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1 INTRODUCCION Universidad de Valladolid

Resumen

La técnica de generacion de gotas mediante dispositivos de microfluidica implica el
control y la manipulaciéon de volimenes muy pequenos de liquidos en forma de gotas en
un entorno microscopico. Este campo de estudio converge con los biomateriales en el de-
sarrollo de sistemas microfluidicos que encapsulan biomateriales en forma de gotas. Esta
combinaciéon permite la creacién de estructuras a escala micro que tienen aplicaciones en
biologia, medicina, ciencias de los materiales y otros campos relacionados. Estos avances
tienen el potencial de transformar la medicina regenerativa, la terapia génica, la ingenieria
de tejidos y la investigacion biomédica en general. En este informe se realiza un estudio de
estos dispositivos microfluidicos junto a la caracterizacién de un polimero de tipo recombi-
nante basado en la elastina (ELR) dando como tltimo paso la aplicacion de dicha técnica
microfluidica para la obtencién de microestructuras de este biomaterial.

The technique of droplet generation using microfluidic devices involves the control and
manipulation of very small volumes of liquid droplets in a microscopic environment. This
field of study converges with biomaterials in the development of microfluidic systems that
encapsulate biomaterials in droplet form. This combination enables the creation of micro-
scale structures that have applications in biology, medicine, materials science and other
related fields. These advances have the potential to transform regenerative medicine, gene
therapy, tissue engineering and biomedical research in general. In this report, a study of
these microfluidic devices is carried out together with the characterisation of a recombinant
elastin-based polymer (FLR) with the final step being the application of this microfluidic
technique to obtain microstructures of this biomaterial.

1. Introduccion

Durante este trabajo se realiz6 una labor de optimizaciéon y puesta a punto de chips de mi-
crofluidica con el objetivo de utilizar esta técnica para su uso en conjunto a los biomateriales
conocidos como proteinas recombinantes, mas concretamente los basados en la elastina. En
esta seccién se presentan los fendmenos fisicos que cobran mayor importancia en el campo de
la microfluidica asi como la descripcién y caracteristicas de las proteinas de tipo recombinante
basadas en la elastina.

1.1. Microfluidica

La microfluidica es la manipulacion y el analisis de fluidos en estructuras de escala micrométrica.
En la microescala dominan fuerzas diferentes de las que se experimentan en los rangos de
la macroescala [1]. Debido a la escala en la que buscamos operar, la simple reducciéon de
los dispositivos existentes y la esperanza de que funcionen de manera eficiente a microescala
no suele ser efectiva [2]. En su lugar, es necesario desarrollar nuevos disefios que aprovechen
de manera Optima las fuerzas que actiian a nivel microscopico. Los efectos que se vuelven
dominantes en campo de los fluidos a microescala son:

1.1.1. Numero de Reynolds y flujo laminar

Para poder describir bien el funcionamiento de nuestros fluidos debemos hacer uso del Nume-
ro de Reynolds [3|. Este dato nos da cuenta del régimen de flujo del fluido: laminar o turbulento.

El flujo laminar es una condicién que dicta si una particula en una corriente de fluido no es una
funcién aleatoria del tiempo, mientras que el flujo turbulento es caético e impredecible, por lo
que no se puede predecir la posicién de una particula en la corriente del fluido en funcién del
tiempo [4]. Una consecuencia del flujo laminar es que dos corrientes que fluyen en contacto no
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1 INTRODUCCION Universidad de Valladolid

se mezclan, exceptuando la difusion [4]. Otra técnica que permite el flujo laminar es la creacion
de paquetes de fluido que, excepto por efectos de difusion, permanecen bien formados (Figura

1).
El nimero de Reynolds viene dado por la siguiente expresion [4]:

Re = PPn. (1)
7

Donde p es la densidad de nuestro fluido, v es la velocidad caracteristica del fluido, p es la
viscosidad y Dy, es el didmetro hidraulico, el cual se trata de un término usualmente empleado
cuando se manejan fluidos en canales y tubos no circulares. En este caso, los canales son cir-
culares por lo que el diAmetro hidraulico es igual al didmetro del canal. Debido a la linealidad
que presenta el nimero de Reynolds con el didmetro hidraulico cuando este se reduce al orden
de los pum el flujo es siempre laminar [5| en condiciones comunes.

Mientras se mantenga un Re<2300 estaremos trabajando en un régimen de flujo laminar. Cuan-
to mas nos acerquemos a 2300 el flujo empezara a mostrar signos de turbulencia, y cuando Re
es superior a 2300 se considera que el flujo es turbulento [4].

En el presente estudio, se ha llevado a cabo una investigaciéon utilizando agua y un aceite de
inmersién de baja viscosidad. Se ha observado que los caudales utilizados resultan en nimeros
de Reynolds que no exceden las decenas, lo que indica la presencia de flujos laminares afirmando
el hecho de que para canales de tamano muy reducido el flujo es siempre laminar [5].

1.1.2. Difusion

La difusién es el proceso por el cual un grupo concentrado de particulas en un volumen se
dispersara con el tiempo debido al movimiento browniano, de forma que la concentracién
media de particulas en el volumen permanecera constante. La difusion puede modelizarse en
una dimension mediante la ecuacion [4]:

d*> = 2Dt, (2)

siendo d la distancia que recorre la particula en un tiempo ¢, y D es el coeficiente de difusién
de la particula. Vemos que la distancia d varia al cuadrado por lo que la difusiéon adquiere una
gran importancia a escala micrométrica.

Diffusion

Stream X

Chutput

—

Stmw 2

Figura 1: Diagrama de dos corrientes fluyendo en contacto sin mezclarse, excepto por el efecto
de difusion(izquierda) y tres corrientes formando paquetes de un fluido incidiendo perpendicu-
larmente al flujo principal (derecha) [4].
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Un claro ejemplo de esto es la hemoglobina, que cuenta con un coeficiente de difusiéon D =
7-10""em?s~!. Esta tarda 10% segundos en difundirse en lcm de agua, pero tan solo 1 segundo
en difundirse en 10um. Esto implica que en un canal de 1 cm de didmetro, la difusion de la
hemoglobina no es apreciable, sin embargo en uno de 10um la distancia recorrida debido a
la difusion si es relevante [4]. Como los tiempos de difusion pueden ser realmente pequenos
en la microescala, los dispositivos de microfluidica pueden utilizarse para crear gradientes de
concentracion [6][7].

Los efectos de difusiéon en este estudio no van a aparecer debido a que el enfoque se centra en
la emulsificacion controlada de gotas micrométricas utilizando dos fluidos inmiscibles.

1.1.3. Resistencia fluidica

El concepto de resistencia fluidica, también llamada resistencia hidrodindmica o simplemente
resistencia microfluidica, corresponde a la oposicion que un elemento fluidico, como una tuberia,
ofrece a un flujo a través de si mismo [8]. Cada elemento de un circuito microfluidico ofrece
cierta resistencia al flujo que se traduce en una caida de presion. Gracias a ello se puede
calcular facilmente la presién necesaria de su bomba para alcanzar el caudal deseado en su
sistema mediante la ecuacién de Hagen-Poiseuille, la ley de Ohm anéloga a la fluidica para la
resistencia eléctrica [8]:

AP =Q - Ry, (3)
donde AP es la variacion de la presion, @ el caudal y Ry la resistencia fluidica.
La resistencia que ofrece un tubo de seccién circular es [4]:

_ 8ulL

Ry = (4)

rd
Como podemos observar en la ecuacion 4, la resistencia fluidica es proporcional a r—* por
lo que en el dominio de la microfluidica podremos observar grandes caidas de presion si los
canales por los que circulan las corrientes empleadas son demasiado grandes. Para reducir este
impacto se procura utilizar tubos que conecten las bombas con el chip de un didmetro elevado
(en términos de microfluidica) y de la menor longitud posible.

1.1.4. Tension superficial y fenémenos de superficie

En el dominio de la microfluidica la tensién superficial toma un notorio papel. Ademés, en el
campo concreto de la microfluidica que se abarca en este informe para la produccién controlada,
de microgotas emulsificadas es necesario entender bien su funcionamiento y las consecuencias
que tiene en los experimentos.

Las fuerzas de cohesion son las fuerzas entre moléculas de misma sustancia mientras que las
fuerzas de adhesion son las fuerzas entre moléculas de distinta sustancia [9]. El balance entre
las fuerzas de cohesion del liquido y las de adhesion que presenta con otras sustancias deter-
minan propiedades como la tension superficial y el dangulo de contacto [10].

