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RESUMEN

El PLLA (Acido polildctico) es un polimero biodegradable ampliamente utilizado en la
Ingenieria Tisular que presenta buenas propiedades materiales con una tasa de degradacion
lenta. El desarrollo de membranas electrohiladas tridimensionales aporta un nicho celular
adecuado para el desarrollo de células musculares debido a que mimetiza en gran medida la
fisiologia de la matriz extracelular caracteristica del tejido muscular. Ademas las fibras
proporcionan una mayor area superficial de las muestras que confieren un mayor nimero de
puntos de anclaje celular y permiten que los substratos se degraden mas rapidamente. El boro
es un metaloide esencial que participa en numerosas rutas metabdlicas, tanto en vegetales
como en animales y su implicacidn en procesos de diferenciacion miogénica se han puesto de
manifiesto recientemente.

En este trabajo se plantea el disefio de una membrana electrohilada capaz de actuar
como medio de liberacién controlada de iones Boro con aplicaciones en Ingenieria Tisular para
la regeneracidon/reparacion de musculo. Para ello se empleard una técnica novedosa como es el
electrospinning coaxial, que ha adquirido especial interés en el sector biomédico porque permite
gue sea el propio entramado polimérico el que sea cargado con soluciones acuosas de cualquier
tipo permitiendo asi una gran versatilidad en su posterior aplicaciéon biomédica.

Para la obtencién de dicho disefio se ha elaborado un protocolo con el que conseguir
nanofibras rellenas de una disolucién acuosa de Borax. Los materiales producidos han sido
caracterizados morfolégicamente con microscopia FESEMy TEM. Se ha caracterizado su tension
superficial y por espectroscopia infrarroja se ha analizado la presencia de los iones borato. Asi
mismo, ha sido estudiada la capacidad de liberacidn de los iones, la velocidad de degradacion
de las membranas electrohiladas y se han comparado con otros sistemas convencionales.
Finalmente, se ha estudiado el comportamiento térmico de las membranas mediante técnicas
de calorimetria diferencial de Barrido (DSC) y termogravimetria (TGA).

Palabras clave: Electrohilado coaxial, tejido muscular, acido polilactico, PLLA, membrana

electrohilada.



RESUM

El PLLA (acid polilactic) és un polimer biodegradable ampliament utilitzat en I'Enginyeria
Tissular que presenta bones propietats perd0 té una taxa una degradacié lenta. El
desenvolupament de membranes electrofilades tridimensionals aporta un ninxol cel-lular
adequat al desenvolupament de cel-lules musculars a causa que mimetitza el gran manera la
fisiologia de la matriu extracel-lular caracteristica del teixit muscular. A més a més les fibres
proporcionen una major area superficial de les mostres que confereixen un major nombre de
punts d’ancoratge cel-lular i permeten que els substracts es degraden mes rapidament. El bor
és un metal-loide esencial que participa en nombroses rutes metaboliques, tant en vegetals com
en animals i la seva implicacié en procesos de diferenciacié miogénica s’"han posat de manifest
recentment.

En aquest treball es planteja el disseny d'una membrana electrofilada capag d'actuar
com a mitja d'alliberament controlat d'ions Bor amb aplicacions en Enginyeria Tissular per a la
regeneracid/recuperaci6 de muscul. Per a agO, s'emprara una técnica nova com és el
electrospinning coaxial, que ha adquirit especial interes en el sector biomédic perqué permet
gue siga el propi entramat poliméric el que siga carregat amb solucions aquoses de qualsevol
tipus permetent aixi una gran versatilitat en la seva posterio aplicacién biomédica.

Per a l'obtencid d'aquest disseny s'ha elaborat un protocol amb el qual aconseguir
nanofibres farcides d'una dissolucié aquosa de Borax. Els materials produits han estat
caracteritzats morfoldogicament amb microscopia FESEM i TEM. S’ha caracteritzt la seva tensio
superficial i per espectroscopia infraroja s’ha analitzat la presencia del ions borat. Aixi mateix,

ha estat estudiada la capacitat d’alliberament dels ions, la velocitat de degradacié de les
membranes electrofilades i s"han comparat amb altes sistemes convencionals. Finalment, s’ha
estudiat el comportament termic de les membranes mitjangant técniques de calorimetria

diferencial d’escombratge (DSC) i termogravimetria (TGA).

Paraules clau: Electrofilat coaxial, teixit muscular, membranes de acid polilactic, nanofibres
PLLA, membrana electrofilada.



ABSTRACT

PLLA (polylactic acid) is a biodegradable polymer widely used in Tissue Engineering with
good material properties and slow degradation rate. The development of tridimensional
electrospinned membranes provides a suitable cellular niche for the muscular cells development
because it can imitate the characteristic extracellular matrix. In addition fibers provides higher
surface area to samples, give more cellular attachment points and allow a faster substrate
degradation rate. On the other hand Boron is an essential metalloid which takes part in a large
number of metabolic pathways, both in vegetables and animals. Furthermore, its participation
in myogenic differentiation processes has been shown recently.

This work suggest an electrospinned membrane design capable to act as controlled-
release way of Borax ions for provide muscular regeneration in Tissue Engineering applications.
For this purpose it will used coaxial electrospinning, a novel technique which recently has
acquired interest in biomedical sector. This technique allows that the polymeric structure was
charged with any type of aqueous solutions, offering high versatility in its posterior biomedical
application.

To obtain this design it has been developed a methodology which produces nanofibers
filled with a Borax aqueous solution. The materials were characterized morphologically with
FESEM and TEM microscopy. It has been characterized their surface tension and analyzed the
boron presence by infrared spectroscopy. In the same way it has been studied their ion release
capability and their degradation rate, doing a comparison with another conventional systems.
Finally it has been studied the membranes thermal performance employing differential scanning
calorimetry and termogravimetric analysis.

Kewwords: Coaxial electrospinning, muscle tissue, polylactic acid membranes, PLLA nanofibers,
electrospinned membranes.
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Trabajo Final de Master es disefiar una membrana electrohilada
a partir de un poliéster alifatico (PLLA), con iones Borato en su interior, para favorecer la
diferenciacidn celular de mioblastos. Ademds de la fabricacién de la membrana se pretende realizar
una caracterizacién del material mediante la consecucién de los siguientes objetivos:

1- Caracterizaciéon mediante estudios de espectroscopia para determinar de una forma no
destructiva de las muestras si se ha conseguido introducir el medio bioactivo en su interior.

2- Caracterizacidon microscépica de las membranas electrohiladas

3- Determinacion de la tensién superficial de las membranas

4-Estudio de liberacidn controlada y de velocidad de degradacién en un entorno que simule
el medio fisiolégico, comparandolo con otras formas materiales del PLLA.

5- Estudio del comportamiento térmico del sistema y determinacién de las propiedades del
polimero.

La consecucién de estos objetivos principales requerird el cumplimiento de la siguiente
serie de objetivos secundarios:

— Busqueda de informacién bibliografica sobre las materias y las técnicas empleadas para
conocer el estado del arte respecto a la problematica planteada.

— Elaborar un protocolo de fabricacion de membranas electrohiladas activas con la técnica
del electrospinning coaxial para diferentes configuraciones espaciales de las nanofibras
depositadas.

— ldentificar cudles son aquellos factores que permiten conseguir unas propiedades mas
cercanas a las deseadas para la aplicacién final.

— Realizar una valoracion critica de los resultados obtenidos que permitan sintetizar unas
conclusiones que corroboren si se han alcanzado los objetivos del proyecto.

— Elaborar una memoria de caracter formal en donde queden reflejados aquellos
conocimientos que se han adquirido, los resultados obtenidos, las evaluaciones de éstos y
las conclusiones que de dichos resultados se puedan extraer.

— Redactar un presupuesto que justifigue de manera veraz los costes incurridos por las
actividades realizadas en el trabajo. A su vez se pide un documento donde queden
registradas, sin omision alguna, todas aquellas condiciones por las que se regira el Trabajo
de Final de Master y que se han acordado entre la escuela técnica superior de Ingenieros
Industriales de la Universitat Politécnica de Valéncia.
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2. INTRODUCCION

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Ingenieria Tisular: Componentes y linea de accion

La lesidn de tejidos debido a causas traumaticas o consecuencia de algunos tipos de
enfermedades son una de las mayores causas de padecimiento y muerte a escala mundial. Los
tratamientos que convencionalmente se han usado para solucionar estos problemas han sido el
trasplante de tejidos y drganos o, el uso de prétesis. [1]

Estas medidas, aunque logran incrementar el tiempo y la calidad de vida, presentan ciertas
limitaciones importantes dificiles de solventar:

- Los trasplantes autdlogos (procedentes del tejido del mismo paciente) adolecen de
problemas de escasez.

- Hay falta de donantes de tejidos y drganos y, generalmente si el tejido es aldgenico, se
pueden producir reacciones de rechazo. Paliar este problema implica administrar al
paciente farmacos inmunosupresores que le pueden dejar expuesto a otro tipo de
patologias.

- Los procedimientos invasivos pueden provocar dafos en el paciente que se pueden
complicar impidiendo que el tejido trasplantado realice su funcién correctamente.

- Un implante no biocompatible en el organismo receptor causa una reaccion al cuerpo
extrafio que suelen ir asociados con infecciones secundarias

- Los implantes se disefian para que cumplan una funcién bioldgica especifica y tienden a
relegar a un segundo plano al resto de funciones bioldgicas que cumple el tejido que
pretenden sustituir.

Ante estas limitaciones, la Ingenieria Tisular representa una alternativa prometedora para
superar estos limites detectados en la medicina actual.

Formalmente estd definida como la aplicacién de los principios y métodos de la ingenieria
y las ciencias de la vida a través del conocimiento de las relaciones estructura-funcién en tejidos
sanos y patoldgicos de mamiferos y en el desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren,
mantengan e incluso mejoren la funcion del tejido original. [2]

Presenta la ventaja, sobre otro tipo de terapias, de que el tejido “disefiado” se integra
dentro del paciente permitiendo una cura especifica y, potencialmente, permanente del tejido
dafiado. La Ingenieria Tisular actualmente esta buscando la mejor forma de disefiar materiales que
simulen piel, tejido cardiovascular, hepatico, cartilaginoso, 6seo, muscular, neuronal y otros tipos
de tejidos.



La Ingenieria Tisular trabaja principalmente con dos componentes que son las células y los

soportes materiales:

Las células son los organismos encargados de sintetizar la matriz extracelular que da lugar
al tejido nuevo. Se clasifican generalmente segln su procedencia y su capacidad de
divisién.

Dentro del primer grupo (por su procedencia) se encuentran las que proceden del mismo
individuo (autdlogas) y por tanto no llevan asociados problemas de rechazo y las que
tienen un origen externo al individuo.

Respecto a las que tienen un origen externo al individuo las células pueden proceder, o
bien de otro individuo pero de la misma especie (alogénicas) o, de un espécimen de otra
especie (xenogénicas). A causa de su origen externo al organismo, ambos tipos, suelen
llevar asociados problemas de rechazo.

Dentro del segundo grupo de clasificacion (por su capacidad de divisién) se distinguen
entre células madre (células no diferenciadas que en funcién de las condiciones del medio
de cultivo pueden dar lugar a varios tipos de células) de y células diferenciadas (con una
funcién de tejido especifica, su capacidad para dividirse disminuye considerablemente).

Por el otro lado, los soportes materiales se encargan de darle una estructura de anclaje a

las células donde poder crecer, replicarse y diferenciarse dando tejido nuevo.

Atendiendo a su composicidén quimica pueden encontrase materiales metélicos (empleado

en aplicaciones médicas de fijacion como tornillos dentales por ejemplo), materiales ceramicos
(bastante empleados para regeneracién dsea) y poliméricos.

La Ingenieria Tisular se esta centrando en los materiales poliméricos dada la facilidad para

moldearlos, la variabilidad de propiedades fisico-quimicas que se pueden obtener, el control sobre
su degradacién y la capacidad para modificarlos para fomentar la adhesién celular. Dentro de los
polimeros se trabajan con polimeros sintéticos o naturales. En la ingenieria tisular, los materiales
se suelen encontrar de ambas formas.
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Scaffolds: Biomateriales que actian como soporte estructural temporal para el
crecimiento guiado de células y tejidos a lo largo de todo un entramado tridimensional
mientras aporta simultdaneamente un soporte mecanico adecuado a la aplicacidon deseada.

Al tener que albergar células deben de cumplir una serie de requisitos como son:
gue tenga biocompatibilidad y biodegradabilidad, una velocidad de degradacién adecuada
gue coincida con la de formacién del tejido nuevo, propiedades superficiales que
favorezcan el anclaje celular y su posterior proliferacion, crecimiento y diferenciacion, una
estructura porosa que permita albergar las células y el libre intercambio con el medio de
nutrientes y metabolitos de desecho. [3]

Carriers: Biomateriales (también biodegradables y biocompatibles) fabricados en forma de
microesferas o microparticulas con el objetivo de encapsular y aislar farmacos, factores
de crecimiento o a las propias células y liberarlas en la zona afectada.



Resultan de especial interés porque se emplean para liberacién controlada, bien por
difusidon a través de la estructura polimérica, por modificaciones que realiza en su
estructura ante cambios en determinados factores ambientales (pH, altas/bajas
concentraciones de una determinada especie, etc...) o, por simple degradacion del
recubrimiento polimérico que permita el escape del contenido al medio externo. [4]

Precisamente por esta aplicacién se persigue que el material tenga buenas
propiedades de difusién.

Una vez presentados las principales herramientas con las que trabaja la Ingenieria Tisular
en la figura 1 se presenta visualmente su linea de accién.

Patient

using minimally

invasive method
f::I Perform
' biopsy

Implant construct / \

Cells form expand cells
tissue

invitro

E Isolate and

N I

Fabricate 3-D
Add cells and growth matrix
factors to matrix

Figura 1. Esquema de accién de la Ingenieria Tisular. Representacion extraida de [1]



Como se observa en la figura, la linea de accién es la siguiente:

1.- Se extraen células del propio paciente que se aislan y se cultivan en un bioreactor. A su
vez, se elabora el scaffold que se encarga de aportar el soporte fisico que emule a la matriz
extracelular.

2.- Una vez fabricado el material y con una cantidad suficiente de células, se reinsertan
éstas en la matriz artificial y se restituye el sistema al paciente para que las células sigan creciendo,
proliferando y diferenciandose en el organismo huésped, obteniendo el tejido nuevo.

El presente trabajo propone la elaboraciéon de un scaffold empleando acido polilactico
como material base en forma de nanofibras por lo que a continuaciéon se describe mas
detalladamente este material.

2.1.2. Propuesta del material:

2.1.3. PLLA (Acido Polildctico). Caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas

El 4cido polilactico, ([-O-CH (CH3)-CO-]n), es un a-hidroxi acido perteneciente a la familia
de los ésteres alifaticos; es biodegradable y compostable. [5]

Se produce de forma natural en los musculos de los mamiferos durante la glicogendlisis y
participa en la etapa metabdlica celular del ciclo de Krebs a través de acido pirlvico y la Acetil-CoA.

(6]

Comercialmente se produce por reacciones de condensacién directa, por reacciones de
polimerizacidn por apertura de anillo mejorada con catalizadores basados en Sn (1) (empleados por
la industria por su mayor grado de conversion) y por obtencién natural a partir de fermentacién
bacteriana de azucares [7], por lo que es una materia prima renovable.

Es una molécula quiral y, por tanto, en la naturaleza existe tanto en su forma L como en su
forma D o, también se puede encontrar como mezclas racémicas de ambos enantiémeros.

Los mondmeros de acido lactico con actividad dptica dan lugar a polimeros semicristalinos
mientras que si provienen de mondmeros carentes de actividad Optica, los polimeros de PLA
obtenidos son amorfos. EI PLA tiene una temperatura de transicion vitrea de 55°C,
aproximadamente, y una temperatura de fusion (cuando es semicristalino) proxima a los 1752C [8].
A temperaturas por encima de 2002C, el polimero sufre degradacién térmica por fenémenos de
hidrdlisis, escision oxidativa de las cadenas y reacciones de transesterificacion no deseadas inter e
intramoleculares. [9]
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Figura 2. Representaciones enantioméricas del acido polilactico. [5]

En general , su forma L estd mas cotizada en aplicaciones que requieran alta resistencia
mecanica y dureza, mientras que las formas D y L (amorfas) se destinan mas en aplicaciones del
tipo de liberacién controlada, por lo que es importante que las especies activas tengan una
dispersidon adecuada en la matriz polimérica.

El PLA se degrada por hidrélisis de los enlaces éster y no se da por degradacion enzimatica
en los organismos. [10]

La velocidad de degradacion depende del tamafo y forma de la muestra, de la presencia
de impurezas de bajo peso molecular, del tiempo, de la temperatura y, de la cantidad de unidades
de lactato Ly D presentes en las cadenas al influir en la cristalinidad del polimero (mas cristalinidad
implican tiempos de degradacidon mayores). [11]

EL mecanismo de degradacion de los materiales basados en PLA consiste en un proceso
conjunto de degradacion tipo bulk y de erosién superficial. Cuando la velocidad de penetracion del
agua es mayor que la de degradacion del polimero, el proceso de degradaciéon pasa a estar
controlado por una degradacion uniforme tipo bulk de la matriz que se autocataliza al aumentar los
grupos carboxilicos terminales (a causa de la biodegradacidn). [11]

Sin embargo, presenta una serie de desventajas entre las que se pueden encontrar:

- Es un material de dureza baja; su resistencia a la traccién y su mdédulo eldstico son muy
comparables a los del PET. Estas caracteristicas limitan su utilizacién en aplicaciones que
requieran elevada capacidad de deformacion a niveles de esfuerzos elevados.

- Como resultado de su velocidad de degradacidn lenta, al ser semicristalinas ambas formas
del polimero aunque con mezclas de diferentes proporciones de forma L (PLLA) y mezcla
racémica L, D (PDLLA), se ha logrado modificar su comportamiento frente a la hidrélisis asi
como modificar sus propiedades mecanicas. [12]



- EI PLLA es bastante hidréfobo, lo que implica una alta afinidad celular y puede dar lugar a
una respuesta inflamatoria del organismo huésped al tener contacto directo con fluidos
biolégicos por la liberacion de grupos acidos. [13]

- Dadalaescasez de grupos funcionales reactivos en la cadena, transformando a la molécula
en quimicamente inerte y dificultando posibles modificaciones quimicas en la superficie o
enel “bulk”.

2.1.4. Aplicaciones previas del PLLA en la Ingenieria Tisular

El PLLA se emplea con bastante frecuencia en aplicaciones médicas ya que no produce
efectos locales toxicos ni carcinogénicos, es biodegradable y sus productos de degradacion
tampoco son nocivos.

Entre las mas comunes estd la de emplearlo para suturas donde, el PLLA, se dispone en
forma de filamentos que se encargan de sostener los tejidos adyacentes a una herida hasta que por
el proceso de sanacién natural el tejido formado tenga la fuerza mecanica para sostenerse sélo.
[14]

Para controlar la velocidad de degradacidn se han fabricado hilos de sutura con copolimeros
de acido polilactico/4acido poliglicélico (PLLA/PGA).

Gracias a su mecanismo de degradacién, el PLLA también se emplea para sistemas de
liberacién controlada de farmacos donde se pretende que el principio activo se libere gradualmente
conforme la envoltura polimérica se degrade por erosidn superficial; ejemplo de lo expuesto, es el
trabajo de Eerink et al [15], que emplea sistemas de liberacién basados en fibras de PLLA con una
mezcla de polivinilpirridona (PVP) que rellena de Levonorgestol para liberar de forma gradual la
hormona en el medio de interés.

EL PLLA, tanto en sus formas L y D, se emplea también como soporte para la fijacion en
fracturas y osteomias. Generalmente, estos implantes tienen unos tiempos de degradacién que
varian desde los 10 meses hasta los 4 afios segln su composicién quimica, su cristalinidad y su
porosidad, entre otros factores microestructurales. [16]

En el campo de la ingenieria tisular, el PLLA también ha permitido la elaboracién de
scaffolds para obtener diferentes tipos de tejido. En forma de fimls de Solvent Casting, [17] Santos
et al, elabor6 membranas con diferentes tamafio de poro para regeneracion de la piel y para
controlar su velocidad de degradacién se ha repetido la estrategia de hacer dichas membranas de
copolimeros de PLLA/Poli(hidroxibuterato-co-hidroxivalerato) para que degrade mas rapidamente.
(18]

También se han elaborado soportes tubulares de mezclas de PDLLA/PLLA, a diferentes
proporciones, para producir tejido del endotelio (mayor cantidad de PLLA aquellos que soporten
mas presidén como es el caso de las arterias). [19]

El PLLA se emplea, también, en regeneracion de tejido dseo en forma de composites donde

el polimero aporta la matrizy el cerdmico se incluye en forma de particulas que aportan un refuerzo
mecanico (el PLLA por si sélo no puede atender las demandas de carga). [11]
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En dichos composites, el PLLA y el PGA, ademas de poder ir degradandose paulatinamente
a la vez que se estd regenerando el tejido dseo, se ha visto que aumenta la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina, incrementa la sintesis de colageno tipo | y favorece el crecimiento y la
proliferacion de osteocitos. [20]

A continuacidn se presenta en la figura 3 unas imagenes de microscopia electrdnica de las
membranas porosas elaboradas con PLA para regeneracién del tejido 6seo.

Figura 3. Imagen SEM de las membranas porosas de PLA. La imagen a) muestra las superficie de la membrana; la
imagen b) la superficie transversal (barra de escala representa200 um) y la imagen c¢) muestra las células ancladas a
la superficie de la membrana y creciendo en los poros (en esta imagen la barra de escala representa 50 um) Imagen

extraida de [21].

El PLLA estd resultando un material especialmente interesante en la regeneracion del tejido
nervioso y se estd empezando a trabajar con él con una nueva forma, las nanofibras. Con este nuevo
sistema se pretende producir scaffolds que hagan de canales guias para reparacion de tejidos cuyas
células diferenciadas tengan morfologia alargada (axones neuronales o fibras del musculo
esquelético).

Yang et al [22] elabord esta nueva variedad de scaffolds con la que ademds comprobd que
las fibras aportaban una elevada superficie que actuaria como soporte para factores de crecimiento
celular y comprobd su adhesion en scaffolds de nanofibras de PLLA paralelas en la direccidn de sus
ejes longitudinales tal y cdmo se muestra la figura 4.



"40.00 ym

Figura 4. La imagen (a) es una fotografia SEM a 200 aumentos. La imagen (b) es una fotografia de las células madres
neuronales cultivadas un tiempo de 1 dia sobre un scaffold con nanofibras de PLLA. La imagen (c) es una fotografia
bajo el microscopio de fluorescencia a 400 aumentos de las células madre neuronales sobre las nanofibras de PLLA

en un tiempo de cultivo de 2 dias. Imagenes extraidas de [22].

