a great variety of applications such as tissue engineering. In particular, the
fabrication of fibrous structures based on chitosan (CS) and polyethylene oxide
(PEO) are widely used in tissue engineering due to the biocompatibility and
biodegradability of chitosan and the biotolerability of PEO while their fibrous structure
mimics the extracellular matrix and enhances cellular migration. Additionally, it has
been reported the use of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) as antimicrobial agents
in these structures to use them as wound dressings. Chitosan by itself is hard to
electrospin due to its deficient charge distribution, meanwhile PEO is easily
electrospun but has the limiting property that it is soluble in an aqueous medium.
Frequently, Chitosan/PEO mixtures are used in the electrospinning technique but
the proportion of PEO is maintained to a minimum in tissue engineering applications
due to the fact that its solubility limits its use in the human body . In this project ZnO
NPs doped chitosan/PEO fibers were produced and crosslinked by an UV irradiation
process. First, fabrication parameters were optimized for 30:70 CS:PEO fibers with
a 3% ZnO NPs content. Scanning electron microscopy showed fibers around 250nm
thick with ZnO NPs of around 80nm. X-ray spectroscopy confirmed the presence of
ZnO NPs within the fibers with a crystalline wurzite structure. The produced fibers
were UV irradiated using two concentrations of pentaerythritol triacrylate (PETA) as
initiator and using different exposure times. Swelling test was used to show the
crosslinking achieved. We demonstrate that fibers with a 25% PETA concentration
irradiated 120 min achieve a swelling of up to 770% of their initial weight. This
technique allows the fabrication of fibrous hydrogels that have a good resistance
against dissolution in an agueous medium, they can be doped with nanoparticles
and they maintain their fibrous structure, all of which represents a great potential for

Its use in tissue engineering.

Key Words: Chitosan, electrospinning, Tissue Engineering, UV Crosslinking,

nanofibers.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El cuidado de la salud y la medicina han hecho grandes avances en la calidad de
vida de la humanidad y se ha aumentado exponencialmente la capacidad que
tenemos para cuidar, atender y curar diferentes enfermedades y condiciones. A
pesar de los grandes avances en la ciencia y tecnologia de la salud, la pérdida o el
funcionamiento defectuoso de un tejido siguen siendo de los problemas mas
frecuentes, costosos y complicados en el cuidado de la salud moderno. La
ingenieria de tejidos surge como la combinacion multidisciplinaria entre diferentes
areas del conocimiento como como la biologia, la fisica, la quimica, la ciencia de
materiales, la ingenieria y muchas disciplinas mas para atender este problema en
la salud que ha estado presente durante toda la historia de la humanidad (Ratner et
al, 2013).

Una de las areas donde la ingenieria de tejidos ha tenido un gran impacto es en el
desarrollo de materiales con aplicaciones biomédicas. En este sentido se han
desarrollado materiales de todo tipo que pueden ser utilizados como prétesis, como
interfaces entre dispositivos y el cuerpo, como apdsitos, o como matrices
extracelulares para el crecimiento de tejidos (Kim, E. et al, 2014). Para estos ultimos
materiales, materiales que imiten la matriz extracelular, existen diversas técnicas de
fabricacion, cada una con sus ventajas y desventajas. Una de estas técnicas que
se ha explorado ampliamente durante los Ultimos afios es el electrohilado, o
electrospinning, que permite crear estructuras fibrosas que asemejan a la estructura

de una matriz celular.

Este trabajo busca el desarrollo de un nuevo material basado en quitosano y 6xido
de polietileno, utilizando la técnica de electrohilado, que posea caracteristicas aptas
para una futura aplicacion dentro de la ingenieria de tejidos. Aunado al electrohilado,
gue nos permite la obtencién de estructuras fibrosas, un proceso de reticulaciéon
permite mejorar las propiedades mecanicas del material, generando un material que
asemeja de manera mas fiel a una matriz extracelular (Muzzarelli, et al 2009). Las

principales caracteristicas que este material debe poseer son: una estructura fibrosa



con una porosidad adecuada, ser biocompatible, biodegradable y tener una

adecuada resistencia a la solubilidad en un medio acuoso (Zhang, et al 2015).

Se eligieron dichos materiales, el quitosano y 6xido de polietileno, debido a que son
materiales versatiles que ya han sido explorados dentro de la ingenieria de tejidos.
Investigaciones previas han utilizado el quitosano y el éxido de polietileno en una
gran variedad de presentaciones, ya sea en peliculas, geles, membranas, fibras,
perlas, redes, nanoparticulas, esponjas, etc (Popat, 2010; Frantz, et al. 2010;
Gunatillake et al 2003, Elsabee et al, 2012). De igual manera hay investigaciones
gue respaldan el uso de la técnica de electrohilado para la fabricacion de fibras de
guitosano y 6xido de polietileno (Kumar, 2000). Este trabajo se fundamenta en estas
investigaciones y utiliza un método de reticulacion para mejorar la estructura fibrosa
generada para que asemeje de manera mas fiel a una matriz extracelular con

buenas caracteristicas para su uso en la ingenieria de tejidos.

Este trabajo busca expandir en los métodos de fabricacion de biomateriales para
obtener un biomaterial con caracteristicas Optimas para su uso en ingenieria de
tejidos. De esta manera en este trabajo se exploran los parametros, condiciones,
materiales y procedimiento necesario para la elaboracién de un material que cumpla
con todo lo mencionado y que sirva como punto de partida para futuras

investigaciones.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es un area de la medicina que se deriva de la necesidad de
reemplazar o reconstruir con tejidos funcionales aquellos perdidos o dafiados. El
término es reciente en la ciencia, utilizandose a partir de 1988, para describir el
campo de la medicina enfocado a la regeneracién de tejidos a partir de células con
el apoyo de los biomateriales, sistemas de andamiaje y factores de crecimiento.
(Heineken y Skalak, 1991)

A pesar de los avances en la medicina moderna, los tratamientos modernos, que
incluyen protesis artificiales, trasplantes y terapias farmacolégicas, no logran una
restauracion completa del tejido dafiado lo que puede derivar en tejidos que no sean
del todo funcionales o que no sean estéticamente satisfactorios. Para enfrentar esta
problematica la ingenieria de tejidos reune los esfuerzos, avances y desarrollos de
diversas areas entre las que se pueden enlistar la ingenieria, las ciencias fisicas,
las ciencias bioldgicas, la bioquimica, la biologia molecular, la ciencia de materiales
y la nanotecnologia. La ingenieria de tejidos consta de tres pilares en los que se

basan todos los desarrollos de esta area los cuales se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Pilares de la ingenieria de tejidos (Akter F, 2016)



Las células son la materia prima en la ingenieria de tejidos en donde se busca la su
diferenciacion. Los sistemas de andamiaje tienen la funcién de ser una matriz
extracelular artificial donde las células puedan crecer, proliferar y orientarse para
adquirir la estructura y funcionalidad deseadas. Las sefiales bioquimicas y los
factores de crecimiento son las moléculas necesarias para un correcto crecimiento

y una correcta diferenciacion de las células que se estan utilizando.
2.1.1 Matriz Extracelular

Una matriz extracelular (MEC) es el componente no celular presente en los tejidos
el cual cumple una funcién estructural. Una MEC forma una red heterogénea la cual
es compuesta de aproximadamente hasta 300 proteinas (Yue, 2014). Los
componentes principales incluyen coldgenos, proteoglicanos, elastinas, Yy
glicoproteinas de adhesion. Cada proteina tiene distintas propiedades fisicas y
guimicas. Los colagenos, en sus diferentes tipos, confieren elasticidad al tejido,
mientras que las glicoproteinas de adhesion mantienen a las células fijas en su
lugar.

Vaso Sanguineo« _
Célula mesenquimal +——

pr—
Fibra elastica

Matriz —= Fibra de coldgeno
Extracelular

Fibra Reticular

—

Macroéfago

Adipocito

Fibroblasto

Figura 2. ambiente extraceluar (Mescher et al 2013)



Como se observa en la figura 2, los principales componentes de una matriz
extracelular son componentes fibrosos. Estos componentes fibrosos varian en
tamafio dependiendo de su composicion y ubicacién, llegando a ser de fibras de
unos cuantos nandmetros. Es debido a esto que se busca utilizar técnicas como el
electrohilado, que produce fibras, para generar sistemas de andamiaje que

mimeticen la matriz extracelular.
2.1.2 Sistemas de andamiaje

Los sistemas de andamiaje, o scaffolds, son un pilar fundamental de la ingenieria
de tejidos pues es en este espacio en el que las células se desarrollaran. Un sistema
de andamiaje celular tiene como objetivo fungir como un sustituto de matriz extra
celular de manera temporal, de igual manera un sistema de andamiaje tiene que
cumplir con las principales funciones de una MEC: soporte estructural, fomentar la
diferenciacion, proliferacion y migracién celular (Chan et al 2008). Para poder
cumplir con su funcion, los sistemas de andamiaje deben tener las propiedades

descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas que debe tener un sistema de andamiaje (O’Brien, 2011)

Propiedad

Biocompatibilidad | e El sistema debe ser biocompatible para permitir la
adhesion celular

e El sistema debe generar una respuesta inmune
minima o inexistente

Biodegradabilidad | e El sistema debe ser biodegradable para permitir a las
células formar su propia MEC

e Los productos de la degradacion deben ser no-toxicos

Propiedades e El sistema debe tener propiedades mecanicas

Mecanicas consistentes con el sitio anatémico de implante

e Deben ser lo suficientemente resistentes para resistir
el manejo durante su implantacion

Arquitectura e El sistema debe permitir la adecuada difusion de

nutrientes y células

En la actualidad se han utilizado una gran variedad de estructuras para emular a
una matriz extracelular. Entre las estructuras que mas se asemejan a una MEC para
ser utilizadas como sistema de andamiaje se destacan las nanofibras, los hidrogeles
y las impresiones 3D (Laurencin et al, 2015). Este proyecto pretende fabricar fibras



electrohiladas que cumplan los requisitos para poder tener un potencial uso dentro
de la ingenieria de tejidos como un sistema de andamiaje.

2.2 Proceso de Electrohilado

El proceso de electrohilado, o electrospinning, se encuentra basado en el principio

de la unién de los conceptos del hilado
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utilizando un voltaje de 57kV (Formhals, 1934). El estudio sobre el proceso de
electrohilado continto a partir de ese momento, pero fue hasta 1994 que se le dio

difusién a la técnica bajo el nombre de “electrohilado” (electrospinning).

El electrohilado se basa en el uso de fuerzas electroestaticas junto con las
propiedades conductivas y de viscosidad de una solucién polimérica para la
generacion de una fibra. La diferencia de potencial entre los dos extremos de un
campo electrostatico de alto voltaje es lo suficientemente grande para atraer el
polimero, rompiendo asi la tension superficial de la gota de solucién generandose
una fibra continua de polimero. La calidad de las fibras generadas depende de
diferentes parametros, tanto de la solucion polimérica utilizada como de las
condiciones en el proceso de la generacion de fibras. En los Ultimos afios se ha

investigado principalmente la optimizacion de los parametros por lo que se han



podido obtener fibras electrohiladas que van desde los 2nm hasta los 500nm
(Bhardwaj, 2010). EL mayor control que se ha desarrollado en los ultimos afios
sobre la calidad de las fibras electrohiladas ha generado un nuevo interés por este
procedimiento ya que permite generar fibras especificas de manera rapida y de bajo
costo. Las caracteristicas que han generado interés en el electrohilado son la gran
area superficial con relacion al
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figura 4, consta de 4 componentes Fibras
principales: la fuente de voltaje, la cual
genera el campo eléctrico que
acarreard a la solucion, la aguja o
“spinneret”, que determinara el tamafio Figura 4 Sistema de electrohilado y sus partes
de la gota de la solucion lo que influye

en la tension superficial presente, la bomba, la cual determina el flujo que alimentara
a la solucion, y por ultimo, la placa recolectora, la cual funciona como contra-

electrodo y es donde se acumularan las fibras formadas (Afshari, 2016).
2.2.2 Funcionamiento de la técnica de electrohilado

El proceso de electrohilado comienza con la generacién de un campo eléctrico entre
la punta de la aguja y el colector, los cuales actian como electrodos. Al aplicarse el
campo eléctrico, el menisco de la gota de solucién polimérica que se encuentra en

la punta de la aguja sufre una deformacion por la influencia de las fuerzas

electrohiladas



electroestaticas. Para que ocurra la deformacién en la gota de solucién es necesario
gue la solucién polimérica presente una distribucion de cargas. Esta distribucion de

cargas puede ser lograda con la adicion de sales o iones, el uso de un co-polimero

———

@

Figura 5. Formacion del cono de Taylor en presencia de un campo eléctrico (Subbiah, et al
2005)

acarreador, o el uso de una segunda solucién impulsora en el caso del electrohilado

i
T}

coaxial. Al sufrir la influencia del campo electroestatico la gota se deforma en forma
de cono el cual es conocido como “cono de Taylor”, figura 5. Una vez que la fuerza
de atraccion electroestatica es lo suficientemente intensa para superar la tension
superficial de la gota se genera un chorro proyectado en forma de fibra hacia el

colector.