Este balance da como resultado una fuerza resultante neta hacia el interior del liquido, la cual
tiende a minimizar la superficie libre. Esto explica que las gotas de un liquido adopten forma
esférica, debido a que es la figura geométrica que presenta la minima superficie para un volumen
dado. Este fendémeno fisico da como resultado que la capa de nuestro liquido en contacto con
otra fase se comporte como una lamina elastica que ofrece resistencia a aumentar su superficie
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[9], definiendo asi la tension superficial como la cantidad de energia necesaria para aumentar
la superficie de un liquido por unidad de area [11].

En la Figura 2 se ve un diagrama de las fuerzas que dan origen a la tension superficial (2a) y
una imagen de una aguja de metal en la que, a pesar de ser mas densa que el agua, la tensién
superficial actia como una capa elastica del liquido y hace que no se hunda (2b).

VX EYN

LSRNV

<«— @0 > <« 0>

PRGN

(b) Ejemplo de tensiéon superficial sobre una aguja
(a) Diagrama de fuerzas de cohesion [12]. de metal [13].

Figura 2: Diagrama y efectos de la tensién superficial.

Los fenémenos de interfase producidos por las fuerzas de cohesion y adhesiéon tendran también
un papel crucial a la hora de la generaciéon de micro-gotas en funcién de si los canales internos
son hidroéfobos o hidrofilicos. La capacidad de mojado de un liquido sobre una superficie se debe
a estas fuerzas. Cuando la fuerza de adhesion de un liquido es superior a las fuerzas de cohesion
de las moléculas se dice que el liquido es capaz de “mojar” la superficie. La capacidad de mojado
de un liquido sobre una superficie se determina mediante el 4ngulo de contacto; cuando este
es menor de 90° se dice que moja, mientras que si es superior de 90° no moja. Cuando una
superficie tiene un angulo de contacto pequeno con el agua se dice que es hidrofilica, pero si
posee un angulo de contacto elevado se dice que es hidrofobo.

En las siguientes secciones se mostrara que para generar gotas de agua en aceite necesitaremos
paredes hidréfobas mientras que si queremos gotas de aceite en agua necesitaremos paredes
hidrofilicas.

1.1.5. Relaciéon de superficie-volumen

La relacion superficie-volumen es otro factor que se vuelve importante en la microescala, un
canal con unas dimensiones de 50um de alto, 50um de ancho y 30mm de largo contiene un
volumen de 75nL dando una relacién de superficie-volumen de 800ecm~! [4]. Un ejemplo de
la ventaja de aumentar la relacién superficie-volumen es que la electroforesis capilar es mas
eficiente en microcanales al eliminar el exceso de calor mas rapidamente, aunque desafortuna-
damente cuando se transportan fluidos mediante un flujo electrocinético [14], la gran relacion
S-V permite a las macromoléculas difundirse con mayor velocidad y retenerse en las superficies
de los canales reduciendo asi la eficiencia del bombeo [15].

1.1.6. Miscibilidad

La miscibilidad es la propiedad que poseen dos sustancias diferentes de mezclarse en todas
las proporciones, es decir, de disolverse completamente una en otra a cualquier concentracion
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formando una mezcla homogénea, es decir, una solucién. Por el contrario, cuando dos sustan-
cias no son capaces de formar una mezcla homogénea de ambas, se dice que son sustancias
inmiscibles tal y como se observa en la figura 3.

&)

Figura 3: Foto de una mezcla de agua y aceite en la que se observa su inmiscibilidad [16]

En el caso del agua y el aceite la inmiscibilidad se debe a la polaridad. El agua esta constituida
por moléculas polarizadas mientras que los aceites estan constituidos por moléculas no polari-
zadas. Cuando estas dos sustancias se mezclan, la atracciéon de las moléculas polarizadas aleja
a las no polarizadas haciendo imposible su disolucién. Nuestro primer objetivo es conseguir
pequenas gotas de agua en aceite o de aceite en agua y que sean estables. Por ello vamos a
necesitar un tensioactivo que modifique la tensiéon de interfase de ambos.

1.1.7. Surfactantes

Los tensioactivos, o surfactantes (del inglés surfactant que a su vez es una abreviacion de
surface active agent), son sustancias que, por medio de la tension superficial, influyen en
la superficie de contacto entre dos fases [17]. Estos cuentan con dos partes dierenciadas: una
hidrofilica y una hidréfoba. De esta manera, al generarse las gotas de dos liquidos inmiscibles,
el surfactante se encargard de mantener las dos fases en forma de gotas de manera estable
haciendo que no se produzca coalescencia (unién de dos o mas gotas pequenas en una mas
grande con el objetivo de reducir su area interfacial).

DI <AAARAR
D6re®

Figura 4: Formacion de gotas anadiendo un surfactante y sin anadirlo [18]

En la figura 4 se puede observar como, al hacer uso del surfactante, se obtiene una formacién
controlada y estable de gotas. Por otro lado, al no anadir el surfactante, las gotas empiezan a
agregarse rapidamente con el fin de reducir la superficie de interfase y se genera una situaciéon
de inestabilidad.

Victor Garcia Chico 5
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1.1.8. Recubrimiento de las paredes del canal

Como se habia adelantado en la seccion 1.1.4, la hidrofobicidad de las paredes de los canales
limitara la generacion de gotas. Esto se debe a que, cuando intentamos formar gotas de agua
(fase dispersa) en un medio oleoso (fase continua) en la convergencia de los flujos el agua, en caso
de tener un recubrimiento hidrofilico, tenderé a adherirse a las paredes resultando imposible la
formacion de gotas. En caso de que el recubrimiento de las paredes sea el incorrecto se obtendra
bien una division de flujo, o bien un caso contrario al buscado en el que la fase que buscamos
que sea dispersa seré la continua. De igual manera en el caso de formacion de gotas de aceite
en agua es necesario que el recubrimiento de las paredes sea hidrofilico pues se busca que el
agua se adhiera a las paredes del canal repeliendo al aceite de las mismas y permitiendo la
formacion de gotas (Ver figura 5).

Examples:
1. Channel coatings:

H,O (Aqueous) Droplets Qil (Organic) Droplets
Hydrophobic Channel Hydrophilic Channel Coating
Coating

H20 (Aqueous Phase)

Qil (Organic Phase)

Figura 5: Formacion de gotas en funcion del recubrimiento de las paredes 18]

1.1.9. Viscosidad

La wviscosidad es una propiedad fisica de los fluidos que representa la resistencia a fluir, es
decir, la medida de su resistencia a las deformaciones graduales producidas por las tensiones
cortantes o de tracciéon que se aplican a dicho fluido [19]. En los experimentos de formacion de
microfluidica se puede observar que en algunas ocasiones que el flujo se divide en vez de formar
gotas de manera estable. Esto se debe a que la viscosidad de la fase dispersa es demasiado
alta para el flujo empleado puesto que no da tiempo a formar gotas y estas establecen un flujo
estacionario en el canal de salida, como se puede ver en la figura 6.

}ﬂ\u&hhhbhhbuvuuuuduw
——

Figura 6: La imagen superior muestra un ejemplo de gotas formadas cuando la fase dispersa
tiene un viscosidad de 1cP y la fase portadora tiene una viscosidad de 50cP. La imagen inferior
muestra el impacto de aumentar la viscosidad de la fase de gota a 50cP [18].

En las situaciones en las que se presente este fenémeno se debe bajar el flujo de la fase dispersa
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para solucionar el problema. Este suceso indica que la formacién de gotas tiene un limite para
los caudales en funcién de la viscosidad de la fase dispersa.

La viscosidad tiene otros efectos importantes en el campo de la microfluidica. Se ha demostra-
do que el ntmero capilar se puede usar para predecir las condiciones necesarias para formar
tapones de manera fiable [20]. Cuando los flujos presentan un contraste entre viscosidades de
ambos fluidos, los valores umbral del niimero de capilaridad difieren de los valores umbral del
namero de capilaridad de flujos de fluidos con viscosidades equivalentes [20].

La microfluidica ha demostrado ser una herramienta poderosa en combinacién con bioma-
teriales, generando numerosas posibilidades en diversas aplicaciones. Una de las &reas mas
destacadas es la ingenieria de tejidos, donde la microfluidica permite crear entornos de cultivo
tridimensionales altamente controlados y reproducibles, utilizando biomateriales como anda-
mios o matrices que imitan el entorno natural del tejido |21]. Esto facilita la diferenciacion
y crecimiento celular, asi como la generacién de estructuras tisulares funcionales. Ademés, la
microfluidica en conjunto con biomateriales ha revolucionado el campo de la medicina regene-
rativa. Mediante la combinacién de microcanales y biomateriales, es posible crear sistemas de
administracion de farmacos y terapias celulares precisas y personalizadas [22]. Los dispositivos
microfluidicos pueden encapsular y liberar células terapéuticas de manera controlada, maxi-
mizando su eficacia y minimizando posibles efectos secundarios [23]. Estas y otras potenciales
aplicaciones aseguran la importancia de la incorporacién de técnicas basadas en microfluidica
en el campo de los biomateriales.