Este trabajo pretende realizar un scaffold de nanofibras de PLLA basandose en que, de
forma analoga a lo ocurrido en con las células neuronales, se pueda obtener también un medio
adecuado para que los mioblastos se diferencien en miotubos y puedan actuar como soporte del
tejido muscular esquelético.

Es por eso que se ha considerado importante dedicarle una parte del documento a hablar
de la técnica empleada para conseguir la obtencidon de nanofibras de PLLA. Esa técnica es el
electrospinning.

2.1.5. Electrospinning

El electrospinning es una tecnologia de hilado de fibras con la que se obtienen fibras
tridimensionales ultrafinas (diametros de nandmetros a pocas micras) de longitudes elevadas. Las
fibras en la escala nanométrica han despertado interés por sus propiedades Unicas entre las que se
destacan [23]:
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- Elevadisima area superficial por masa de fibra.

- Porosidad elevada de la membrana que se forma con opcidn de ajustar los tamafios de
poro.

- Propiedades superficiales ajustables.

- Elevada permeabilidad.

- Peso de fibras bajo y capacidad para retener las cargas electrostaticas.

Nace a partir de la combinacién de dos técnicas, el electrospraying y el spinning. Mediante
la aplicaciéon de un elevado campo eléctrico se carga eléctricamente un fluido (o bien material
fundido o una solucién) que, en forma de gotas, va saliendo de una boquilla (que actia como un
electrodo). A causa de las fuerzas eléctricas, la gota se va deformando en la salida hasta que se
forma un cono, conocido como cono de Taylor, el cual va emitiendo un pequefio chorro de polimero
(su reologia puede evitar que se rompa el chorro en gotas) que, sometido a la aceleracién por el
campo eléctrico que le hace ir hacia el contraelectrodo, se deposita en éste ultimo en forma de
nanofibras continuas tal y como muestra la figura 5.

Colecto

Bomba de jeringa

Fuente de
alta tension

Figura 5. Esquema de montaje de equipo de electrospinning. Imagen extraida de [24].



Los parametros principales de los que depende el proceso (que se forme el chorro y se

forme la fibra continua) se muestran a continuacion en la tabla 1:

Tabla 1. Pardmetros influyentes en el proceso de electrospinning, informacion extraida de [25].

Parametros influyentes en el proceso del electrospinning

Propiedades de la solucién

- Viscosidad

- Concentracion del polimero
- Peso molecular del polimero
- Conductividad eléctrica

- Elasticidad

- Tensién superficial

Pardmetros de operacion

- Voltaje aplicado

- Distancia de la boquilla al colector
- Caudal suministrado

- Didmetro de la boquilla de salida

Condiciones ambientales - Humedad ambiental

- Temperatura

- Presion atmosférica

Ir alternando uno u otro pardmetro influye en el didgmetro de nanofibra que se obtiene

ofreciendo muchas posibilidades en funcién de que interese un tamafio u otro.

A continuacién se realiza una breve descripcion del efecto de los pardmetros de proceso

controlables mas relevante.

Cabe destacar que no se puede tratar de estudiar un parametro por si solo respecto a los

demas al estar todos interrelacionados (forman parte de la reologia de la disolucién):
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Concentracion: A bajas concentraciones de polimero la viscosidad es muy baja por lo
gue es muy facil que se interrumpa el chorro de polimero continuo y emitiendo en su
lugar gotas. Ademas si el polimero esta demasiado diluido es mas que probable que no
de tiempo suficiente a que el solvente se evapore, dando distribuciones y tamafios de
fibra no uniforme e incluso pudiendo disolver el scaffold si se estd trabajando en
disposicidn vertical y una gota alcanza las nanofibras. Ademas hay que tener en cuenta
que la viscosidad y la tension superficial son propiedades de la disolucion dependientes
de la concentracion.

Peso molecular y viscosidad del polimero: Las propiedades reoldgicas (viscosidad,
tensidn superficial), asi como la conductividad eléctrica y la resistencia dieléctrica del
polimero, son propiedades muy dependientes del peso molecular (de forma analoga a
la concentracion). Un peso molecular elevado favorece la formacion de fibras
continuas por el incremento de viscosidad (es mas dificil romper el chorro en gotas
discontinuas). Sin embargo, se tiene que tener en cuenta, que un peso molecular
elevado da lugar a interacciones de Van der Walls entre las cadenas de polimero y
puede producir un efecto contraproducente en el diametro de la fibra obtenida [26].



Una viscosidad muy baja favorece la interrupcién del chorro continuo pero un
exceso de ella provoca el secado prematuro del polimero en la boquilla de salida,
pudiendo llegar a obstruirla. Por ello es importante elegir un tipo de polimero
adecuado y un buen solvente.

A continuacién se presenta un grafico que relaciona el didmetro de fibra
obtenido con los parametros comentados en los parrafos anteriores llevados a cabo
por S.-Han et al [25] para fibras de PLLA:
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Figura 6. Relacion entre la concentracion de PLLA y el didametro de nanofibra obtenido en un proceso de
electrospinning con PLLA con pesos moleculares del polimero de 100 kDa y 300 kDa. Imagen obtenida
de [25].

Conductividad eléctrica: Una elevada conductividad del polimero favorece una
formacién homogénea de fibras debido a la distribucidn de carga eléctrica que, al verse
sometida al campo eléctrico, produce que todas las fibras se vean atraidas con la misma
aceleracion. Para mejorar la conductividad se suelen afiadir sales inorganicas [26].

Caudal suministrado, campo eléctrico aplicado y distancia de la boca de salida al
colector: El caudal de polimero suministrado y el campo eléctrico necesario para lograr
formar el cono de Taylor y producir el chorro de polimero estdn muy ligados. Una
alimentaciéon muy grande favorece mas la formacién de gotas en lugar del chorro. Se
puede evitar este efecto incrementando el campo eléctrico.



Sin embargo, un campo eléctrico muy elevado sacrifica uniformidad de las fibras e
incrementa su dispersidon [27], ademdas puede acelerar el polimero tanto que no dé
tiempo a que se seque el solvente. Un caudal muy pequefio es incapaz de lograr emitir
el chorro de polimero (se arrastra el polimero antes) de la punta de la boquilla.

Finalmente, la distancia entre colector y la boquilla tiene que ser la adecuada para
gue se evapore el solvente antes de que las fibras alcancen al colector. Dependerd de
la concentracién de polimero y del campo eléctrico que se esté aplicando. [28]
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Figura 7. Relacion entre el caudal de alimentacion y el didmetro de nanofibra obtenido en un proceso de
electrospinning con PLLA (a) y el campo eléctrico aplicado y el tamafio de fibra obtenido (b) para diferentes
concentraciones de PLLA. Imagen obtenida de [25]

La figura 7 muestra como a concentraciones bajas, la cantidad de caudal o voltaje no influye
al ser la masa de polimero insuficiente para dar fibras mayores. Sin embargo a concentraciones
mas elevadas, hay un incremento del diametro de fibra al aumentar el voltaje y el caudal.

Las ventajas que lo vuelven un método competitivo frente a otras técnicas de produccién
de fibras son esa formacién tan rapida de las nanofibras (logrando producciones muy grandes si se
emplean varias boquillas), la opcién de poder modificarlas superficialmente en funcidn de su
aplicacion, que estas nanofibras tienen unas mejores propiedades mecanicas y que el proceso es
relativamente facil de manejar.

Estas ventajas, dentro del campo de la biomedicina, han despertado mucho interés y se
pretende emplear esta técnica para producir materiales de recubrimiento, filtros, sensores,
composites con nanofibras de refuerzo, aplicaciones dpticas, eléctricas o como carriers para
liberacién controlada de farmacos.
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Como aplicaciéon a destacar del electrospinning en la ingenieria tisular esta la de producir
entramados de fibras que actien como scaffolds tridimensionales que imiten la matriz extracelular,
permitiendo la adhesién de las células. A diferencia de otros tipos de arquitecturas de scaffolds, la
principal caracteristica que aporta el entramado de las nanofibras es que ofrecen a las células mas
puntos de anclaje para los receptores celulares al tener mayor drea superficial tal y como muestra
la figura 8 presentada a continuacién.

Micropore Scaffold| | Microfiber Scaffold | | Nanofiber Scaffold

Figura 8. Diferentes arquitecturas de scaffolds y como influye su arquitectura sobre la adhesidn celular. Imagen
extraida de [29].

En el campo de la Ingenieria Tisular, atendiendo a las diferentes conformaciones
arquitectodnicas de scaffolds que se pueden obtener, se obtienen dos grandes grupos:

1. Formacion de capas de nanofibras no entretejidas de biomaterial para biomimetizar el
entorno que puede ofrecer la matriz extracelular. Comunmente conocido como
orientacion aleatorias; se obtienen cuando el colector estd en estatico. [30]

2. Modificaciones del proceso de electrospinning para lograr mimetizar el entorno
extracelular logrando mejoras en la adhesion, proliferacién y diferenciacion de las células.

La orientacion de la fibra puede influir en la diferenciacion de las células, controlando la
orientacién de éstas y el crecimiento del tejido de interés. Por ejemplo, se ha comprobado en el
caso del musculo esquelético, que presentan propiedades mecdnicas anisétropas siendo muy
superiores éstas en la direccidn en la que esta orientada la matriz extracelular o, que si ésta tiene
las dimensiones y topologia adecuadas, crecen células musculares lisas de arteria coronaria [29].



Las modificaciones mas frecuentes que se les suele emplear son [31]:

- Modificaciones en los elementos mecdnicos del sistema: tratan de obtener alineaciones de
fibras u, otras configuraciones de éstas, mediante la implantacidon de tambores rotatorios,
electrodos en paralelo, cuchillas inclinadas, etc... que permitan que las fibras obtenidas
tengan configuraciones particulares en funcion de la aplicacién y de la mejora que se
quiera implementar.

- Modificaciones sobre el campo eléctrico aplicado: tratan de concentrar la proyeccion de
nanofibras en zonas de interés a partir de controlar el chorro de polimero y el area de
proyeccion empleando electrodos auxiliares y modificando las condiciones del campo
eléctrico aplicado [32]. Se pueden emplear, combinado con elementos mecanicos, para
obtener las nuevas configuraciones de las fibras en una zona de forma muy concentrada.

- Modificaciones sobre el suministro de la disolucion: actian directamente sobre la forma
en que se suministra la solucién polimérica a hilar. Abarcan diversas mejoras como la
inclusion de multiples agujas para conseguir un aumento de la produccién de fibras,
obtener una red de capas de polimeros distintos, cilindros huecos para aumentar la
produccién de fibras porosas o, emplear el electrospinning coaxial si se desea encapsular
otra sustancia dentro de la fibra (especialmente interesante para liberacion controlada) o,
si se quieren obtener fibras huecas. [33]

2.1.5.1. Electrospinning coaxial

Como en el presente trabajo se emplea el electrospinning coaxial, a continuacidon se
profundiza en esta variante del electrospinning. En esta modificacion de la técnica dos fluidos
inmiscibles se inyectan a través de dos capilares tubulares, uno dentro del otro, de forma que uno
de los fluidos circula por el interior del conducto interno y el otro circula por la corona entre ambos
conductos, tal y como se muestra en la figura 9.

Disolucién de polimero
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Figura 9. Montaje electrospinning coaxial con un solo fluido de relleno. Imagen extraida de [24]
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Es importante tener en cuenta los caudales con los que se introducen los liquidos para que
haya continuidad de la fibra y no se formen bolsas con fluido retenido. Para ello las velocidades
lineales de ambos fluidos en el punto de salida han de ser iguales, de modo que si ambos fluidos
tienen la misma velocidad de avance, cuando se aplica el campo eléctrico aparecen dos conos de
Taylor, tal como se muestran en la figura 10.

Figura 10. En la imagen a) se estd empezando a incrementar el potencial eléctrico pero aun no ha formado chorro.
En laimagen b) el campo eléctrico empieza a estirar la gota del fluido externo y en la ¢), el campo eléctrico ha
formado chorro con ambos fluidos, dando lugar a fibras rellenas. El fluido externo es polivinilpirrolidona y el interno
es aceite mineral. Imagen extraida de [34].

El electrospinning coaxial abre un abanico de opciones interesantes. Posibilita la opcidn de
hacer fibras de polimero que, por si solo (en estado puro) no es hilable (aunque si se mezcla con
aglutinantes pueda serlo).

Para esta aplicacién se emplea un polimero hilable que va en el conducto externo mientras
gue en el conducto interno se suministra el flujo de polimero no hilable. Esta metodologia hace que
el chorro de polimero que recubre (Shell) arrastre al polimero situado en el centro (Core) quedando
éste ultimo con forma de fibra [34].

Permite, también, fabricar fibras huecas empleando un fluido de sacrificio; si la resistencia
del polimero es suficiente, da lugar a una fibra cilindrica cuyo contenido se elimina por difusién a
través de pequefios poros o defectos que tenga la pared de la nanofibra.

El principio que sigue el electrospinning coaxial ha dado lugar a posibles variaciones muy
interesantes como, puede ser, la de realizar fibras huecas con diferentes compartimentos (tal como
se muestra en la figura 11) o con otro fluido dentro.
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Figura 11. En la imagen a) se presenta un esquema del montaje del electrospinning coaxial donde en los conductos
internos circula aceite de parafina y en el conducto externo circula una disolucién de polivinilpirridona (PVP) con
etanol y Ti(OPr),. Las figuras (b) y (c) son imagenes SEM de las nanofibras una vez producidas y eliminada la parafina
del interior por tratamiento térmico posterior. La imagen (d) muestra una nanofibra individual donde se observa
que los conductos siguen la direccidn longitudinal de la fibra y son continuos. Imagen extraida de [35].

La posibilidad de encapsular fluidos empleando el electrospinning coaxial resulta
especialmente atractiva en el campo de la biomedicina como, puede ser, para encerrar farmacos,
factores de crecimiento, proteinas u otras sustancias de interés bioldgico. [34]

Generalmente la distribucion de las especies encapsuladas es aleatoria a causa de la
evolucidn de los chorros acelerados eléctricamente pudiendo formarse gotas encapsuladas (beads)
a lo largo del polimero si la disolucidon interna no es polimérica.

Por ello resulta especialmente importante controlar que la velocidad de ambos fluidos sea
la misma si se pretende conseguir una distribucién del contenido continua o, en su defecto, lo mas
regular posible.

El presente trabajo propone el uso de una disolucién acuosa de Boro como fluido interno de
las nanofibras de PLLA, como nutriente del medio celular, que facilite la diferenciaciéon de los
mioblastos.

Como se emplea una segunda fase, (disolucion acuosa de boro de diferentes

concentraciones que se detallan mas adelante) es necesario introducir a continuacion la
informacién relevante de este segundo medio encapsulado.
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2.1.6. El Boro. Caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas

El Boro es el elemento nimero 5 y se encuentra en el grupo XI. Se enlaza covalentemente
a otros elementos para rellenar su capa de valencia. Ello hace que, aunque no sea un dtomo que
ceda protones con el medio, sea un muy buen acido de Lewis (de forma analoga al Aluminio) y un
buen aceptor de iones hidroxilo [36].

El Boro tiene una afinidad muy elevada hacia el oxigeno, dando boratos y otros oxo-
compuestos. Posee una gran afinidad para formar complejos con moléculas organicas que tengan
grupos hidroxilos adyacentes. Estos complejos han supuesto un gran aporte en procesos de sintesis
organica, destacando la reaccidn de hidroboracién de Brown [37] o, la reaccién de acoplamiento C-
C de Suzuki catalizada con paladio para unir moléculas organicas.

En la naturaleza, el boro se encuentra sobretodo en forma de boratos y, en altas
concentraciones, en rocas sedimentarias, en el carbdn vegetal, en el mar y en lodos. El boro también
se encuentra presente en el organismo humano en unas proporciones medias que se presentan en
la siguiente tabla:

Tabla 2. Contenido en boro en los tejidos humanos, medidos en mg de boro por kg
de 6rgano (ppm). Informacion aportada de [38-39].

. .. Concentracion media de Boro
Organo o tejido
(ppm)
Corazén 28,00
Hueso de costilla 10,20
Higado 2,31
Bazo 2,57
Pulmén 0,60
Rifién 0,60
Musculo esquelético 0,10
Cerebro 0,06

Biolégicamente hablando, el Boro desempefia un importante papel en la nutricion de
organismos vegetales [37] y, en combinacidn con otros cationes alcalinotérreos como el Mg o el
Ca?, interviene en rutas metabdlicas de células de mamiferos influyendo en la produccién de
algunas moléculas esteroideas hormonales como, puede ser, el caso del estrégeno en mujeres
postmenopausicas o, en la formacién de corticosteroides que alivian los sintomas de la artritis
reumatoide (los huesos artriticos muestran concentraciones de 3 ppm frente a 70 ppm de los
huesos sanos) [40].

El Boro, igualmente, interviene en el metabolismo de varios micronutrientes influyentes en
el proceso de mineralizacion de los huesos como el calcio, el fésforo, el magnesio y la vitamina D,
ayudando a prevenir la osteoporosis.



2.1.7. Utilizacidn previa del Boro en Ingenieria Tisular

En la ingenieria tisular el Boro se ha empleado en los ultimos afios sobre todo para hacer
vidrios bioactivos de mezclas de borato y borosilicato donde se ha observado que a concentraciones
bajas aumenta la proliferacién de células precursoras de osteocitos [41], dando lugar a un
incremento en la cantidad de tejido éseo mayor vy, a la formacién de angiogénesis mayor en los
vidrios bioactivos de borato y borosilicato que en aquellos vidrios bioactivos de silicatos.

Se ha visto también que el el acido bérico en medio acuoso (producto del desprendimiento
de microparticulas de vidrios bioactivos) tiene capacidad para activar moléculas de sefializacion
para la enzima proteica quinasa que interviene en la respuesta celular y de otros factores de
crecimiento celulares que favorecen la angiogenésis y la proliferacién de células endoteliales [42].
Se ha empleado, también, en polimeros biodegradables como es el PLLA, donde se ha visto que
favorece la miogénesis, el proceso de diferenciacién de células de musculo de mioblasto a miotubo
como se ha visto en el trabajo de Rico et al [37].

2.1.8. La problemdtica del Boro

La principal problematica que presenta el Boro es que en altas dosis presenta toxicidad La
tolerancia depende del individuo, pero una ingestién elevada puede producir la muerte de una
persona dias después de la administracién del Boro por fallos renales, colapsos en el sistema
circulatorio o shock. Bioquimicamente, el boro, se puede detectar por carencia de riboflavina
(figura 12) ya que si un individuo presenta boro en cantidad muy elevada, inhibe a las enzimas
deshidrogenasas.

Riboflavina
Vitamina B2

"\‘\\\\OH

OH

Figura 12. Estructura quimica de la riboflavina (vitamina B2) que en presencia de elevadas cantidades de Boro
experimentaria un déficit importante a causa de las inhibiciones de las enzimas deshidrogenasas. Imagen extraida
de [43].
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En esa situacién el paciente, también, suele mostrar en su sintomatologia nauseas, vémitos
y/o diarreas (el vdmito y las heces tienen ademas un caracteristico color verde-azulado), problemas
renales, hipotermia, enrojecimiento, insomnio y fatiga. Si hubiera una intoxicacion crénica de boro,
los sintomas serian falta constante de apetito, nduseas abundantes y pérdida de masa corporal.
[44]

2.2. Motivacion

El presente trabajo es un Trabajo Final de Master, del Master de Ingenieria Quimica; el
alumno debe aplicar aquellos conocimientos que ha ido adquiriendo en las diferentes asignaturas
de dicho Master con el fin de que el estudiante los utilice de una forma préctica en la ejecucién de
un trabajo original e individual.

El alumno, a lo largo de su estancia en el Master, ha cursado una serie de asignaturas que
le brindan la aptitud y capacidad de realizar un trabajo de estas caracteristicas y envergadura:

- Quimica Organica avanzada: Dada la naturaleza organica de los tejidos bioldgicos y de los
biopolimeros con los que se pretende sustituirlos, es necesario entender la quimica por la
gue se rigen estos sistemas. Asi mismo, el alumno ha adquirido conocimientos sobre
guimica de los compuestos de Boro, especie con la que se trabaja en este trabajo.
Igualmente el alumno ha sido instruido en técnicas de elucidacion estructural como son el
RMN o el FTIR, técnicas de las que se hablard mas adelante y que permiten la identificacién
guimica de las sustancias.

- Biomateriales: Dada la naturaleza del presente trabajo y su desarrollo con biopolimeros,
en esta asignatura el alumno ha sido formado en las principales técnicas de sintesis y
caracterizacion fisico-quimica de los sistemas poliméricos.

- Control de la calidad en la Ingenieria Quimica: El alumno ha aprendido herramientas
estadisticas que le permitan detectar si un proceso funciona dentro de su variabilidad
natural o si hay causas andmalas que estén impidiendo su control y, en caso de haberlas,
como eliminarlas o incorporarlas al proceso (si son positivas). También, se ha formado al
alumno en las nociones necesarias de reproducibilidad y repetibilidad para poder llevar a
cabo un correcto manejo del equipo.

- Disefo de experimentos para la optimizacién de procesos: Ademas, se ha instruido al
alumno en los principales disefios de experimentos de forma que pueda detectar de forma
eficiente aquellos factores significativos que rigen un proceso con el fin de poder predecir
su respuesta y optimizarla para aprovechar siempre de la forma deseada las caracteristicas
de interés analizadas.

- Ciencia y tecnologia de polimeros: Se han tratado las diferentes formas de sintetizar
polimeros, los principales reactores empleados en la industria y los principales sistemas
de post-tratamiento para obtener las propiedades finales deseadas.



Materiales metalicos y cerdmicos: Dada la naturaleza de las especies con las que se trabaja
en el sector quimico, el alumno debe de ser conocedor de que materiales son los
adecuados para trabajar con ellas. Este planteamiento es extrapolable a escala de
laboratorio y el alumno debe de ser conocedor en todo momento de que recipientes y
gue elementos emplear dada la diferente naturaleza de las sustancias con las que va a
trabajar.

Materiales nanoestructurados y nanotecnologia: Se ha instruido al alumno en los
fundamentos sobre los procedimientos de sintesis y fabricacion de los actuales sistemas
nanoestructurados y sus principales aplicaciones. Sistemas en los que se puede clasificar
el sistema material objeto de este trabajo.

Modelizacién, simulaciéon y optimizacién de procesos quimicos: El alumno ha visto
reforzados sus conocimientos, de forma mas eficaz, sobre la manipulacién de datos de
forma que pueda obtener modelos matematicos que expliquen y simulen eficazmente el
comportamiento de los procesos, pudiendo optimizarlo ahorrando el coste temporal y el
econdmico que requiere la metodologia experimental.