La solucién es alimentada al sistema por medio de una bomba que tiene un flujo
gue ronda la magnitud de mililitros por hora (mL/h). La fuerza con la que las fibras
son atraidas hacia la placa recolectora es varios 6rdenes de magnitud mayor a la
fuerza de gravedad por lo que el sistema de electrohilado puede orientarse en
cualquier direccion sin alterar las caracteristicas de las fibras obtenidas. El acomodo
mas utilizado es un acomodo horizontal en los sistemas pequefios, y vertical hacia
arriba en sistemas de mayor produccion. El colector, en donde se depositan las
fibras, suele ser la parte mas modificada del sistema ya que el tipo de colector
utilizado influye en el acomodo y ordenamiento de las fibras obtenidas y depende
tanto del tipo de polimero utilizado como de la funcién para la cual seran utilizadas

las fibras.



2.3 Tipos de electrohilado

Existen una variedad de tipos de electrohilado, de las cuales podemos considerar
cinco tipos generales: ElI electrohilado fundido (melt-electrospinning), el
electrohilado libre de aguja (Needle-less electrospinning), el electrohilado de campo
cercano (Near-field electrospinning o NFES), el electrohilado de chorro estable
(Stable jet electrospinning o SJES) y &I electrohilado por solucién (solution-
electrospinning). Cada variacion de la técnica a su vez tiene la posibilidad de
manejar varias modificaciones que afectan el tipo de fibras obtenidas. La técnica a
utilizar depende principalmente del tipo de polimero que se esté utilizando y de la
funcion final que se le va a dar (Afshari, 2016).
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Figura 6. Cuadro comparativo de los tipos de electrospinning A)Melt-spinning (Ko et al
2015), B) Needle-Less electrospinning (Begum et al 2017) C)Near field Electrospinning (He
et al. 2018) y D) Stable jet electrospinning (Zhou et al 2013).



El electrohilado fundido, melt-electrospinning, no utiliza un polimero en solucion,
sino que éste se funde para estar en estado liquido al momento de entrar al capilar
(Nayak et al. 2016). El componente caracteristico de este sistema es la cAmara de
calentamiento, figura 6A, donde se funde el polimero a hilar. Se utiliza
principalmente para Oxidos y materiales inorganicos (Brown et al. 2016). El
electrohilado de campo cercano (NFES) tiene como caracteristica principal el uso
de una minima distancia entre la punta de la aguja y el colector. La distancia
reportada para este disefio de electrohilado es de entre 500 yum a 3mm (Sun, D. et
al.). El objetivo de manejar una distancia corta es poder tener un mayor control en
la alienaciodn de las fibras obtenidas asi como requerir un menor voltaje para generar
el campo eléctrico. El electrohilado libre de aguja (needle-less electrospinning) es
una variacion del electrohilado de campo cercano en donde no se utiliza una aguja
para suministrar la solucion. En lugar de esto se deposita la solucién en forma de
gota o en forma de una pelicula extremadamente delgada en el anodo del sistema
(Yuan, 2016). El electrohilado de chorro estable (Stable-jet electrospinning) también
trabaja con distancias menores a las distancias del electrohilado tradicional pero
utiliza una mayor distancia que el electrohilado de campo cercano. El chorro de
polimero que sale expulsado del cono de Taylor por la atraccién electrostética tiene
dos regimenes de comportamiento. El primero, el régimen corto, es estable, se
comporta de forma predecible y ocurre en los primeros centimetros de la trayectoria.
El electrohilado de chorro estable busca aprovechar la predictibilidad de este primer
régimen de comportamiento para obtener fibras con una mayor alineacion (Yuan,
2016).

2.3.1 Variaciones de la técnica

A partir de las de los tipos de electrohilado anteriores se pueden realizar varias
variaciones para obtener diferentes tiposgde fibras. Dentro de las variaciones mas
utilizadas se encuentran el electrohilado en humedo (wet electrospinning), el

electrohilado coaxial y el electrohilado en paralelo, entre otros.



En el electrohilado coaxial se utilizan un

Solucion Interna

conjunto de agujas coaxiales, es decir

Solucion Intermedia

gue comparten el mismo eje, para

generar fibras del tipo “core-shell” figura FiimE g

7. En este caso al sistema se alimentan

dos o mas soluciones para generar la

Fuente
de voltaje

fibra. Esta técnica permite crear fibras

polimero/polimero, polimero/inorgénica,

0 inorgéanical/inorganica. La principal

ventaja de esta técnica es que facilita el
electrohilado de substancias poco Figura 7. Sistema de electrohilado coaxial (X.
conductoras, las cuales son dificiles de Qin, etal 2017)
electroestirar por si solas. En esta

técnica, la fibra conductora se somete a la fuerza electroestatica que hala el
polimero, sin embargo, la segunda fibra es arrastrada a causa de la primera por
medio de una “fuerza de arrastre viscosa”. La solucion conductora se dice que es el
liquido impulsor, si la solucién conductora es la externa se dice que es un liquido
impulsor exterior, en cambio si la solucidon conductora es la interna se dice que es

un liquido impulsor interno (Qin, 2016).

En el electrohilado humedo, la principal diferencia se encuentra en el tipo de
colector. En lugar de utilizar una placa como colectora, se utiliza un recipiente con
fluido, usualmente agua, en donde impactaran las fibras para formarse. Esta técnica
se utiliza para polimeros que requieran un medio acuoso donde iran a precipitar

para formarse de manera mas estable. (Kostakova et al. 2014).
2.4 Parametros del electrohilado

En el proceso de electrohilado existen una gran variedad de parametros que influyen
en las caracteristicas finales de la fibra obtenida. De manera general, estos
parametros se dividen en tres categorias: parametros de la solucion, parametros del
proceso y parametros ambientales (Salas, 2016). Dentro de los parametros de la

solucién se encuentran: peso molecular del polimero, concentracion de la solucion,
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solvente, viscosidad, tension superficial, conductividad y volatilidad del solvente.
Cada uno de estos parametros esta relacionado con el resto, la concentracion
influye en la viscosidad, la conductividad esta relacionada con la tension superficial,
etc. Debido a esto es importante encontrar un equilibrio que permita obtener una
solucion electrohilable. En los parametros del proceso se encuentran el voltaje, la
distancia entre la punta de la aguja y el colector, el calibre de la aguja utilizada, el
tipo de colector utilizado y el flujo de alimentacion de la solucion. Por dltimo, los
parametros ambientales son la temperatura y la humedad relativa a la que se lleva

a cabo el proceso.

Cada parametro afecta un aspecto importante de la morfologia de las fibras
obtenidas. Varios parametros pueden influir un mismo parametro por lo que es
necesario encontrar un equilibrio entre todos los parametros para poder obtener las
fibras ideales. Se han intentado desarrollar varios modelos que puedan predecir la
combinacion de pardmetros adecuados para la obtencién de fibras, sin embargo la
cantidad de variables y parametros que influyen hacen casi imposible el desarrollo
de un modelo (Suresh, 2005). Los modelos desarrollados hasta ahora son de
caracter semi-empirico y consideran solamente un numero limitado de parametros,
es por esto que gran parte de la literatura actual sobre la fabricacion de fibras

electrohiladas se centra en la optimizacién de parametros para el proceso.
2.4.1 Parametros de la solucion

Los pardmetros de la solucién son quizas los parametros mas importantes para la
técnica de electrohilado por solucién, la cual serd la técnica empleada en este
trabajo. Como se mencioné anteriormente, los parametros a considerar en la
solucion son: peso molecular del polimero, concentracion de la solucion, solvente,

viscosidad, tension superficial, conductividad y volatilidad del solvente.

Los primeros cuatro parametros, peso molecular del polimero, solvente a utilizar,
concentracion de la solucién y viscosidad, estan estrechamente relacionados entre
si. En primer lugar, la seleccidon correcta del solvente es vital para obtener una
solucion homogénea del polimero o de la mezcla polimérica. El polimero debe ser

capaz de disolverse por completo en el polimero y generar en la solucion una
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viscosidad adecuada que le permita fluir por el sistema. El peso molecular importa
y la concentracion del polimero en la solucion son importantes pues la combinacion
de estos parametros es lo que confiere la viscosidad. Los polimeros con un mayor
peso molecular generan soluciones con mayor viscosidad y entre mayor

concentracion tenga el polimero en la solucion, mas viscosa sera.

La viscosidad es quiza el parametro mas importante de una solucién que sera
utilizada en electrohilado. Si se prepara una solucion demasiado viscosa, esta fluira
con dificultad y no se podra alimentar al sistema lo que hace que el electrohilado no
sea continuo por lo que no se generarian fibras. Ademas una solucion
extremadamente viscosa tendria una tension superficial mas alta lo que haria que
se requiriera un voltaje mucho mayor. Si se prepara una solucién muy poco viscosa,
la solucion fluira demasiado y no se mantendra la tension superficial necesaria para
mantener un cono de Taylor estable. Uno de los modelos mas completos para
determinar la viscosidad Optima para una solucién que se electrohilara es el
parametro de solubilidad de Hansen (Hansen, 2007). Estos se basan en la energia

cohesiva presente en la solucion:
E =AH —RT

Donde E es la energia cohesiva, AH es la el calor latente de vaporizacion del

solvente, T es la temperatura absoluta y R es la constante universal de los gases.

La energia cohesiva total de la solucién es la suma de la energia cohesiva por las
diferentes fuerzas dentro de la solucion. De acuerdo al parAmetro de Hansen estas
se pueden reducir a las fuerzas de dispersion, a las interacciones polares (dipolo-

dipolo) y a las interacciones de enlace interatdmico como los puentes de hidrégeno:
E = ED + Ep + EH

Donde Ep representa la energia proveniente de las fuerzas de dispersion, Ep
representa la energia proveniente de las interacciones dipolo-dipolo, y En

representa la energia proveniente de los puentes de hidrégeno.
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Otros modelos que intentan gobernar sobre la viscosidad de una solucion son los
gue se enfocan en el grado de traslape entre fibras dependiendo del régimen de
concentracion en el que se encuentren. El modelo de Colby y Rubinstein (Culby &
Rubinstain, 1990) define 4 regimenes de concentracion para una solucion
polimérica. Los 4 regimenes son: diluido, semi-diluido no enredado, semi-diluido
enredado, y concentrado. Dentro de estos regimenes, los de mayor interés para el
proceso de electrohilado son los regimenes semi-diluidos. La transicién del régimen
semi-diluido no enredado al régimen semi-diluido enredado ocurre cuando las
cadenas poliméricas empiezan a interaccionar entre ellas aumentando
exponencialmente la viscosidad (Suresh, 2005). Esta concentracion critica se
alcanza a diferentes concentraciones dependiendo de las caracteristicas de las
cadenas poliméricas, su peso y su ramificacion. De forma general se puede
considerar que las mejores fibras se obtienen en soluciones que apenas sobrepasan
la concentracion critica y se encuentran en el régimen semi-diluido enredado. Las
soluciones que sobrepasan esta concentracion y llegan al régimen concentrado
suelen presentar deformaciones morfologicas en forma de perlas o cuentas (Feng,
2003).

El otro aspecto que influye en la posibilidad de electrohilar una solucién son sus
propiedades eléctricas. Estas se dan por la distribucion y densidad de cargas que
se encuentren en la solucion y que afectaran la tension superficial del menisco, la
atraccion de la solucion por el campo electroestatico descrito por las fuerzas de
coulomb y por el modelo de Maxwell y la resistencia por los efectos viscoelasticos.
A diferencia de la viscosidad general de la solucién, las propiedades eléctricas
cuentan con mejores modelos de las interacciones. La fuerza del campo eléctrico al

gue se somete la solucion esta descrito por:

46

E= |—
SoR

Donde E es el campo electroestatico, & es la tension superficial de la solucion
polimérica, €o es la permisividad del espacio libre y R es el radio de la curvatura del

menisco.
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Una vez que se rompe la tension superficial y el polimero sale disparado en forma
de chorro se tienen dos etapas que son descritas por diferentes modelos. En la
primera etapa, el chorro de polimero se comporta bajo un régimen estable que es

descrito por la ley de Coulomb.

_ kqiq;

F 2

El segundo régimen, en el cual el solvente se ha volatilizado en su mayoria y el
chorro empieza a tener un comportamiento de latigo, es modelado
aproximadamente por modelo de viscoelasticidad de Maxwell que trata las
inestabilidades elasticas como un sistema resorte-piston. EI comportamiento
erratico del chorro de polimero en este segundo régimen es una de las principales
desventajas de la técnica de electrohilado pues dificulta el poder orientar las fibras
obtenidas. Debido a esto existen diferentes variaciones que intentan mejorar la
orientacion de las fibras como el uso de colectores diferentes o incluso la
modificacion a la técnica en forma de Electrohilado de campo cercano (NFES) o
Electrohilado de chorro estable (SJES) (Renecker, 2008).