1.2. Biomateriales

Cualquier organismo es susceptible de sufrir enfermedades y dolencias. En tiempos antiguos de
la medicina una practica comin ante problemas médicos era la amputaciéon o extirpacion de
un tejido orgénico. Los primeros biomateriales empleados por la humanidad fueron materiales
naturales como la madera, el vidrio o el marfil [24|. Su finalidad era sustituir partes del cuerpo
humano Después de la finalizaciéon de la Segunda Guerra Mundial, la situacion experiment6 un
cambio radical debido a la irrupcién de desinfectantes, farmacos antibacterianos, inmunizacio-
nes y practicas sanitarias en los centros médicos. En ese instante, se inici6 el uso de sustancias
quimicas de gran flexibilidad como los polimeros en el campo de la medicina para la fabricacién
de lentes de contacto, mientras que los metales se emplearon para asegurar fracturas mediante
la insercion de clavos [25]. A pesar de estas aplicaciones, el objetivo principal era garantizar que
el material no representara un peligro o resultara toxico para los seres humanos. Con el paso del
tiempo, surgieron los materiales bioactivos, biodegradables o reabsorbibles, es decir, aquellos
que promovieran su integracién en el entorno biolégico o indujeran una respuesta adecuada.
[25]. La definicién méas extendida de biomaterial viene recogida por la IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) y corresponde a “aquellos materiales explorados en con-
tacto con tejidos, organismos o microorganismos vivos” [26]. Al estudio de los biomateriales se
le denomina ciencia de los biomateriales.

Una de las ramas de estudio de biomateriales mas importantes es la de los polimeros de tipo
recombinante. Estos son proteinas similares a las que se encuentran en los organismos de los
seres vivos con la diferencia de que se ha cambiado uno o varios aminoécidos de su secuencia
empleando técnicas de ADN recombinante con el objetivo de cambiar, mejorar o implemen-
tar nuevas propiedades [27|. Gracias a estos avances, se han creado diversas aplicaciones en
diferentes areas, como la regeneracion de tejidos 28] o la nanomedicina [29]. Entre estas apli-
caciones se encuentran la produccién de capas protectoras, membranas, paredes y micelas que
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tienen la capacidad de formar estructuras de soporte o liberar farmacos de manera controlada.
Estas estructuras pueden penetrar en tejidos especificos segtiin su tamano y alcanzar érganos
especificos segiin su solubilidad caracteristica. Ademas, el recubrimiento proteico proporciona
proteccion al medicamento contra el entorno externo [30].

1.2.1. Polimeros recombinantes de tipo elastina (ELRs)

Este estudio se centra en un tipo de biomaterial en concreto, los polimeros recombinantes de
tipo elastina. La elastina es una proteina estructural que se encuentra en los tejidos conectivos
del cuerpo humano y otros organismos vertebrados. Es un componente esencial de los tejidos
elasticos, como la piel, los vasos sanguineos, los pulmones y los ligamentos, y que les confiere
su capacidad de estiramiento y recuperacion elastica [31]. También desempena un importante
papel en la modulacion del comportamiento celular y la reparacion de los tejidos [32].

La secuencia primaria de la elastina tiene regiones gobernadas por motivos de repeticién, co-
mo VPGG, VPGVG, APGVG y VGVAPG, estructura que les permite soportar deformaciones
grandes sin llegar a romperse y con un comportamiento reverisble [33]. Ademas este proceso
tiene como peculiaridad que se produce sin que exista una pérdida de energia, debido a que
la energia empleada en estirar una proteina es recuperada cuando vuelve a su estado original,
dando como resultado que las fibras elasticas sean capaces de someterse a mas de mil millones
de ciclos de relajacién-estiramiento.

Los polimeros similares a la elastina (ELP) son cadenas de polipéptidos artificiales similares a la
secuencia de la tropoelastina humana VPGVG sustituyendo la segunda valina por otro aminoé-
cido a excepcion de la L-prolina [34]. El avance y desarrollo en técnicas de ADN recombinante
ha permitido sintetizar estos materiales, manteniendo un preciso control de su complejidad,
longitud, estequeometria y monodispersidad de la cadena. Para evocar todas estas propiedades
se desarrolla un nuevo término: FLR (del inglés Elastine-Like Recombinamers)|35], donde se
introduce la palabra “recombinameros” para enfatizar el hecho de que dichos polimeros tienen
una naturaleza tanto oligomérica como recombinante [34].

Los ELRs, debido a sus propiedades inherentes como la biocompatibilidad (ya que los sistemas
inmunitarios de los organismos no son capaces de distinguir entre la elastina y un ELR), la
naturaleza inteligente y las cualidades mecénicas, hacen que sean adecuados para su uso en una
amplia seleccién de aplicaciones biomédicas y nanotecnologias como la ingenieria de tejidos, los
nanodispositivos inteligentes, la administracion de farmacos y la purificacion de proteinas [34].
El objetivo del estudio y desarrollo de los ELRs no solo se basa en copiar los sistemas ya pre-
sentes en la naturaleza, sino también mejorarlos creando compuestos bioinspirados mejorando
las propiedades carentes en los materiales naturales [36].

Se pueden crear entonces nuevos polimeros con propiedades exclusivas manteniendo las de la
propia elastina como la capacidad de autoensamblaje que presentan o el comportamiento ter-
mosensible. Este altimo da lugar a que los polimeros de tipo elastina presenten una transicién
de fase reversible a nivel molecular por encima de una determinada temperatura a la que se
denomina temperatura de transicion inversa (T;) [37]. En solucion acuosa y por debajo de esta
temperatura la cadena peptidica permanece hidratada y rodeada de estructuras de agua de
clarato que rodean los grupos apolares. Esta es una estructura ordenada en la cual las molé-
culas de agua forman enlaces de hidrégeno entre si pero presentan interacciones débiles con
el grupo apolar creando estructuras de forma pentagonal (Ver figura 8a) con las que recubre
dicho resto apolar [38].
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Una vez se supere la temperatura de transicion, el agua de clarato comienza a excitarse y su
organizacion de alto nivel desaparece [39]. El polimero se pliega entonces hidrofébicamente y
se ensambla formando una fase separada adoptando estructuras agregadas, mezcla de dos tipos
de configuraciones diferentes: configuraciones desordenadas (random coils), y adoptando las
cadenas una configuraciéon de estructura regular, dindmica y no aleatoria denominada espiral
B formada por una sucesion de horquillas 8 [40] (Ver figura 8).

En la figura 7 se puede ver un diagrama de las cadeneas extendidas y desordenadas y plegadas
y ordenadas.

Figura 7: Cadenas poliméricas de un ELR. Extendida y desordenada (izquierda) por debajo de
la T; y plegada y ordenada (derecha) por encima de dicha temperatura [40].
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AGUA EN ESTADO ESTRUCTURADO

(a) Representacion de una estructura tipo clatrato(b) Esquema atémico de una horquilla 8 caracteris-
que forma el agua alrededor de restos apolares. tica de los ELR.

Figura 8: Esquemas de las estructuras presentes en los ELR [40]

Es destacable observar que los elastémeros basados en secuencias de repeticiones eléasticas
(ELRs) exhiben una capacidad notable para adquirir estructuras més ordenadas a medida que
se incrementa su temperatura. Esto es debido a que en la mayoria de las proteinas el aumento
de temperatura conlleva su desplegamiento y desnaturalizaciéon. Para comprender este proceso
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desde la perspectiva termodinamica, es necesario considerar el sistema en su totalidad. Durante
el proceso de calentamiento, el polimero se pliega de forma hidrofébica, lo que resulta en un
incremento del orden a nivel local. No obstante, la cantidad de orden generado se ve amplia-
mente superada por el desorden causado por la ruptura de las estructuras de agua de clatrato,
que ocurre debido a la agitaciéon térmica. Por lo tanto, es este aumento en la entropia el que
acttia como la fuerza impulsora detras del plegamiento [40].

La cantidad de energia térmica que es requerida para desencadenar este proceso depende de
la relacion entre el agua y el polimero; pardmetros como la concentracion polimérica [41], la
longitud del ELR , la composiciéon de aminoacidos [42], el pH [39] o la fuerza iénica [43] modulan
dicha relacion determinando la formacion de clatratos de diferente grado de perfeccion.

1.3. Objetivos

El objetivo de esta investigaciéon consiste en aplicar las técnicas establecidas de generaciéon de
microgotas mediante microfluidica (Figuras 4 y 5) en el area de los recombinameros de tipo
elastina (ELR). Con este proposito, se pretende crear dichas microgotas utilizando una solucion
polimérica y evaluar los resultados obtenidos. El esquema de trabajo propuesto se describe a
continuacién:

= Puesta a punto de los diferentes chips de microfluidica, para ello se caracterizara el tamano
de las gotas resultante en funcién de los caudales de la fase dispersa y la fase continua. Se
pretende también observar cual es el efecto de la viscosidad en estos dispositivos. Con ello
se pretende recopilar los resultados obtenidos para su replicacién en futuros experimentos.