Instalaciones de fluidos: Se han reforzado en el alumno los conocimientos adquiridos en
el grado sobre el disefio de sistemas de bombeo; también sus conocimientos sobre la
eleccién, mantenimiento y aplicacion de diferentes elementos tales como bombas
volumétricas, valvulas de regulacién y otros elementos empleados en el trasiego de
fluidos.

Disefio avanzado de reactores | y Il: Se han transmitido al alumno los fundamentos
necesarios para el disefio de reactores poco convencionales y para la determinacion de
aquellas variables de operacidn que garantizan la mejor transferencia de materia,
velocidad de reaccién y grado de conversién quimica.

Analisis de riesgo y seguridad en la industria: En esta materia se ha familiarizado al alumno
con el riesgo intrinseco de las sustancias quimicas. Se le ha ensefiado a buscar en bases de
datos historiales de accidentes, a modelizar cualquier posibilidad de riesgo en base a éstos
histdricos registrados para una instalacidon quimica dada.

Direccién de proyectos: En esta materia se ha familiarizado al alumno con los conceptos
necesarios de direccion de proyectos y, del mismo modo, con la elaboraciéon de
documentos formales de cardcter vinculante; como el Pliego de Condiciones o el
Presupuesto.

En base a las materias presentadas, el Master de Ingenieria Quimica impartido por la Escuela
Superior de Ingenieros Industriales de la Universitat Politécnica de Valéencia esta capacitado para
ofrecer soluciones dentro de un campo tan novedoso como es la Ingenieria Tisular ademas de,
formar al alumno en un profesional muy versatil en diferentes campos de aplicacién, desde labores
de investigacion en laboratorios a desarrollo como en el control y mejora de procesos en plantas
industriales.
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2.3. Justificacion

Como se comentd anteriormente, la Ingenieria Tisular es un campo de estudio
relativamente novedoso que tiene un elevado potencial para aportar soluciones a problemas
médicos donde las terapias tradicionales son incapaces de actuar. El interés de realizar este trabajo
radica en la potencial contribucidon que aporta este sector, al tratar de elaborar un sistema material
gue fomente la regeneracién del tejido muscular esquelético daifiado, bien por lesiones en éste o
por enfermedades musculares, como las distrofias de Duchenne (afecta a 1 de cada 3.500
personas), la de Becker (afecta a 1 cada 18.450) personas) u otras enfermedades genéticas
hereditarias de las que actualmente sélo se conocen tratamientos paliativos [45].

De obtener una membrana que permita una adecuada liberacion del Boro (especie
bioactiva en la que se centra el presente trabajo) se estudiard su viabilidad celular realizando
cultivos de mioblastos (células precursoras del tejido del musculo esquelético) y ensayos de
citotoxicidad.

Este proyecto se centra en analizar del sistema material obtenido y su morfologia; en
realizar estudios fisico-quimicos, térmicos, de su capacidad de liberacion y de la degradacién del
material en condiciones que simulen el entorno fisiolégico de un paciente.

Varios de los motivos que han llevado a elegir estos componentes han sido presentados en
los antecedentes de este trabajo, siempre respaldados por la bibliografia.

Del mismo modo la justificacion del uso de disoluciones auxiliares y de los materiales
escogidos, que no hayan sido presentados previamente, se hara durante la explicacion de las
diferentes etapas del procedimiento experimental, siempre respaldado por argumentos vy
manteniendo un razonamiento critico de los resultados obtenidos tanto por parte del estudiante
como de la direccién del proyecto.

Es deber del alumno encargarse de planificar el disefio del experimento y de seguir en todo
momento la evolucion de éste, siempre respaldado por la direccidn, analizando de forma critica los
resultados obtenidos en los procesos de caracterizacion y de los problemas que hayan podido surgir
en el procedimiento experimental.
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3. Normativa

Con el fin de desempefiar la ejecucion del proyecto de forma correcta a la normativa
vigente es necesario que el alumno tenga conocimiento de éstas. Cualquier actividad asociada a un
laboratorio de sintesis y/o caracterizacion fisico-quimica estd sujeta a las siguientes normativas:

- R.D. 1369/2000, de 19 de julio, por el cual se establecen los principios de buenas practicas de
laboratorio y su aplicacidn en la realizacién de estudios no clinicos de sustancias y productos
quimicos. Surge como modificacion del R.D. 822/1993, de 28 de Mayo, en el que se adoptan las
medidas necesarias para garantizar que los laboratorios que realicen ensayos sobre los
productos quimicos cumplan con los principios de buenas practicas de laboratorio
especificados en su anexo.

- R.D. 379/2001, de 6 de abril, donde se establece el reglamento de almacenamiento de los
productos quimicos, atendiendo a diferentes instrucciones técnicas complementarias a seguir
en funcion de su clasificacion (MIE-APQ, de los nimeros 1 a 7). En dicho real decreto se incluyen
anexos que indican cémo distribuir y manipular los diferentes tipos de sustancias atendiendo a
sus caracteristicas.

- R.D. 363/1995, de 10 de Marzo, por el que se aprueba el Reglamento sobre la declaracién de
sustancias nuevas y clasificacién, envasado y etiquetado de sustancias peligrosas. Dictado para
incorporar la Directiva 67/548/CEE sobre a las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas en cuanto a la clasificacidn, envasado y etiquetado asi como las posteriores
modificaciones u adaptaciones técnicas que se les hagan.

- R.D. 374/2001, de 6 de abril, sobre proteccién de la salud y seguridad de los trabajadores
contra riesgos relacionados con el uso de agentes quimicos en el desempefio de su trabajo.
Determina el cuerpo basico de garantias y responsabilidades necesario para establecer un
adecuado nivel de proteccion de la salud de los trabajadores frente a los riesgos derivados de
las condiciones de trabajo.

- R.D. 840/2015, de 21 de septiembre, por el que se aprueban las medidas de control de los
riesgos inherentes a los accidentes graves con sustancias peligrosas. Abarca el R.D. 1196/2003,
de 19 de septiembre. donde se detalla la Directriz basica de proteccidn civil para el control y la
planificacién ante el riesgo de accidentes graves donde intervengan sustancias peligrosas.

- R.D.773/1997, de 30 de mayo, sobre disposiciones minimas de seguridad y salud relativas a la
utilizacion, por los trabajadores, de equipos de proteccidn individual. Este real decreto
determina el cuerpo bdsico de garantias y responsabilidades necesarios que permitan
establecer un adecuado nivel de proteccidn de la salud de los trabajadores frente a los riesgos
derivados de las condiciones de trabajo.



Fija las medidas minimas que se deben adoptar para la adecuada proteccién del trabajador,
incluyendo, en ellas, las destinadas a garantizar la utilizacién por parte de los trabajadores de
los EPIs en sus respectivos puestos de trabajo.

- R.D.952/1997, de 20 de junio, Modificacion del Reglamento de la Ley 20/1986, de 14 de mayo,
centrada en materia basica de Residuos Toxicos y Peligrosos. Se establece el régimen juridico
basico para garantizar la proteccion de la salud humana, del medio ambiente y de los recursos
naturales en la realizacién de cualquier actividad de produccidon o gestion de residuos.
Dictamina una clasificacién de aquellos compuestos que presentan potencial riesgo dada su
naturaleza quimica.

- Ley22/2011, de 28 de julio, sobre residuos y suelos contaminados. Recoge aspectos generales
en materia de contaminacién; incluye definiciones y la lista europea de las sustancias
declaradas como residuo. Se establece el régimen juridico en cuanto a produccién y gestién de
residuos. Incluye medidas para evitar la generacién de residuos que puedan suponer un
potencial riesgo para el medio ambiente y la salud humana.

Ademas de las normas de obligatorio cumplimiento citadas, el alumno debe seguir otra
serie de directrices.
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4. Ambito de aplicacion y rango de soluciones del trabajo

4.1. Disefio del experimento

Un trabajo de investigacidn de esta envergadura ha requerido una etapa de planificaciény
organizacidn previa para definir los objetivos del proyecto: qué caracteristicas se desean conseguir
en la membrana final, los materiales elegidos para su dptima aplicacion y qué cantidad es la
adecuada para conseguir concentraciones que permitan alcanzar las propiedades deseadas del
sistema material objetivo. Asi mismo se ha estipulado el nimero de réplicas por ensayo que se
deben realizar para que tenga la suficiente representatividad estadistica y establecer los plazos de
entrega de los resultados e informes de progreso del proyecto.

Ya se comentd, anteriormente en los objetivos, que la finalidad de este proyecto es la de
fabricar una membrana tridimensional empleando la técnica del electrospinning coaxial que
permita, con la liberacion de iones bioactivos de forma controlada, una futura aplicacién en la
regeneracion del tejido muscular esquelético.

Encontrados aquellos parametros viables para la produccién de la membrana, se pretende
estudiar la presencia de la especie de interés en el interior de las nanofibras mediante técnicas de
espectroscopia, ademas de la cuantificacion de su liberacién en un medio que simule el entorno
fisiolégico con el fin de compararla a otros sistemas materiales elaborados con la misma finalidad.

De todas las morfologias en las que se podia presentar el sistema material de interés, la
elegida fue la de un mallado tridimensional compuesto de nanofibras de acido polilactico, que
ofrece una estructura nanoporosa con una elevada darea superficial y permite la liberacién de las
especies bioactivas al medio asi como la difusidn de nutrientes celulares que aseguren la viabilidad
celular en ese mallado. Se pretende establecer una comparacién entre la capacidad de liberacion
del sistema al ser un mallado compuesto de nanofibras y, la que se produce en otros sistemas mas
convencionales como son membranas preparadas por el método de solvent casting.

Se pretende estudiar la capacidad de liberacion ademas de la degradacién del sistema
material fabricado, sin llegar a realizar cultivos que permitan estudiar la viabilidad celular. En
funcién de las conclusiones que se obtengan de este proyecto, sera objeto de estudios posteriores.

Se ha escogido que la deposicidn de las nanofibras se haga sobre cubres de vidrio de 12 mm
de didmetro debido a que son soportes que ofrecen una facil reproducibilidad en los ensayos que
se pretenden realizar, permitiendo ver de forma visual en un microscopio dptico si se han
depositado las fibras y realizando un control del proceso de forma progresiva sin malgastar recursos
econdmicos en comprobaciones posteriores de microscopia electrénica.



Los materiales escogidos, como se ha comentado previamente, han sido el acido polilactico
y el boro. El primero se ha escogido por ofrecer una degradacion hidrolitica lenta que permite una
liberacion controlada [15,22] vy, al ser biocompatible, ya se ha utilizado en Ingenieria Tisular con
anterioridad para regeneracioén de tejido dseo, cardidco y neuronal [11,17, 19-20,22]. En segundo
lugar se ha escogido el Boro como especie bioactiva porque, en las cantidades adecuadas, se ha
demostrado que favorece el crecimiento de células del musculo esquelético [37].

4.2. Sintesis de membranas por solvent casting, spin coated y
membranas electrohiladas

Acorde a lo expuesto previamente, se estudiara el sistema material empleando como
polimero base el acido polilactico.

Se pretende establecer una comparativa de sus propiedades en funcién de cémo se haya
formado el sistema polimérico; éste se ha elaborado utilizando tres técnicas diferentes: el solvent
casting, el spin coating y el electrospinning.

- Solvent Casting:

Para la elaboracidn de los solvent casting de PLLA se ha partido de unas disoluciones
de PLLA al 2 % g/L, de PLLA al 2 % con borato sddico decahidrato al 2 % (con respecto a la
masa total del polimero) y otra de PLLA al 2 % g/L con borato sddico al 5 % (con respecto
a la masa total del polimero).

Para la preparacion de la disolucién de PLLA se pesaron 2 gramos de granza de PLLA
(PLLA Cargill Dow) y se diluyeron en 100 mL de cloroformo (Scharlab, extra puro
estabilizado con etanol) dejandolo en agitacidn overnight.

La elaboracién de la disolucidn de PLLA con boro al 2 % se realiza mezclando
previamente los 100 mL de cloroformo con 40 mg de borato sédico decahidratado (sodium
tetraborate decahydrate, Mule Team Borax, UK) seguido de una sonicacion
(Homogeneizador ultrasénico HD3200, BANDELIN, Alemania), durante 2 minutos sin
temperatura, para asegurar la dispersién homogénea del borato sddico en la disolucion.
Pasado ese tiempo, se combina con 1,96 gramos de granza de PLLA y se deja en agitacion
overnight (figural3).

Figura 13. Sonicador Homogeneizador ultrasénico HAD3200 con campana aislante del ruido.
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Para la elaboracidn de la disolucion de bérax al 5%, el procedimiento es el mismo que
para la disolucion con un 2 % de borato sédico, pero las cantidades son 100 mg de borato
sédico en 100 mL de cloroformo y 1,9 gramos de granza de PLLA.

Con las disoluciones disoluciones ya preparadas, se vierten 27,7 mL de disolucién en
una placa Petri de vidrio de 9 cm de didmetro y se deja evaporar overnight.

Una vez que los film de polimero se encuentran secos, con ayuda de unas pinzas de
laboratorio y de agua destilada, se extraen los Solvent Casting de PLLA y PLLA + Boro de las
placas Petri (figura 14).

Figura 14. Films de PLLA elaborados por la técnica del Solvent Casting. El de la izquierda es sélo de PLLA,
mientras que el central y el de la derecha tiene un contenido en Boro del 2 y del 5 % en peso relativo a la
masa total de polimero.

A continuacidn los films se introducen en un desecador con temperatura y se dejan
secar al vacio con extraccidn continua y 40°C. Finalmente, se troquelan discos de los
diferentes tipos de film con un troquel de 12 mm de @.

Spin Coating:

La técnica del Spincoated se emplea para elaborar recubrimientos poliméricos muy
finos, con espesores de 200 nm. Para ello la técnica aprovecha el movimiento radial que
se le aplica a una disolucidon cuando es depositada sobre un disco que gira a grandes
velocidades, pudiendo crear peliculas poliméricas de espesores muy finos. El espesor final
gue se obtiene depende de la reologia de la disolucion polimérica y de la velocidad de
rotacion aplicada para esparcir el polimero por la fuerza centrifuga y para evaporar el
disolvente.
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Figura 15. Esquema funcional de la técnica del Spin Coated. La disolucidn polimérica se vierte sobre el
soporte giratorio que rotard a elevadas velocidades.

Para la elaboracién de los Spin Coated se ha empleado un equipo Spin Coater
CEER200X (figura 16). Previamente se deben activar el nitrégeno, para darle una atmdsfera
inerte, y la bomba de vacio, para asegurar la sujecion de cubres de vidrio de 12 mm de
diametro. Una vez asegurada la sujecion del cubre de vidrio, se vertieron 100 plL de la
disolucién de PLLA al 2 % con cloroformo, y se le aplicé una velocidad de rotacién de 3000
rom durante 30 segundos. Los cubres de vidrio, con la pelicula de PLLA ya afiadida, se
dejaron al vacio durante 4 horasy temperatura ambiente.

Figura 16. Spin coater modelo CEE®? 200X conectado a un sistema de vacio en una cabina con atmdsfera
inerte (N>)

Electrospinning:

Para la elaboracion de las nanofibras de PLLA se empleé una disolucién de PLLA al 8
% p/v empleando como disolvente Hexafluoroisopropanol (HFIP, Sigma-Aldrich). Se
pesaron los gramos de granza de PLLA y se diluyeron en mL del disolvente. Para Ia
elaboracion de las nanofibras rellenas se empled, paralelamente, una disolucién acuosa
de bérax al 10 % p/v.



En la produccién de las nanofibras con una orientacion aleatorias se ha trabajado
con un colector plano formado por una placa de cobre recubierta de papel de aluminio
con un contorno de teflén para focalizar las fibras emitidas en una regién determinada.

Para facilitar la visualizacion posterior de las fibras y la normalizacién de las
superficies de membrana estudiada se adhirieron, con papel “cello”, los cubres de vidrio
al colector (figura 17) tal como se expuso en el punto anterior Disefio del experimento.
Dicho colector se ubica en posicion vertical para evitar posibles dafos sobre la membrana
por caida accidental de disolvente sobre la superficie de recoleccion de fibras.

Para la produccion de las nanofibras con una orientacidn alineada se empled un
colector rotatorio consistente en un soporte ensamblado a un motor eléctrico (WINE 356
WIG) para darle la rotacién necesaria (figura 17). En este tipo de colector se plegé una tira
de papel “cello” alrededor del colector de forma que la cara adhesiva enfocard al ambiente
pudiendo pegar los cubres de vidrio.

Figura 17. Colectores home-made para el electrospining. A la izquierda, un colector plano recubierto de una
lamina de teflén (nanofibras Aleatorias). A la derecha dos colectores rotatorios (nanofibras alineadas): el
primero de poliestireno, perforado por un tornillo, empalmado con hilo de cobre y recubierto de papel de
aluminio para volverlo un material conductor que atraiga las nanofibras y, el segundo, es integramente de

latén por lo que ya aporta conductividad al material base.

Los parametros obtenidos para la produccién de fibras fueron los siguientes (Tabla 3):

Tabla 3. Parametros experimentales obtenidos para la produccién de nanofibras de
PLLA Unicamente.

Orientacion ALEATORIAS ALINEADA

Caudal (mL/hr) 1 1

Voltaje aplicado (kV) 6,3 10,2

Distancia (cm) 7 3

Plano

Colector Rotatorio a muy baja Rotatorio
frecuencia

Frecuencia del motor

eléctrico (Hz) 3 >3




Como se comentd anteriormente en la introduccidn, el electrospinning coaxial
permite la produccion de nanofibras rellenas mediante la circulacién simultanea de dos
fluidos inmiscibles entre si, uno por la corona externa y aportara el envoltorio poliméricoy
el otro por un conducto interno, de forma que quede encapsulado por el polimero cuando
se produce la nanofibra. Para lograr la unidon de ambos fluidos de forma concéntrica en la
boca de salida se ha empleado un nozzle coaxial, que permite la uniéon de conductos
diferentes en una salida Unica (figura 18). El campo eléctrico aplicado deformard la gota
perteneciente a la solucidn polimérica y su posterior estiramiento arrastrara la solucion
acuosa en su interior, dando lugar a una nanofibra rellena

LEYENDA:

1) UnionenT

2) Entrada a aguja interna

3) Entrada a corona externa

4) Salida de agujas concéntricas

Figura 18. Nozzle coaxial que permite el trasiego simultaneo de dos fluidos. Uno entra por la entrada 2 y
circula por la aguja pequefia de la salida 4. La entrada 3 da lugar a que la solucidn polimérica envuelva la
aguja pequeiia, de forma que en la salida 4 la disolucion polimérica rodea a la disolucién acuosa.

Para la impulsién de las dos disoluciones se han empleado dos bombas de jeringa,
haciendo circular ambos fluidos a través de conducciones de tefldn. El montaje resultante
gueda como se muestra a continuacién (figura 19):

LEYENDA:

1) Bomba de jeringa

2) Colector rotatorio

3) Motor eléctrico

4) Fuente de alta tension
5) Pinza de cocodrilo

6) Nozzle coaxial

Figura 19. Montaje experimental del sistema de electrospinning coaxial para la produccién de nanofibras
alineadas rellenas de disolucién de boro al 10%.

De esta forma, tal y como se explicéd en la introduccién, se consigue que por la
corona exterior circule la disolucidn polimérica, y por el conductor interior, fluya la
solucidn acuosa con el boro.
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Empleando los mismos tipos de colectores los parametros empleados para conseguir
producir fibras han sido los siguientes (Tabla 4):

Tabla 4. Parametros experimentales obtenidos para la produccién nanofibras de PLLA
rellenes de dislucidn acuosa de Boro al 10 % por electrospinning coaxial.

Orientacion ALEATORIAS ALINEADA

Caudal externo (mL/hr) 0,7 0,7

Caudal interno (mL/hr) 0,5 0,5

Voltaje aplicado (kV) 7,3 6

Distancia (cm) 7 3

Plano

Colector Rotatorio a muy baja Rotatorio
frecuencia

Frecuencia del motor

eléctrico (Hz) 3 >3

Una vez depositadas las fibras se les realizé un tratamiento térmico; dicho
tratamiento consiste en anclarlas en un molde de teflén (figura 20) e introducirlas en una
estufa a 60 °C durante 20 minutos para asegurar la adherencia de las fibras entre ellas.

De no proceder asi se ha comprobado, experimentalmente en este trabajo, que en
los ensayos en inmersidon las fibras se disgregaban obstaculizando su correcta
caracterizacion.

Figura 20. Montaje del soporte de los cubres de vidrio para realizar el tratamiento térmico a las nanofibras



4.3. Caracterizacion microscopica

Durante la elaboracidn de las nanofibras se ha ido observando en el microscopio dptico
(NIKON modelo TS100) la conformacién espacial de las fibras obtenidas, permitiendo llevar un
breve y sencillo proceso de control de la membrana que se iba fabricando.

Con el fin de analizar con mds detenimiento la morfologia de la membrana y dada la
necesidad de mas aumentos que los que puede proporcionar un microscopio dptico, se ha
recurrido a observar la membrana electrohilada en un microscopio electrénico de Barrido de
Emisién de Campo (FESEM) del servicio de microscopia electrénica de la UPV. Finalmente, con el
propdsito de comprobar de una manera visual si se ha conseguido el objetivo de conseguir
nanofibras rellenas, se han observado las fibras elaboradas por electrospinning coaxial al
microscopio electrdnico de transmision (TEM), igualmente, del servicio de microscopia.

A continuacion se muestra una imagen de los equipos empleados para realizar la
caracterizacién microscépica de la membrana electrohilada (figura 21).

Figura 21. Equipos empleados para la etapa de caracterizacion microscopia en este TFM. En la figura 20 a) se
encuentra el microscopio dptico NIKON TS100 perteneciente al Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular. Las
figuras 20 b) y 20 c) muestran el FESEM y el TEM pertenecientes al servicio de microscopia de la UPV.
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4.4. Caracterizacion fisico-quimica

- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR):

La radiacién infrarroja es la que se encuentra a una longitud de onda superior a la del
espectro visible (700 nm a 1 mm). La absorcidn de radiacidn infrarroja induce en las moléculas
cambios vibracionales.

En las zonas de espectro infrarrojo medio (2,5 um-50 um) y lejano (50 um-1000 um) la
frecuencia de la vibracién de los enlaces en la molécula y la de la luz absorbida son iguales. Este
fenémeno produce que los momentos dipolares de las moléculas cambien durante la vibracion.

La posicidn de la absorcién en la banda infrarroja depende de las masas vibratorias que
componen la molécula, del tipo de enlace, de la posicién de grupos dadores o aceptores de
electrones y de las interacciones secundarias con otros grupos moleculares. La intensidad de la
sefal de absorciéon es mayor cuanto mayor es la polaridad en los enlaces vibrantes [46].