2.4.2 Parametros del proceso

El siguiente conjunto de pardmetros, los pardmetros de proceso, son los mas faciles
de manipular y de los que mas informacién hay reportada. Aunque los parametros
para cada tipo de polimero y para cada morfologia especifica de las fibras son
Unicas, se observa un comportamiento generalizado sobre cémo influye cada
pardmetro en la morfologia final de las fibras. Los pardmetros de proceso son:
Voltaje, Calibre de la aguja, Velocidad del Flujo, Distancia de la punta de la aguja al

colector y tipo de colector.

El Voltaje es el parametro fundamental en el que se basa el electrohilado. El voltaje
determina la intensidad del campo electroestatico al que se somete la solucion y por
lo tanto determina la fuerza con la que se va a halar la solucidn polimérica. El voltaje
aplicado se combina con el parametro de la distancia de la punta de la aguja al
colector para determinar el campo eléctrico por centimetro al que se someten las

fibras. La intensidad de voltaje se ve reflejado principalmente en el grosor de las
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fibras obtenidas. Un menor voltaje resulta en fibras mas gruesas, sin embargo, si
el voltaje no es lo suficientemente alto, no se genera un campo electroestatico lo
suficientemente fuerte para iniciar o mantener la proyeccion del polimero. Si esto
ocurre se puede generar mas un electrospraying, que un electrohilado. Un mayor
voltaje hala con mayor fuerza la solucién polimérica causando que el solvente tal
vez no tenga el tiempo suficiente para evaporarse o que la cantidad de polimero
halado sea demasiado generando fibras mas gruesas o fibras con defectos en forma
de grumos. Dependiendo la relacion entre la viscosidad de la solucion, su velocidad
de alimentacion y la fuerza del campo electroestético y la distancia, puede darse el
caso en que se jale con demasiada fuerza el polimero generando un rompiendo lo
gue resulta nuevamente en asemejarse mas a un proceso de electrospraying. El
voltaje ideal es aquel que logre generar una proteccion del polimero estable y
continuo, dando suficiente tiempo al solvente para evaporarse, para que el resultado

sean fibras con el grosor deseado.

La aguja, o “spinneret”, es a veces el parametro menos considerado para la
fabricacion de fibras electrohiladas, sin embargo, como todos los demas
parametros, incluye en la morfologia final de las fibras. El calibre de la aguja, el
diametro interno, determina el tamafio de la gota de la solucién polimérica por lo
gue influye en la tension superficial presente y el tamafio del menisco. Un calibre
demasiado grande y habra una gota demasiado grande con una menor tension
superficial, lo que la hace mas facil de electroestirar. Un calibre demasiado pequefio
y el tamafio de la gota puede ser muy pequefia, por lo que, dependiendo del campo
electroestatico aplicado y la velocidad de alimentacion de la solucion, puede

consumir todo el polimero de la gota antes de ser resurtido.

El flujo con el que se alimenta la solucién polimérica es usualmente un parametro
gue esta subordinado al parametro de voltaje. Se considera un flujo que sea justo
el suficiente para reponer la cantidad de solucion que se va perdiendo con la
formacion de la fibra. Idealmente, la gota en la punta de la aguja debe tener siempre

el mismo volumen para no alterar el proceso. De manera general se ha encontrado
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gue un flujo lento o reducido genera fibras con un menor diametro pero fomenta la

aparicion de defectos en forma de perla.

La distancia al recolector influye en la fuerza electroestatica que habra por
centimetro en el campo. Una mayor distancia pude resultar en un rompimiento de
las fibras bajo su propio peso ya que tienen que recorrer una mayor distancia en el
aire. De igual manera, entre mayor sea la distancia mas delgadas seran las fibras
finales y habra un mayor tiempo para la evaporacion del solvente lo que brinda una
mayor estabilidad a las fibras finales, dependiendo del material. Por el otro lado, una
distancia muy corta generara fibras gruesas, y debido al poco tiempo para la
evaporacion del solvente, pueden quedar residuos de solvente en las fibras ademas
de disminuir su estabilidad. Si la distancia no es adecuada, tanto demasiada
distancia o no la suficiente, se pueden generar defectos en forma de perlas en las

fibras.

El tipo de colector es el ultimo parametro del proceso y uno de los mas variables.
En primer lugar, el material del colector, el material mas comun es el metal pues la
placa colectora cumple la doble funcién de ser el catodo del sistema. Otras
variaciones colocan una pelicula recolectora sobre el catodo sin embargo esto
dificulta la recoleccion de fibras y requiere de voltajes mas altos. Una variacion del
electrohilado, el electrohilado en humedo (wet electrospinning), utiliza como placa
colectora un recipiente con agua, y se utiliza para generar estructuras de fibras en
3D (Kostakova, 2014). Las placas mas comunes utilizadas en el proceso de
electrohilado son la placa lisa y el rodillo rotatorio. El rodillo rotatorio consta, como
su nombre lo indica, de un rodillo metalico cuya velocidad de rotacion es controlada.
La rotacion del rodillo fomenta la orientacion de las fibras recolectadas. La placa lisa
es la placa colectora mas simple, sin embargo las estructuras de fibras recolectadas

en esta placa presentan una orientacion aleatoria (Yuan et al, 2016).
2.4.3 Parametros ambientales

Por dltimo, la temperatura y humedad relativa son los parametros ambientales que
se controlan. La temperatura y la humedad influyen en la habilidad del solvente

utilizado para evaporarse. El solvente debe evaporarse en el trayecto de la fibra
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para que la fibra “precipite” y se colecte con la mayor estabilidad posible. En esto
también influye el solvente utilizado para la solucion polimérica pues es necesario
gue tenga la habilidad de evaporarse para poder formar las fibras. De igual manera,
un exceso de temperatura puede llegar a causar una degradacién térmica en el
polimero utilizado. Se ha encontrado que la humedad, ademas de influir en la
evaporacion del solvente, puede llegar a crear poros en las fibras, dependiendo el
material utilizado. Entre mayor humedad, mayor numero y tamafio de poros (Khajavi
& Abbasi, 2016). Esto puede ser ventajoso ya que en la ingenieria de tejidos y en

la liberacién de farmacos se busca que los materiales tengan cierta porosidad.

Como se menciond anteriormente, todos los parametros se relacionan entre si por
lo que a continuacién se presenta la figura 8 con un diagrama para clarificar la

interaccion entre diferentes parametros:

Voltaje Aplicad
Polimero otaje Aplicado
Campo Eléctrico
Aditivos Conductividad (Magnitud y Direccién)
!
A . Corriente en el jet
Viscosidad !
| Densidad de | -
Cargas Fluid
Temperatura
Morfologia/Diametro de las fibras
Distancia y Tipo de Condiciones
Colector Ambientales

Figura 8 Parametros que influyen en el proceso de electrohilado (Afshari et al 2017)
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Por ultimo se presenta en la tabla 2 un resumen de como afecta cada parametro la

morfologia final de las fibras.

Tabla2. Efecto de los parametros en la morfologia de las fibras (Duque et al 2013).

Parametro Influencia
Concentracion | Incremento | Aumento en la viscosidad, dificulta el flujo, fibras
de la solucién gruesas
Disminucion | Las fibras se rompen antes de llegar al colector
Tension Incremento | Aparicion de defectos
Superficial Disminucién | Obtencién de fibras lisas
Conductividad | Incremento | Fibras mas delgadas
de la solucion | Disminucién | Fibras mas gruesas
Voltaje Incremento | Fibras gruesas y cortas, aparicion de defectos
sustancial
Disminucion | Poco impulso para la llegada de las fibras al
colector
Flujo Incremento | Fibras mas gruesas y aparicion de defectos
Disminucion | Fibras sin defectos
Distancia de Incremento | Aparicion de defectos
, sustancial
la aguja al . 7 -
Incremento | Fibras mas delgadas, pero con riesgo de romperse
colector en el trayecto
Disminucion | Las fibras llegan hiumedas al colector por lo que
pueden no formarse del todo
Disminucion | Aparicion de defectos
sustancial
Humedad Incremento | Aparicion de poros
relativa
Peso Incremento | Fibras mas lisas y con menos defectos

molecular del

polimero
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2.5 Aplicaciones del proceso de electrohilado.

2.5.1 Ingenieria de tejidos

Las fibras electrohiladas
tienen un gran potencial en
su aplicacion para la
ingenieria de tejidos. Dentro
de esta area, las fibras
electrohiladas son
comunmente categorizadas
en tres aplicaciones:
andamios tisulares, apositos
para heridas y sistemas de
liberacion de  farmacos
(Daikelly et al, 2014).

A) Andamios
Es en e uso como
andamiaje tisular en el que
las fibras electrohiladas han

recibido mas atencion y ha

Matriz Extracelular Fibras electrohiladas

Figura 9. Comparacion entre la matriz extracelular de
varios tejidos (A, C, E) y fibras electrohiladas (B, D, F)

reproducido de Bridge et al. (Bridge et al. 2015)

habido una mayor investigacion (Hunley, 2008). La principal caracteristica de interés

de las fibras electrohiladas es que forman estructuras que se asemejan e imitan la

matriz extracelular (Fig. 9). Aunado a esto, se puede controlar la porosidad y grosor

de las fibras, ademas de su alineacién, para fomentar la migracion celular de

diferentes tipos de tejidos. La gran variedad de polimeros naturales, biocompatibles

y biodegradables que se pueden usar la técnica de electrohilado permiten crear una

gran variedad de materiales para su uso como andamios celulares. Por ultimo, la

técnica de electrohilado permite dopar las fibras con particulas o funcionarlas con

componentes especificos de manera relativamente sencilla por lo se pueden

intensificar las propiedades de las fibras.
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B) Apdsitos

Como apésitos para heridas las fibras electrohiladas son utilizadas por la mayoria
de los motivos por los cuales son usadas como andamiaje celular. Ademas de estos
motivos, la simplicidad de fabricacion, su bajo costo y la facilidad con la que
fomentan la migracion celular hacen que esta sea una de las areas mas exploradas
para el uso de las fibras electrohiladas (Miguel et al. 2018). Las mallas de fibras
electrohiladas, por su similitud con la matriz extracelular, fomentan la adhesion, la
migracion, el crecimiento y la diferenciacion celular, ademas de permitir la
angiogénesis, proceso de vital importancia para el proceso de curacion. (Daikelly et
al, 2014).

C) Liberacion de farmacos

Dentro de la liberacion de farmacos la morfologia y estructura de las fibras es de
gran importancia. La porosidad y tamafio controlable de las fibras las hacen medios
adecuados para esta funcion. De igual manera las fibras son facilmente susceptibles
a estimulos como lo son los diferenciales de pH y temperatura o la aplicacion de
campos eléctricos y magnéticos (Weng & Xie, 2015). La taza de biodegradacion de
los polimeros también juega un papel importante en la liberacion de farmacos.
Todas estas propiedades pueden ser controladas en las fibras electrohiladas por lo

gue tienen un gran potencial en la liberacion de farmacos.
2.5.2 Aplicaciones en filtracion

En la actualidad, la industrializacién y los procesos de manufactura han generado
una probleméatica de contaminacion de indole global. Los materiales utilizados, los
residuos de los procesos y hasta los mismos productos terminan siendo
contaminantes ya sea en la tierra, la atmosfera, el océano o en los mantos acuiferos,
convirtiéndose en un riesgo constante para la salud de las personas, principalmente
las mas desprotegidas. En general, la contaminacién mas preocupante se trata de
la contaminacion del aire y de las fuentes de agua pues suelen ser las que menos
detecta la gente y a la que estd mas expuesta. Los métodos convencionales de
filtrado, como deposicion o adsorcion, son demasiado lentos o costosos por lo que
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se buscan mejores alternativas. Una de estas alternativas es la fabricacion de

membranas a partir de fibras electrohiladas para actuar como sistemas de filtracion.

Las propiedades de alta area superficial con relacion al volumen, la porosidad y el
diametro de las fibras, hacen que las fibras sean materiales Optimos para la
fabricacion de filtros de agua y aire (Balamurugan, 2011). Una de las ventajas que
presentan los filtros a base de nanofibras con respecto a los tradicionales es que
dependiendo del polimero empleado pueden ser permeables de manera selectiva
permitiendo el paso de gases inocuos y bloqueando vapores quimicos. La aplicacion
de un filtro en campo es afectado en gran medida por el grosor del filtro, debido a
esto se ha limitado su implementacion debido a la dificultad actual de escalar la
produccion para generar mallas de fibras electrohiladas con un grosor mas alla de

unos milimetros (Sundarrajan, 2014).
2.5.3 Aplicaciones en la industria textil

Las fibras electrohiladas se estdn usando en dos areas principales dentro de la
industria textil: la industria textil comercial, que incluye la ropa de uso comun y la
industria de la ropa de proteccion. Dentro de la ropa de proteccion, se trata de ropa
gue tiene como funcién proteger al usuario de riesgos fisicos, patogénicos,
guimicos, biologicos o nucleares (Lee, 2007), o bien, para realizar funciones de
filtrado. De igual forma se han desarrollado fibras con aplicacién antibalistica para
darle una mayor resistencia a los uniformes de las fuerzas armadas. Mientras que,
dentro de la ropa de uso comun, se busca utilizar las fibras electrohiladas en
conjunto con sistemas de generacidon de energia para poder usarse con las nuevas

tendencias de “ropas inteligentes” (wearable technologies) (Gorji, 2017) .
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2.6 Quitosano

El quitosano es una (1-4) 2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa que es producto de la
desacetilacion de la quitina, uno de los polisacéaridos naturales mas abundantes de

la tierra. En la naturaleza funciona

cHoH [ cHoH | cHoOH
como un elemento estructural del 0 0 o OH
exoesqueleto de los crustaceos e OH ol ¢ o ol { oH
insectos, y esta presente también
en algunos tipos de hongos. El OH
. o . NHE — NH! e n NH2
quitosano es utilizado debido a que Figura 10 Estructura quimica del quitosano

es biocompatible, biodegradable y

no presenta toxicidad en el organismo. Ademas, tiene propiedades bactericidas y
fungicidas por lo que es un material frecuentemente utilizado en aplicaciones
biomédicas. De igual forma, el quitosano puede unirse a varios metales pesados

por lo que también puede ser utilizado en aplicaciones de filtracion.