= Caracterizacién de una proteina recombinante basada en la elastina. Se caracterizara su
peso molecular, se comprobaré su caracter proteico mediante un estudio de su espectro
infrarrojo y se hallara su temperatura de transicién caracteristica.

= Por tltimo se estudiara el empleo de dicha proteina recombinante en la técnica de forma-
cion de gotas con microfluidica para la creacién de estructuras a microescala en el interior
de las emulsificaciones.
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2. Materiales y métodos experimentales

En esta seccién, se proporcionara una descripcién detallada de los materiales y métodos uti-
lizados a lo largo de todo el procedimiento experimental. Se presenta una descripciéon de los
componentes y materiales usados para llevar a cabo los experimentos de microfluidica entre los
que se incluyen los chips y sus tipos de convergencia de flujo. También se muestran los pasos
a seguir del montaje de los mismos asi como las técnicas empleadas para su limpieza. Final-
mente se describe la proteina recombinante a estudiar y los métodos empleados para conocer
su temperatura de transicién, su peso molecular y su espectro infrarrojo. Como tultimo paso se
describe el montaje del sistema para la incorporaciéon de dicha proteina en un experimento de
microfluidica ademas de la descripcion del mismo.

2.1. Lab on a Chip y material empleado en microfluidica

Una vez conocidos los fundamentos sobre microfluidica se procede a exponer los dispositivos y
materiales necesarios con el fin de realiza los experimentos de microfluidica.

Un LoC (Lab on a Chip) es un dispositivo tnico en cuyo interior se va a realizar todo el ex-
perimento de microfluidica. El término es utilizado en este caso debido a que se asemeja a un
laboratorio en miniatura, en el cual se lleva a cabo la totalidad del experimento [44]|. Nos refe-
riremos a él como LoC o simplemente como chip. Se han empleado dos dispositivos Large Dro-
plet Junction Chip de Dolomite con un tamano de canal de 190um (https://www.dolomite-
microfluidics.com/product-category/microfluidic-components/microfluidic-chips/),
uno de recubrimiento hidrofilico y otro de recubimiento hidréfobo.

Estos cuentan con dos tipos de de uniones para la convergencia de flujos diferentes: una union de
flujo cruzado (cross-flow en forma de T') en la que el el flujo incidente de la fase dispersa incide
de manera perpendicular a la fase continua, y una union de enfoque de flujo (flow-focusing) en
forma de X en la cual la fase continua incide por dos canales de manera perpendicular sobre la
fase dispersa. Pueden verse ambas uniones en la figura 9. Se ha procedido a la caracterizacion
de ambos empleando agua y un mismo aceite. Esto permitira sacar conclusiones respecto a los
efectos de la viscosidad en la generaciéon de microgotas.

Figura 9: LoC empleado en los experimentos senalando cada una de sus uniones de convergencia
de flujos.

Sin embargo, es importante destacar que se requieren multiples dispositivos adicionales para el
funcionamiento adecuado del chip. Estos dispositivos incluyen:

» Dos bombas capaces de mover flujos de caudales de al menos, el orden de los pL/min. Es
necesario el uso de 2 bombas independientes ya que se busca caracterizar el tamano de las
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gotas resultantes en funcién de la tasa entre el flujo de la fase dispersa y la fase continua.
Se han utilizado una bomba de jeringas Harvard PHD2000 Programable, que usualmente
se empleara para la fase dispersa puesto que es capaz de llegar a flujos muy pequenos
(al menos de 1uL/min), y una bomba peristaltica Masterflex Ismatec ISM596D, que se
usarad de manera habitual para la fase continua debido a que el caudal més pequefio que
es capaz de producir es de 14uL/min.

= También es necesario el uso de tubos que conecten nuestras bombas con el LoC. Se han
empleado tubos de politetrafluoroetileno (PTFE) més comtinmente conocido como teflon
Dolomite PTFE Tubing, 1/16” OD z 0.8mm ID, es decir, de 0,8mm de didmetro interno.

s Para poder utilizar el chip son necesarios una interfaz de chip en en forma de H, en la
cual se encaja el chip, y 2 conectores lineales de 4 vias para poder conectar los tubos al
chip de la marca Dolomite que se atornillan a la interfaz.

= Para la visualizaciéon de las gotas se ha empleado un microscopio 6ptico Leica DFC 3000G.
Este mismo microscopio cuenta con una camara digital capaz de visualizar en directo las
muestras que se quieran observar a través del programa LAS X; con el que ademas se
han tomado las distintas imagenes de las gotas.

~

Lﬂ‘
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/ Droplet Junction /
Chip Interface H Chip 1.6mm OD tubing
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Connector with Seal

Figura 10: Componentes del dispositivo de microfluidica: La interfaz de Chip en H, el Chip,
los tubos de conexién con las bombas y uno de los 2 conectores lineales [18].

Ademas de los distintos dispositivos para el montaje completo del sistema se ha hecho uso de
los siguientes fluidos:

» Agua destilada.

» Aceite de inmersion Sigma Immersion oil 56822 el cual posee una viscosidad de 100-120
mPa.s a temperatura ambiente.

» Surfactante SDS en una concentracién de 10 % en la fase acuosa.

En todos los experimentos se ha empleado una mezcla de agua destilada y surfactante SDS
con una concentracion del 1%, tanto en la generacion de gotas de agua como en las de aceite
tal y como nos indicé el fabricante. En caso de observarse coalescencia de las gotas se deberfa
aumentar la concentracion del tensioactivo.
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2.1.1. Tipos de convergencias de flujo

Los chips utilizados en los experimentos cuentan con dos tipos de confluencias de flujo: en
forma de T y en forma de X.

Unién en T (Cross-Flow). En los dispositivos de Cross-Flow el liquido presente en la fase
dispersa obstaculiza parcialmente el flujo constante del liquido principal, lo que da lugar a un
gradiente de cizallamiento que provoca el estiramiento de la corriente de liquido disperso y su
fragmentacion en pequenas gotas (ver figura 11). El tamano de estas gotas esta determinado
por las velocidades de flujo, las dimensiones de los canales microscopicos y las viscosidades de
los liquidos inmiscibles. Los dispositivos de generacion de gotas mediante flujo cruzado pro-
ducen gotas de tamano uniforme y son de facil manejo [45]. Son ideales para experimentos
simples de microfluidica y es el tipo de generador que se ha empleado en este informe para la
generacion de gotas con ELR disuelto.

Unién en X (Flow-Focusing). En los dispositivos de Flow-Focusing los liquidos de fase
continua y dispersa fluyen coaxialmente a través de una zona de constriccién de tal manera
que la corriente del liquido a emulsionar esti rodeada por las dos corrientes del fluido en fase
continua (ver figura 11). Ademaés, la estabilidad del proceso de emulsificacion depende también
de la humectacion preferencial de las paredes del Chip por el liquido de fase continua. En
general, los generadores de gotas de enfoque de flujo se utilizan para la generaciéon de alta
frecuencia de gotas con dimensiones en el rango de decenas a cientos de micrometros [45].

C Flow-Focusing D
+ Disperesed Cross- Flow
Digperesed Phase
Phase
> & & & . - e
Continuous
Continuous Phase
Fhase

Figura 11: Esquema de funcionamiento de Flow-Focusing y Cross-Flow para la generacion de
gotas en microfluidica [45].

2.2. Realizaciéon experimental

Esta seccién consiste en el estudio de las técnicas de formacion de gotas mediante técnicas de
microfluidica; a continuacion se expondran los pasos que se siguieron para poder llegar a los
resultados esperados. Tanto en el caso hidrofilico como el hidr6fobo el montaje del dispositivo y
la realizacion del experimento es igual, a excepcion de los fluidos que forman cada fase (dispersa
y continua) por lo que durante todo el desarrollo de la seccion se utilizara solo los términos de
fase dispersa para el fluido que vaya a formar las gotas y fase continua para aquel en el que se
van a encontrar estas ultimas emulsificadas.

2.2.1. Limpieza y cuidado del LoC

El chip de microfluidica es tan solo un pequefio dispositivo de cristal de pocos ¢m?, de un
tamano menor al de una moneda; esto implica que es un dispositivo ciertamente delicado y
hay que tener cuidado a la hora de tratarlo. Se realizaron los siguientes pasos para su limpieza
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debido a que en su utilizacién previa a este trabajo se formaron bloqueos en el interior de sus
canales:

s Limpieza con etanol: lo primero que se intentd para eliminar restos de polimero fue hacer
fluir por los canales una disolucion de etanol y agua 70 % aplicando flujos altos por los
canales. Con esto se consigui6 eliminar los taponamientos de mayor tamafio pero no se
consigui6é eliminar el material mas adherido a las paredes.