El espectrofotdmetro de infrarrojos por transformada de Fourier, para alcanzar también las
zonas de espectro lejano, emplea un interferémetro de Michelson.

Este dispositivo consiste en un laser en la zona del infrarrojo que es enviado a un divisor
que separa el haz en dos partes iguales. Una de las partes es reflejada hacia un espejo fijo y la otra
se transmite a un espejo movil, recombindndose los dos haces en la pantalla de observacion, tal
como se muestra en la figura 22. La diferencia de fase entre ambos haces se mantiene constante
[47].
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A Optical
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Beam splitter
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Mirror Relardation
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Figura 22. Esquema funcional de un interferdmetro de Michelson. Imagen extraida de [47]



Aplicandole la transformada de Fourier al interferograma resultante, da como resultado un
desfase que es propio de cada especie quimica.

El modelo empleado en este trabajo es el espectrofotémetro modelo Tensor 27 de la casa
comercial Bruker que se muestra a continuacion en la figura 23.

Figura 23. Espectrofotometro infrarrojo TENSOR 27 empleado en la caracterizaciéon quimica de los soportes
materiales fabricados.

Las condiciones que se implementaron en el software del equipo para las medidas fueron
las siguientes (Tabla 5):

Tabla 5. Parametros de medida implementados en el equipo para la caracterizacién
quimica por espectroscopia infrarroja.

Barridos 128
Resolucién de medida 16
(7,714 cm™)
Rango de nimero de onda (cm™) 650-4000
Temperatura de medida Ambiente
Distancia (cm) 7
Modo de lectura Transmitancia

- Angulo de contacto:

Con la técnica del dngulo de contacto se pretende evaluar la energia superficial de un
material. Para ello se deposita una gota de un determinado fluido sobre la superficie del material y
en funcién de que sea hidréfilo o hidréfobo tendra mayor o menor mojabilidad, dando un menor o
mayor angulo de contacto respectivamente.

Para la elaboracién de este TFM se ha empleado un equipo de dngulo de contacto OCA 15
de la casa comercial DATAPHYSICS (figura 24). Se ha empleado como fluido, agua miliQ en gotas de
5 microlitros, asegurando el mismo tamafio de gota, y se ha evaluado el angulo 10 segundos
después de la deposicidon de la gota en la superficie del material.
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Figura 24. Equipo de medida del dngulo modelo OCA15 de la casa DATAPHYSICS.

4.5. Caracterizacion térmica

- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica analitica empleada para estudiar cémo
varian las propiedades térmicas de un polimero en funcién de la temperatura. Calentando
simultdneamente dos cdpsulas (una vacia y otra con la muestra polimérica) va registrando la
diferencia del calor aportado a cada una para que estén a la misma temperatura. Dicha diferencia
es registrada en un termograma, grafico que aporta informacion acerca de los cambios que sufre
el polimero en el rango de temperatura estudiado. Entre dichos cambios se encuentran la transicién
vitrea del polimero (cambios en la pendiente) y la fusidn de los cristales de polimero (representado
por uno o varios picos de calor aportado) [48].

Para la ejecucién de este TFM se ha empleado un DSC modelo 823e de la casa Mettler-
Toledo (figura 25) con el cual se ejecuta el siguiente programa de temperaturas:

- Un primer calentamiento de 20 °C a 200 °C a una velocidad de 10 °C/min para eliminar el
envejecimiento fisico de la muestra (cambios producidos en sus propiedades por el
transcurso del tiempo) y fundir los cristales que pudieran haber.

- Enfriamiento posterior de 200 °C a 20 °C, a una velocidad de enfriamiento de 10 °C/min,
para devolver el polimero a las condiciones iniciales.

- Un segundo calentamiento de 20 °C a 200 °C, a una velocidad de calentamiento de 10
°C/min, para determinar la transicién vitrea del polimero una vez se ha eliminado el
envejecimiento fisico [48].



Figura 25. Calorimetro diferencial de barrido modelo 823e de Mettler-Toledo.

- Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico es una técnica de caracterizacién térmica que pretende
estudiar la degradacién térmica de un material. Para ello incrementa progresivamente la
temperatura mientras que una termobalanza mide las variaciones masicas que experimenta la
muestra de material, dando como resultado una curva de pérdida mdsica y el peso de los residuos
finales.

Para este estudio se ha empleado un equipo de TGA Metller-Toledo (figura 26). En el caso
particular de este trabajo se analiza el cambio sobre el material en un rango de temperaturas de 50
°C a 900 °C en incrementos de 10 °C/min sobre pocillos de Platino.

Figura 26. Equipo de termogravimetria TGA/DSC2 de Mettler-Toledo.
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4.6. Estudio de la liberacion de las especies bioactivas

Para ello se introdujeron 3 réplicas de cada sistema material contenedor de Boro (Solvent
Casting de PLLA, solvent casting de PLLA con boro al 2 y al 5 %, nanofibras Aleatorias y alineadas
rellenas de la solucidn acuosa al 10 % de Borax) en una placa multipocillos p24. Se vertié 1 mL de
agua miliQ para proporcionar el medio de liberacién y se fueron extrayendo muestras de 40 plL a
10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180 minutosy de 1 mLen losdias1,3,5y 7.

En los time points, a partir de 12 dia, se renueva el medio de liberacidn para evitar que se alcance
una concentracion de equilibrio que impida o frene la difusion del bdérax del interior de las
nanofibras.

Posteriormente se introdujeron alicuotas de 40 uL de todas las muestras obtenidas en una
placa multipocillo p96 y se les afiadié 40 mL de un Buffer de acetato de potasio (preparacion en
anexo) y 20 mL de una disolucién de azometina (preparacidén en Anexo). Se dejé que la azometina
reaccionase con el Boro durante 1 hora y posteriormente se realizd la colorimetria en un
espectofotometro multiple VICTOR3 de la casa comercial Perkin-Elmer (figura 27) a 405 nm durante
1 segundo.

Figura 27. Espectrofotometro de placas multiples VICTOR3 de Perkin-Elmer

4.7. Estudio de la degradacion de los soportes materiales

Se persigue cuantificar la pérdida de masa del acido polilactico y estudiar si la forma en la
que se presente dicho material afecta en la velocidad de degradacién. Para cuantificar dicho
extremo se prepararon 3 réplicas de cada material realizado con PLLA y se introdujeron en una
placa multipocillos p24 donde se afiadid a cada pocillo 1 mL de agua miliQ. A continuacion se
presenta un esquema de la placa con las respectivas muestras.
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Figura 28. Esquema de la disposicidén de las muestras en una placa multipocillos p24 para el ensayo de degradacion
hidrolitica.

El estudio se ha hecho durante un mes, pesando las muestras cada semana para cuantificar la
pérdida de masa.

Para ello se les retiraba, antes de cada pesada, el medio de degradacién y, a continuacion,
se ponian al vacio con extraccion continua el tiempo suficiente para asegurar la eliminacion del
agua que se quedara retenida en los materiales. Una vez pesadas las muestras se reponia el medio
de degradacion.

Pasado el tiempo de estudio la morfologia de las membranas se evalud con el FESEM para
visualizar el efecto que la degradacion habia tenido sobre las membranas electrohiladas.

4.8. Andlisis estadisticos

Para la realizacién de los analisis estadisiticos se ha empleado el Statgraphics Centurion
XVI.l. Después de cada discusion de resultados se incluird una tabla resumen de un Andlisis de la
Varianza (ANOVA) para estudiar la influencia de cada factor modificado en las variables estudiadas
en cada ensayo.
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5. Presentacion y discusion de resultados

5.1. Caracterizacion microscopica

Durante toda la etapa de elaboracion de la membrana electrohilada se practicaron varias
observaciones al microscopio dptico para comprobar si se estaban consiguiendo las disposiciones
espaciales de las fibras perseguidas. A continuacion, en la figura 29, se presentan varias imagenes
de los diferentes tipos de fibras que se han elaborado, tanto para la conformacion aleatoria como
para las nanofibras alineadas.

-~

R

Figura 29. Fotografias a 40 aumentos de las membranas electrohiladas en el microscopio éptico. La figura 29 a)

petenece a nanofibras aleatorias realizadas por electrospinnig convencional. La 29 b) pertenece a nanofibras de PLLA
con orientacidn alineada. Las fotografias 29 ¢) y 29 d) corresponden a nanofibras rellenas de Boro en disposicidon
aleatoria y alineada respectivamente. La figura 29 e) muestra una nanofibra rellena aislada en un borde del cubre
objetos que se puedo observar en el miscroscopio.



Se observa en las imagenes la diferencia entre haber empleado un tipo de colector u otro.
Las nanofibras aleatorias presentan una distribucién totalmente aleatoria, dando lugar a un
entramado tipo tela de arafa. Igualmente, se observa como las alineadas presentan una
distribucién/alineacién clara aunque no perfecta, dadas las vibraciones que experimentaba el
colector cuando el motor adquiria velocidades de giro muy elevadas.

Respecto a haber obtenido nanofibras rellenas o no, se puede percibir en las fotos de la
figura 29 c) y 29 d) - que, para el mismo aumento, el tamafio de las nanofibras de PLLA realizadas
con electrospinning coaxial es mayor al de las analogas obtenidas con electrospinning simple. Dicho
aumento de tamafio y la aparente oquedad que tiene la nanofibra de la fotografia 29 e) abre la
posibilidad de que se hayan obtenido fibras rellenas (o huecas). Para poder confirmarlo, se debera
realizar un estudio de liberacidn que lo corrobore.

Con el fin de estudiar la estructura del entramado de nanofibras con una resolucidon
superior a la que puede aportar un microscopio dptico, se observaron las nanofibras rellenas con
el bérax en el microscopio electrénico de barrido de emisién. Se presentan a continuacién, en la
figura 30, las fotografias realizadas a diferentes aumentos.

EHT = 2.00 kV Signal A= Dat
Noise Reduction ixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 30. Fotografias FESEM a 200 aumentos de las nanofibras rellenas en disposicion aleatorias.

Se puede apreciar, de una forma mucho mas precisa, que las nanofibras han adquirido una
disposicion totalmente aleatoria dando lugar a una red tridimiensional. Se puede apreciar, de
manera aun mas detallada, la organizacién que han adquirido las nanofibras en las figuras 31y 32.
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Signal A = SE2 Date :13 M
FIB Probe = 30KV:50 pA

Mag= 5.13KX 1pm WD = 5.1 mm EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 Date :13 May 2016  Time :17:01:46
FIB Lock Mags = No FIB Im SEM Noise Reduction = Pixel Avg. KV:

Figura 32. Fotografias FESEM a 5130 aumentos de las nanofibras rellenas en disposicion aleatorias.

En la fotografia FESEM de la figura 31 se observa como diferentes fibras se han unido. Dicho
fendmeno podria estar explicado por el tratamiento térmico que se realizé6 después de la
fabricacion de las membranas electrohiladas. Para analizar con mas detenimiento se realizé una
captura mas en uno de estos puntos de union de las fibras (figura 33).



Mag= 15.11K X 200 nm WD = 51 mm EHT = 2.00 kV Signal A = SE2 Date :13 May 2016  Time :17:00:28
FIB Lock Mags = No FIB Imaging = SEM Noise Reduction = Pixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 33. Fotografias FESEM a 15110 aumentos de las nanofibras rellenas en disposicion aleatorias.

En esta ultima captura se visualiza la unién entre las nanofibras; comparten puntos de
anclaje e incluso algunas nanofibras parecen haberse adherido en gran parte de su extension.

De forma andloga se han observado las nanofibras cuando se ha elaborado la membrana
con el colector rotatorio. Aunque ya se podia detectar la alineacién, en las fotografias del
microscopio éptico, se estudié también la morfologia de la membrana electrohilada cuando se le
dié esta configuracion. A continuacion se muestran las fotografias FESEM en la figura 34.
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Mag= 200 X 20 pm WD = 5.1 mm Signal A= SE2 Date :13 May 2016  Time :16:57:52
FIB Lock Mags = No FIB Imaging = SEM FIB Probe = 30KV:

Figura 34. Fotografias FESEM a 200 aumentos de las nanofibras rellenas cuando estdn alineadas en una misma
direccion.

Se observa que, en esta ocasion, las nanofibras presentan en su mayoria una alineacidn
hacia una determinada direccién. Sin embargo, como se dijo anteriormente, las vibraciones del
colector han influido en la ordenacién espacial de las nanofibras. Si bien este fendmeno no parecia
suponer un inconveniente a efectos macroscépicos porque el sistema ha funcionado y se ha logrado
hacer las nanofibras, a efectos microscdpicos ha impedido alcanzar una alineacién perfecta
completamente.

Otro detalle a tener en cuenta es que, en las capas mas superficiales de la membrana,
aparecen fibras sueltas que rompen esa tendencia a ordenarse en una determinada direccion; esto,
probablemente, se produce durante la etapa de inactividad en la produccién de fibras. Al bajar la
velocidad de giro del motor algunas fibras sueltas se vieron atraidas por el voltaje residual al
cargarse los equipos y se adhirieron de forma aleatoria.

Para poder observar de forma mads precisa la alineacién de las nanofibras se realizaron
capturas a 1010 y 5130 aumentos; dichas capturas se exponen a continuacién en las figuras 35 y
36.



101K X 10 pm WD = 5.1 mm Signal A = SE2 Date :13 May 2016  Time
FIB Prol

Figura 35. Fotografias FESEM a 1010 aumentos de las nanofibras rellenas cuando estan alineadas en una misma
direccion.

ignal A = SE2 Date :13 May 2016 ime
FIB Lock Mags = No FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 36. Fotografias FESEM a 5130 aumentos de las nanofibras rellenas cuando estan alineadas en una misma
direccién.
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De forma muy similar a lo observado en el caso de las nanofibras aleatorias, se percibe lo
gue parecen uniones de fibras. Por ello se hizo una ultima captura de FESEM a 15130 aumentos que
se muestra en la figura 37.

Mag= 1513 KX 300 nm mm EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 te :13 May 2016
FIB Lock Mags = No FIB Imaging = SEM Noise Reduction = Pixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 37. Fotografias FESEM a 15130 aumentos de las nanofibras rellenas cuando estan alineadas en una misma
direccién.

Se observa la adhesion de fibras entre si. Cémo se expuso anteriormente puede ser debido
al tratamiento térmico que se realizé en la etapa posterior al electrohilado. En esta ocasién da lugar
a agrupaciones de nanofibras formando nanofilamentos ain mas grandes.

Aunque se ha estudiado la morfologia de la membrana electrohilada para ambas
orientaciones espaciales con microscopia dptica y electrdnica, aun no se tiene la conviccién de que
se haya conseguido el objetivo de formar nanofilamentos rellenos.

Se observaron las fibras en el TEM con el fin de que, al aumentar la resolucién y el potencial
aplicado, se pudiera observar si las nanofibras estaban huecas. A continuacién se muestran algunas
de las capturas realizadas con el TEM (figura 38).



200

Figura 38. Fotografias TEM de las nanofibras producidas con electrospinning coaxial.

Enlasimagenes TEM se observa, en las fibras monitorizadas, un contraste de imagen dentro
de los nanofilamentos que probablemente sea debido a que el haz de electrones del TEM ha
encontrado menos cantidad de material a traspasar. Que este contraste aparezca en varias
imagenes sugiere que, con esta técnica, se han conseguido producir nanofibras rellenas; aunque
eso se analizé en mas profundidad en el estudio de la liberacion.

5.2. Caracterizacion fisico-quimica

- FTIR:

Con las condiciones anteriormente expuestas se ha obtenido el siguiente grafico (figura
39) de la transmitancia medida en el espectro de absorcion infrarroja.
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Nanofibras Aleatorias Boro 10%
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Figura 39. Grafico de la transmitancia frente al nimero de onda en el espectro de absorcién infrarroja.

Se observa en el grafico que aparece en las especies con Boro un pico préximo a 650 cm™*

que es caracteristico de la deformacion que se da en los enlaces B-O por la vibracion [49]. Se
observa también una banda débil en torno a 885 cm™ que es propia de la vibracién de los enlaces
B-O. Dicha banda es muy poco perceptible en el Solvent Casting con Boro al 5 %, sin embargo, en
las nanofibras, se puede detectar dada la alta presencia de Borax en la membrana electrohilada.

Los picos presentes en torno a 1120 [50] y entre 1300-1450 cm™ son propios del enlace
asimétrico B-O [37]. Estos ultimos picos también se detectan con facilidad en las nanofibras dada
la alta presencia de bérax en el interior de las nanofibras. La presencia de los picos propios de estos
enlaces indica que se ha conseguido albergar borax en el interior de las nanofibras que componen
la membrana electrohilada.

Asimismo, se ha detectado alrededor de 1080 cm™ una sefial correspondiente al enlace C-
O antisimétrico del acido lactico. Dicha sefial no es clara en las nanofibras porque, probablemente,
esté siendo tapada por la emitida por el B-O asimétrico; sin embargo, en los Solvent Casting si que
se puede apreciar. Alrededor de 1454 cm™ se encuentra la sefial del enlace C-H que tiene unido el
carbono del grupo éster, por un lado, y el oxigeno del enlace C-O antisimétrico por el otro [51].



En las proximidades de 1400 cm™ se encuentra la sefial del enlace C-O-C del enlace éster; dicho
pico se observa en las cuatro curvas con claridad.

Los picos obtenidos en todas las curvas alrededor de 2350 cm™ y en torno a 3700 cm?, en
los Solvent Casting, corresponden al CO, ambiental ya que el equipo de medicion no dispone de un
sistema de vacio que aislé las muestras del contacto con la atmédsfera [52].

Finalmente alrededor de 3000 cm™ se observa, en todas las curvas, una banda débil
caracteristica del enlace —CH de los metilos [37].

- Angulo de contacto:

A continuacion, en la figura 40, se han representado los valores promedio del dngulo de
contacto entre la gota de agua y los soportes materiales realizados.
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Angulo de contacto (°)

Figura 40. Valores promedio del dngulo de contacto de diferentes sistemas materiales de PLLA.

Como se observa, los valores del dngulo de contacto varian en funcién de la forma en la
que se ha preparado el soporte material de PLLA. El Spincoating es el que menor angulo de
contacto tiene, por lo que indica que es el menos hidréfobo de todos los soportes materiales. Los
Solvent Casting presentan valores muy similares.

Para la obtencién de la tensidn superficial de los materiales se empled la ecuacidon de
Young-Dupre. Dicha ecuacién se presenta a continuacion y se deduce a partir de un balance de
fuerzas en la zona de contacto de la gota con la superficie sélida donde se deposite (ecuacion 1)y
de la hipdtesis de la media armdnica (ecuacion 2) [53]:
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0s = Oy, + g1, + cosO (D

1 1

a5, = (02 — 02)? (2)

Sustituyendo os. en la ecuacion 1, agrupando términos y despejando os se obtiene la
expresion de Young-Dupre:

(1 + cos 6)?
Os = 0L~ (3)

Siendo:

o= Tension superficial del agua, tiene un valor de 0,073 N/m
os= Tensidn superficial del sélido
os.= Tension superficial de la interfase sélido-liquido
= Angulo de contacto entre la superficie del sélido de interés y el agua

Con la expresion y los valores de angulo de contacto medidos, se han obtenido los
siguientes valores de tension superficial para los soportes materiales elaborados (figura 41):
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Figura 41. Valores promedio de la tensidn superficial de diferentes sistemas materiales el PLLA.



Se observa que el sistema que mayor tension superficial tiene es el Spincoater; esto lo
transforma en un soporte con mas facilidad para la adhesidn bioldgica (para equilibrar energia
libre superficial busca adherirse) [54].

Los Solvent Casting presentan valores de la tensidn superficial muy similares
disiminuyendo en promedio al contener Boro. Ello se debe a que los cristales de Borax producen
una superficie del material mas irregular.

Las nanofibras tienen un valor de tensidn superficial especialmente bajo. Se observa
que la distribucion aleatoria de las nanofibras ha dado lugar a un soporte con tensién superficial
mas baja que las mismas cuando se encuentran alineadas. Finalmente, el Boro ha producido un
descenso de la tension superficial en las nanofibras rellenas cuando estan alineadas.

A continuacidn se presenta el cuadro resumen de los andlisis estadisticos.

Tabla 6. Resumen del ANOVA de la tensidn superficial respecto al contenido en Boro y a la técnica

empleada
Fuente CilgngZZs G/ Ct;\;j;{;:o Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Técnica 0,00315033 3 0,00105011 554,69 0,0000
B:Boro 0,0000179431 | 3 | 0,00000598104 3,16 0,0347
RESIDUOS 0,0000776194 | 41 | 0,00000189316
TOTAL (CORREGIDO) 0,00387957 | 47

De acuerdo al ANOVA ambos factores han contribuido de forma significativa a los valores
de tension superficial obtenidos. Sin embargo, se observa que el factor mds influyente es la técnica
de fabricacion del soporte polimérico.

5.3. Caracterizacion térmica

- DSC:

A continuacion se presentan en la figura 42 los termogramas correspondientes al primer
calentamiento de los soportes materiales PLLA. De este primer calentamiento se extrae la
informacidn pertinente a la fusidn de los cristales.
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Figura 42. Termograma DSC correspondiente al primer calentamiento de los diferentes sistemas materiales basados
en PLLA. La zona marrdn discontiniia muestra el intervalo e temperaturas donde puede darse la cristalizacion fria.
La zona verde discontinua representa el intervalo de fusidn de los cristales.

En este primer calentamiento se puede extraer la informacién sobre la parte cristalina. Se
observa en las diferentes curvas picos ascendentes en sentido opuesto al flujo calorifico aportado.
La presencia de dichos picos es debido a que se estd dando un proceso de recristalizacion fria, que
es aquélla que se da pasada la temperatura de transiciéon vitrea si no hubiese cristalizado
previamente [55].

Como se observa, esos picos aparecen a menores temperaturas y de forma mas
pronunciada en aquellas curvas con presencia de boro; este hecho podria sugerir que el boro actua
como un agente nucleante. Los picos descendentes pertenecientes al tramo de temperaturas
superior, corresponden a la zona de fusidn de los cristales. En esta zona se observa que la
temperatura requerida para fundir los cristales es mayor, también, cuando aumenta el contenido
en boro en el sistema.

A continuacion se ha calculado la cristalinidad de los sistemas materiales. Ya que la funcién
final de la membrana es la de actuar en condiciones fisiologicas (37°C) no se ha calculado la
cristalinidad después de las recristalizaciones frias, sino la inicial que tenian los sistemas materiales.
Para ello se ha empleado la siguiente ecuacion:

™m

o
m

A
% Cristalinidad = 2RO 100 (4)



Siendo:
AHp: Entalpia de fusién experimental (J/g)

AH.%: Entalpia de fusidn tedrica del PLLA cuando es 100% cristalino. Tiene un valor de 93 J/g [56].
Dada la baja presencia de boro la variaciéon de la entalpia de fusién tedrica se puede asumir
constante.