El electrohilado del quitosano puro presenta varias complicaciones y raramente se
obtienen fibras puras. Esto se debe a que en el proceso se comporta de manera
inestable y tiende a formar grumos debido a un estiramiento inadecuado en la fase
inestable del chorro polimérico proyectado por la baja densidad de cargas que
posee el polimero. Es debido a esto a que usualmente se combina el quitosano con
otros polimeros que cumplan una funcién de “acarreamiento” al ser polielectrolitos
y provean una mayor densidad de cargas para facilitar la electrohilabilidad. Dentro
de estos polimeros acarreadores se encuentran el PVA y el PEO (Elsabee, M. Z,
2012).

Las propiedades del Quitosano surgen por la protonasion de los grupos NHz en la
cadena del polimero (Tayerani et al. 2014). De igual forma estos grupos aminos
pueden ser utilizados como puntos para la funcionalizacién del polimero, afiadiendo

farmacos u otros componentes especificos.

El quitosano se puede utilizar facilmente en una gran variedad de estructuras, se ha
reportado su uso como geles, membranas, fibras, perlas, redes, nanoparticulas, y

esponjas. (Jayakumar, 2010). El uso del quitosano esta limitado principalmente
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debido a sus pobres propiedades mecanicas. Muchas de las investigaciones
actuales entorno al quitosano tratan de mejorar sus propiedades mecanicas para

gue pueda ser utilizado en un mayor numero de aplicaciones.

2.7 PEO

El 6xido de polietileno es w
un polimero cristalino, L J
termoplastico y soluble en n

agua gque es utilizado en )
Figura 11 Estructura del Oxido de Polietileno

una amplia gama de

aplicaciones. Su estructura se representa en la figura 11. Al ser un compuesto
extremadamente versatil y ampliamente utilizado en la industria, se encuentra
disponible comercialmente en un amplio rango de pesos moleculares. Tanta
variedad tiene el 6xido de polietileno en sus pesos moleculares y el tamafio de sus
cadenas que el nombre utilizado cambia al cambiar de tamafio. Cominmente se
refiere como Polietilenglicol (PEG) al 6xido de polietileno de bajo peso molecular ya
gue los grupos Ri1 y Rz suelen ser grupos terminales hidroxilos cuando se trata de
pesos pequefios, alrededor o menos de un peso de 20,000. En cambio, al tratarse
de un mayor peso molecular se le refiere como PEO que puede llegar a tener un
peso hasta de Mv 8,000,000. A partir de un mayor peso molecular se le conoce
como PEO de alta densidad (Schoen & Levy, 2013).El PEO es un polimero de
interés en la ingenieria de tejidos y ha sido utilizado exitosamente como andamiaje
para el crecimiento celular. A diferencia de lo que se busca en muchos
biomateriales, el PEO no es completamente biodegradable y su especificidad
biol6gica es poca, sin embargo este material posee la ventaja de ya estar aprobado
por la FDA como un material biocompatible (Dvir et al.,, 2005). Esto es de
importancia en el desarrollo de nuevos materiales compositos ya que al ya estar
aprobado por la FDA, la cantidad de pruebas que se requieren hacer se reducen
(Bailey & Koleske, 1976).
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2.8 Fibras Quitosano-PEO

Como se menciond anteriormente, por si solo, el quitosano es considerado un
polimero dificil de electrohilar. La distribucion de cargas que posee genera una
presencia de grumos, acumulaciones y defectos en el proceso. De igual manera las
soluciones de quitosano preparadas con solventes ligeramente &cidos, como &cido
acético al 2%, muestran una gran viscosidad, lo que genera problemas en el
proceso por su dificultad para fluir. De manera general, para obtener fibras puras
de quitosano se utilizan solventes fuertes que presentan toxicidad y limitan las

aplicaciones de estas fibras en areas biomédicas.

Para contrarrestar las dificultades de usar Quitosano en el proceso de electrohilado
se ha encontrado que se puede utilizar una mezcla con PEO. La adicion del PEO
reduce la tension superficial y la viscosidad de la solucién y homogeniza la
distribucion de cargas lo que permite la formacion de fibras ultrafinas (Subramanian,
Vu, Larsen, & Lin, 2005).

La adicién del PEO a las fibras de quitosano suele mantenerse en proporciones
bajas cuando se trata de aplicaciones biomédicas como los sistemas de andamiaje.
Esto se debe a que el PEO tiene una alta solubilidad en medios acuosos (Wypych,
2016). Para contrarrestar esta limitante, este proyecto explorara el uso de un
proceso de reticulacion (cross-linking) para aumentar la resistencia del PEO y poder

utilizarlo en una mayor proporcion.
2.9 Reticulacién (Cross-linknig)

La reticulacion es un proceso en el que fibras compuestas de un material se unen
para generar una red con estructura tridimensional. La reticulacion puede ocurrir
tanto por interacciones fisicas como por uniones quimicas. En una reticulacién
fisica, las cadenas del polimero estan unidas entre si por medio de fuerzas fisicas,
principalmente interacciones electroestaticas por presencia de iones o puentes de
hidrégeno. Este tipo de reticulacion es generalmente mas débil que una reticulacion
guimica, sin embargo presenta la ventaja de que no se altera la estructura individual

de cada fibra. Por el otro lado, la reticulacion quimica presenta una union entre las
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fibras individuales por medio de enlaces covalentes. En este caso la fibra cesa de
ser una fibra individual y se convierte en una parte estructural de la estructura
tridimensional del material. La reticulacion confiere nuevas propiedades o mejora
las propiedades del material (Qing et al. 2005). Comunmente, el proceso de

reticulacion se lleva a cabo para mejorar las propiedades mecanicas del material.

En el caso del electrohilado, el cual genera fibras de diametros en la escala micro y
nanométrica, una de las principales desventajas del proceso es la resistencia
mecanica de las fibras. Debido a esto se busca generar un proceso de reticulacion,
preferentemente quimico, para poder generar una estructura 3D que amplié la
gama de aplicaciones. La reticulacion quimica aumenta la resistencia mecanica al
formar dos tipos de uniones entre fibras, uniones interfibra y uniones intrafibra. En
el caso del electrohilado, cada fibra es en realidad un conjunto de fibras mas
pequeias enrolladas para formar una de mayor tamafio, cuando se genera una
unién por reticulacion entre las fibras que componen una fibra se le llama unién
intrafibra. Las uniones interfibra, las ma&s comunes, ocurren entre las fibras

individuales del material, dando pie a una estructura tridimensional.
2.9.1 Reticulacién por UV

La reticulacién por radiacion ultra-violeta, como su nombre lo indica, utiliza la
energia UV para excitar cierto grupo funcional dentro de las cadenas o una
molécula iniciadora para llevar a cabo el proceso de reticulacién. La reticulacion por
UV presenta un gran numero de ventajas entre las que destacan: facilidad de
realizacién, esterilizacion simultanea y que puede ser incorporado facilmente al

equipo de sintesis.
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El procedimiento para la reticulacion asistida por UV utilizado en este proyecto es
una adaptacion del procedimiento descrito por Zhou et al. (Zhou et al, 2012). En
este sistema se utiliza como iniciador de la reaccién polimérica el pentaeritritol
triacrilato (PETA). Esta molécula es excitada por la radiaciéon UV e inicia la reaccion
de entrecruzamiento entre las cadenas de PEO por el mecanismo de reaccion

mostrado en la figura 12.
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Figura 12 Mecanismo de reaccion propuesto por Zhou et al. (Zhou et al, 2012)
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CAPITULO IlIl. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.2 Hipotesis

Un proceso de fabricacion de electrospinning de quitosano-PEO, seguido de un
proceso de reticulacion por UV permitira la fabricacion de un material fibroso con
propiedades tales como resistencia a la disolucién, biocompatibilidad, vy
biodegradabilidad que le permitan ser utilizado en aplicaciones de ingenieria de

tejidos.
3.3 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanofibras electroestiradas de Quitosano-PVA-PEO

reticuladas y dopadas con nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO).

3.4 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinc que posean un tamafio de 50-
150nm y caracterizarlas por medio de espectroscopia de barrido (SEM) y
difracciéon de rayos X (XRD).

e Determinar los parametros adecuados de solucidon para generar una fibra
electrohilada dopada con ZnO NPs.

e Optimizar los parametros del proceso de obtencion de fibras con la
morfologia requerida para aplicaciones biomédicas, caracterizando por SEM
y FT-IR.

e Establecer el tiempo de irradiacion de UV para generar una malla reticulada

y realizar la posterior caracterizacion de las mismas
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CAPITULO IV. JUSTIFICACION

En la medicina moderna una de las areas de mayor crecimiento es la ingenieria de
tejidos, la cual tiene como objetivo restaurar, sustituir o mejorar los diferentes tejidos
del ser humano. Dentro de la ingenieria de tejidos se utilizan biomateriales porosos
o fibrosos que fomenten el crecimiento celular para imitar la matriz extraceluar para

ser utilizados en aplicaciones biomédicas.

El propésito de este trabajo es la produccion de una malla electrohilada reticulada
por medio de una modificacion innovadora a la técnica de electrohilado al integrar
una etapa de radiacion UV al proceso de formacion de fibras para mejorar sus
propiedades para potenciales usos dentro de la ingenieria de tejidos. La técnica de
electrohilado presenta un gran nimero de ventajas y facilidades para la produccién
de fibras y ha adquirido un gran impulso y desarrollo en los ultimos afios debido al
potencial que tienen estas fibras para su uso en diversas areas como la ingenieria
de tejidos, la farmacologia, los sistemas de filtracion, las tecnologias textiles, entre
otros.

Las principales ventajas que presenta la técnica de electrohilado son la versatilidad
y control que se puede tener en la fabricacion de fibras. Adecuando el procedimiento
se pueden controlar la composicion de la fibra, la morfologia y las propiedades
finales. El Quitosano y el PEO son polimeros que frecuentemente se trabajan juntos

para aplicaciones biomédicas debido a su alta Biocompatibilidad.

A pesar del potencial de estos polimeros en la técnica del electrohilado, una de las
principales desventajas que presenta el PEO es su susceptibilidad a la disolucion
en un medio acuoso. La re-disolucion de la malla fibrosa que se obtiene como
producto del electrohilado es una de las principales limitantes para su uso extendido.
Por este motivo se deben encontrar técnicas para mejorar la resistencia, tanto fisica

como quimica, del material.

Para mejorar la resistencia del material este trabajo propone el uso de la técnica de
Reticulacion asistida por UV. Al reticular las fibras se generaran enlaces interfibra e
intrafibra que aumentaran la resistencia a los ataques quimicos, al desgaste y

principalmente a la re-disolucion.
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CAPITULO V. METODOLOGIA
5.1 Reactivos y materiales
5.1.1 Reactivos:

La tabla 3 muestra los reactivos utilizados en este trabajo, todos se utilizaron sin

purificacion adicional.

Tabla 3. Reactivos utilizados
Reactivo Férmula Proveedor

Acetato de Zinc

(dihidratado) Zn(CH3C0O0),2H,0 Meyer®
Hidroxido de sodio NaOH Sigma Aldrich®
Acido acético glacial CH3COH Meyer®
gg'&sﬁgf' Alto peso Sigma Aldrich®
Quitosano- Medio (CeH11NOa) . .
Sigma Aldrich®
Peso molecular
PEO 6000 (PEG) Sigma Aldrich®
PEO 100,000 (-CH2CH,0-), Sigma Aldrich®
PEO 600,000 Sigma Aldrich®
Triton X-100® C14H2,0(C2H40)n Sigma Aldrich®
Pentaeritritol
Tetraacrilato (PETA) Ci17H200s Sigma Aldrich®

5.1.2 Materiales:
Se utilizaron los siguientes materiales para la preparacion de las soluciones:
e Plancha de calentamiento y agitacion
e Viales &mbar de 30 mL (uno por solucién).
e Agitadores magnéticos 35 mm
e Jeringas BD con capacidad de 10 mL
e Laminas de papel aluminio
e Agujas con diametro interno entre 18G y 22G (capilar metalico)

e Manguera de plastico con diametro interno de 0.9 cm
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5.1.3 Equipos para la fabricacion del material:
Para la fabricacion del material se utilizaron los siguientes equipos:
5.1.3.1 Equipo de electrohilado:

Se utilizé un equipo Nanospinner™ NS24 marca Inovenso® (Turquia), figura 13, el
cual permite controlar y monitorear todos los parametros involucrados en el proceso
de electrohilado: voltaje, distancia, flujo, tipo de colector, temperatura y humedad.
Ademas, el sistema posee una camara integrada que permite observar la gota y

monitorear la formacion del cono de Taylor.