= Limpieza con aire comprimido: Tras esto se empled un compresor de aire para hacer
circular aire a presion por los canales con cuidado de no sobrepasar los 10 bar de presion
que indica el fabricante 18]

» Limpieza con dcido clorhidrico: Tras varios intentos con alcohol y aire comprimido (y
un intento con acetona) se consulto al fabricante la utilizacion de acido. Se utilizé una
disolucion de un 10 % en agua de acido clorhidrico y se hizo fluir por todos los canales.
Tras esto el chip quedé libre de obstrucciones y suciedad en su interior y se pudo proceder
a la busqueda de la creacién de microgotas.

Como labores cotidianas de limpieza se emple6 una méquina de ultrasonidos posteriormente a
toda utilizacion del chip para evitar que se formasen nuevas obstrucciones o se ensuciasen las
paredes del chip. También se limpia con etanol antes de guardarlo.

2.2.2. Montaje del sistema

Se describe a continuacién todos los pasos necesarios para poder empezar el experimento y
obtener de manera satisfactoria una formacién controlada de gotas, empezando por el montaje.

Como primera consideracion cabe destacar que el chip y los distintos componentes que compo-
nen el dispositivo de microfluidica deben estar secos. Las gotas de los distintos fluidos utilizados
que queden en las superficies de contacto entre los distintos dispositivos pueden hacer que no se
logre un buen sellado entre las conexiones que conectan los tubos con los canales del chip; en ca-
so de tener que desmontar el chip por alguna razén se debe proceder a una limpieza de todos los
componentes con alcohol y su posterior secado con la finalidad de limpiar los restos de aceite y
agua que queden impregnados por los distintos componentes y proceder de nuevo a su montaje.

Se coloca el chip en el interior de la interfaz en H (ver figura 10) y se procede a atornillar los
conectores lineales a dicha interfaz. Es importante colocar tubos en todas las conexiones de los
conectores lineales para evitar fugas tal y como indica el fabricante [18].

Posteriormente debe ser conectado a las bombas. Dependiendo de qué unién de flujo de las 2
disponibles (Figura 12) queramos utilizar el montaje variara ligeramente. En dicha figura se ha
anadido un nombre a cada canal con el objetivo de indicar con mayor facilidad su indicacién
en la descripciéon del montaje del sistema.
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Figura 12: Chip utilizado en los experimentos indicando las 2 uniones de flujo.

En el caso de la uniéon en T se colocan 2 tubos de igual tamano en ambas entradas del chip (T'1
y T2, ver figura 12) y un tdltimo tubo lo suficientemente largo para recoger las gotas en una
placa petri. En el resto de entradas de los conectores lineales se colocan pequenos tubos tal
y como se ha indicado con anterioridad. El tubo conector de la fase dispersa (T2) se conecta
mediante una aguja del mismo tamafio que el interior del canal a una jeringuilla de 7,6mm
de diametro; esta se coloca en la bomba para jeringuillas Harvard PHD2000. El tubo saliente
de T1 debe conectarse mediante una unién al de la bomba peristaltica; este conector es un
dispositivo que se introduce a presion en el tubo de la bomba peristaltica y se conecta a rosca
con el tubo del chip al que se le ha anadido un pequeno cabezal de plastico que se coloca en
el extremo del tubo para que no existan fugas en la conexién. Sin embargo este cabezal con el
uso hace que vaya cogiendo cierta soltura y pueda presentar fugas.

En cuanto al montaje del dispositivo en la configuracién en X es similar al cross-flow; con la di-
ferencia de que, debido a limitaciones en la bomba peristaltica, tenemos que utilizar un divisor
de flujo en forma de T. Este tiene un funcionamiento muy similar al dispositivo de conexién
entre la bomba y el tubo que conecta con el chip. Ambos tubos de la fase continua (X1 y X3)
deben conectarse a este divisor de flujo el cual, mediante el empleo de otro tubo, se conectara
a la bomba peristaltica de igual manera que en el caso anterior. De nuevo en este conector se
conectan los tubos con los mismos cabezales que en la conexién con la bomba. Hay que tener
en cuenta que como se divide el flujo por 2 canales, por cada uno de estos ahora fluye una
corriente aproximadamente de la mitad del flujo que produce la bomba.

El principal problema que presenta este tipo de montaje es que hemos anadido tres conexiones
que pueden presentar pequenas fugas que dan lugar a caidas de flujo por lo que es habitual
tener que desmontar el chip y las conexiones para poder secarlo y cambiar los tubos o los
propios cabezales.

2.2.3. Generacion de microgotas

El objetivo principal de esta seccién es ver como varia el tamano de las gotas de manera
dependiente del flujo de ambas fases. También se hard una comparativa entre los dispositivos
hidrofilico e hidr6fobo viendo como cambia el tamaiio de las gotas intercambiando las fases dis-
persa y continua. Una vez tengamos el dispositivo en cualquiera de sus versiones y en cualquiera
de sus 2 configuraciones de unién de flujo los pasos a seguir siempre son los mismos:
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= Primero se coloca el dispositivo en un microscopio 6ptico para poder visualizar bien la
formacion de gotas en tiempo real. Se ha empleado un microscopio 6ptico en vez de una
lupa digital, ya que usualmente los flujos son lo suficientemente altos como para que la
tasa de refresco de captura de imégenes de una lupa digital no sea lo suficientemente
rapida como para apreciar la formaciéon de gotas en tiempo real en el canal de salida.

s Una vez el sistema esté acomodado encendemos las bombas y se ponen a flujos relativa-
mente altos (de unos 100uL/min) para llenar todos los tubos y los canales y ver que el
dispositivo no presenta fugas.

s Una vez comprobado que el dispositivo funciona correctamente y no presenta fugas se
detiene el flujo de la fase dispersa o se baja a un ratio muy pequenio y de igual manera
con el de la fase continua (usualmente a 15uL/min).

s Posteriormente se realiza un barrido de flujos dejando un espacio de tiempo prolongando el
chip generando gotas. Esto se hace con la finalidad de tener suficientes gotas y observarlas
facilmente en el microscopio. Ademaés asi puede verse una gran cantidad de gotas y saber
si las gotas de un mayor o menor tamafio a la media son comunes o poco frecuentes.

= Como tultimo paso se ha procedido a usar el programa LAS X del microscopio para
visualizar las gotas generadas por el chip y poder realizar las medidas de las mismas.
Esto se ha llevado a cabo midiendo una por una varias de las gotas generadas con la
herramienta de regla del propio programa.

En este estudio no se ha procedido a efectuar un conteo de gotas generadas, es decir, un estudio
del namero gotas generadas por unidad de tiempo en funcién de los flujos aplicados. Aun asf,
existen diferentes métodos de conteo de gotas; entre ellas la detecciéon por laser. En esta la
deteccidon Optica se basa en una fuente de luz dirigida que ingresa a los microcanales y detecta
gotas. Las gotas se pueden detectar anadiendo un material fluorescente a estas que procede a
excitarse y detectando la luz dispersada hacia atras o hacia adelante o incluso reflejada [46].
También son relevantes las técnicas eléctricas para la deteccion de gotas microfluidicas [46].

2.3. Polimero recombinante de tipo elastina empleado

El ELR fue producido mediante técnicas recombinantes por el grupo de investigacion BIO-
FORGE. En la seccion 1.2.1 se ha especificado que los biomateriales ELR poseen una secuencia
similar a la de la tropoelastina humana sustituyendo la segunda Vanila (V) por un aminoécido
invitado X (VPGXG) [34] capaz de cambiar la temperatura de transicion y como consecuencia
sus propiedades fisico-quimicas. Las propiedades adquiridas van a depender de los caracteres
de cada aminoacido. En este caso se ha trabajado con el polimero Kyglgg, el cual se trata de
un polimero anfifilico; es decir, posee un extremo hidréfobo y otro hidrofilico. Est4 compuesto
por los bloques I hidrofilico y K4g hidrofobico (que dan lugar al nombre del propio polimero)

v Iso: (VGIPG)gV, siendo la Isoleucina (I) el aminoacido invitado.
» Kug: (VGKPG)48V, siendo la Lisina (k) el aminoacido invitado.