Los datos obtenidos se reflejan en la Tabla 7:

Tabla 7. Grados de cristalinidad y temperaturas de fusidon obtenidas para los soportes materiales basados en PLLA

Método AHn (J/g) | %Cristalinidad | Temperatura de fusién (°C)
Solvent Casting 4,07 4,376 142,88
Solvent Casting con Boro 2 % 7,91 8,50537 141,26
Solvent Casting con Boro 5 % 21,22 22,817 143,37
Nanofibras PLLA 15,10 16,236 143,37
Nanofibras PLLA con Boro al 10 % 18,30 19,677 145,12

En este primer barrido se ha observado la aparicion de cristalizacion fria, sin embargo no
se puede afirmar si se han formado nuevos cristales de PLLA en los medios carentes de Boro y si el
Boro tiene una influencia importante como agente nucleante. Con el fin de analizar con mas
detenimiento los cambios estructurales del sistema, se realizé un enfriamiento de los materiales.
Los termogramas correspondientes se muestran a continuacién en la figura 43.

——solvent Casting
——Solvent Casting Boro 2%

Selvent Casting Boro 5%

Nanofibras Aleatorias

Nanofibras Aleatorias Boro 10%

5,5 1/g-°C lf
3,9 )/g-°C l
!

5,26 1/g-°C

5,84 1/g-°C

3,9]/3'0(: l\\'f

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)
Figura 43. Termograma DSC correspondiente al enfriamiento de los diferentes sistemas materiales basados en

PLLA.
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En el termograma correspondiente al enfriamiento de los materiales, se observa un ligero
descenso de la pendiente del flujo térmico por unidad masica y de tiempo. Dicho descenso, para
todas las formas materiales estudiadas, corresponde a las zonas de transicidn vitrea como se verd
a continuacioén en la figura 44.

La otra informacidn a resaltar es la ausencia de picos intermedios durante todo el rango de
enfriamiento desde 200 °C hasta aproximadamente 60 °C (zona aproximada de las transiciones
vitreas). Esta uniformidad en el tramo sugiere que no habido apenas formacién de nucleos de
cristales nuevos durante esta etapa de enfriamiento. El principal motivo de esta falta de
cristalizacidon ha sido el elevado ratio de enfriamiento que, termodindmicamente, no permite
alcanzar un equilibrio de cristalizacién. De haber empleado un ratio de enfriamiento mas bajo
(inferior a 5 °C/min) se hubieran apreciado, en el termograma, picos caracteristicos de la formacién
de nucleos [57]. El termograma del enfriamiento ha permitido deducir que las recristalizaciones
frias que se visualizan en las curvas de la figura 43 son debidas al crecimiento de cristales
previamente generados, ya que la alta temperatura si favorece un crecimiento de grano [58].

Cémo se comentd en el procedimiento experimental, era necesario realizar un segundo
barrido térmico para poder extraer la informacién de la transicién vitrea de los sistemas materiales
gue se han realizado, sin tener en cuenta el efecto del envejecimiento fisico del polimero que se
disipd con el primer barrido. El termograma perteneciente a ese segundo barrido es el que se
presenta a continuacion en la figura 44.

Endo ——Solvent Casting
Solvent Casting Boro 2%
Solvent Casting Boro 5%
5,5 )/g-°C
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\ 1 1
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III ‘ I
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Temperatura (°C)
Figura 44. Termograma DSC correspondiente al segundo calentamiento de los diferentes sistemas materiales
basados en PLLA. La zona marcada en rojo discontinuo marca las zonas de la transicién vitrea del PLLA en cada uno
de los soportes materiales.



Como bien se puntualizé en el andlisis del termograma de enfriamiento, se puede observar
como la transicidén vitrea de los diferentes soportes materiales esta proxima a 61 °C.

En este segundo termograma se observa que aparecen pequefias bandas en la zona de
fusidn para los Solvent Casting. De la misma forma se observa que en las nanofibras aleatorias se
vuelve a producir una cristalizacién fria, que se manifiesta posteriormente en un pico de fusion mds
elevado.

Finalmente, se observa que en las nanofibras rellenas de la soluciéon acuosa de Borax se da
un pico de recristalizacion fria muy elevado que posteriormente se vuelve a fundir. Este fendmeno
ya se did en las curvas del primer calentamiento y se ha vuelto a dar para una concentracion de
Boro en el sistema suficientemente elevada y, por tanto, este segundo barrido ha permitido
corroborar que el Boro estd actuando como una especie nucleante, ya que el PLLA sélo ha
aumentado el crecimiento de los picos de recristalizacién que ya tenia, por la elevada velocidad de
calentamiento y, por tanto, son insuficientes para dar un pico de fusion tan elevado.

A continuacion se presenta una tabla resumen (Tabla 7) que recoge los datos experimentales de las
temperaturas de transicidn vitrea. El método grafico con el que se permite obtener estos datos se
explica en los ANEXOS, junto a un termograma del PLLA donde se ve la medicién de esta propiedad
del PLLA.

Tabla 8.Temperaturas de transicion vitrea obtenidas para los soportes materiales basados

en PLLA.
Método Temperatura de transicion vitrea (°C)
Solvent Casting 61,02
Solvent Casting con Boro 2 % 59,85
Solvent Casting con Boro 5 % 59,74
Nanofibras PLLA 59,49
Nanofibras PLLA con Boro al 10 % 51,50

En este ensayo no se han podido realizar andlisis estadisticos por falta de réplicas
suficientes; esto obstaculiza que el ANOVA tenga grados de libertad suficientes para estudiar los
factores de interés con una significancia estadistica.

- TGA:

La curva de pérdida de masa con el avance de la temperatura facilitados por el equipo de
medida para los diferentes materiales se muestra a continuacion en la figura 45.
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Figura 45. Curva de pérdida de masa durante la termogravimetria de los diferentes sistemas materiales basados en
PLLA.

Se observa que el Solvent Casting de PLLA tiene una pérdida inicial probablemente de
fracciones volatiles del material o de posibles restos de disolvente.

En el caso de los Solvent Casting con Boro al 2 % y al 5 % se observa que esas pérdidas
iniciales son mayores. En esta ocasidn, a la pérdida de posibles especies orgdnicas volatiles, se debe
tener en cuenta, también, la pérdida del agua que forma parte de la estructura del Borax (Borato
sodico decahidratado).

En el caso de las nanofibras sin bérax esa pérdida inicial es casi despreciable. Ello es debido
a que practicamente todo el disolvente se debidé evaporar durante el proceso de electrospinning.
En el caso particular de las nanofibras producidas por electrospinning coaxial se observa que la
pérdida de agua no se da hasta pasado el punto de ebullicion del agua. Ello probablemente sea
debido a la alta concentracién de borato sddico. Los oxigenos hacen enlaces de hidrégeno con los
hidrégenos del agua, reteniendo el agua que hidrata la molécula de Borax y necesitan, por tanto,
mas temperatura para evaporarla.

Entre 300 y 400 °C se observa un descenso de la mayor parte de la masa de los materiales.
Dicho intervalo se corresponde a la degradacion del polimero vy, finalmente, se observa (en todas
las curvas) que se ha alcanzado un porcentaje de masa estacionario equivalente a la presencia de
compuestos inorganicos (a partir de la degradacion térmica el ambiente pasa de ser inerte a
oxidante).



Representando la derivada de la masa respecto a la temperatura se obtienen las curvas de
la figura 46. Dichas curvas permiten detectar la temperatura de degradacién de los materiales
poliméricos; para ello se registran las variaciones masicas respecto a las variaciones térmicas vy el
pico, donde mayor variacién se haya dado, es en el que se ha producido la degradacién térmica del

material.
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o
=g 1,50% -
=]
=
g
E
< 1,00%
0,50%
0,00% T T T T T

450 550 650 750 850

Temperatura (°C)

Figura 46. Curva de la derivada de la masa respecto a la temperatura para los diferentes sistemas materiales basados en PLLA.

Se observa que los rangos de temperaturas de degradacién son cercanos. El que menor
temperatura ha necesitado es el de las nanofibras Aleatorias rellenas de la disolucién acuosa de
Boro. Los Solvent Casting y las nanofibras Aleatorias se han degradado a temperaturas mayores. En
la figura 47 se ha representado la temperatura de degradacién de cada material.
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Figura 47. Curva de la derivada de la masa respecto a la temperatura para los diferentes sistemas materiales
basados en PLLA.

La temperatura de degradacidn, en el caso de los Solvent Casting, va disminuyendo con el
contenido de Boro en el medio, siendo mayor cuando no hay presencia de éste. Ocurre la misma
tendencia con las nanofibras. Las nanofibras que no tienen Boro contenido requieren mayor
temperatura para degradarse térmicamente.

Igualmente, a lo ocurrido con el DSC, no se puede realizar un ANOVA por falta de réplicas
suficientes que otorguen grados de autonomia suficientes al ANOVA para poder estudiar la
significancia estadistica de los factores que cambian; en este caso, el contenido de Boro y la técnica
de producciéon del material.

5.4. Estudio de la liberacion del Boro

La recta da calibrado se muestra en el ANEXO. La evolucién de la liberacién de Boro al medio
se muestra a continuacién en la figura 48.
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Figura 48. Curva de la liberacion del Boro al medio con el tiempo.

Se observa que la liberacién de la mayoria de Boro se ha dado en poco tiempo; el Solvent

200

Casting con el 5 % de Boro ha liberado mas cantidad al medio, seguido del film con Boro al 2 %.

Finalmente han liberado menos cantidad las nanofibras. Sin embargo, en este grafico se ha
tenido en cuenta la superficie de material, no la cantidad de material. De este grafico se puede
concluir que se ha conseguido que las nanofibras estén rellenas porque se ha visto que liberan Boro
al medio. No se ha podido estudiar si el sistema ha seguido liberando a tiempos prolongados por
problemas con la azometina; no obstante, los Ultimos valores representados sugieren que se ha
liberado practicamente todo el Boro al medio durante las 3 primeras horas.

A continuacidn se presenta una tabla recopilatoria (de las masas de las réplicas empleadas para la

liberacion (Tabla 9):

Tabla 9. Masas de los soportes materiales empleados en el estudio de liberacidn controlada

Método

Masa de material (mg)

Solvent Casting con Boro 2 %

12,24
11,93
12,80

Solvent Casting con Boro 5 %

13,64
14,30
13,61

Nanofibras PLLA Aleatorias con Boro al 10 %

1,02
1,10
1,038

Nanofibras PLLA Alineadas con Boro al 10 %

1,02
1,00
1,23

Con dichos valores a continuacion se representa la cantidad total liberada por unidad masica del

material para poder comparar todos los sistemas (figura 49).
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Figura 49. Liberacion por unidad de masa de los diferentes sistemas materiales

Al representarlo de esta manera, se observa como se ha conseguido una membrana que, de tener
la misma cantidad masica, hubiera liberado una cantidad muy superior de Boro al medio que los
Solvent Casting.

Finalmente el andlisis estadistico se muestra a continuacion (Tabla 10):

Tabla 10. Resumen del ANOVA de la influencia de la técnica en la liberacion de Boro por unidad de masa

de material
Suma de Cuadrado .,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 11203,80 3734,59 9,02 0,0060
Intra grupos 331242 | 8 414,052
Total (Corr.) 14516,20 | 11

No se ha podido estudiar la influencia del Boro al no tener niveles intermedios con los que
el programa pueda comparar; el electrospinning se ha hecho con una concentracién de Boro del 10
%. Por tanto, como se ve en el ANEXO, se ha tenido que introducir Solvent Casting Boro 2 %, Solvent
Casting Boro 5 %, Aleatorias B10 % y Alineadas B10 % como técnicas independientes para que lo
analizara. Y dicho factor ha salido muy significativo.

En la liberacidon por unidad de masa, el electrospinning coaxial ha demostrado tener
capacidad para albergar mas cantidad de especies bioactivas por unidad mdsica de material.



5.4. Estudio de la degradacion de los soportes materiales

Se evalud la pérdida masica del PLLA cuando se presentaba de diferentes formas.

La pérdida de masa se cuantifica como:

Mg —m;
Y%pérdidamasa = "'m— 100 (5)
0

Siendo:

mo la masainicial de la muestra
m: la masa de la muestra en el instante t.

Para las diferentes muestras se calculé el porcentaje de pérdida de masa. La evolucidn de
dichas pérdidas en el tiempo se muestra a continuacion en la figura 50.
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Figura 50. Curva de la derivada de la masa respecto a la temperatura para los diferentes sistemas materiales
basados en PLLA.

El PLLA presenta una velocidad de degradacidon muy lenta. En este estudio se ha visto que
el Solvent Casting es el que menor pérdida de masa ha tenido. El PLLA sufre un proceso de
degradacion autocatalitica en que se produce la rotura aleatoria de los enlaces ésteres y se ve mas
favoecido en films que en scaffolds pororosos [59]. El agua penetra en la red polimérica produce
la degradacidn del acido polilactico en tres etapas.
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Dada la duracién del ensayo y las pérdidas registradas se puede deducir que el PLLA del
Solvent Casting se encuentra en la primera. Esta se caracteriza por una pérdida del peso molecular
del polimero, pero teniendo todavia macromoléculas que son insolubles en agua, por lo que la
variacién masica del PLLA es casi inexistente [60]. Se observa como al aumentar el contenido de
boro en un Solvent Casting de PLLA el aumento de la pérdida de masa es superior (la pérdida
correspondiente al paso del momento 0 a la semana 1 se debe por la liberaciéon del boro en el
medio). A partir de ese punto las pendientes son exactamente las mismas (en torno a, ello es sefial
de que el PLLA se degrada de forma hidrdlitica y no se ve acelerado el proceso por la presencia de
boro.

Las nanofibras aleatorias de PLLA no experimentan ese salto inicial al no contener Boro, sin
embargo en el transcurso del tiempo se observa una pérdida de peso superior a la que experimenta
cuando se encuentra en forma de film. Ese aumento en la pérdida de peso es debida a causa de su
estructura nanoporosa.

Ello ofrece una elevadisima darea superficial que interacciona con el agua y tiene menos

dificultad para difundir entre las cadenas del acido polilactico. En el caso de las nanofibras alineadas
se ha observado un descenso de la masa bastante superior a la pérdida de las nanofirbas aleatorias.

Este descenso probablemente sea debido a que, al no estar unidas por los puntos de anclaje
gue cabria esperar en una membrana de nanofibras aleatorias, la accidon conjunta de la degradacion
y de la hidrofobicidad de las nanofibras hayan provocado separacidon y disgregacion de algunas de

éstas en el medio.

Se observa una pérdida de masa final en las nanofibras aleatorias con Boro similar a las
nanfibras de PLLA alineadas. En esta ocasidn a pesar de aportar los puntos de anclaje hay que tener
en cuenta que, por la liberaciéon de la disolucidn acuosa de boro internada en ellas, se ha permitido
la entrada del agua al interior de éstas, de forma que ofrecen todavia un drea especifica aiin mayor
al entrar en contacto el PLLA con el agua por dentro y por fuera de la nanofibra.

Finalmente la pérdida de masa mas significativa que se ha observado es la que se ha dado
en las nanofibras alineadas con Boro contenido. En ellas se han dado simultdneamente dos efectos;
por un lado aumenta el area especifica al permitir al agua entrar por donde se ha evacuado la
disolucién acuosa de Boro, por el otro lado la falta de puntos de anclaje y su caracter hidréfobo ha
permitido la separacion aislada de fibras y su posterior degradacion.



El ANOVA realizado muestra los siguientes resultados (Tabla 11):

Tabla 11. Resumen del ANOVA realizado sobre la pérdida de peso.
Analisis de Varianza para %Pérdida final de masa - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente C'TZZZZZS Gl Cﬁ:;?go Razoén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Técnica 194,271 2 97,1357 6,59 0,0089
B:%Boro 158,34 3 52,7801 3,58 0,0393
RESIDUOS 221,24 | 15 14,7494

TOTAL (CORREGIDO) 763,868 | 20

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

El ANOVA confirma que existe una diferencia estadisticamente significativa para el PLLA
cuando esta en forma de Solvent Casting o en forma de nanofibra y cuando tiene Boro de cuando
no.

Con el fin de poder analizar el efecto que ha tenido la degradacidn hidrolitica en las
nanofibras rellenas se ha procedido a realizar capturas FESEM de dichas membranas pasado el mes
de estudio de degradacidn. A continuacion se presenta la captura a 200 aumentos (figura 51).

Mag= 200 X 20 pm WD = 5.2 mm EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 Date :13 May 2016  Time :17:13:20
FIB Lock Mags = No FIB Imaging = SEM Noise Reduction = Pixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA
Figura 51. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales Aleatorias a 200 aumentos pasado un mes de degradacion

hidrolitica
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En la figura 51 se observa que las nanofibras han modificado su disposicion. Este fenémeno,
proablemente, ha sido debido a su hidrofobicidad. El contacto con el agua ha producido la
degradacion de los puntos de contacto, de forma que, las nanofibras para minimizar las fuerzas de
repulsion se desplazan de sus posiciones, torsionandose y adquiriendo posiciones que les
proporcione mayor estabilidad. Para analizar de forma mas precisa la influencia en la estructura se
han realizado capturas FESEM a mas aumentos (figuras 52,53 y 54).

WD = 5.2 mm EHT = 2.00 kv Signal A= SE2 e :13 May 2016  Time :17:12:31

FIB Lock Mags = No 5 FIB Imaging = SEM Noise Reduction = Pixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA
Figura 52. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales Aleatorias a 1010 aumentos pasado un mes de degradacion
hidrolitica

Se observa de forma mas precisa lo referido en la anterior fotografiaa. El contacto del agua
con las nanofibras de PLLA ha hecho que la red tridimensional adquiera una estructura
desordenada. Se observa que hay nanofibras mas finas que otras ya que, probablemente han
perdido algo de didmetro a causa de la degradacién hidrolitica.

A estos aumentos no se permite distinguir la rotura de las nanofibras a causa de la entrada
de agua por la zona de escape de la solucién acuosa de Borax. Para poder analizar si se ha dado ese
fendmeno se han realizado capturas a mas aumentos (figura 53).



A ,«l‘
Signal A= SE2 Date :13 May 2016  Time :17:11:25
FIB Lock Mags = No 5 FIB Probi KV:50 pA
Figura 53. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales Aleatorias a 5130 aumentos pasado un mes de degradacion
hidrolitica

Mag= 14.50 K X 300 nm Signal A = SE2
FIB Lock Mags = No Pixel Avg. FIB Probe = 30!

Figura 54. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales Aleatorias a 14500 aumentos pasado un mes de
degradacion hidrolitica
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Se observa lo mencionado anteriormente. La nanofibra parece haber colapsado por el
vaciado del medio acuoso interno, que le hace parecer aplastada aunque no se debe descartar que
haya sido por el vacio aplicado a las muestras para su visualizacién en el FESEM.

Se observa también con mas claridad la presencia de orificios en la superficie de la
nanofibra. Esto permite deducir que se ha dado la degradacién hidrolitica, simultdneamente, por
el exterior y por el interior de la nanofibra.

Se ha estudiado la degradacién y los efectos sobre la estructura de la membrana
electrohilada con las nanofibras orientadas aleatoriamente en el espacio. De forma analoga se han
realizado capturas FESEM para estudiar las consecuencias, en la estructura de la membrana
electrohilada, cuando las nanofibras se encuentran orientadas en una direccion.

Mag= 200 X EHT = 2.00 k¥ Signal A= SE2 Date :13 May 2016 Time :
FIB Lock Mags = No Noise Reduction = Pixel Avg. FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 55. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales alineadas a 1010 aumentos pasado un mes de degradacion
hidrolitica

Se observa en la fotografia que el efecto de la degracacién y la hidrofobicidad no ha
desordenado la estructura de una forma tan notoria como con las nanofibras aleatorias pero, ha
separado algunas entre si; este fendmeno ha hecho que algunas de las fibras pierdan la orientacion
preferencial. Como en esta fotografia no se puede distinguir de qué forma ha afectado la
degradacion a las nanofibras se han realizao capturas a resoluciones mayores.



Mag= 513 KX 1pm w Signal A = SE2 Date :13 May 2016 Time :17:18:
FIB Lock Mags = No i FIB Probe = 30KV:50 pA

Figura 56. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales alineadas a 5130 aumentos pasado un mes de
degradacion hidrolitica.

En esta fotografia se puede observar la degradacion de las fibras. En las capas mds escondidas se
puede observar aglomeraciones de fibras, dando lugar a entramados dedidmetros mas elevados y
que se deshilachan en fibras mas pequefias. Asimismo, no se pueden percibir los agujeros a lo largo
de la nanofibra. Ello puede ser debido a que al tener una orientacion preferencial, los orificios de
escape de la solucién acuosa se hallen en los extremos. Sin embargo, la separacién entre fibras es
un indicador del efecto disgregante que se comentd que el agua podia haber tenido.

Figura 57. Fotografia FESEM de las nanofibras coaxiales alineadas a 15110 aumentos pagado un mes de
degradacion hidrolitica.
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En esta fotografia se observa claramente el efecto de la degradacién en las nanofibras Se
puede apreciar también como por efecto del proceso del electrospinning y del tratamiento térmico
se ha producido el pegado de varias nanofibras, dando lugar a una aglomeracién de éstas. Se
observa también, en los extremos laterales de esa la nanofibra deshecha, una franja caracteristica
gue sugiere que el agua penetré en el interior de la fibra y desde dentro también contribuyé a su

degradacion.



pag. 72



6. Conclusiones

Se ha conseguido desarrollar una metodologia para la elaboracién de un tipo de membrana
electrohilada que presenta importantes ventajas, ya que permite fabricar un sistema material que
carga internamente las especies bioactivas de interés. Dicha metodologia, también, ha permitido
elaborar las membranas electrohiladas con dos configuraciones diferentes.

La caracterizacién microscépica ha confirmado que las nanofibras obtenidas son mas
grandes que las obtenidas con electrospinnig simple y la microscopia electrénica ha permitido
asegurar que se han conseguido las orientaciones buscadas y que, visualmente, hemos conseguido
hacer nanofibras capaces de albergar un medio bioactivo.

La caracterizacion fisicoquimica ha confirmado que los sistemas materiales desarrollados
son contenedores de iones bioactivos, en este caso el bdrax. En el caso particular de las membranas
electrohiladas, ha permitido confirmar que se ha conseguido introducir la solucién de bdrax en el
interior de las fibras. De los sistemas desarrollados en este trabajo, se ha comprobado que son
precisamente las nanofibras las que presentan una hidrofobicidad mayor, viéndose modificada por
la presencia de la disolucion de Borax respecto a las que carecen de relleno. Este hecho, afiadido a
la elevada area superficial que es capaz de aportar, lo vuelve un medio muy viable para la adhesion
celular.