™~

Fig. 13. NS24 Nanospinner™ de la marca Inovenso® (Turquia).
5.1.3.2 Sistema de irradiacion UV:

Para el proceso de reticulacion se utilizé un sistema de irradiacién adaptado de Zhou
(Zhou. Et al, 2012) el cual se muestra en la figura 14. En este sistema se utilizé una
lampara UV minimax® (Spectroline®, EUA) como fuente de la radiacion UV con una

longitud de onda de 365 nm.
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A Lampara UV con A= 365nm

B

Caja cerrada (para proteger al usuario)

Figura 14. A) Diagrama de sistema de irradiacion UV, B) Sistema usado en este proyecto

5.1.4 Equipos de caracterizacién

5.1.4.1 Microscopio optico

Las muestras fueron analizadas preliminarmente con un microscopio 6ptico marca
VELAB® modelo Siedentopf VE-B6 utilizando resoluciones 4,10 y 40X para

observar en primera instancia la formacion de fibras electrohiladas.
5.1.4.2 Microscopio electronico de barrido

Los materiales, nanoparticulas y fibras, fueron caracterizados por medio de
microscopia electronica de barrido (SEM). Se utiliz6 un microscopio JCM-
6000PIlus® SEM (JEOL, Estados Unidos) el cual tiene una resolucion maxima de 2
micrometros. Las muestras para SEM se prepararon recubriéndolas de una aleacion
Oro-paladio (Au/Pd) por medio de sputtering.

Este microscopio también tiene la habilidad de realizar un analisis de Fluorescencia

de rayos X por energia dispersiva (EDS) y un analisis de mapeo elemental.
5.1.4.3 Espectroscopia por difraccion de Rayos X (XRD)

Se realiz6 un andlisis de espectroscopia por difraccion de Rayos X (XRD) utilizando
un equipo HyPix-400, (SmartLab SE, Japon), operado con una fuente de radiacién
de Cu K a y detector luminiscente. El analisis fue llevado a cabo en 26 de 0° a 60 °,

en intervalos de 0.05° a temperatura ambiente.

32



5.1.4.4Espectroscopia de Infrarrojo

Se realizd un analisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR) utilizando un equipo FT-IR Nicolet™ iS™ 5 (ThermoScientific®, Estados
Unidos). Cada espectro se obtuvo en modo transmitancia utilizando un cristal de
diamante con acumulacion de 32 escaneos y un rango espectral de 4000 a 600

cml.
5.1.4.5 Radiébmetro

Se utilizé un radibmetro UV 850009 light meter (Sper Scientific®, Estados Unidos)

para medir la irradiacién UV a la que se expone la muestra.
5.2 Metodologia
5.2.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de Zinc

Se sintetizaron nanoparticulas de 6xido de Zinc (ZnO NPs) utilizando una variacion
del proceso de sintesis hidrotermal descrito por Yuvaraja et al. Se prepararon dos
soluciones de 100 mL, una soluciébn de acetato de zinc, Zn(Ac)2, con una
concentracion de 0.4 molL? y una soluciéon de hidréxido de sodio, NaOH, con una
concentracion de 1 molL2. A la solucién de acetato de zinc se le agregé la solucion
de hidréxido de sodio gota a gota a una temperatura de 40°C y agitacion constante.
La solucion de hidroxido de sodio vertid en un tiempo de 5 minutos totales (tiempo
de reaccion). El tiempo que tardan las dos soluciones en mezclarse es de vital
importancia debido a que, en este tipo de sintesis, el tamafio de la particula viene
dado por el tiempo de reaccion. En el momento en el que empieza el goteo, la
solucion se torna un color blanco lechoso, el cual es un indicador de que la reaccién
se esta llevando acabo. La solucién se dejo reaccionar un total de 10 minutos, 5
minutos agregando la solucion de hidréxido de sodio y 5 mas para llevar a cabo la
reaccion, en agitacion constante. Al finalizar el tiempo de reaccion se notaba la
formacion de un precipitado color blanco. La solucion se filtré a vacio, tres veces
para recuperar la mayor cantidad posible de precipitado. Al filtrado se le realizé un

total de 6 lavados, intercalando lavados con agua destilada y etanol. La muestra se
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secO en un desecador a una temperatura de 40°C y se almacend en el mismo hasta

Su uso.

5.2.2 Proceso de electrohilado

El proceso de electrohilado consta de dos etapas, la primera etapa consistié en la
preparacion de la solucion optima y la segunda etapa en la generacion de fibras en
el equipo de electrohilado. En la primera etapa se prepararon soluciones (solvente-
polimeros) buscando una relacién ideal entre quitosano, PEO y la concentracion del
solvente, acido acético diluido. De acuerdo a la literatura, existe una gran variedad
de proporciones y concentraciones a partir de las cuales es pueden obtener fibras
de quitosano. En el anexo A se describen de manera general varias combinaciones

utilizadas para la fabricacion de fibras de quitosano.

Basado en lo reportado por diversos autores, las soluciones se fabricaron
disolviendo el 6xido de polietileno y el quitosano por separado. Cada solucion se
agitdé durante 24 horas, después, la solucion de PEO, la cual es mas fluida, se le
agrego a la de quitosano y se dejaba en agitacion durante 4 horas mas. Cualquier

aditivo que se le agregara a la solucion se le agrega en este paso.

El primer paso fue variar el peso molecular de los polimeros utilizando el Quitosano
de medio y alto peso molecular asi como PEO de peso 6,000 (PEG), peso 100,000
y peso 600,000 gmol?. Cada solucién se puso a electrohilar en pruebas de tiempo
corto variando los parametros de proceso para observar si la solucion presentaba
la capacidad de formar fibras. De manera general el proceso a seguir se describe

en lafigura 15, explicada mas adelante.

Cada soluciéon que presentaba una viscosidad adecuada, es decir, que podia fluir a
través de la jeringa y la manguera, fue puesta a electrohilar en una prueba de tiempo
corto para observar si la solucion presentaba la capacidad de formar fibras. En esta
prueba de tiempo corto se trabajoé con un intervalo de cada parametro de proceso,
presentados en la tabla 4. Cada muestra obtenida en esta prueba corta se analizo

en un microscopio optico para determinar si existia la presencia de fibra
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Tabla 4. Parametros evaluados en las pruebas de electrohilado

Parametros Valores
Voltaje 20-25 kV
Flujo 0.4 mL/h
Distancia 10-20cm
Temperatura 30°C
Humedad <50%
Gauge de aguja. 16G-22G

Cada muestra se recolectdo en
una lamina de aluminio de 39cm
X 30cm. El sistema utiliza una
jeringa tipo BD de 10mL. Para
conectar la jeringa a la aguja se
utilizé una manguera de PET de
10 cm de largo con un diametro
interno de 2mm. Se utilizaron una
variedad de puntas con un gauge
de G18 a G22, es decir, de 1.2mm
a 0.7mm. El sistema montado de

electrohilado se puede observar

en la figura 16.

LESESENSES—————
Figura 16. Sistema de electrohilado
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Para el proceso de optimizacién de la solucion, se siguio el siguiente diagrama
mostrado en la figura 15 para guiar el procedimiento.

Fabricar solucion variando 1
parametro (Proporcién o solvente)

v

Evaluar solucidn Re-evaluar

(cualitativamente) PaREanIciris de
solucion
7 3

.Tiene la capacidad de fluir ?
(viscosidad)

Prueba corta de electrohilado
(2 horas)

Se forma cono de Tavior ¥ hay
proveccion de fibra 7

Colectar y analizar en microscopio
optico

iHay presencia de fibras?

Proceder a la sigutente etapa (optimizacion
de parametros de proceso)

Figural5. Diagrama de flujo representando el proceso que se utiliz para determinar la solucién a utilizar para
la fabricacion de fibras.
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5.2.3 Inclusién de nanoparticulas de ZnO

La inclusion de las nanoparticulas de ZnO se realiz6 durante el proceso de la
obtencion de la solucion, previo al proceso de electrohilado. Las ZnO NPs se
dispersaron en 1 mL de solvente por medio de un bafio ultrasénico por una hora.
Las ZnO NPs se agregaron a la solucién polimérica inmediatamente después del
proceso de sonicado para evitar su precipitacion y la solucién se dej6é en agitacion
constante durante una hora para garantizar la distribucibn homogénea de las
nanoparticulas dentro de la solucion. Cabe aclarar que el porcentaje de
nanoparticulas agregadas se calculdé con respecto a la cantidad total de la mezcla

de polimeros. Se utilizaron dos porcentajes de dopaje, 1% y 3%.

En cada ocasion, se prepararon 10 mL de solucion total, es decir 4.5 mL de solucion
de quitosano, 4.5 mL de solucion de PEO y 1 mL de solucion de ZnO NPs. Las
concentraciones de cada solucion se fueron variando en cada prueba lo cual se
explica mas detalladamente en el capitulo de resultados. Al final, se obtuvieron las

siguientes soluciones.

Muestra | NPs | PETA | Distancia | Aguja | Flujo Voltaje | Humedad Temp.
[mm] [G] [mLh?] | [kV] relativa [%] | [°C]

A No No 15 18 0.4 25 30-50 32

B 1% No 15 18 0.4 25 30-50 32

C 3% No 15 18 0.4 25 30-50 32

D 3% |17% |15 18 0.4 25 30-50 32

E 3% |25% |15 18 0.4 25 30-50 32

Tabla 5. Resumen de las soluciones finales obtenidas y parametros a los cuales se hilaron.

5.2.4 Reticulacion

Para el proceso de reticulacion se agregd el iniciador, pentaeritritol triacrilato
(PETA), con respecto a la cantidad de PEO, ya que es el PEO el que sufrira el

proceso de reticulacion y en donde se forman las conexiones inter- e intrafibra.

Debido a que la adicién del PETA cambio los parametros de la solucién haciéndola
ligeramente menos viscosa, se eligieron dos concentraciones para descartar la

influencia de la viscosidad en el sistema; una de concentracion de 25% como indica
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el trabajo realizado por Zhou et al, y la segunda de 17% de iniciador y con ello ver

la influencia sobre los parametros de la solucion.

El grado de reticulacion se encuentra directamente relacionado con la intensidad de
radiacion UV a la cual el material se expone. A una distancia y longitud de onda de
UV fija, la intensidad viene dada por el tiempo de exposicién del material. Se utilizé
el sistema de irradiacion adaptado de Zhou et al, descrito en el capitulo anterior en
donde se colocaron las muestras a una distancia de 3.53 cm de tal manera que la
irradiacion del sistema sobre la muestra fue de 4.77 Wcm2. El sistema se trabajo
en condiciones de presion y temperatura ambiente. Las muestras fueron cortadas

en cuadros de 25 cm? e irradiadas durante tiempos de 0, 60, 80, 100 y 120 minutos.
5.2.5 Hinchamiento

El proceso de hinchamiento se llevé acabo utilizando las muestras de 25 cm?
previamente irradiadas. Cada muestra fue pesada previo al procedimiento de
hinchamiento. Se sumergio cada muestra en 50 mL de agua destilada en vasos de
precipitado durante 3 horas. Al final de este tiempo a las muestras se le retird el

exceso de agua y se pesaron nuevamente.
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Capitulo VI - Resultados y discusion
6.1 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de Zinc

Se sintetizaron nanoparticulas de éxido de zinc utilizando una variacién del proceso
de sintesis hidrotermal descrito por Yuvaraja, et al. Se prepararon 200mL de
solucion para obtener un maximo teorico de 3.24 g de nanoparticulas de Oxido de
zinc. Al agregar la solucion de hidroxido de sodio a la solucién de acetato de zinc
se observé inmediatamente un cambio en la coloracion tendiendo a un blanco
lechoso, indicador de que la reaccion se llevo a cabo. Una vez terminado el proceso
de lavado, se filtr0 y el producto secado se recolectd obteniendo 3.016 g de
nanoparticulas de oOxido de zinc cuya apariencia es un polvo fino blanco.
Consiguiendo, una eficiencia del 93% donde la pérdida pudo darse posiblemente en

el proceso de filtrado.

La eficiencia se calcula mediante:

o ) Material obtenido
Eficiencia = — — *
Maximo tedrico

Las nanoparticulas obtenidas se pueden observar en la figura 17. A partir de esta
imagen se realizaron mediciones de tamafo con el software imageJ® para
determinar el tamafio de particula y su dispersibn mediante el histograma

correspondiente.