La principal caracteristica de este polipéptido es que el bloque Kyg esta cargado positivamente
a un pH neutro, dado que la lisina (K) esta ionizada con un grupo amino. Esta caracteristica le
proporciona aplicaciones muy interesantes como el co-autoensamblado con otros polipéptidos
como el E50lg [47], €l cual es otro polimero recombinante anfifilico que contiene acido glutéa-
mico E que esta ionizandolo negativamente con un grupo carboxilo a un pH neutro.
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La combinaciéon de varios polimeros aplicados al campo de la generaciéon de gotas mediante
técnicas de microfluidica posee un alto interés debido a las interacciones que realizan entre
estos y que, al poder poseer temperaturas de transiciéon desiguales, pueden generar estructuras
con geometrias complejas [48]. Con estas estructuras se espera la capacidad de encapsular
células, la fabricacién de células sintéticas y organulos sin membranas entre otras.

2.4. Caracterizacion del ELR

En esta seccién vamos a ver los métodos experimentales empleados para caracterizar el polimero
recombinante mediante diversas técnicas. Con ellas podremos analizar su estructura, compo-
sicién y propiedades como la temperatura de transicion. Nuestro objetivo en esta seccién es
comprobar que el lote del polimero es correcto comprobando que coincida con el peso molecu-
lar, el espectro infrarrojo y la temperatura de transicion teéricas tal y como se ha indicado en
la seccién 1.3.

2.4.1. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es un método de separacion de biomoléculas, ya sean acidos nucleicos o pro-
tefnas, segin su movilidad y caracteristicas en un campo eléctrico. Esta separacién ocurre en
una matriz porosa, cuya composiciéon varfa dependiendo del tipo de biomolécula que se esta
analizando|49].

En particular, la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) es una técnica que aprovecha la
carga eléctrica de las moléculas para moverlas a través de un gel, el cual se encarga de desna-
turalizar las proteinas y hacerlas lineales. Este proceso es valioso para analizar la composicién
de las subunidades proteicas, verificar la uniformidad de una muestra de proteinas y purificar-
las para su uso en otras aplicaciones [50]. Con este método podemos dividir las proteinas en
funcién de su tamafo y peso molecular. Mediante el uso de una muestra conocida o maker, por
comparaciéon con nuestra muestra a analizar, podemos estimar su peso molecular.

El SDS se trata de un detergente anionico (cargado negativamente) capaz de disolver moléculas
hidrofobicas y desnaturalizar estructuras secundarias y terciarias. Las proteinas que se disuelven
en SDS presentan una estructura primaria y una carga negativa con una relacion similar entre
carga y masa para todas las proteinas. Esto hace que, en presencia de un campo eléctrico,
migren hacia el 4nodo, es decir, hacia el polo positivo. Por otro lado, la poliacrilamida, que es
un polimero compuesto por monémeros de acrilamida, forma una matriz de gel que actiia como
un tamiz [50]. Esta matriz ralentiza la velocidad de migracion de las moléculas méas grandes de
manera mas significativa que la de las moléculas mas pequenas. Bajo la aplicacion de un campo
eléctrico, las proteinas migran a través de los poros de la matriz. El tamano de los poros viene
determinado por la concentracién de la acrilamida de manera que a mayor concentraciéon de
esta, menor sera el tamano de los poros generados. La velocidad de migraciéon de una proteina
durante la electroforesis esté influenciada por varios factores, como el tamano de los poros en
el gel, asi como la carga, tamafio y forma de la proteina misma. Tras el paso de un periodo
de tiempo determinado, dependiendo del voltaje aplicado al gel, las proteinas comenzaran a
migrar de manera diferencial de modo que las proteinas mas pequenas se desplazaran hacia
regiones més bajas del gel, mientras que las proteinas méas grandes se mantendran mas cerca
del punto de origen debido a que les resulta mas dificil atravesarlo [50].
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Figura 13: Esquema de funcionamiento de una electroforesis SDS-PAGE [51].

En cuanto a la realizacion de la electroforesis los pasos a seguir son los siguientes:

Primero se prepara una disolucion de los polimeros con una concentracion de 1mg/mL en agua
MiliQ. Tras esto se extrae 16uL de disolucién y los tefiimos con 4l de un buffer “Protein
Loading x5” obteniendo asi una muestra tintada de un total de 20uL para poder tener una
clara visualizacion de la muestra, como se muestra en la figura 13.

Posteriormente se prepara el propio gel de poliacrilamida. Dependiendo del peso de los polime-
ros a estudiar es necesario escoger una concentraciéon determinada del gel de poliacrilamida; en
nuestro caso se utilizo una concentracion del 12 % siguiendo el protocolo indicado, ver figura
31 en el anexo.

Una vez hecho el gel y la disolucién muestra del polimero se introduce un total de 4L en cada
uno de los pequeiios pozos del peine y 5ul del maker.

El ultimo paso consiste en conectar a una fuente de 25mA de corriente. El gel se encuentra
sumergido en una solucién que contiene una cantidad abundante de electrolitos para que se
transmita la corriente y se mantenga un pH constante. Tras 80 minutos se hace una fotografia
al resultado. El modelo empleado en el experimento fue un Gel Doc EZ Imager, del fabricante
BIO-RAD.

2.4.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja es la medida de la absorcion (o trasmision) de radiacion infrarroja
por un material en funcion de la longitud de onda (o frecuencia). El resultante de la absorcion
(o transmision) en funcion de la longitud de onda se trata del espectro infrarojo. Las moléculas
poseen un patréon de bandas caracteristico (asociado a las vibraciones entre atomos [52]) de
absorcion de infrarrojos correspondiente a las vibraciones de los enlaces moleculares que poseen
[53].

La espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier o FT-IR (Fourier-Transform Infra-
Red Spectroscopy) es una técnica empleada para estudiar la presencia de enlaces quimicos en
distintos materiales y los grupos funcionales presentes en este. Haciendo incidir radiacién in-
frarroja sobre nuestro material, si esta coincide con la frecuencia de resonancia del mismo, la
vibraciéon molecular amplificaréd la intensidad de la senal dando lugar a un pico en el espectro
infrarrojo [54]. Podemos analizar esto con el empleo de un interferémetro de Michelson. Con
el uso de un espejo fijo y otro mévil situamos nuestra muestra en el detector de salida del
sistema. El haz de radiacion incidente entra al sistema e incide sobre el divisor del haz, este
separa la radiacion y la divide, una hacia el espejo moévil y otra al espejo fijo. Tras esto el haz
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se recombina generando una interferencia y llega al detector pasando por la muestra.
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Figura 14: Esquema de un interferémetro de Michelson usado en espectroscopia infraroja [55]

El resultado es un interferograma que representa la intensidad en funcién del tiempo. La inten-
sidad resultante se evaliia en relacién al desplazamiento del espejo movil en comparacién con su
posicién inicial. De esta manera, al aplicar una Transformacion de Fourier, se pueden identificar
los puntos maximos de intensidad correspondientes a las diferentes frecuencias de resonancia.
Esto permite determinar las conexiones o vinculos presentes en la muestra analizada. [55].

Sin embargo existe el problema de que algunas bandas pueden llegar a solaparse, esto hace que,
de manera general, el espectro IR no sea suficiente para identificar el origen de los diferentes
picos de una muestra. No obstante se trata de una técnica excelente para comprobar la calidad
de nuestro material si conocemos la composicién que deberia tener. Mediante el uso de tablas
de espectroscopia |56] podemos saber si nuestro espectro corresponde al que deberia segin el
material con los enlaces concretos que posee. En el caso de los ELR, al tener una estructura
muy similar al de la elastina deben presentar un espectro infrarrojo muy similar a esta. Tam-
bién es una técnica muy util para comparar el espectro de un material concreto tras realizarle
una modificacién quimica [57].

Se ha utilizado un equipo de espectroscopia infrarroja Bruker modelo 27 Tensor equipado con
un dispositivo de reflexion total atenuada (ATR). Gracias a dicho dispositivo ATR se logra que
la radiacién infrarroja penetre en un material de alta refracciéon y experimente una reflexién
interna total. Durante este proceso, parte de la radiacion infrarroja es absorbida por la mues-
tra, que se encuentra en contacto con el material, lo cual asegura que la radiaciéon solo afecte a
una pequena porciéon de la muestra, evitando asi su degradacién. Ademas, se pueden obtener
espectros sin requerir preparaciéon previa de la muestra.

Se procedié a limpiar con acetona el lugar en el que se deposita la muestra con el fin de
eliminar resto de otras pruebas y polvo. El programa utilizado para la toma de datos es el
software OPUS 6.5 el cual nos permite tomar mediciones en un rango de 600 a 4000cm~!.
Se realizé una medida de la radiacion fondo tras la cual se colocd una pequeiia muestra de
material (de entorno a 5mg) liofilizado. Finalmente se tomé la medida del espectro de nuestro

biomaterial mediante 64 medidas con una resolucién de 2em 1.

2.4.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido o DSC (Differential scanning calorimetry) es una téc-
nica experimental ampliamente utilizada en ciencia de materiales. Nos permite determinar la
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cantidad de calor que una sustancia absorbe o libera cuando se mantiene a una temperatura
constante durante un periodo de tiempo especifico, o cuando se calienta o enfria a una ve-
locidad constante dentro de un rango de temperaturas determinado. Gracias a esto podemos
determinar temperaturas de transicion de fase de los materiales y su estabilidad térmica [58].