La presencia de Boro ha demostrado tener un efecto en sus propiedades térmicas como
agente nucleante que favorece el crecimiento de los cristales a temperaturas elevadas. Sin embargo
respecto al entorno fisiolégico (37 °C) la presencia de Boro o no ha afectado de una forma
significativa a la cristalinidad del material aunque bien permite que los sistemas fabricados (tanto
nanofibras como Solvent Casting) se degraden térmicamente antes.

El ensayo de liberacion ha permitido confirmar que se ha conseguido desarrollar un método
de elaborar soportes materiales que representan una importante ventaja al ofrecer altos valores
de especie bioactiva liberada en casi la décima parte de material.

Finalmente el electrospinning al ofrecer un mallado tridimensional con mayor area
especifica de contacto que los Solvent Casting se ha conseguido aumentar la velocidad de
degradacion de PLLA. En el caso particular de las nanofibras rellenas incluso ain mas por permitir
la degradacion también desde el interior de la nanofibra.

Como conclusién final; se ha conseguido elaborar una membrana electrohilada novedosa
gue ha cumplido con las expectativas de optimizar un medio de liberacién y que representa una
buena alternativa para conseguir una degradacién del PLLA mads rapida. Aun no se ha podido probar
su viabilidad biolégica ni analizar la influencia de la orientacién de las nanofibras en el desarrollo
de los mioblastos, quedando esa labor pendiente a realizar a raiz de las conclusiones de este
proyecto.
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Preparacion de la disolucion de azometina para el ensayo de liberacion controlada

Preparacion del Buffer de pH 5,52 de acetate potdsico
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Se deben pesar 0,1963 gramos de Acetato potasico (>99,5%, Sigma-Aldrich) y afadir 0,832 mL de

s

Se deben de pesar 90 mg de azometina (Sigma-Aldrich) y a continuacién se deben afiadir 0,2 g de

Acido Acético Glacial (>99,8%, Scharlab) y aforarar con Agua miliQ hasta 10 mL. Si el pH no ha
acido L-ascorbico (Scharlab). Finalmente aforar con Agua miliQ hasta 10 mL

alcanzado 5,52 afiadir gota a gota hasta que se consiga.

Protocolo de preparacion de las disoluciones auxiliares para el ensayo de liberacion controlada:

7. Anexos
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Figura 58. Grafico de medias LSD para un intervalo de confianza del 95% para los factores que influyen en la tensidn superficial.
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Glaes Transition
JE[aGa_PLLA_SOLC  Orsst 58.29 *
AGA_PULA_SOLC, 7.77880mgnt  60.94 °C

Inflect, Pt.  62.00 °C

Endpont G357 *C

Inflect. Sip.  -0L13 mi oC~-1

Delta Cp 0.530 Jg~-1K~-1

5
mw
3
Integral 4122 mJ
normaied -5.30 Jg*-1

E“mdc 144,61 *C

P, 154,16 *C

1[AGA_PLLA_SOLC Eriset 160,47 *C

GA_PLLA_SCLC, 7.7700 mg

%u

Figura 59. Termograma ejemplo para el calculo de la temperatura de transicion vitrea (curva de arriba) y de la
entalpia y temperatura de fusién (curva de abajo).
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Figura 60. Termograma ejemplo para el calculo de la temperatura de transicion vitrea
(curva de arriba) y de la entalpia y temperatura de fusién (curva de abajo).

Tabla 12. Valores medidos de concentracion medida a diferentes tiempos.

Temwa|| -y 20 30 40 50 60 %0 120 150 180

(min)
MQ—‘.an Promedio 99,280 150,227 177,320 221,238 254 555 305,257 324,330 380,286 351,044 330,797
MN“M-W« Desv.Est 52,436 17,580 57,742 84,817 44,055 60,537 22,101 45843 32,512 23,256
MQ—O.:n Promedio 412,447 429,828 443720 453,645 469,866 472,269 464,791 471,427 42777 484274
MM“-%W Desv.Est 17,405 2,886 79933 14,457 77,104 37,890 43,898 22,428 3,083 30,597
Nanofitras | Promedio 112,518 84,266 72111 78,700 105,246 92,155 87,134 84350 95,054 89,235
n“_“%& Desv.Est 27,593 22,864 5,835 8829 27,260 12,835 15,679 22,083 27,004 25,004
Nonofiras | promedo | 84724 | 131,792 | 117932 | 92215 | 112430 | 108742 | 108553 | 103814 | 103408 | 1064%2
M””“M Desv.Est 26,500 41426 52,980 22,523 41,330 31,998 37,168 23,689 17,384 21,232
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Tabla 13. Valores medidos de porcentaje de pérdida de masa

Semana 0 1 2 3 4
Promedio ° 0,5832252 0,9%0281 141993567 169883916
Solvent Casting
DesvEst 0 0,07800452 013283767 023825433 0,3152033
‘ Promedio 0 1,07218427 143183387 1,67443496 192501073
Solvent Casting Boro 2% DesvEst o 0,07669621 01833217 021797813 023820773
. Fromedic o 447377622 536158505 587178074 608955531
Solvent Casting Boro 5%
DesvEst 0 0,1067009% 0,04694962 002689493 004205375
Promedio o 1,50102589 187845628 2,92540375 330573269
Nanofibras Random
DesvEst ° 2,1166254 2,64225037 3,51029579 203316709
Promedio o 7,41536975 87984437 9,26009562 10,1815176
Nanofibras Random Boro 10%
DesvEst 0 102696454 132604435 1,5505714 163086883
) Promedio ° ,03872052 9,37837648 101521733 10,6171363
Nanofibras alineadas
DesvEst 0 7,50268726 7,25379443 6,6918191 7,3356128
Promedio o 13,0939934 13,4727813 152841858 16,4780351
Nanofibras aiineadas Boro 10%
DesvEst o 221206548 196705812 065383852 077066868
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Figura 62. Gréfico de medias LSD para un intervalo de confianza del 95% de los valores de porcentaje de pérdida de masa en funcidn del Boro y de la técnica.
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Condiciones generales

El pliego de condiciones es un documento de caracter vinculante que tiene como objetivo
registrar las condiciones técnicas, legales, administrativas y facultativas necesarias para que el
alumno pueda llevar a cabo la ejecucién del proyecto de una forma correcta. Dicho documento,
ademas de las condiciones generales facultativas, expresa los términos de la relacion contractual
entre el alumno y los promotores del proyecto (sus directores).

Al ser un documento contractual permite garantizar de una forma legal la proteccién tanto
del alumno como de los directores y aporta un respaldo en el cumplimiento de los derechos y de
las obligaciones de ambas partes.

El pliego de condiciones que se presenta a continuacién se subdivide en condiciones
facultativas, legales y econdmicas.

Condiciones generales facultativas

Facultades del promotor:

Los promotores de este Trabajo Final de Master (TFM) son el Dr. Don. Ramén Martinez
Mafiez y la Dra. Dfia. Patricia Rico Tortosa, que actdan en representacién del Departamento de
Quimica y del Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular de la Universitat Politécnica de Valencia
(UPV) dirigiendo el proyecto.

Los promotores estdn sujetos al cumplimiento en todo momento de la normativa de la
Universitat Politécnica de Valéncia. Esta, a su vez, serd complementada por el reglamento de la
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales (ETSIl) en toda labor de direccion durante el
desarrollo de este trabajo.

La referida normativa les permite supervisar y modificar, en caso de ser necesario, el trabajo
realizado durante la ejecucion de este Trabajo Final de Master. De acuerdo a la normativa los
directores tienen plena autoridad para autorizar el envio del trabajo a los 6rganos de evaluacion de
la ETSII en caso de encontrarlo apto para su evaluacion.



Obligaciones y derechos del proyectista:

Durante el desempefio de este Trabajo Final de Mdaster el alumno tiene el deber cara a los

directores del TFM de cumplir los siguientes puntos:

Actuar siempre bajo las indicaciones, la supervisidon y la aprobaciéon de sus directores,
estando el desempefiio de su trabajo en continua supervisidn por los mismos.

El alumno estara, en todo momento, sujeto a la normativa vigente de la Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Industriales de la UPV. La direccidon velara, igualmente, de que el
alumno cumpla dicho normativa en todas las etapas que componen el trabajo.

Respetar y mantener la confidencialidad de los resultados obtenidos y de los protocolos
desarrollados en su estancia en los laboratorios. Asimismo, debe respetar los derechos de
autoria otorgados al Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular de la UPV en el contrato
de cesidn de derechos firmado por el alumno al inicio de su estancia.

Informar regularmente a sus directores del estado del Trabajo Final de Master, de los
resultados obtenidos y de las conclusiones obtenidas. De esta forma facilita la labor de sus
directores de poder elaborar una correccion si el progreso del trabajo se alejara de lo
establecido en la planificacion del proyecto.

Mostrar iniciativa y aptitudes durante la ejecucién del proyecto, buscando soluciones
alternativas a los problemas que puedan originarse durante la elaboracién del trabajo. En
todo momento es obligacion del alumno consultar con sus directores cualquier solucién
alternativa o modificacion respecto a las especificaciones originales del trabajo.

El pliego de condiciones ademas de estipular las obligaciones que tiene el alumno, respecto

a los promotores del proyecto, también refleja los derechos de los que goza el alumno para el
correcto desempefio de su trabajo y que a continuacion se exponen:
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El organismo docente (Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular, para el cual el alumno
estd realizando el proyecto, debe facilitarle las instalaciones, equipos y materiales
necesarios para la realizacidn del trabajo en cada una de las etapas que lo componen.

De acuerdo con lo establecido en la Ley de Prevencién de Riesgos Laborales
(anteriormente citada) es deber del centro el garantizar la seguridad y la higiene del
alumno proyectista. Para ello adaptard sus instalaciones seglin lo recogido en dicha
normativa y se instruird al alumno en los procedimientos necesarios que garanticen estas
condiciones.

El centro facilitara al alumno, en todo momento, la asistencia para solucionar aquellos
problemas de indole técnica no previstos en la etapa de planificacion del proyecto y que
no puedan ser imputables a un mal proceder en el desempefio por parte del alumno.

Los promotores del proyecto mantendrdn en todo momento al alumno informado de sus
derechos legales y de las modificaciones que se hayan decidido hacer con respecto a las
especificaciones iniciales.



Plazos de ejecucion del Trabajo Final de Mdster:

En lo referente a los plazos de iniciacidn y finalizacién del Trabajo Final de Master seran los
promotores y el alumno los que, por acuerdo mutuo, fijaran dichos plazos. Ante la posibilidad de
que el alumno deba modificar el plazo de finalizacién por cambios en la planificacién, necesidad de
recopilar resultados o complicaciones técnicas que obstaculicen la entrega en la fecha original,
puede realizar dicha modificacién siempre que este cambio sea acordado y aprobado por los
promotores.

Condiciones generales legales

Medidas de seguridad en el trabajo:

El alumno tiene la obligacion de cumplir la Ley de Prevencién de Riesgos Laborales,
referenciada anteriormente en el punto 3 de la Memoria Descriptiva, adoptando las medidas de
seguridad necesarias para garantizar su propia seguridad y proteccién, asi como la del resto del
personal. Por contrapartida, el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular tiene la obligacién de
asegurarse de que el alumno adquiere los conocimientos sobre dichas medidas y de que durante la
ejecucién del Trabajo Final de Master se rige por su cumplimiento.

Dentro de las medidas referidas el alumno también debe ser conocedor de aquellas
relacionadas con el manejo de los equipos de trabajo, de la manipulacién de sustancias peligrosas
y de los equipos de proteccidn individual (EPIs) y colectiva (EPCs).

Propiedad intelectual y derechos de autoria:

El estudiante cedera a la Universitat Politécnica de Valéncia los derechos sobre todos los
resultados que haya obtenido como consecuencia de las actividades que realice en su trabajo. La
UPV tendrd plena potestad para conservar la confidencialidad de los resultados obtenidos o
divulgarlos, publicarlos y defenderlos mediante titulos de propiedad intelectual.

Al facilitar la UPV las instalaciones necesarias para la obtencién de dichos resultados,
cualquier titulo de propiedad industrial o intelectual que se solicite se inscribird a nombre de la UPV
o de quien ésta designe. Es deber del alumno firmar todos los documentos pertinentes para solicitar
y tramitar dichos titulos, teniendo pleno derecho a figurar en éstos como autor.

En contrapartida la Universitat Politécnica de Valéncia se compromete a cubrir los gastos
de solicitud y tramitacidon del proyecto, asi como, los costes de mantenimiento de aquellas
instalaciones donde realice su trabajo. De acuerdo a la normativa de la UPV en materia de
propiedad industrial e intelectual, si los resultados obtenidos del trabajo dieran potenciales
beneficios, el alumno dispone de pleno derecho a participar en la explotacion de éstos en funcién
de su aportacion a la obtencién de los resultados.



Reconocimiento de marcas registradas en la ejecucion del Trabajo Final de Madster:

Tanto el alumno como los promotores del Trabajo Final de Mdster reconocen publicamente
los derechos de autor de la bibliografia consultada y empleada en este trabajo, asi como de aquellas
marcas registradas de equipos, procedimientos y materiales que se empleen en el desarrollo del
proyecto.

Rescision del contrato vinculante del proyecto:

Los promotores del proyecto poseen pleno derecho a rescindir el contrato vinculante
cuando se produzca una de las siguientes circunstancias:

- Unretraso excesivo e injustificado por parte del alumno durante la ejecucion del proyecto.
Ilgualmente, podran rescindir la relacién contractual si se produce un abandono
injustificado del proyecto por parte del alumno.

- La rescision contractual puede tener lugar de mutuo acuerdo entre el alumno y sus
promotores. Dicho acuerdo se podra realizar siempre y cuando los motivos invocados para
el abandono, proporcionados por cada de una de las partes implicadas, no produzcan
ningun perjuicio reciproco. En caso de no resultar viable una rescision diplomatica se
actuard de acuerdo con lo establecido en los estatutos de la Universitat Politécnica de
Valéncia.

Condiciones generales econdmicas

Presupuesto del Trabajo Final de Madster realizado:

Dentro de las obligaciones que tiene el alumno proyectista se encuentra la de suministrar
a los promotores del proyecto un presupuesto que refleje fielmente el coste de sus actividades
realizadas para el Trabajo Final. Dicho presupuesto debe de contener precios actuales de los
materiales empleados, del salario del personal que haya participado y, en caso de haber empleado
magquinaria, la amortizacion realizada de ésta desde el momento de su compra.

Honorarios del alumno proyectista:

El Trabajo Final de Master es un trabajo académico donde el alumno reflejard los
conocimientos adquiridos en el Master en Ingenieria Quimica a través de su labor realizada en el
Centro de Biomateriales. Dada su naturaleza académica y a que es la UPV quien suministra los
equipos y los materiales empleados el alumno no recibird honorarios ni otras retribuciones, sean
de percepcidn dineraria o en especie.
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Condiciones particulares

El alumno debe especificar en esta parte del pliego de condiciones la siguiente informacién:

- Las propiedades de los reactivos empleados en el desarrollo del proyecto, incluird sus
caracteristicas de peligrosidad y las medidas necesarias para una correcta manipulacion.

- Especificaciones técnicas de los equipos que se hayan empleado en todas las etapas que
componen el desarrollo experimental de su Trabajo Final de Master.

- Condiciones particulares en la ejecuciéon de cada una de las etapas que componen el

proyecto.

- Aquellas condiciones en materia de gestion de residuos (de acuerdo con la normativa
establecida en el R.D 952/1997, de 20 de junio, anteriormente citado en el punto 3 de la
memoria descriptiva) por las cuales el alumno ha de gestionar los residuos generados
como consecuencia de su actividad en funcion de sus caracteristicas.

Reactivos quimicos empleados

Dado el potencial riesgo para la salud y para la seguridad que implica trabajar con sustancias
guimicas, es de obligatorio cumplimiento que el alumno informe a los promotores de la naturaleza
y propiedades de aquellas especies que se empleen en este Trabajo Final de Mdaster. Para ofrecer
una informacidn certera y veraz se han consultado las fichas de seguridad (FDS) de los productos,
facilitadas por las casas comerciales que los han suministrado al Centro de Biomateriales.

Acido Polildctico L

Nombre comun

Nombre IUPAC

Férmula Quimica

Numero CAS

(C3H603)n

26100-51-6

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presidn de vapor a

(g/mol) fusién (°C) ebullicién (°C) 20°C (hPa)
30000-60000 Solido | e | | e

. . - T t

Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura de:cTrF')nerzsiucriZn
a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) (02)
Medidas para la manipulacién
Frases H Frases P

Pictogramas




Cloroformo

Nombre comun

Nombre IUPAC

Cloroformo Triclorometano
Férmula Quimica Ndmero CAS
CHCls 67-66-3

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
119,38 Liquido incoloro -63 61 213

Densidad relativa Viscosidad Solubilidad en Temperatura d:crzrzersz:jcrign

a 25°C (g/cm3) agua a 20°C (g/L) autoignicion (°C) (02)

1,4910 | e 8 | e
Medidas para la manipulacién
Frases H Frases P

H331 - H372 - H351 - H361d - H302 - H315 - H319

P501a

P260 - P261 - P305+P351+P338 - P321 - P405 -

Pictogramas

Cancerigeno,
mutageno
(GHS08)

Toxicidad aguda
categoria 1
(GHSO06)

Hexafluoroisopropanol

Nombre comun

Nombre IUPAC

Hexafluoroisopropanol

1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-Propanol

Formula Quimica

Numero CAS

C3H2F60

920-66-1

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
168,04 Liquido incoloro -4 59 160

T t
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura desecrsz')nerzs:Jcri?’m

a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) (02)

1,596 g/cm® | e | s |
Medidas para la manipulacién
Frases H Frases P

H302, H314, H361

P26-P280-P301+P312+P330- P303+P361+P353-
P304+P340+P310-P305+P351+P338

Pictogramas

Cancerigeno,
mutageno
(GHS08)

Sustancia
corrosiva (GHS05)

Toxicidad aguda
categoria 4
(GHS07)

<D
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Tetraborato sédico

Nombre comun

Nombre IUPAC

Borax

Tetraborato de sodio decahidratado

Formula Quimica

Numero CAS

BsNa207-10H.0

1303-96-4

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular

Estado ambiental

Temperatura

Temperatura

Presion de vapor a

(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
381,37 Cristal sélido 62
blanco
T
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura desechrp;\ergz:JcriZn
a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) (O(p:)
1,73 | - 38,1g/L | e | e
Medidas para la manipulacion
Frases H Frases P
H360FD P201-P308+P313
Pictogramas
Cancerigeno,
mutageno
(GHS08)
Azometina

Nombre comun

Nombre IUPAC

Azometina monosddica hidratada

4-Hidroxi-5-(2-hidroxibenzilideneamino)-
naphthaleno-2,7-dcido disulfonico monosédico

Formula Quimica

Numero CAS

C17H12NNaOsS2:xH20

206752-32-1

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusién (°C) ebullicién (°C) 20°C (hPa)
445,40 Polvo anaranjado |  ------m--m-meem | s

Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura d;—:clzzerca)z:g?’)n

a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) (°(F;)

Medidas para la manipulacion
Frases H Frases P

H315-H319-H335

P261-P305+P351+P338

Pictogramas

Toxicidad aguda
categoria 4
(GHS07)

D




Acido ascérbico

Nombre comun

Nombre IUPAC

5-((s)-1,2-dihidroxietil)-3,4-dihidroxifuran-2(5H)-

Vitamina C
ona
Férmula Quimica Numero CAS
CeHsOs 50-81-7
Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
176,12 Cristalino S

Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura d;—secrzrp;\e;z:j:rii;n

a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicién (°C) °C)

---------------------------------- 176
Medidas para la manipulacion
Frases H Frases P

Pictogramas

Etanol
Nombre comun Nombre IUPAC
Alcohol etilico Etanol
Férmula Quimica Numero CAS
C2HeO 64-17-5
Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)
Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presidn de vapor a
(g/mol) fusién (°C) ebullicién (°C) 20°C (hPa)
46,07 Liquido incoloro -114,5 78 59
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad en Temperatura d:arsecrzr?ne;f):cri?m
a 25°C (g/cm?3) agua a 20°C (g/L) autoignicién (°C) °0)
0,79 1,2 1 425 | e
Medidas para la manipulacién
Frases H Frases P
H225 P210-P241-P280-P240-P303+P361+P353-P501
Pictogramas
Sustancia
inflamable
(GHS02)

®
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Acetona

Nombre comun

Nombre IUPAC

Acetona 2-Propanona
Formula Quimica Numero CAS
C3HsO 67-64-1

Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)

Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
58,08 Liquido incoloro -95 56 233
T
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura desecrzzmerzzjcr;n
a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) (02)
0,79 | e Tote.llrr)ente 465 | e
miscible
Medidas para la manipulacion
Frases H Frases P

H225 - H319 - H336 - EUHO66

P210 - P241 - P303+P361+P353 - P305+P351+P338

- P405 - P501a

Pictogramas

Toxicidad aguda Sustancia
categoria 4 inflamable
(GHS07) (GHS02)

D

Acido Acético Glacial

Nombre comun

Nombre IUPAC

Acido Acético Acido Etanoico
Férmula Quimica Numero CAS
C2H402 64-19-7
Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)
Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
(g/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
60,05 Liquido incoloro 17 117 15,4
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad (en Temperatura d;—:cr;]&e;ca)z?c:i")n
a 25°C (g/cm3) agua a 20°C) autoignicion (°C) °0)
1,05 | e Totz?ln?ente 485 | e
miscible
Medidas para la manipulacion
Frases H Frases P
P210 - P241 - P303+P361+P353 - P305+P351+P338
H314 -H226 - P405 - P501a
Pictogramas
Sustancia Sustancia
corrosiva (GHS05) inflamable
(GHS02)

®




Acetato potdsico
Nombre comun
Acetato de potasio

Nombre IUPAC
Etanoato de Potasio

Formula Quimica Numero CAS
C2H3KO:2 127-08-2
Propiedades fisico-quimicas (medidas a 25°C)
Peso molecular Estado ambiental Temperatura Temperatura Presion de vapor a
/mol) fusion (°C) ebullicion (°C) 20°C (hPa)
(8
98,14 Sclido cristalino €10 - J SR — <0,0000001
blanco
Densidad relativa Viscosidad Solubilidad en Temperatura d;-secrzrp;erzz:jcrij’m
a 25°C (g/cm3) agua a 20°C (g/L) autoignicion (°C) (og)
1,57 | eeemeeemeeeeeee- 98,2 Noarde | = ---—-omeem-
Medidas para la manipulacién
Frases H Frases P

Pictogramas

Especificaciones de los equipos

A continuacién se exponen todas las especificaciones necesarias de los diferentes equipos
gue se han empleado durante la realizaciéon del TFM. Dichos equipos cumplen las especificaciones
requeridas en cuanto a su uso, compra, fabricacién y manipulacion por el personal perteneciente
al laboratorio.