Frecuencia (%)

20 40 60 80 100 120 140 160
Tamaiio de particula (nm)

Figura 17. A) Nanoparticulas de ZnO, B) tamafio de particula
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Se observa que la gran mayoria de las nanoparticulas se encuentran en un tamafio
promedio entre 60 y 100 nm. En un proceso de sintesis hidrotermal, como el
utilizado para sintetizar estas nanoparticulas, el tamafio de particula es determinado
por el tiempo de reaccion. Con un mayor tiempo de reaccién las nanoparticulas
tienden a aglomerarse y obtener un mayor tamafo. En este caso, se utilizé un
tiempo de reaccion total de 10 minutos con el cual se obtuvieron tamafos de

particula con una distribucion relativamente homogénea.
6.1.1 XRD de NPs de ZnO

En la figura 18 se observa un difractograma obtenido por XRD realizado a las
nanoparticulas de ZnO para determinar su estructura cristalina. Al comparar los
planos obtenidos con la referencia del Joint Committe on Powder Diffraction Data
Standars (JCPDS), figura 19, se observa que los planos corresponden a
nanoparticulas de 6xido de zinc, confirmando la sintesis realizada. Se puede asumir,
por el tamafio del plano principal (101) y la relacién con los planos (100) y (002),
gue se trata de una estructura hexagonal (Naqvi et al, 2014).

Difraccion de rayos X

(101)

(002)
(10Q)

UA

(110)

U . (103) (112)
DN O

25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75
26

Figura 18. XRD de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas.
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Esta estructura corresponde a la estructura de wurzita, estructura que de acuerdo a
Sirelkhatim (Sirelkhatim et al, 2015) presenta una mayor actividad antimicrobiana
gue su contraparte estructural cubica. La presencia de estas nanoparticulas con

esta estructura hace posible que este material pueda ser utilizado en aplicaciones

biomédicas.
JCPDS N 00-036-1451 (ZnO)
g ZnO standard
-
<|3 _
D S ]
g = —
=y — = =)
= — = ==
[ AT
g |
T T T | T T T L I I
30 40 50 60 70

26

Figura 19. XRD Referencia del Oxido de Zinc
6.2 Optimizacion de parametros de solucién

A continuacion se describen los resultados de las muestras obtenidas en cada paso

de la optimizacion de la solucién.

La tabla 6 muestra las primeras pruebas, realizadas con PEO de bajo peso
molecular (PEG 6000 gmol?) a diferentes concentraciones con el objetivo de
generar fibras donde el Quitosano se encontrase en mayor proporcion. De acuerdo
con la literatura consultada, Anexo A, el medio mas comun para disolver quitosano
es un medio ligeramente acido lo que es suficiente para disolverlo. Las
concentraciones de PEO/Quitosano estan dadas en razén porcentual. La tabla 6

muestra las relaciones Quitosano-PEO usando acido acético al 2%.
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Tabla 6. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de alto peso molecular a una
concentracion total del 5% usando acido aceético al 2%.

Muestra Relacion PEO:CS Concentracion Observaciones
PEO 6000 Quitosano Polimérica total
(PEG) Alto PM
PEG20QA805 20 80 5%
Las soluciones presentan
PEG30QA705 30 70 5% uciones p
una alta viscosidad y no
PEG40QA605 40 60 5% _ '
tienen la capacidad de
PEG50QA505 50 50 5% ) _
fluir dentro del sistema.
PEG60QA405 60 40 5%
PEG70QA305 70 30 5%

Las soluciones en este caso tuvieron una viscosidad que no les permitia la
capacidad de fluir ni de ser empujadas por la bomba del sistema. Debido a esto se
decidié reducir la concentracion polimérica total a un 3% de concentracion para
reducir asi su viscosidad. Debido a que el quitosano es el principal factor que influye
en el aumento de la viscosidad en esta mezcla especifica, se optd por probar
mezclas con una menor proporcion del mismo. Estas pruebas se presentan en la
tabla 7.

Tabla 7. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de alto peso molecular a una
concentracién total del 3% usando acido acético al 2% como solvente.

Muestra Relacion PEO:CS Concentracion Observaciones
PEO 6000  Quitosano Polimérica total
(PEG) Alto PM
PEG50QA503 50 50 3% Las soluciones presentaban

una viscosidad excesiva y no

o)
PEGG0QA403 60 40 3% poseian la capacidad de fluir.
Se podia hacer fluir con
PEG70QA303 70 30 3% esfuerzo de presion de la

jeringa.

A pesar de haber reducido la concentracién, las soluciones continuaron siendo

demasiado viscosas lo que imposibilitaba utilizarlas. Debido a estas viscosidades
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se descartd el uso de quitosano de peso molecular alto, sustituyéndolo por

guitosano de peso molecular medio. Estas pruebas se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Pruebas realizadas con PEG y Quitosano de medio peso molecular a una
concentracién total del 3% con quitosano de Peso molecular medio.

Relacion PEO:CS

Concentracién

Muestra PEO6000  Quitosano  Polimérica Total Observaciones
(PEG) Medio PM
PEG30QM703 30 70 304 Las soluciones presentaban una
viscosidad excesiva y no poseian
PEG40QM603 40 60 3% la capacidad de fluir
La solucién fluye con dificultad.
PEG50QM503 50 50 3% Genera cono de Taylor pero no
fibras.
La solucion presenta una mucha
PEG60QM403 60 40 3% mayor fluidez. Genera cono de
Taylor pero no fibras.
La solucién es extremadamente
PEG70QM303 70 30 3% fluida. Genera cono de Taylor

pero no fibras.

De la tabla anterior, las soluciones PEG50QM503, PEG60QM403 y PEG70QM303
presentaron la viscosidad adecuada que permite que sean utilizadas en el sistema
de electrohilado. Por lo tanto estas soluciones pasaron a la siguiente etapa del
proceso como se describe en el diagrama de flujo presentado en la figura 15 en el
capitulo anterior. Al probar estas soluciones en el sistema de electrohilado se
observd que se generaba un cono de Taylor, sin embargo no se alcanz6 a formar
una proyeccion de fibra en ninguna de las muestras. De forma general se presento
una proyeccion de gotas hacia la placa recolectora. Esto puede deberse a la
influencia del peso molecular del PEO, (PEG 6000 gmol?) debido a que polimeros
con bajo peso molecular puede causar formacién de gotas o bien electrospraying
(Cansever et al, 2018) que no alcanzan a generar un jet que permita una proyeccion

continua de fibra polimérica. Por lo tanto se sustituy6 el uso de PEG 6000 gmol*
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por uno de mayor tamafio, PEO 100,000 gmol, variando la concentracién como se

muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Pruebas realizadas con PEO 100000 gmol? y Quitosano de medio peso
molecular a una concentracion total del 3%.

Muestras Relacién PEO:CS Concentracion Observaciones
PEO Quitosano Polimérica
100,000 Peso Medio Total
Las soluciones presentan una
PEO150QM503 50 50 3%

viscosidad media que permite
que fluyan lentamente a través

PEO:60QM403 60 40 3% del sistema. Se genera un cono
de Taylor pero no hay

PEO:70QM303 20 30 3% proyeccion de fibras, solo

proyeccion de grumos y gotas.

Las muestras descritas en la tabla 9 presentaron una fluidez adecuada. Al realizar
la prueba corta de electrohilado se generaba un cono de Taylor pero no se lograba
una proyeccion constante de fibras. Debido a que no se alcanzé la proyeccion de
una fibra continda utilizando PEO 100000 gmol? se decidi6é utilizar PEO
600,000gmol* como el reportado por Schiffman et al, 2008. Al utilizar PEO
600000gmol* la viscosidad de las soluciones aumenta en gran medida. De acuerdo
a la literatura consultada, presentada en el anexo A, aunque el solvente mas comun
para el quitosano es acido acético con una concentracion del 2%, también es posible
utilizar un medio acido mas fuerte, Por ello se decidié aumentar la concentracion del
acido acético a una concentracion del 70%. Al utilizar este medio de mayor acidez
se logré reducir la viscosidad de la solucion polimérica para que fuese Io

suficientemente fluida para ser utilizada en el sistema de electrohilado.

Antes de continuar con las pruebas de las mezclas poliméricas, se realizé una
prueba control hilando una solucién al 3% de PEO 600000 gmol? disuelto en el
medio acido de acido acético al 70%. Debido a que el PEO es comunmente disuelto
en un medio acuoso (Schiffman et al, 2008) se realiz6 esta prueba control para

evaluar si el medio acido podria tener un efecto negativo en el PEO y la formacién
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de fibras. La solucién de PEO resulté en la formacion de fibras por lo que se
concluyo que es factible trabajar con un medio acido fuerte (pH = 2) como solvente.
Las condiciones de hilado para la solucion de PEO fueron: un voltaje de 20kV, 10
cm de distancia, un flujo de 0.5 mLh1, una aguja con gauge 18G (1.02 mm), una

temperatura de 25°C y una humedad relativa de 40%.

Las muestras realizadas con PEO 600,000gmol? y quitosano de peso medio con el
nuevo solvente de acido acético al 70% se muestran en la tabla 10.
Tabla 10. Pruebas realizadas con PEO 600000 gmol* y Quitosano de peso

molecular medio a una concentracion total del 3% con un solvente de acido
acético al 70%.

Relacion PEO:CS .
Concentracion

Muestra . oo Observaciones
PEO Quitosano  Polimérica Total

600000 Peso Medio

La solucion fluye a través del
sistema aunque es capaz de
formar el cono de Taylor no es
PEO50QM503 50 50 3% _
capaz de formar fibras,
presenta proyeccion de

grumos.

La solucion fluye a través del
sistema aunque es capaz de
formar el cono de Taylor no es
PEOs60QM403 60 40 3% capaz de formar fibras,
presenta proyeccion de
grumos y fibras e manera

intercalada.

Proyecta en su mayoria un jet
PEOs70QM303 70 30 3% _
de fibra constante

Proyecta fibras de manera
PEOs80QM203 80 20 3%
constante.

En la muestra PEOs60QM403, se observaron fibras de mediana calidad (fibras con

grumos de polimero en varias regiones) y fibras de buena calidad en las muestras
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PEOs70QM303 y PEOs80QM203. Debido a que se busca la mayor cantidad de
guitosano posible en las fibras, se eligio la muestra PEOs70QM303 para continuar

con el procedimiento.

Una vez que se eligid la solucion PEOs70QM303, se continud con la optimizacion
de parametros. El rango de pardmetros que se probaron se presenta en la tabla
11A.

Tabla 11 A) Rango de parametros que se fueron variando para optimizar el proceso, B) parametros
finales para la produccion de fibras

A) Parametros variables B) Parametros finales
Parametros Valores Parametros Valores
Voltaje 20-25 kV Voltaje 25 kV
Flujo 0.4 -0.8 ml/h Flujo 0.4 ml/h
Distancia 10-20cm Distancia 15cm
Temperatura 30-40°C Temperatura 32°C
Humedad 30-75% Humedad 30-50%
Gauge de aguja. | 16G-22G Gauge de aguja. | 18G

En latabla 11B se observan los parametros de proceso finales que se eligieron para
la fabricacion de fibras. La eleccion de parametros se llevdé a cabo de manera
cualitativa utilizando la camara integrada del equipo. Se eligieron los parametros

gue permitian una formacion adecuada de fibras como se muestra en la figura 20

Figura 20 Formacion del cono de Taylor y proyeccion de fibra de la muestra PEOs70QM303
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donde se observa la formacion de un cono de Taylor definido y la proyeccion de un
jet delgado de fibra lo que indica que el proceso se esta llevando acabo de manera

correcta.

Dentro de estos pardmetros se hace una mencion enfatica a la humedad relativa.
La humedad relativa suele ser un parametro que en la mayoria de equipos, tanto
caseros como comerciales, no es controlado y esta sujeto a las variaciones del clima
y ubicacién del laboratorio. Dentro de la experiencia de este y anteriores proyectos,
la humedad relativa puede variar en un mismo lugar entre un 30% y un 80%. Se
observé que cuando se realizaba el proceso de electrohilado en condiciones altas
de humedad, el cono de Taylor tenia mayor dificultad para formarse, la proyeccién
de jet se volvia intermitente y de manera general las fibras salian con mayores
defectos y presencia de grumos. Se realiza la hipotesis de que esto se puede deber
a que el porcentaje de humedad relativa cambia la presién sobre la gota en la punta
del capilar lo cual causa que cambie la tensién superficial que tiene que romper la
fibra polimérica. Se hace énfasis en este parametro debido a que suele ser un
parametro el cual es dificil de controlar, en la gran mayoria de sistemas no es
monitoreado y de manera general no suele ser reportado en la literatura. El equipo
gue se utilizé permite cierto control y monitoreo de la humedad relativa, logrando

mantenerla entre un 30% y 50% dependiendo de las condiciones ambientales.