El funcionamiento de un dispositivo DSC consiste en la disposicion de dos capsulas denomi-
nados crisoles; en una de ellos se alberga la muestra a analizar mientras que en en el otro una
muestra de referencia. En este caso dentro de la capsula de referencia se coloca el disolvente
empleado para disolver el polimero: agua ultrapura MiliQ. Los dos crisoles deben contener la
misma masa debido a que el dispositivo va a analizar los intercambios de calor entre ellos. El
DSC cuenta con dos calentadores para cada uno de los dos crisoles y un sistema encargado de
controlar que la velocidad de calentamiento sea la misma. Si se detecta cualquier diferencia de
temperatura, los calefactores individuales se corregirdn de tal manera que la temperatura se
mantendra igual en ambos crisoles. De esta manera cuando tiene lugar un proceso endotérmico
o exotérmico el dispositivo se encargara de compensar la energia necesaria para mantener la
misma temperatura [58].

Podemos obtener asi un termograma que represente la energia transferida como variaciéon de
calor en funcion de la temperatura y con esto determinar temperaturas a las que ocurren de-
terminados procesos térmicos. En nuestro caso vamos a utilizar el DSC para determinar la
temperatura de transicion inversa T; del polimero a caracterizar (Kyglg0).

En este informe se empleé un dispositivo DSC Mettler Toledo 822¢ refrigerado mediante ni-
trogeno liquido. Se realiz6 una disolucion del polimero a estudiar de 50mg/mL y se mantuvo
en agitacion a unos 4°C. Como indicamos anteriormente el pH influye a la hora de establecer
la temperatura de transicion de un ELR [39]. En este caso el pH es de 7,4. Para la toma de
medidas se anadié a cada uno de los crisoles 20mg gracias al uso de una balanza de precision
XS105 Mettler Toledo colocada sobre una mesa anti-vibraciones de granito. En uno de ellos se
anadio la disolucién muestra y en el otro el disolvente referencia. Las muestras se mantuvieron
en frio durante todo el proceso de pesaje y medida del pH.

Con el software Mettler se procedidé a las medidas para localizar la temperatura de transicion.
Es importante destacar que el programa esta configurado de manera que los picos endotérmicos
apunten hacia abajo. Més adelante se presentaran los resultados obtenidos.

2.5. Generacion de microestructuras de ELR en el interior de las gotas

Una vez terminada la caracterizacion del ELR se procede a trabajar con dicha proteina re-
combinante en el dispositivo de microfluidica siendo el objetivo crear estructuras dentro de las
gotas de agua. El procedimiento a seguir ha sido el siguiente:

Primero se realiza un intercambio entre las bombas debido a que la disolucién debe estar a
baja temperatura, de manera que se encuentre por debajo de su temperatura de transicion y
el ELR se encuentre disuelto en el agua. (Figura 7).

Con esta configuracion se utiliza la bomba peristaltica para la fase continua ya que esta adquie-
re el fluido directamente de un recipiente que vamos a mantener en frio. Durante la realizacién
del experimento el cabezal encargado de sellar la conexién entre el tubo que conecta con el
chip y la bomba empez6 a presentar fugas. La sustitucion de nuevos cabezales para intentar
solventar el problema dieron lugar al mismo resultado, por lo que ha sido imposible determinar
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el flujo concreto de la fase continua, puesto que aunque la bomba funcionase a su minimo valor
no sabemos que parte del flujo se pierde en la conexion.

Debido a que la disolucién debe estar por debajo de la temperatura de transiciéon hasta la
formacién de las microgotas se introduce la disolucién en un eppendorf introducido en hielo
y tanto el tubo por el que circula la disoluciéon como el canal del chip de esta son enfriados
previamente haciendo fluir por ellos agua destilada con surfactante. De esta manera se asegura
que el polimero no transicione antes de tiempo. Se coloca el eppendorf encargado de recoger la
muestra en un calentador a 37°C con la finalidad de que transicione lo antes posible y genere
las estructuras deseadas dentro de las gotas.

T —

Figura 15: Imagen del sistema de microfluidica para generar gotas de agua con ELR e indicacion
de sus distintos componentes. El chip esté situado en una lupa digital Leica para comprobar
que el polimero no transicionase antes de tiempo en el interior del canal.

Para este experimento se ha utilizado una disolucion de 20 mg/mL de ELR en agua ultrapura
MiliQ con un 1% de surfactante SDS y como fase dispersa de nuevo se ha empleado el aceite
Sigma Immersion oil.
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3. Discusiéon de resultados

3.1. Generacion y estudio de gotas

Como ya se habia indicado, gran parte de este trabajo se centra en el estudio del funcionamiento
de un chip de microfluidica para la generaciéon de gotas mediante la emulsiéon controlada de
dos liquidos inmiscibles; en esta primera seccién de resultados se presentan los obtenidos de las
distintas mediciones y su anélisis.

3.1.1. Dispositivo hidrofilico

Una vez realizado el montaje del sistema se procedio a la realizacién de un estudio completo del
tamano de las gotas en funcion del flujo de la fase continua y dispersa para ambos dispositivo.
Primero se trabaj6é con el dispositivo de paredes interiores de los canales con recubrimiento
hidrofilico, es decir, con aquel capaz de producir gotas emulsificadas de aceite en agua. En la
figura 16 vemos como varfan de tamano las gotas en funcién del flujo de la fase continua fijando
un flujo para la fase dispersa a emulsificar para la uniéon en T.

Hidrofilico-T

acn Aceite 1l pl/min Aceite 2.5 pL/min
—g— Aceite5 pl/min Aceite? .5 pL/min
g
2350 l i
1
o 1 T
g
= 300 T 1 3
e I -
= I 1
250 1 # -
T . 4
1 1
200 T
L 1
150
15 35 55 75 95 115 135 155

Flujo fase continua (uL/min)

Figura 16: Variaciéon del tamanio de las gotas en funcion del flujo de la fase continua para una
emulsion de aceite en agua en configuracion Cross-Flow (T).

Una de las primeras conclusiones que se obtienen del anéalisis de dicha grafica es que, mientras
que para flujos de 1, 2,5 y 5 uL /min se forman gotas, con un flujo de 25uL /min cuando el aceite
se fija a un caudal de 7,5uL/min no se forman las gotas y estamos en una situacion de flujo
dividido debido a la alta viscosidad de la fase a emulsificar. Esto verifica que si la viscosidad del
aceite es demasiado grande flujos similares entre ambas fases no dan lugar a gotas. En la figura
17 podemos ver las gotas formadas para unos flujos de 7,5uL/min y 150uL/min (relacion del
5% entre la fase continua y la fase dispersa), y para buL/min y 25uL/min (relacion del 20 %
entre la fase continua y la fase dispersa).
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Figura 17: Imégenes de las gotas de aceite a diferentes relaciones de flujo.

Debido a la disposiciéon que presentan los datos experimentales se puede realizar la hipotesis
de que sigue un comportamiento lineal en funcion del flujo de la fase continua; sin embargo
hay varios hechos experimentales que ponen en duda dicha afirmacién.

» Si se realizan varios ajustes (tanto lineales como no lineales) se observa que el coeficiente
de determinacion es menor a 0,95 para un ajuste lineal. El ajuste que en todas las curvas
da un valor mas cercano a 1 de dicho coeficiente corresponde a uno polinémico de orden
2.

= La alta desviacién en el tamano de las gotas. Si nos fijamos en las barras de error de la
figura 16 observamos que en algunas ocasiones son considerables (en el caso de aceite a
1puL/min vemos que la desviacion es igual de grande que la diferencia entre flujos de 25
y 50uL /min).

= La tercera y ultima evidencia que pone en duda dicha afirmacién es el limite inferior
del tamano que presentan las gotas. Subiendo el flujo de la fase continua a valores muy
altos y manteniendo un caudal pequenio en la fase dispersa, tal y como se observa en la
figura 18a, a medida que vamos aumentando el flujo se va perdiendo la linealidad y la
curva describe mejor a una funcién cuadratica. También cabe destacar los altos valores
que adquiere la desviaciéon debido a que se forman gotas en un rango de tamafnos muy
elevados segiin vamos disminuyendo la relaciéon de flujos llegando a gotas de entre 35 y
110 pm para la relacion 1/600. Flujos mas altos inducian a fugas en las conexiones del
chip.
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Figura 18: Pérdida de la linealidad a medida que se aumenta el flujo en la fase continua (18a).
Imagen de las gotas a una relacion de flujo elevada (18b).