Balanza de precision

Capacidad maxima de pesada (g) 220
Rango de legibilidad (mg) 0,1
Rango de tara (g) -220
Desviacién de linealidad maxima (mg) 0,2
Reproducibilidad maxima (desviacion estandar) (mg) 0,1
Tiempo de respuesta maximo (s) 4
Temperatura ambiental de operacién (oC) 5-30
Deriva maxima de la sensibilidad entre 10-30 oC 1x10°®
Diametro del plato de pesaje (mm) 80
Altura de la cdmara de pesaje (mm) 225
Peso (kg) 6,6
Dimensiones (mm?3) 204 x 297 x 332
Dimensiones componente electrénica (mm?3) 134 x 51 x 155
Peso de calibracion externa (g) 200
Alimentacidn eléctrica AC
Frecuencia (Hz) 48-63
Voltaje (V) 230
Consumo eléctrico (VA) 8
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Agitador de ultrasonidos

Volumen (L) 0,020-0,9
Potencia (W) 200
Frecuencia (KHz) 20
Dimensiones (mm?3) 250 x 256 x170
Peso (kg) 2,7
Alimentacién eléctrica AC
Voltaje (V) 230
Frecuencia (Hz) 50/60
Bomba de vacio de aceite
Caudal nominal de bombeo (m3/h) 3
Presion de vacio maximo (mbar/torr) 5-1072
Presion de vacio maximo con gas lastre (mbar/torr) 8-1072
Tolerancia al vapor de agua (mbar) 40
Rango de temperatura de operacion (°C) 12-40
Rango de temperatura de almacenamiento (°C) -10-60
Capacidad minima/maxima del aceite (L) 0,3
Contrapresion maxima (bar) 1,1

. Bridas pequefias modelo KF
Conexiones de entrada DN 16
Conexiones de salida Boquilla externa modelo DN

8-10 mm

Potencia nominal del motor (kW) 0,18
Velocidad nominal del motor a 50 Hz (min2) 2800
Grado de proteccion IP 40
Dimensiones (mm?3) 316 x 125 x 190
Dimensiones rodete (mm) 70 x 120
Peso de la bomba (kg) 11,4
Nivel de ruido a 50 Hz (dBA) 43
Alimentacidn eléctrica AC
Voltaje (V) 230
Frecuencia (Hz) 50/60 Hz
Agitador magnético
Velocidad de agitacion (rpm) 20-1200
Capacidad de agitacion (agua) (L) 2
Sistema de regulacion Microprocesador de 16 bits
Consumo maximo (W) 5
Tipo de regulaciéon Soft Sart

Indicadores de la interfaz

LCD White-blue 4 x 20

Control de mandos

Pulsadores de membrana

Maxima humedad relativa de operacion 80%
Duracién en operatividad 100%
Proteccidn IP 53
Fusible (A/V) 1/253

Clase de proteccién Proteccidn a tierra
Dimensiones (mm?3) 360 x 450 x 60
Peso (kg) 4
Alimentacidn eléctrica AC
Voltaje (V) 230
Frecuencia (Hz) 50/60
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Estufa eléctrica

Capacidad (L) 145
Puerta Metalica
Rango de temperatura de Operacidn (°C) 5-250
Estabilidad a 100 °C (°C) +0,25
Homogeneidad a 100 °C (°C) +1
Error de consigna +2%
Resolucion (°C) 1
Tiempo de alcance del valor consigna de 100°C min) 17
Tiempo de recuperacion (min) 10
Renovaciones de aire por hora 12
Dimensiones (cm3) 70 x 95 x 72
Dispositivos Guia 8
Consumo eléctrico (W) 2000
Peso (kg) 74
Alimentacidn eléctrica AC
Voltaje (V) 230
Frecuencia (Hz) 50/60
TGA/DCS 2 Mettler-Toledo

Horno interno 145
Rango de temperatura de Operacion (°C) 25-1100
Exactitud de temperatura ) (K) +0,3
Precisién de temperatura @ (K) +0,2
Resolucion temperatura del horno 0,001
Tiempo de calentamiento completo de horno 10
(25°C -1100°C) (min)

Tiempo de enfriamiento completo de horno <11
(1100°C -100°C) (min) -
Tiempo de enfriamiento con Helio 17
(1100°C -100°C)) (min)

Velocidad de calentamiento (K/min) 150
Velocidad de enfriamiento (K/min) -20
Volumen de cépsula de muestra (pL) 900
Cambiador muestras Robotizado

Accesorios

Espectrometro de masas

Flujo interno de gas (mL/hr) 0-200
Tiempo de la sefial (s) 74
Alimentacidn eléctrica AC
Voltaje (V) 230
Frecuencia (Hz) 50/60




Balanza de precisién interna DCS/TGA XP1

Capacidad maxima de pesada (g) <1
Resolucion (ug) 1
Exactitud de medida (%) 0,005
Precision de medida (%) 0,0025
Anillos internos de pesaje 2
Reproducibilidad de curva blanco (ug) *10en el rango de
temperaturas
Motor trifdsico WEG 356 WIMES
Velocidad maxima (rpm) 1500
Par aplicado (N-m) 1,2
Voltaje (V) 230
Intensidad (A) 1,72
Variador de frecuencia WEG CFWO08PLUS
Rango de temperatura ambiental de 0-50 con pérdidas de corriente
Operacion (°C) (2%) cada 1°C
5-90 sin

Humedad ambiental de operacion (%) .,
condensacién

Hasta 4000 con pérdidas de

Altitud ambiental de operacion (m) corriente (10%) cada 1000
(']

Procesador 16 Bytes

Sinusoidal con transistores IGTB de

Transmisidn de potencia 25 5 10 0 15 kHz

Factor de potencia 0,985
Rango de frecuencia capaz de transmitir (Hz) 0-300
Capacidad de funcionamiento por encima del 150 durante 60 segundos cada 10
nominal (%) minutos
4 marcadores digitales, 2

Interfaz indicadores LED y 8 puertos de

conexion
Alimentacién eléctrica AC
Voltaje (V) 230

Frecuencia (Hz) 50/60
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Fuente de alta tensiéon Glassman PS/FC30P04

Voltaje alimentacion (V)
Intensidad (A)
Frecuencia (Hz)

220
<7
48-63

Rango de temperatura ambiental de
Operacion (°C)

-20 a 40 en operacidon y de
almacenamiento entre -40 a +85

Polaridad

Permite positivo, negativo e
invertir polaridades

Onda electromagnética emitida al entorno

<0,02% de la tensidn nominal +300
mV cuando estd a plena carga

Regulacién de la corriente

Incertidumbre inferior 0,1% a
cualquier condicién de
funcionamiento

Estabilidad

Variaciones del 0,01% tras 30 min
de calentamiento y del 0,05% tras
8 horas de funcionamiento

Factor de potencia

>0,995

Constante de tiempo de

incremento/descenso del potencial aplicado

50 ms con un incremento de la
resistencia del 10% al aplicar
tensiones elevada

Exactitud de lectura (%)

Variaciones del 0,5%

Equipo de medida de dngulo de contacto DATAPHYSICS OCA 15EC

Voltaje alimentacién (V) 240
Frecuencia (Hz) 50-60
Consumo eléctrico (W) 70
D|m¢23n5|ones maximas permitidas de muestra 2990 x % x 70
(mm?®)
Dimensiones de tabla de medicién (mm?) 100 x 100
Rango de medida del dngulo de contacto (°) 0...180
Incertidumbre de medida del equipo de video (°) +0,1
Rango de medida de |a tension superficial 1-102.2.10°
(mN/m)
Resolucién minima (mN/m) +0,01
Dimensiones del equipo (LxBx H, mm3) 550 x 160 x 365
Peso (kg) 14
Peso maximo de medida 3
Campo de visién (mm?) 1,05 x 0,66 ... 6,72 x 4,25
. . 752 x 480
Resolucidn camara (pixels) (frame/s) 3)1(1
Distorsion 6ptica (%) <0,05




Spin Coater CEE?200X

Velocidad maxima de giro (rpm)

12000

Aceleracién de giro (rpm/s)

Hasta 23000 con un substrato
en recipiente de 200 mm

Resolucion de velocidad de giro (rpm)

0,2

Repetibilidad de velocidad de giro (rpm)

0,2

Recipiente

Polietileno con anillo integrado
para eliminar fugas de material

Dimensiones del equipo (cm?)

33,65 x 48,26 x 30,48

Peso (kg) 45,36
Presion de operacién (mmHg) 20-25
Voltaje alimentacién (VAC) 240
Frecuencia (Hz) 50-60
Intensidad (A) 6
Consumo eléctrico (W) 655

Espectrofotometro VICTOR3 Perkin-Elmer

Fuentes de luz

Lampara halégena de
Tungsteno
Lampara de destellos de Xénon

Temperatura ambiente hasta

45
H o]
Rango de temperatura de trabajo (°C) (incrementos de 0,1 si se
calienta)
Volumen de muestra (pL) 5-350

Falta de exactitud (%)

<5 para 5 pL, <0,5 para 50 pL,
<0,05 para 350 pL

Falta de precisidn (%)

<1,4 para 5 pL, <0,2 para 50 L,
<0,02 para 350 pL

Dimensiones del equipo (mm?3) 383 x 590 x 490
Peso (kg) 49
Longitud de la fotometria (nm) 405
Rango de medida fotometria a 405 nm (A) 0-4

Exactitud fotometria a 405 nm (%)

<2 enelrango0-2 A

Precision fotometria a 405 nm (%)

<0,05 en el rango 0-2 A

Consumo eléctrico (W) 250
Microscopio dptico NIKON ECLIPSE TS100
Sistema dptico CFI60
Distancia focal (mm) 60

Objetivo con movimiento
Foco .

vertical

Distancia de carrera(mm/rotacion) 37,7
Distancia fina (mm/rotacién) 0,2
Dimensiones (mm?3) 170 x 225 x 195
Binoculares 0,2
Distancia interpupilar (mm) 50-75
Inclinacién respecto a plataforma de muestra (°) 45 respecto a horizontal
Distancia respecto a plataforma de muestra (mm) 400

Filtros

45 mm NCB11, ND8 y GIF

lluminacion

Ldmpara halégena de 6V y
30W sobre filtro absorbente
de calor




Condiciones de ejecucion

A continuacién se describen las condiciones particulares que debe de tener en cuenta el
alumno durante cada una de las etapas que componen el desarrollo experimental. Dichos
procedimientos abarcan protocolos para una manipulacién de los equipos segura e higiénica.

Limpiezas del material y mantenimiento en el laboratorio

El alumno al comenzar su estancia en el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular debe
recibir formacion especifica sobre los protocolos de limpieza y seguridad. En dichos protocolos se
le informa de las metodologias de limpieza de los distintos utensilios de laboratorio, en funcién de
la naturaleza de las especies manipuladas. Asimismo, se le instruird también en el correcto manejo
de los diferentes elementos de proteccidn individual y colectiva.

Al inicio de la estancia del alumno en el laboratorio, el Centro de Biomateriales se encargard
de proporcionarle dichos EPIs formados por gafas de seguridad, una bata blanca de algoddn, una
madscara con filtro antigases y otra con filtro antiparticulas. Independientemente del préstamo de
dichos equipos de proteccidn individual por parte del Centro de Biomateriales, el alumno siempre
ha de acudir a su puesto de trabajo con una indumentaria adecuada. Dicha indumentaria consiste
en pantalones largos y calzado de pie cubierto con el fin de evitar cualquier contacto de la piel con
reactivos quimicos.

En caso de que el alumno padezca problemas de visidon debe tener la precaucién adicional
de llevar gafas debajo de las gafas de seguridad. Se prohibe el uso de lentillas debido a la irritacion
aguda que se puede producir si el alumno trabaja con reactivos que le puedan salpicar en los ojos
o0 se encuentre expuesto a una fuente intensa de calor que le provoque desecacion.

En caso de salpicadura o derrame accidental de alguna sustancia quimica sobre el alumno,
el Centro de Biomateriales dispone de duchas de lavado y chorros de agua oculares. El alumno debe
lavar la zona afectada con abundante agua fria y acudir inmediatamente al médico, facilitandole
toda la informacion sobre la sustancia del derrame con el fin de realizar un diagndstico acertado y
un tratamiento eficaz.

El alumno ha de contribuir a la reposicién de reactivos en el stock del Centro de
Biomateriales. Para ello dard de baja cualquier reactivo que se agote y lo notificara inmediatamente
para su compray reposicion. De forma andloga se procede en caso de rotura accidental del material
de trabajo, se le debe notificar al técnico del laboratorio para que lo reponga en el menor tiempo
posible.
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Condiciones durante la fabricacion de la membrana

La fabricacidon de la membrana se realiza mediante la técnica del electrospinning, que
emplea una fuente de alta tensién. Es por ello que se deben seguir las siguientes instrucciones para
poder realizar esta técnica de forma segura:

- El alumno, antes de empezar, debe ir provisto de los EPIs. Es muy recomendable llevar
doble capa de guantes para evitar descargas no deseadas del electrospinning, ya que el
aislamiento de la cabina de trabajo no es total y tras un tiempo prolongado de trabajo se
carga eléctricamente.

- Jamas debe empezar a suministrar el voltaje hasta haber conectado todo el circuito y
poder asegurar que las pinzas estdn bien sujetas.

- Se manipulardn las disoluciones en la campana de extraccion de gases y equipado con la
madscara de gases.

- El alumno debe exhibir especial cuidado de no dejar frascos de disoluciones inflamables
en la cabina del electrospinning. Como bien se ha comentado anteriormente, el
aislamiento no es perfecto y pasado un cierto tiempo la cabina se carga eléctricamente,
pudiendo provocar una descarga electrostatica e inflamar la disolucién. Igualmente, ha de
ser muy cuidadoso ante el vertido accidental, cortando el suministro eléctrico
inmediatamente y avisando al responsable del equipo.

- Con el fin de mantener la integridad de la fuente de alimentacion, se debe de apagar ésta
al cesar la actividad, siempre bajando la rueda de aplicacidn del voltaje a 0 previamente.
De no hacerse asi, en el momento del encendido la fuente soportara picos de tensidn de
miles de voltios que, dard como resultado el deterioro del equipo.

- lgualmente, el alumno debe asegurarse en todo momento de la correcta sujecion de los
colectores rotatorios al motor eléctrico antes de empezar. Dada la elevada velocidad de
giro con la que se trabaja para la obtencién de fibras alineadas y la peligrosidad de trabajar
con un elemento en movimiento, es preciso que trabaje con la guillotina de la cabina
bajada durante todo el periodo que dure su actividad.

- Se debe limpiar habitualmente la cabina del electrospinning, cambiando periédicamente
la capa protectora de plastico con el fin de mantener el aislamiento eléctrico y que
aumente drasticamente la frecuencia de las descargas electrostaticas al usuario.

- Elalumno alumno debe tener precaucidn, en la etapa de limpieza del montaje, y emplear
guantes térmicos, puesto que se utiliza agua a elevada temperatura para limpiar los tubos
de teflén.
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Condiciones durante la fabricacion de los films de PLLA por la técnica
del Solvent Casting y el Spin Coating:

El alumno debe ir provisto de los EPIs para la ejecucion de cualquiera de las dos técnicas.

El trasvase de la disolucién sobre las placas Petri se debe hacer con la mascara de gases
puesta y en la campana de extraccidn de gases activada. El alumno debe dejar bien
delimitada su zona de trabajo para no dificultar el trabajo del resto del personal e impedir
gue pueda verse afectado su sistema material durante la evaporacién del solvente.

El alumno debe asegurarse, al realizar los films con la técnica del Spin Coating, de que esté
conectada la campana de extraccion de la cabina de trabajo y la bomba de vacio (situada
detras del equipo para evitar fugas de solvente y con la circulacion del N, activada) para
evitar la contaminacién indeseada de las muestras. Asimismo, comprobar la adecuada
adherencia del cubre de vidrio a su correspondiente boquilla de aspiracion y de que se
ajusta con la velocidad de rotacién adecuada.

Condiciones para la correcta medida de la liberacion

El alumno, al terminar de preparar la mezcla de azometina, debe realizar la recta patrony
debe realizarla nuevamente (en los tiempos mas elevados) para evitar el ruido que
produce el deterioro de la azometina con el tiempo.

Al elaborar el buffer, que aporta las condiciones 4cidas, debe tener cuidado ya que la
mezcla se realiza a partir de acido acético glacial (pureza >99%). Para una correcta medida
del pH-metro empleado se debe contrastar sus medidas con patrones conocidos de pH
preparados por el personal del laboratorio. Al finalizar la toma de dichas medidas debe de
limpiar la sonda con agua destilada y guardarla en su funda protectora con una disolucién
de KCl.

Condiciones para los ensayos de caracterizacion térmica

El alumno ha de poner una cantidad masica determinada a la hora de realizar los ensayos
térmicos para obtener resultados con el minimo ruido posible. Para el DSC 823e de
Metller-Toledo el rango necesario es entre 6 y 20 mg de muestra y para el TGA /DSC 2 son
entre 2y 8 mg.

A la hora de maniobrar el DSC poner, previamente, las muestras encapsuladas al vacio
para eliminar la humedad que pueda dar lugar a que aparezca ruido en la seiial.



Condiciones para el ensayo de dngulo de contacto

El alumno debe asegurarse de emplear para cada liquido su correspondiente jeringa. Un
error en dicho uso dara lugar a contaminacidn de los capilares y a error en las medidas obtenidas.

Con el fin de asegurar una medida limpia, se recomienda ajustar la iluminacién tanto del
equipo como de la habitaciéon. De esa manera no habrd posibilidad de que la cdmara confunda
sombras a la hora de trazar el perfil de medida de la gota.

Condiciones para la gestion de residuos

- Elalumno es informado, en el momento de su admisién, acerca de la metodologia llevada
a cabo por el Centro de Biomateriales para la recogida y la gestidon de los residuos
producidos.

- El Centro de Biomateriales pone a disposicion de todo el personal investigador
contenedores de recogida selectiva para papel/cartdn, plastico y restos organicos,
estando éstos debidamente etiquetados segln el cddigo de color (NORMATIVA, apartado
3 de la Memoria Descriptiva).

- De acuerdo con lo estipulado en la normativa de gestidn de residuos peligrosos, el Centro
de Biomateriales debe poner a disposicidon de todo el personal bidones para los residuos
liguidos. Dichos recipientes deben ir debidamente etiquetados en funcién del grupo al que
pertenezcan los residuos liquidos que en él se verteran. Ante la controversia que pueda
generar una disolucidon que contenga sustancias de diferentes grupos el bidén a verter
serd siempre el del grupo mas restrictivo.

- En el momento de alcanzar los 2/3 de altura del bidon de residuos liquidos, éste debe
cambiarse. El alumno debe velar por el cumplimiento de esta norma y cambiarlo cuando
la circunstancia lo requiera. Para ello debe disponer de un nuevo bidén que etiquetara
debidamente con la informacién perteneciente al grupo de residuos y los datos de
contacto del Area de Medioambiente de la UPV. En el caso particular de los bidones
sélidos, éstos se cambiaran cuando se haya llenado el bidén del todo, pudiendo sellarlo
con facilidad.

- En el caso particular de los mondémeros de la familia de los acrilatos, el alumno debe
limpiar los recipientes donde hubieran estado con acetona, de forma continua, y retirar
los restos solidos con papel absorbente. Cualquier material contaminado por el contacto
con dichos mondmeros se debe introducir en una bolsa zip de pldstico, y guardarse en un
contenedor especifico para materiales contaminados con mondémeros.
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Si en el transcurso de las actividades el alumno rompe vidrio o éste queda contaminado
sin poder ser limpiado, el Centro debe proporcionar bidones contenedores especificos
para depositar dichos restos. De forma andloga se procede con agujas gastadas, cuchillas
o cualquier otro material cortante, que se depositardn en bidones habilitados para este
tipo de residuo.

Ante cualquier otra duda que se le presente al alumno proyectista sobre la gestién y la
manipulacion de los residuos que produzca durante su estancia en el Centro de
Biomateriales, puede consultar al Area de Medioambiente de la UPV, situado en el edificio
8H cuya extension telefénica es 78956.
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Este Trabajo Final de Master ha sido financiado por el Centro de Biomateriales e Ingenieria
Tisular de la Universitat Politécnica de Valéncia.

En este documento se pretende reflejar el coste que ha sido necesario para llevar a cabo el
proyecto. Se calculardn los costes asociados a la mano de obra, a los materiales y a la maquinaria
empleada por el estudiante.

En el caso particular de los equipos y maquinaria empleados por el alumno se ha tenido en
cuenta la amortizacién de éstos. Para ello se ha tomado como periodo de vida util de éstos 10 afios
y se ha calculado la amortizacién en base al nimero de horas que el alumno proyectista ha usado
tales equipos de acuerdo a la ecuacidn (6).

A=— (6)

Siendo:

A: la amortizacion del equipo en euros

C: el coste del equipo en el momento de su compra en euros

N: tiempo de vida util

n: tiempo de amortizacién del equipo por parte del alumno proyectista

Para facilitar la elaboracién del presupuesto, se ha tenido en cuenta como coste el cociente
entre el coste del equipo y la vida util, de forma que sélo se deba tener en cuenta el nimero de
horas de uso del equipo para determinar la amortizacion del equipo que hace el alumno.



Cuadro de mano de obra

A continuacion se muestra la parte del presupuesto que es imputable a la mano de obra
que ha intervenido en la ejecucién del proyecto.

Cuadro de mano de obra

Importe

e Deslanaclé
esignacion Precio (€) Cantidad (horas) Total (€)

1 Personal docente investigador con otras obligaciones
en el centro que intervendra en el planteamiento,
gestidon, seguimiento y evaluacion del proyecto
elaborado por el alumno para asegurar la correcta
ejecucion de éste. 15,000 21,000 hr 315,00
2 Encargado del planteamiento, gestidn, seguimiento y
evaluacién del proyecto a cargo del alumno para la
correcta ejecucion de éste. 22,000 6,000 hr 132,00
3 Recoge el coste por hora del trabajo de un investigador
del CBIT durante la ejecucion de alguna de sus
actividades para el centro. 0,010 300,007 hr 3,00
4 Técnico del laboratorio del centro investigador a cargo
del mantenimiento de los inventarios y equipos,
incluyendo en este precio la instruccién que facilite en
el manejo y tratamiento de los equipos reactivos y
residuos. 12,300 8,500 hr 104,55

Importe total: 554,55
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Cuadro de materiales

A continuacion se muestra el coste total asociado a todos los materiales, reactivos y materiales
auxiliares que han sido necesarios para la elaboracién del proyecto.