Por otro lado, la literatura reporta que es posible utilizar al agente Triton X-100®
como aditivo para mejorar la calidad de las fibras (disminucion de defectos) (Roca,
2017). El Tritén X-100®funciona como tensoactivo disminuyendo la tension
superficial del solvente y facilitando la formacion de las fibras. Por tanto, se
adicion6 0.03g de Triton X-100® a la muestra PEOs70QM303 obtener la muestra
PEOs70QM303T (Tabla 12).
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Tabla 12. Adicidon de Tritdbn-X100® como tensoactivo.

Muestra Relacién PEO:CS Tritbn  Concentracién
PEO Quitosano  X-100® Polimérica Observaciones
600000 Peso Medio Total
Fibras ligeramente
mas delgadas que
PEOs70QM303T 70 30 1% 3%

las muestras sin
Triton X-100®.

Se compararon las muestras PEOs70QM303 y PEOs70QM303T por medio de SEM
para observar las posibles diferencias en la morfologia. El andlisis, descrito a detalle
mas adelante, mostr6é que la diferencia entre las fibras con y sin tritobn X-100® es
minima. Debido a que la influencia del tritdbn X-100® no es significativa, se optd por
continuar con la muestra PEOs70QM303 ya que se busca obtener las fibras de la

manera mas pura posible.
6.3 Caracterizacion de las fibras
6.3.1 Microscopia electrénica de Barrido (SEM)

La solucién PEOs70QM303 formo fibras las cuales
se confirmaron primero por medio de un
microscopio Optico como se describié en el

proceso, figura 15. Una vez confirmada la

presencia de las fibras, la muestra PEOs70QM303
y su variacién con triton X-100®, la muestra Figura 21. Vista de Microscopio
PEOes70QM303T, fueron analizadas por medio de Optico de fibras exitosas
SEM para observar la morfologia. La figura 22

muestra las fibras obtenidas con la muestra PEOs70QM303 junto con su respectivo
histograma, mientras que la figura 23 muestra las fibras obtenidas con la muestra
PEOs70QM303T. En ambos casos se observan fibras homogéneas de buena

calidad sin presencia de defectos notorios.
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Como se observa en la figura 22B, la mayoria de las fibras de esta muestra tienen
un grosor entre 100 y 250 nanémetros. En contraste, en la figura 23B se observa
gue la mayoria de las fibras tienen un grosor igual entre 100 y 250 nanémetros pero
con una mayor proporcion de fibras que tienden a tamafios ligeramente mas
pequefios que rondan los 100 nanémetros. Debido a la poca diferencia entre ambas
muestras, se descarté el uso se la muestra PEOs70QM303T y se continud
solamente con la muestra PEOs70QM303.

\! ' - 1 Fiber thickness (a)
' 100
' a0 |

100 200 300 400 500 60O 700 a0
Fiber thickness (nm)

Figura 22 A) Fibras de la muestra PEOs70QM303 y B) Histograma de tamafio de la muestra
PEOs70QM303

Fiber Thickness (b)

100 200 300 400 500 800 700 800
Fiber Thickness {nm)

Figura 23 A) Fibras de la muestra PEOs70QM303T y B) Histograma de tamafio de la muestra
PEOs70QM303T
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6.4 Inclusién de nanoparticulas de ZnO

La muestra PEOs70QM303 fue dopada con 1% de ZnO NPs. La microscopia de

barrido se observa en la figura 24.

Figura 24 SEM de las fibras con un dopaje de ZnO NPs del 1% en A) magnificacion 50,000x y B)

magnificacion 100,000x

En la figura 24 se pueden observar las nanoparticulas de distribuidas a lo largo de
las fibras. De manera general se observas que las nhanoparticulas estan tanto en la
superficie como al interior de las fibras. El tamafio de las nanoparticulas observadas
en esta imagen van entre los 20nm hasta los 80 nm lo que corresponde con el
tamafo analizado anteriormente, figura 17. De igual manera se observa que el
tamafio de fibra ronda los 200nm lo que es consistente con lo encontrado
anteriormente, figura 22, y muestra que las nanoparticulas no afectaron de manera
significativa la formacion de las fibras. Debido a que inclusion de las ZnO NPs no
tuvo efectos visibles en la morfologia de las fiboras como se puede observar en la
figura 24, se decidié aumentar la concentracién de nanoparticulas al 3%.

Una vez realizada la inclusion de las nanoparticulas, se procedié a la inclusién del
agente iniciador PETA para la reticulacion.
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Como se mencioné en el capitulo anterior, se hicieron dos muestras, adicionando
17% y 25% de peta respectivamente para dar lugar a las muestras finales, tabla
13.Estas muestras pasaron a las subsecuentes fases de reticulacion por UV y a su
respectiva prueba de hinchamiento.

Tabla 13 Muestras finales obtenidas que pasaron a la etapa de irradiacion.
Distancia  Aguja Fluo  Voltaje Humedad Temp.

Muestra NPs PETA

[mm] [G] [mlh?] [kV] relativa [%] [°C]
D 3% 17% 15 18 0.4 25 30-50 32
E 3% 25% 15 18 0.4 25 30-50 32

La figura 25 muestra la microscopia electronica de barrido de las muestras con la
inclusién del PETA y su respectivo histograma de tamafio. De esta manera se puede
observar la influencia del PETA en la morfologia y tamafio de las fibras.

Histograma de |a Muestra D

150 200 250 300 350 400 450
Tamario {nm)

Histograma de la Muestra E

0
A 3 e e B =% 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 60O 650 700
Highvac,. SEl. PE=std./ . 15KV o P Tamafos {nm)

Figura 25. A) SEM de la muestra D con un contenido de 17% de PETA, B) Histograma de la muestra D.

C) SEM de la muestra E con un contenido de 25% de PETA, D) Histograma de la muestra E.
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En primera instancia se pueden observar la aparicion de defectos en forma de
“‘rosarios” en las fibras. Se observa que el tamafio cambia ligeramente tendiendo a
fibras mas gruesas con una concentracion de PETA al 25% con respecto a las
fibras con una concentracién de PETA al 17%, sin embargo no difiere el tamafio
significativamente con respecto a las fibras sin iniciador y sin nanoparticulas. Las
diferencias de concentraciones en el PETA no parecen generar una gran diferencia
en la morfologia de las fibras pues ambas concentraciones presentan
aparentemente la misma cantidad y calidad de defectos.

Una vez generadas las fibras, se irradiaron con UV para generar las conexiones
inter e intrafibra. En la figura 26 podemos observar una microscopia de la muestra
D irradiada por un tiempo de 80 minutos. Se puede apreciar la presencia de los

defectos, los cuales no sufrieron ningn cambio con el proceso de irradiacion. De

Histograma de muestra |radiada

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Tamaro {(nm)

Figura 26. A) SEM de la muestra D irradiada durante 80 minutos. Y B) Histograma de la muestra D

igual manera, a simple vista es dificil percibir las uniones inter e intra fibra que
pudieran haber ocurrido, por lo que se tiene que realizar un posterior andlisis para

determinar el nivel de reticulacion.
6.4.1 XRD de las fibras obtenidas

Una vez obtenido el material final, se realiz6 un XRD para corroborar la presencia

de las nanoparticulas de ZnO dentro del material. En la figura 27 se observan los
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patrones XRD para A) ZnO NPs, B) Quitosano Peso medio, C) Material finales:
Quitosano/PEO/ZnO NPs y D) PEO.
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Figura 27, XRD de a) ZnO NPs, b) Quitosano Peso medio, y C) Material finales: Quitosano/PEQ/ZnO NPs
El XRD de las nanoparticulas fue analizado a mayor profundidad anteriormente en

la seccion 6.1 de este capitulo confirmando que se trata de nanoparticulas de ZnO
en fase cristalina de hexagonal. En la figura 27B se puede apreciar que el quitosano
presenta una banda ancha alrededor de 26=20° lo cual muestra principalmente que
se trata de una estructura amorfa debido al alto nivel de desacetilacion del
compuesto y que presenta solamente un leve ordenamiento de las cadenas y va
acorde con lo reportado por Kumar et al. (Kumar et al, 2012). De igual manera el
PEO presenta dos planos principales en 26=19° y 26=24° que definen una parte

semicristalina, lo cual va acorde con lo reportado por Alya et al (alya et al, 2015).
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Ambos polimeros presentan bandas cercanas, el PEO en en 26=19° y el quitosano
en 20=20°, sin embargo la banda que se mantiene visible en el material compuesto
es la del PEO en 26=19°. Esto puede deberse al traslape de la banda de quitosano
0 a que pierde su cristalinidad en el proceso de electrospinning al romperse el poco
ordenamiento de sus cadenas. En la figura 27C no se alcanza a distinguir
visiblemente la presencia de las bandas principales de las nanoparticulas de oxido
de zinc en 20=31°.26=34° y 206=37°, sin embargo se alcanza a distinguir una
pequeia regidn de bandas con un poco mas de intensidad entre 20=37° y 26=40°.
Estas pequefias bandas pueden corresponder a las nanoparticulas y su poca
intensidad se pueden deber a la poca concentracion de las nanoparticulas y el gran
comportamiento amorfo del polimero. Se utilizé el programa MATCH® para realizar
un ajuste y eliminar el ruido de la muestra, limpiando la region para observar los

planos en ese rango. En la figura 28 se observan los planos resultantes de este

ajuste.
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Figura 28, espectro XRD de la mezcla Quitosano/PEO/ZnO procesado para eliminar el ruido.

Al realizar el ajuste, se observa que los planos coinciden a la perfeccién con los
reportados en la figura 27A. Esto confirma que efectivamente existe la presencia de
las nanoparticulas de ZnO dentro del polimero fabricado. EI XRD también
demuestra que las nanoparticulas no se degradan ni presentan cambios de fase

cristalina durante el proceso de electrohilado.
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6.4.2 Espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS) y analisis elemental

Se realizé un analisis EDS y un mapeo elemental como
confirmacion de la presencia y distribucion de las
nanoparticulas de ZnO dentro del material fabricado La
region que se analizdé se muestra en la figura 29 ya que
se alcanza a distinguir en laimagen lo que parecen ser
nanoparticulas en las fibras. El rayo fue apuntado

especificamente hacia la particula que sugiere ser ZnO

um Elecron image 1

NPs mostrado en la fig. 30 donde se observan los Figura 29 muestra CS-PEO-ZnO

diferentes metales presentes en la muestra. NPs

Ful Scalke 522 cts Cursor: 13.039 ({ cis) kE

Figura 30. EDS de la muestra CS-PE-ZnO

La tabla 14 muestra la proporciones de los elementos Tabla. 14 Contenido por elemento

encontrado en el punto analizado, el aluminio, el oro y el Elemento | Pesot%  Atomico?
paladio pueden ser ignorados del analisis debido a que su

. 3 . CK 44.43 61.48
presencia se debe a que el porta-muestras esta fabricado

oK 32.17 33.42

de aluminio y la muestra esta recubierta de una aleacion sik 487 588
oro/paladio para el analisis. El andlisis porcentual realizado ZnL 3.91 0.99
por el EDS indica la presencia del Zinc distribuido a lo largo AuM 14.62 123
de la muestra. Esto es un indicativo de la presencia de

. . . . .. . Total 100.00
nanoparticulas en la fibra en una distribucion relativamente

homogénea que concuerda tanto con las imagenes SEM

como con el XRD realizado previamente
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6.4.3 Espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

Debido a que las fibras estdn compuestas por una mezcla de quitosano y éxido de
polietileno, se utilizd la espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier
(FT-IR) para identificar los grupos funcionales del material y sus interacciones. De
esta manera se puede observar la interaccion entre las diferentes partes del
quitosano y PEO. En primer lugar la figura 31 muestra el andlisis IR de los
componentes utilizados en el material: el 6xido de polietileno (fig. 31A), el quitosano
(fig. 31B) y el iniciador PETA (fig.31C).
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Figura 31, Espectro IR de A) PEO, B) Quitosano y C) PETA.

En el espectro del 6xido de polietileno (fig. 31A), la banda a 2875cm se debe a la
vibracion de tension del enlace CH2 dentro de los enlaces —OCH2— presentes en las
cadenas. Las pequefias bandas observadas en 1460 cm™ y 1345 cm™ se deben a
la flexion simétrica del CHz y la vibracion de tension del CH: respectivamente. La

banda de gran tamafio que se observa en 1110 cm™ corresponde a la vibracién de
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tension C-O-C. Esta banda es la banda caracteristica del 6xido de polietileno.
(Kimura et al, 1996. Morsi et al. 2016) La pequeiia banda que se encuentra en 1240
cm se debe a la torsion simétrica del CH. Las bandas observadas a 965 cm, 945
cm!y 845 cm corresponden al balanceo asimétrico del CH2 con una contribucién
de la vibracion de tensién del grupo C-O-C. (Dissanayaket & Frech, 1995; Y. Wang
et al., 2010, Mori et al. 2016).