Cuadro de materiales

Importe
N2 Designacion . Cantidad
Precio (€) (empleada) Total (€)
1 Acido acético glacial grado de pureza para analisis
suministrado por la casa comercial Scharlab en formato
de 2,5 L de capacidad. 29,400 0,001L 0,03
2 Acido ascérbico de pureza superior al 99% facilitado por
la casa Sigma-Aldrich. El formato es el de 25 gramos. 1,580 0,400 g 0,63

3 Mascara de gases tipo V de proteccion de las vias
respiratorias con filtros de 0,2 micras de paso y vélvula
de escape microperforada. 29,500 1,000 ud 29,50
4 Gafas de seguridad de plastico que asegura el
recubrimiento total de la zona ocular y ajustable con
correa. 2,800 1,001 ud 2,80
5 Bata blanca de seguridad para asegurar la proteccién al
investigador de entrar en contacto con cualquier

especie quimica. 18,760 1,000 ud 18,76
6 Caja de 100 guantes de latex talla M para asegurar la
proteccion de las manos del investigador. 5,150 2,300 ud 11,85

7 Caja de 100 unidades de guantes de nitrilo de talla
mediana y color azul para proteger del contacto con
especies quimicas. 7,000 3,000 ud 21,00
8 Acido Polilactico-L modelo INGEO 4024D de la casa
comercial NATUREWORKS suministrado en granzas de
2 mm en paquetes de 100 gramos. 1,210 25,790 g 31,21
9 Botella de cloroformo grado de pureza superior para
aplicaciones analiticas, estabilizado con etanol
proporcionada en formato botella de 1 L y suministrada
por la comercial Scharlab. 41,620 0,490 L 20,39
10 | Caja reutilizable de puntas de polipropileno con 96
orificios para pipetas. Esterilizable y sellable. El precio
incluye, ademas, el coste de 96 puntas de micropipeta

de 200 microlitos de capacidad. 69,000 1,000 ud 69,00
11 | Micropipeta de volumen variable entre 20-200
microlitos. 230,000 1,000 ud 230,00

12 | Vaso de precipitados de vidrio de 250 ml de capacidad
con graduacién métrica, borde redondeado y boca en
forma de pico. 5,500 2,000 ud 11,20
13 | Cubreobjetos fabricados en vidrio soda. Transparente y
sin impresiones digitales. Espesor uniforme estandar de
0,13-0,16 mm. Diametro 12 mm. Caja con tapa

superpuesta de 1000 unidades. 0,088 1.650,000 ud 145,20
14 | Pinzas de agarrey sujecion de materiales delicados o de

accesibilidad dificil. 10700 2,000 ud 3,40
15 Placas Petri de PE de diametro 8,5 cm. 0,070 9,000 ud 0,63

16 Etanol absoluto para sintesis preparado en bidones de
acero de 25 L y suministrados por la casa comercial
Scharlab. 5,998 3,000 L 17,99
17 | Bote de acetona de 25 L de capacidad proporcionado
por la casa comercial Scharlab. 7,997 3,000 L 23,99




Cuadro de materiales

Importe
N2 Designacion . Cantidad
Precio (€) (empleada) Total (€)
18 Botella de 1,1,1,3,3,3-Hexafloruro-2-Isopropanol con
un grado de pureza superior al 99% en el formato de
botella de 100 gramos suministrado por la casa
comercial sigma-Aldrich. 2,530 210,610¢g 532,84
19 Sal hidratada de azometina monosddica suministrada
por la casa Sigma-Aldrich en envases de 1 gramo de
capacidad. 41,100 0,180 g 7,40
20 Borato sodico decahidratado con pureza superior a
99,5% facilitado por la casa comercial MuleTeam Borax.
El producto viene en formato de 500 g. 0,058 10,210¢g 0,59
21 | Acetato de Potasio de la casa comercial Sigma-Aldrich
de pureza superior al 99% y en formato de 500 gramos. 0,285 0,196 g 0,06
Importe total: 1.178,47

Cuadro de maquinaria

A continuacidn se muestran los costes asociados a la amortizacion de los equipos con los
gue el alumno proyectista ha realizado el TFM.

Cuadro de maquinaria

Designacion

Importe

Precio (€)

Cantidad

Total (€)

Balanza analitica modelo AX205, suministrada por
METLLER-TOLEDO, incluye los complementos para
pesar en inmersidn y otros accesorios para
determinaciones de densidad.

Homogeneizador ultrasénico modelo sonopuls HD3200
de la casa comercial BANDELIN con capacidad para
volimenes entre 200 y 1000 mL. 8 puntas de diferentes
didmetros disponibles. Frecuencia de las ondas sénicas
de hasta 20 kHz con regulacion por potencia vy
temperatura de trabajo, display electréonico, 9
programas de uso y monitorizacidn de usuario.

Cabina de insonorizacion modelo LS4 para el
homogeneizador ultrasénico con puerta frontal de
cristal y capacidad para reducir el nivel de ruidos por
debajo de los 10 dB suministrado rpor la casa comercial
LABOLAN, S.L.

Bomba volumétrica de jeringa modelo NE-1600
suministrada por la casa comercial Syringepump del
grupo Pump Systems Inc.

0,067

0,036

0,008

0,007

20,650 hr

2,300 hr

0,300 hr

210,610 hr

1,38

0,08

0,00

1,47
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Cuadro de maquinaria

Designacion

Importe

Precio (€)

Cantidad

Total (€)

10

11

12
13

14

15

16

17

18

19

TGA/DSC2 suministrado por la casa comercial Mettler-
Toledo para la realizacion de analisis
termogravimétricos. Incluye en el precio el software de
manejo, el robot automatizado de cambio de muestras,
el inyector de gases y el espectrometro de masas.
Variador de frecuencia CFW08 modelo FILTRO FEX1 de
la casa comercial WEG.

Equipo de medida de angulo de contacto de la casa
comercial DATAPHYSICS modelo OCA 15 con el set
Package 1 de dosificacidn individual, 14 Kg de peso y
dimensiones de 550 x 160 x 365 mm3.

Spin coater modelo CEE 200 X, incluye en el precio la
bomba de vacio y diferentes boquillas de succién para
diferentes substratos.

Calorimetro diferencial de Barrido DSC1 suministrado
por la casa comercial Mettler-Toledo. El precio incluye
las capsulas de medida, el software, la instalacion del
equipo y los sistemas de inyeccidon de gas refrigerante
con sus controladores de presidn y temperatura.
Microscopio Optico Nikon Eclipse TS100 con lampara
de mercurio para trabajar con fluorescencia a
diferentes longitudes de onda, lentes para aumentos de
10, 20, 40 y 60 y software especifico de tratamiento de
imagne.

Motor eléctrico modelo WINES 356 suministrado por la
casa comercial WEG con un par ofrecido de 1,2 Nm y
una velocidad rotatoria maxima de 1.500 rpm.
Espectrofotémetro infrarrojo Broker Tensor 27.
Dispensador de Agua mili Q modelo Direct Q3 para la
produccién de agua de presencia salina casi nula
mediante 6dsmosis inversa y desionizacién.

Bomba de vacio por impulso por paletas de la casa
Vacuumbran.

Estufa eléctrica modelo Digitronic 2005161 de la casa
JP-SELECTA, con puerta metalica, capacidad para 145 L
y un rango de temperaturas que abarca de 5 a 250°C.
Desecador termostatico al vacio “Vacuo-Temp” con
limitador térmico de temperatura, control electrénico-
digital de la temperatura y el tiempo. Campana de
vidrio templado vy justa de silicona, cuerpo exterior de
acero inoxidable AlSI 304 y sonda incorporada PT 100.
Fuente de alta tensién modelo PS/FC30P04
suministrada por la casa comercial Glassman High
Voltage Incorporated.

Microscopio electronico de transmision de 100 kV
perteneciente al servicio de Microscopia electrdnica
asociado al departamento de fisica aplicada de la UPV.
Microscopio electronico de barrido de emision de
campo ofrecido por el servicio de Microscopia
electrdnica de la UPV.

1,101

0,003

0,291

0,075

0,411

0,115

0,008
0,280

0,043

0,590

0,090

0,019

0,034

13,000

25,000

1,417 hr

210,610 hr

4,000 hr

8,000 hr

4,500 hr

33,000 hr

210,610 hr
3,000 hr

8,600 hr

24,000 hr

2,500 hr

30,000 hr

210,610 hr

5,000 hr

10,000 hr

Importe total:

1,56

0,63

1,16

0,60

1,85

3,80

1,60
0,84

0,37

14,16

0,23

0,57

7,16

65,00

250,00

352,54




Cuadro de precios descompuestos

Cuadro de precios descompuestos

Ne Caddigo ud Descripcion Total
1 Fabricacion de los soportes materiales basados en PLLA
1.1.11 ud Se engloban los costes asociados a la limpieza de los cubreobjetos de
vidrio. Tiene en cuenta todos los materiales y sustancias quimicas
empleadas. La unidad de obra se contabiliza como unidad y engloba
todas las horas y las cantidades empleadas.
M.A.15 2,000 ud Vaso de precipitados 250 mL 5,600 11,20
M.A.16 850,000 ud Cubreobjetos vidrio 12 mm didmetro 0,088 74,80
M.A.2 1,000 ud Pinzas 1,700 1,70
NH-0003 3,000 L Etanol Absoluto 5,998 17,99
NH-0039 3,000 L Acetona 7,997 23,99
M.7 2,500 hr Estufa eléctrica 0,090 0,23
MA.IN 5,000 hr Investigador 0,010 0,05
M.10 2,000 hr Homogeneizador ultrasénico 0,036 0,07
3,000 % Costes indirectos 130,030 3,90
Precio total por ud. 133,93
Son CIENTO TREINTA Y TRES EUROS CON NOVENTA Y TRES CENTIMOS
1.2.1.2 ud Costes asociados a la realizacion de los films de PLLA por la técnica de
spincoating asi como la preparacién de las disoluciones gastadas en esta
etapa. Tiene en cuenta los equipos y los materiales gastados. La unidad
de obra se contabiliza como unidad y tiene en cuenta todas las horas y
las cantidades de sustancias quimicas empleadas.
M.16 8,000 hr Spin Coater CEE 200X 0,075 0,60
M.4 2,000 hr Bomba de vacio 0,590 1,18
M.8 2,000 hr Desecador 0,019 0,04
M.1 0,450 hr Balanza Analitica 0,067 0,03
MA.IN 10,450 hr Investigador 0,010 0,10
MA.TL 3,000 hr Técnico de Laboratorio 12,300 36,90
MA.CD 2,000 hr Co-Directora del proyecto 15,000 30,00
M.A.11 1,000 ud Micropipeta de 20-200 microlitros 230,000 230,00
M.A.10 1,000 ud Caja puntas de micropipeta 200 microlit... 69,000 69,00
M.A.2 1,000 ud Pinzas 1,700 1,70
M.A.16 200,000 ud Cubreobjetos vidrio 12 mm didmetro 0,088 17,60
EPL5 1,000 ud Guantes de Nitrilo 7,000 7,00
G-0014 1,000 g Acido Polildctico-L 1,210 1,21
H-0001 0,050 L Cloroformo estabilidado con etanol 41,620 2,08
3,000 % Costes indirectos 397,440 11,92
Precio total por ud. 409,36

pag. 116

Son CUATROCIENTOS NUEVE EUROS CON TREINTA Y SEIS CENTIMOS



Cuadro de precios descompuestos

N2 Cédigo ud Descripcion Total
1.3.1.3 ud Se incluyen los costes asociados a la elaboracién de los films por la
técnica de Solvent Casting. La unidad de obra se contabiliza como unidad
y recoge todas las horas y materiales gastados en ella.
M.1 1,200 hr Balanza Analitica 0,067 0,08
M.10 0,300 hr Homogeneizador ultrasénico 0,036 0,01
M.8 6,000 hr Desecador 0,019 0,11
MA.IN 10,000 hr Investigador 0,010 0,10
EPI.1 1,000 ud Mascara de gases 29,500 29,50
EPI.2 1,000 ud Gafas de seguridad 2,800 2,80
EPIL.3 1,000 ud Bata de seguridad 18,760 18,76
EPL4 0,300 ud Caja de guantes desechables de latex 5,150 1,55
G-0014 8,790 g Acido Polildctico-L 1,210 10,64
H-0001 0,440 L Cloroformo estabilidado con etanol 41,620 18,31
S-00002 0,210¢g Borax 0,058 0,01
M.A.5 9,000 ud Placas Petri 9 cm 0,070 0,63
3,000 % Costes indirectos 82,500 2,48
84,98
Precio total por ud.
Son OCHENTA Y CUATRO EUROS CON NOVENTA Y OCHO CENTIMOS
14.1.4 ud Costes asociados a la elaboracion de las membranas electrohiladas por
la técnica del electrospinning. Incluya la fabricacién de las membranas
con y sin relleno de solucién acuosa, los materiales, equipos y personal
necesarios. La unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge todas
las horas empleadas y la cantidad de sustancias quimicas gastadas.
EPL4 2,000 ud Caja de guantes desechables de Iatex 5,150 10,30
EPI5 2,000 ud Guantes de Nitrilo 7,000 14,00
S-00002 10,000 g Borax 0,058 0,58
G-0014 16,000 g Acido Polildctico-L 1,210 19,36
R-001 210,610¢g 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-isopropanol 2,530 532,84
M.A.16 600,000 ud Cubreobjetos vidrio 12 mm digmetro 0,088 52,80
M.9 210,610 hr Fuente de alta tension 0,034 7,16
M.20 210,610 hr Motor eléctrico WEG WINES 356 0,008 1,68
M.19 30,000 hr Microscopio Optico Nikon Eclipse TS100 0,115 3,45
M.14 210,610 hr Variador de frecuencia motor eléctrico 0,003 0,63
M.12 210,610 hr Bomba de jeringa 0,007 1,47
M.1 13,000 hr Balanza Analitica 0,067 0,87
M.22 4,000 hr Dispensador Agua miliQ 0,043 0,17
MA.IN 210,610 hr Investigador 0,010 2,11
3,000 % Costes indirectos 647,420 19,42
Precio total por ud. 666,84

Son SEISCIENTOS SESENTA Y SEIS EUROS CON OCHENTA Y CUATRO

CENTIMOS



Cuadro de precios descompuestos

Ne Cadigo ud Descripcion Total
2 Caracterizacion de los materiales fabricados
2.1.2.1 ud En esta unidad de obra se incluyen los costes asociados a la etapa de
caracterizaciéon microscopica del material. La unidad de obra se define
como unidad de obra y tiene en cuenta todas las horas empleadas y los
materiales gastados.
S-0001 5,000 hr TEM 13,000 65,00
S-0006 6,000 hr FESEM 25,000 150,00
M.19 3,000 hr Microscopio Optico Nikon Eclipse TS100 0,115 0,35
MA.IN 19,000 hr Investigador 0,010 0,19
MA.CD 19,000 hr Co-Directora del proyecto 15,000 285,00
3,000 % Costes indirectos 500,540 15,02
Precio total por ud. 515,56
Son QUINIENTOS QUINCE EUROS CON CINCUENTA Y SEIS CENTIMOS
2.2.2.2 ud En esta unidad de obra se incluyen los costes asociados a la etapa de
caracterizacion fisico-quimica de los materiales. Se tiene en cuenta el
coste de los equipos, materiales y reactivos gastados asi como el
personal participe en esta tarea. La unidad de obra se contabiliza como
unidad y recoge todas las horas y cantidades de las sustancias
empleadas.
EPL.4 3,000 hr Espectrofotéometro Infrarrojo 0,280 0,84
EPL5 4,000 hr Equipo de medida de dngulo de contacto 0,291 1,16
S-00002 7,000 hr Investigador 0,010 0,07
G-0014 3,500 hr Técnico de Laboratorio 12,300 43,05
R-001 3,000 % Costes indirectos 45,120 1,35
Precio total por ud. 46,47
Son CUARENTA Y SEIS EUROS CON CUARENTA Y SIETE CENTIMOS
2.3.2.3 ud En esta unidad de obra se recogen todos los costes asociados a la
caracterizacidn térmica del material. Ello incluye maquinaria, reactivos y
personal. La unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge las
horas empleadas y los reactivos gastados.
MA.TL 2,000 hr Técnico de Laboratorio 12,300 24,60
MA.IN 5,947 hr Investigador 0,010 0,06
M.18 4,500 hr DSC METTLER-TOLEDO 0,411 1,85
M.13 1,417 hr TGA/DSC2 1,101 1,56
M.4 2,000 hr Bomba de vacio 0,590 1,18
M.8 2,000 hr Desecador 0,019 0,04
3,000 % Costes indirectos 29,290 0,88
Precio total por ud. 30,17
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Cuadro de precios descompuestos

Ne Caddigo ud Descripcion Total

2.4.2.4 ud Costes asociados al estudio de liberacion de las especies bioactivas. Los
costes recogen las horas empleadas, el personal participe y los reactivos
gastados. Se contabiliza la unidad de obra como unidad y recoge en ella
todas las horas empleadas y las cantidades de sustancias gastadas.

A.0.91 0,400 g Acido-L-Ascdrbico 1,580 0,63
A-0016 0,001 L Acido acético glacial 29,400 0,03
RB-206 0,180¢g Azometina 41,100 7,40
SO-007 0,196 g Acetato potdsico 0,285 0,06
M.22 0,600 hr Dispensador Agua miliQ 0,043 0,03
MA.IN 6,000 hr Investigador 0,010 0,06
MA.DP 3,000 hr Director del proyecto 22,000 66,00
3,000 % Costes indirectos 74,210 2,23

Precio total por ud. 76,44

Son SETENTA Y SEIS EUROS CON CUARENTA Y CUATRO CENTIMOS

2.5.25 ud Costes asociados al estudio de degradacion. Se incluyen todos los
costes asociados a los reactivos, maquinaria y personal involucrado. Se
contabiliza la unidad de obra como unidad y recoge todas las horas
empleadas y las cantidades de materiales gastados.

M.22 4,000 hr Dispensador Agua miliQ 0,043 0,17
M.1 6,000 hr Balanza Analitica 0,067 0,40
M.4 20,000 hr Bomba de vacio 0,590 11,80
M.8 20,000 hr Desecador 0,019 0,38
S-0006 4,000 hr FESEM 25,000 100,00
MA.DP 3,000 hr Director del proyecto 22,000 66,00
MA.IN 26,000 hr Investigador 0,010 0,26
3,000 % Costes indirectos 179,010 5,37

184,38

Precio total por ud.

Son CIENTO OCHENTA Y CUATRO EUROS CON TREINTA Y OCHO CENTIMOS



Presupuesto y medicion

PRESUPUESTO PARCIAL N? 1 Fabricacion de los soportes materiales basados en PLLA

Ne

DESCRIPCION ubDs LARGO  ANCHO ALTO CANTIDAD

Precio (€)

Importe (€)

11

1.2

13

14

Ud. Se engloban los costes asociados a la limpieza de los cubreobjetos de vidrio.
Tiene en cuenta todos los materiales y sustancias quimicas empleadas. La unidad
de obra se contabiliza como unidad y engloba todas las horas y las cantidades
empleadas.

1,000

Ud. Costes asociados a la realizacion de los films de PLLA por latécnica de
spincoating asi como la preparacion de las disoluciones gastadas en esta etapa.
Tiene en cuenta los equipos y los materiales gastados. La unidad de obra se
contabiliza como unidad y tiene en cuenta todas las horas y las cantidades de
sustancias quimicas empleadas.

133,93

133,93

1,000

Ud. Se incluyen los costes asociados a la elaboracién de los films por la técnica
de Solvent Casting. La unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge todas
las horaS y materiales gastados en ella.

409,36

409,36

1,000

Ud. Costes asociados a la elaboracion de las membranas electrohiladas por
la técnica del electrospinning. Incluya la fabricacién de las membranas con y sin
relleno de solucidn acuosa, los materiales, equipos y personal necesarios. La
unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge todas las horas empleadas y
la cantidad de sustancias quimicas gastadas.

84,98

84,98

1,000

666,84

666,84

PRESUPUESTO PARCIAL N2 2 Caracterizacion de los materiales fabricados

Ne

DESCRIPCION uDs LARGO ANCHO ALTO CANTIDAD

Precio (€)

Importe (€)

21

2.2

2.3
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Ud. En esta unidad de obra se incluyen los costes asociados a la etapa de
caracterizacién micrsocopica del material. La unidad de obra se define como
unidad de obra y tiene en cuenta todos las horas empleadas y los materiales
gastados.

1,000

Ud. En esta unidad de obra se incluyen los costes asociados a la etapa de
caracterizacion fisico-quimica de los materiales. Se tiene en cuenta el coste de
los equipos, materiales y reactivos gastados asi como el personal participe en
esta tarea. La unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge todas las horas
y cantidades de las sustancias empleadas.

515,56

515,56

1,000

Ud. En esta unidad de obra se recogen todos los costes asociados a la
caracterizacion térmica del material. Ello incluye maquinaria, reactivos y
personal. La unidad de obra se contabiliza como unidad y recoge las horas
empleadas y los reactivos gastados.

46,47

46,47

1,000

30,17

30,17



PRESUPUESTO PARCIAL N° 2 Caracterizacion de los materiales fabricados

N2  DESCRIPCION uDs LARGO ANCHO ALTO CANTIDAD Precio (€) Importe (€)
2.4 Ud. Costes asociados al estudio de liberacidon de las especies bioactivas. Los
costes recogen las horas empleadas, el personal participe y los reactivos
gastados. Se contabiliza la unidad de obra como unidad y recoge en ella todas las
horas empleadas y las cantidades de sustancias gastadas.
1,000 76,44 76,44
2.5 Ud. Costes asociados al estudio de degradacion. Se incluyen todos los costes
asociados a los reactivos, maquinaria y personal involucrado. Se contabiliza la
unidad de obra como unidad y recoge todas las horas empleadas y las cantidades
de materiales gastados
1,000 184,38 184,38
RESUMEN POR CAPITULOS
CAPITULO FABRICACION DE LOS SOPORTES MATERIALES BASADOS EN PLLA 1.295,11
CAPITULO CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES FABRICADOS 853,02
REDONDEO
PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL 2.148,13
EL PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL ASECIENDE A LA CANTIDAD DE:
DOS MIL CIENTO CUARENTA Y OCHO EUROS CON TRECE CENTIMOS.
CAPITULO Importe
CAPITULO FABRICACION DE LOS SOPORTES MATERIALES BASADOS EN PLLA 1.295,11
CAPITULO CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES FABRICADOS 853,02
Presupuesto de ejecucidn material 2.148,13
0% de gastos generales 0,00
0% de beneficio industrial 0,00
SUMA 2.148,13
21% L.V.A. 451,11
PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA 2.599,24

EL PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA ASECIENDE A LA CANTIDAD DE:
DOS MIL QUINIENTOS NOVENTA Y NUEVE EUROS CON VEINTICUATRO CENTIMOS.
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