Con respecto al espectro correspondiente al quitosano (fig. 31B), se puede observar
una banda ancha alrededor de los 3420 cm™ que corresponde al aporte de la
vibracion de tensién del enlace N-H del grupo amino, de las interacciones O-H,
ambos grupos presentes en la estructura del quitosano. (AbdElhady, 2012;
Alhosseini et al., 2012; Q. Chen, Xin, Saha, & Kim, 2017; Pebdeni, Sadri, & Pebdeni,
2016). El pico alrededor de los 2850cm™ corresponde a una vibraciéon de tension
del enlace C-H. (AbdElhady, 2012; Alhosseini et al, 2012; Chinh et al., 2015;
Pebdeni et al., 2016). Las pequefias bandas alrdedor de 1640 cm™ y 1670 cm™ se
deben principalmente a la vibracion de tension del grupo C=0 de los enlaces
amidas presentes en los residuos de la quitina. (Q. Chen et al., 2017; Chinh et al.,
2015). En la banda alrededor de los 1550 cm se observa la flexion N-H del enlace
amida. (Alhosseini et al, 2012; Dobre, Stroescu, & Jipa, 2010; Q. Chen et al, 2017,
Chinh et al 2015). Por Ultimo, alrededor de 1370 cm™ se encuentra la vibracién de
tension del grupo —NHCO presente en la amida (Alhosseini et al., 2012; Anicuta et
al., 2010; Q. Chen et al., 2017). De igual forma en la banda alrededor de 1315cm
se puede identificar la vibracion de tensién que corresponde al enlace entre el grupo
C-N. En la banda alrededor de 1150 cm se puede observar la vibracién de tension
del grupo caracteristico de los sacaridos. Por el otro lado la vibracién de tensién del
grupo C-O se observa alrededor de los 1050cm*. (Alhosseini et al., 2012; Q. Chen
et al.,, 2017; Chinh et al., 2015; Dennis, Harrison, Agnes, & Erastus, 2016) Una
Ultima banda de los sacaridos se puede observar a 895 cm* (Alhosseini et al., 2012;
Anicuta et al., 2010).
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Por ultimo, se observa en la figura 31C el espectro correspondiente al iniciador
PETA. En este caso, las dos bandas mas representativas se encuentran en 1720
cm?y 1628 cm™. La gran banda que se observa a 1720 cm™ representa la vibracion
de tension del grupo carbonilo presente en la molécula. De igual forma, la banda
presente en 1620 cm™ corresponde a la vibraciéon de tensién del doble enlace

carbono- carbono (C=C) (Zhou et al 2012). Este ultimo enlace es de sumo interés
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Figura 32. Espectro IR de A) Mezcla Quitosano/PEO, B) Mezcla CS/PEO dopada con ZnO

y C) Mezcla CS/PEO con PETA y dopada con ZnO con acercamiento a la region 1990-
1250 cm de las figuras 32B y 32C
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debido a que este es el enlace que se rompe durante el proceso de reticulacién que

da inicio a la unién entre cadenas.

En la figura 32 se puede observar los espectros IR de los diferentes materiales
fabricados a lo largo del proceso: Mezcla quitosano/PEO (fig. 32A), Mezcla
quitosano/PEO dopada con ZnO NPs (fig. 32B) y Mezcla quitosano/PEO dopada
con ZnO NPs y con iniciador PETA. En primer lugar, en los tres espectros IR se
observa un ensanchamiento de la banda principal que se encuentra alrededor de
1100 cm?, el tamafio de esta banda se debe principalmente a la vibracién de tension
C-O-C presente en las cadenas de PEO, sin embargo su ensanchamiento se puede
atribuir a la contribucién de la banda en 1050 cm™ que corresponde a la vibracion
de tension del grupo C-O presente en el quitosano. La banda ancha presente
alrededor de los 3420 cm™ que corresponde al aporte de la vibracién de tension del
enlace N-H del grupo amino y de las interacciones O-H presentes en el quitosano
confirma la incorporacion del quitosano ya que es inexistente en el PEO. Esta
comparacion se observa de manera clara en las graficas comparativas presentes
en la figura 33A. Se pueden observar dos pequefias bandas en 1245 cm™ y 1260
cm? relacionado con la torsién simétrica del CH2 y una banda alrededor de 1350cm-
! relacionado con la flexion del CH2 en el espectro del PEO, mientras que en
espectro del quitosano se encuentran dos bandas alrededor de 1315 cm, una
vibracién de tensién que corresponde al enlace entre el grupo C-N y de 1370 cm™?
correspondiente a la vibracion de tension del grupo —NHCO presente en la amida.
En el espectro de la combinacion de ambos polimeros se puede observar que la
pequefia banda alrededor de 1240 cm™ se mantiene pues la torsiéon de los enlaces
CHzno sufre un gran cambio mientras que hay un crecimiento de la banda alrededor
de la banda de 1260 cm y la apariciéon de una banda alrededor de los 1320 cm™.
Estas bandas pueden deberse a un desplazamiento de las bandas en 1300 cm™ y
1350 cm* del quitosano debido a las interacciones de los enlaces C-N y —-NHCO
del quitosano con los enlaces CH: presentes en las cadenas del PEO
principalmente por medio de la unidén por puentes de hidrégeno. (Kimura,
Umemura, & Hayashi, 1996; Pebdeni et al., 2016). La influencia del PETA se puede

observar en primer lugar en el crecimiento de la intensidad de la banda presente en
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1350 cm™. De manera mas clara, figura 32 C, se observa la aparicién de una banda
en 1630 cm correspondiente a la vibraciéon de doble enlace C=C cuya sefial se
traslapa con la banda en 1550 cm™ del enlace N-H presente en el quitosano por lo
gue se genera una banda amplia. Por dltimo se observa la aparicion de una banda
en 1720 cm™ correspondiente al carbonilo del PETA. LA diferencia de intensidad
gue se aprecia de la banda 1720 cm, caracteristica del PETA, entre el IR de la
molécula y el IR del compuesto (fig. 31C y fig. 32C) se debe a la baja concentracion

del PETA presente en el material final.

Se puede observar que no hay una diferencia significativa entre la figura 32A, la
mezcla quitosano-6xido de polietileno, y la figura 32B, quitosano-6xido de polietileno
dopado con ZnO NPs. Esto se debe a que las bandas generadas por la presencia
de las nanoparticulas de 6xido de zinc se observan alrededor de los 436 cm™ y las
caracteristicas de nuestro equipo solamente permiten un analisis a partir de los 500
cm L. (Q. Chen et al, 2017; Duan et al. 2004; Pebdeni et al, 2016)

6.5 Hinchamiento

Para comprobar que el proceso de entrecruzamiento fue exitoso se realizaron
pruebas a las muestras irradiadas de las fibras obtenidas con las soluciones E y D.
En primer lugar se realizé una prueba control sumergiendo una muestra no irradiada
en agua destilada. Dicha muestra se disolvié completamente en aproximadamente
15 minutos, mostrando que las fibras sin el proceso de entrecruzamiento son
totalmente solubles. Como se puede observar en la figura 33. La cantidad de
iniciador PETA utilizado influye fuertemente en la capacidad de hinchamiento del
material. De esta manera podemos ver que las fibras con un contenido de PETA del
25% se hinchan hasta 5 veces mas que las fibras con un contenido de PETA del
17%.

El tiempo de irradiacion también influye en el proceso de hinchamiento, teniendo un
hinchamiento méximo en un tiempo de 100 minutos para un contenido del 17% de
iniciador y un tiempo de 120 minutos para un contenido del 25%. La diferencia del
tamafio de la curva de hinchamiento entre las muestras de la solucion D y la solucion

E pueden deberse a la diferencia de la concentracion de PETA, en donde una
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concentracion del 25% presenta un hinchamiento mayor. Se requieren mas pruebas
para determinar si el proceso de entrecruzamiento genera mas uniones interfibra o

intrafibra.
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Figura 33 Porcentaje de hinchamiento a 60, 80, 100 y 120 minutos.

Al realizar un andlisis SEM de las fibras irradiadas a un tiempo de 100 minutos
después del periodo de hinchamiento, se puede observar el comportamiento
descrito en la gréfica. La tabla 15 muestra una recapitulacion de los componentes y
parametros utilizados para la obtencion de las muestras finales (A y B) que se

presentan en las figuras 34 y 35.

Tabla. 15 Componentes y parametros de las muestras finales

Distancia Aguja Flujo Voltaje Humedad Temp. uv Tiempo
Muestra — NPs  PETA 1) 6]  [mh? kvl relatva[%]  ['Cl  [Wem?]  [min]
A 3% 17% 15 18 0.4 25 30-50 32 4.77 100
B 3% 25% 15 18 0.4 25 30-50 32 4.77 100

En la figura 34 se observa la muestra A con una concentracion de iniciador PETA
de 17%. Como se aprecia en la imagen, la mayor parte del polimero, el cual no se
entrecruzo, se terminé disolviendo y generando una pelicula polimérica en lugar de
una red fibrosa. Se aprecian pequefias secciones donde las fibras mantuvieron su

estructura las cuales son regiones donde se llevo a cabo el entrecruzamiento. Esto
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se refleja en la figura 33 donde una concentracién de iniciador PETA del 17%

solamente obtiene un méaximo de un 97% de hinchamiento.

s.aayg{, \eaaa

Figura 34 SEM de muestra A con 17% de PETA posterior al proceso de hinchamiento.
Por el otro lado, en la figura 35 se puede apreciar la muestra B con un contenido de
iniciador PETA del 25% después de ser irradiada por 100 minutos y sometida al
proceso de hinchamiento. Se puede apreciar que las fibras mantienen su estructura
y que no hay ningan fenémeno de disolucién como ocurre con una concentracion
de iniciador del 17%. Al mantener su estructura y resistir un proceso de disolucion,
la muestra que utiliza una concentracion de PETA del 25% logré un hinchamiento
de hasta el 770%. Esto muestra que el proceso de entrecruzamiento depende fuerte

mente de la concentracion de PETA utilizada.

15KU-  .Saax

Figura 35 SEM de muestra B con 25% de PETA posterior al proceso de hinchamiento.
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Capitulo VIl — Conclusiones

En este proyecto se encontraron las condiciones adecuadas para la fabricacién de
fibras de una mezcla quitosano/PEO que dieran fibras de tamafio controlado y con
una morfologia sin defectos utilizando una solucién al 3% de concentracion
compuesta de 70% PEO y 30% Quitosano (relacion 7:3) en un solvente de 70%
acido acético. Esta solucion permitié obtener fibras de alrededor de 200nm de
grosor utilizando los parametros o6ptimos en el proceso de electrohilado. De igual
manera se encontrdé una concentracion optima de iniciador PETA del 25% junto al
tiempo de irradiacion adecuado de 100 minutos para el proceso de reticulacion.

Por este método se obtuvo un material tipo hidrogel fibroso conformado por fibras
nanomeétricas con una distribucién estable en sus diametros. El proceso de
reticulacion por UV permiti6 que este material, previamente soluble en agua,

adquiera una resistencia a la solubilidad, manteniendo su estructura de fibras.

El objetivo principal de este proyecto se logré al demostrar que se pudo generar un
hidrogel fibroso compuesto de una mezcla de quitosano-PEO el cual después del
proceso de reticulacion logré hinchar hasta 770% su peso inicial. De igual manera
el proceso no comprometio ni se vio afectada por la presencia de nanoparticulas de
ZnO. Esto es favorable ya que demuestra que este sistema puede ser dopado con

nanoparticulas sin alterar significativamente su estructura.

Este procedimiento tiene el potencial de ser utilizado para la generacion de
estructuras para andamiaje celular debido a su alta biocompatibilidad y la resistencia
a la solubilidad conferida por este proceso. Al poder hinchar y crecer su tamafo
permite su uso en un medio biolégico, mientras que su estructura fibrosa permite la
difusién de nutrientes y la proliferacion celular. La presencia de nanoparticulas de
ZnO tienen el potencial de ser bactericidas en caso de usarse en heridas y las
propiedades del quitosano hacen que fomente la migracion celular. En resumen este
material tiene cumple con todas las caracteristicas que debe tener un material para

fungir como andamiaje para la ingenieria de tejidos.
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Capitulo VIII- Perspectivas

Un hallazgo de este proyecto el cual puede ser profundizado y explorado es la
influencia de la humedad y la temperatura sobre el proceso del electrohilado. De
manera empirica se encontr6 que la humedad relativa presentaba una gran
influencia en ciertas soluciones y su capacidad de fluir dentro del sistema. De igual
forma se encontré que la mayoria de la literatura no reporta estas condiciones.
Debido a esto se requiere un estudio sobre la influencia de la humedad y las

condiciones ambientales dentro del procedimiento.

Una vez evaluada la influencia de la humedad sobre la fabricacion de las fibras se
puede volver a hacer una optimizacién de las condiciones para encontrar otras
mezclas PEO/Quitosano que presenten mejores propiedades mecanicas tales como
una mayor resistencia a la tension y una mayor resistencia a la disolucion. Dentro
de los parametros que se pueden mejorar es buscar una orientacion controlada para
las fibras. De igual manera se pueden explorar con mayor profundidad los efectos
de diferentes tipos de nanoparticulas dentro del material.

Con respecto al material producido en este proyecto, la siguiente etapa para evaluar

su potencial como andamio celular son las pruebas de vialidad celular.
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