Como ultima conclusién se observa que la generaciéon de microgotas obtiene un rango éptimo
de actuacién, en cuanto a la relacién entre el tamano de las gotas y su dispersién, cuando estas
se producen con un tamano de en torno a 200 um de diametro. Este resultado es previsible
puesto que el canal de salida del chip es de 190um por lo que cuando la relacion de flujos
presenta gotas de un didmetro similar al del canal se llega a un punto de minima desviacion.

Veamos ahora los resultados de realizar el mismo experimento con la unién de tipo Flow-
Focusing (X). Los tamanos de las gotas en funcion de los flujos se muestran en la figura 19.

HidrOfiIiCO'x —e— Aceite 1 ul/min

400 —e—Areite 25 min

—a— Aceite 5 min

350 . -
Aceite 7.5 min

—e— Aceite 10 ul /min

B 8

Tamarfio (pm)
g

150
100
50

15 63 115 165 215
Flujo fase continua (pL/min)

Figura 19: Variaciéon del tamano de las gotas en funcion del flujo de la fase continua para una
emulsion de aceite en agua en configuracion Flow-Focusing (X).

Las evidencias experimentales del anterior caso en cuanto a la falta de linealidad se mantienen
por lo que nos centraremos en comparar ambos métodos de confluencia de flujo. La principal

Victor Garcia Chico 24



3 DISCUSION DE RESULTADOS Universidad de Valladolid

diferencia que se encuentra es que para mismas relaciones de flujo entre fases el didmetro es
menor, para la gran mayoria de casos, en la unién en X. Esto se debe a que la incidencia del
flujo de la fase continua para la unién en X tiene mas superficie de contacto con las gotas que se
estan formando y debido a la poca adhesion con la superficie del canal, necesita menos esfuerzo
para generar las gotas.

Como tltimo experimento con el dispositivo hidrofilico se hizo una comparacién entre 2 tubos
de salida de distinto didmetro para comprobar que (al menos en el caso de las gotas de mayor
tamarfio) estas no se agregasen a la salida del chip. Se emple6 un tubo de mismas caracteristicas
pero de un didmetro interno de 0,065mm y se vio que el tamafio de las gotas resultantes era
muy similar. Ver figura 33 en el anexo.

3.1.2. Dispositivo hidréfobo

Los resultados y conclusiones de ambos dispositivos son muy similares con la tinica excepcién
de que, en este caso, al ser la fase dispersa agua y la continua aceite, no estamos en la situacién
de tener una fase dispersa de una alta viscosidad en comparacién con la continua por lo que
la division de flujos es mucho menos frecuente y con flujos similares (o iguales) también se
produce una emulsificaciéon controlada, ver figuras 34 y 35 en el anexo. En la figura 20 se
pueden observar las gotas generadas con flujos de 1uL/min y 55uL/min (relacion del 1,82 %
entre la fase continua y la fase dispersa), y de 2,5uL/min y 55uL/min (relacion del 4,55 %
entre la fase continua y la fase dispersa).

(b) Relacion de Flujo 2,5/55

Figura 20: Imégenes de las gotas de agua a diferentes relaciones de flujo.

3.1.3. Comparacion de ambos dispositivos

Una vez conocemos bien el funcionamiento de los dos chips veamos cuales son las diferencias
en cuanto a la formacion de gotas que existen entre ambos dispositivos. En la figura 21 se ve
una comparativa entre el tamano de las gotas de agua y aceite formadas fijando un mismo flujo
para la fase dispersa y variando el de la fase continua. Se pueden ver mas comparativas entre
los dispositivos en la figura 36 del anexo.
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Figura 21: Comparacién entre misma relacion de flujo para ambos chips

Las gotas de agua en aceite son claramente inferiores; el origen de esta diferencia esta en la
viscosidad. Al ser el agua un fluido mucho menos viscoso que el aceite utilizado durante los
experimentos opone una menor resistencia a la deformacion (recordemos que la definicion de
viscosidad es la resistencia de un fluido a las deformaciones graduales producidas por las ten-
siones cortantes o de tracciéon que es lo que ocurre en este tipo de dispositivos de generacion de
gotas) por lo que a menor viscosidad tenga nuestro fluido a emulsionar menor sera el tamano
de las emulsificaciones que presente derivado de una menor fuerza generada por el fluido para
producir el goteo.

Una vez finalizados los experimentos de emulsificaciéon de gotas en dispositivos microfluidicos
se procede a la caracterizacion del ELR tal y como se indica en la secciéon 2.4

3.2. Estimaciéon del peso molecular

El primer experimento realizado para la caracterizacion del ELR a estudiar (K45lg0) es el uso
de la electroforesis SDS-PAGE. Con esta se estima el peso molecular y la pureza del lote del
bioproducto tal y como se ha indicado en la seccién 2.4.1.

Primero se realiza el célculo tedrico del peso molecular del polimero. Para ello se introduce su
secuencia en el software FzPASy arrojando un resultado de 47,274kDa. El kilodalton (kDa) es
una unidad de medida comtinmente empleada en los campos de la biologfa, bioquimica y medi-
cina para cuantificar la masa molecular de diversas macromoléculas biologicas, como proteinas
y acidos nucleicos. El dalton es una unidad de masa atémica que se define como una doceava
parte de la masa de un atomo de carbono-12 en reposo y sin enlaces|59]. Es decir, el dalton
corresponde a la unidad de masa atémica utilizada comtnmente en fisica nuclear.

En la figura se ve la imagen resultante de la electroforesis. Se observa que la muestra se
encuentra ligeramente por encima del indicador de 45 kDa y considerablemente lejano al de
66,3 kDa, ademaés el contraste en la franja es muy alto. Este resultado confirma la excelente
calidad del grupo de muestras utilizadas, lo que indica que pueden ser utilizadas en futuros
experimentos sin problemas.
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Figura 22: Fotografia del gel de electroforesis tras concluir el experimento, con la muestra de
KA48I60 a la izquierda y el maker a la derecha. En los margenes se indican los pesos moleculares
que corresponden a cada banda.

3.3. Espectroscopia infrarroja

Como se ha indicado en la seccion 2.4.2, se realiza un estudio de la estructura quimica del
polimero mediante la técnica de espectroscopia infrarroja FT-IR, ver figura 23.
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Figura 23: Espectro infrarrojo FT-IR del K4glgo.
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Si se observasen mas espectros de distintas proteinas se veria que todos presentan un patrén
muy similar. Esto es debido a que todos los polimeros derivados de las proteinas comparten
las bandas concretas que se encuentran en las mismas ya que todos comparten una estructura
quimica central; esta se encuentra formada por enlaces que vibran a la misma frecuencia [60].
Si se compara el espectro con el de alguna proteina como puede ser la propia elastina se ve
rapidamente que es muy similar al presentado en la figura 23.
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Figura 24: Espectro infrarrojo FT-IR de la elastina [60].

Veamos a qué corresponde cada uno de los picos del espectro. Utilizando una tabla de espec-
troscopia de absorcion [61] vamos a intentar identificar cada uno de los picos. El pico cercano
a los 3300cm ™! corresponde a la vibracién streching de un enlace N-H de la Amida A. Los
tres picos entre los 28500cm ™! y 3000cm ™! corresponden a vibraciones streching de enlaces
C-H de la Amida B. La absorcién asociada a la Amida I produce vibraciones de estiramiento
en el enlace C=0 de los grupos funcionales carboxilicos produciendo un pico en 1625¢m ™=
mientras que el pico 1520cm ™! pertenece a la Amida II que genera principalmente vibraciones
de flexion en el enlace N-H del grupo CO-NH. Para finalizar los picos en 1234em ™! y 1445¢m ™1
corresponden a vibraciones de los enlaces N-H y C-N en el modo amida III. En la figura 25 se
puede ver un diagrama de los principales modos de vibracion del enlace peptidico, los diferentes

grupos Amida.
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R R H R H
N / N A < N SN \‘Q—N/
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// N\R / R // \H D// h \R
o pe 0 5 p;
amide A amide [ amide 11 amide III

Figura 25: Los principales modos de vibraciéon del enlace peptidico utilizados en las espectros-
copias IR para dilucidar la estructura de proteinas y polipéptido [62].
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3.4. Medida de la temperatura de transiciéon inversa

Tal y como se ha detallado en la secciéon 2.4.3 el método utilizado para la medida de la tempe-
ratura de transicién inversa del polimero a caracterizar es el uso de calorimetria diferencial de
barrido; en este se miden los intercambios de calor entre dos crisoles. De esta manera, cuando
existan fases endotérmicas o exotérmicas en el crisol muestra el DSC sera capaz de representar
el intercambio de energia que produce. Se han empleado una disolucién con una concentracién
de 50mg/mL de ELR y con un pH de 7,4 en el crisol muestra y agua ultrapura MiliQ en el
crisol referencia. Se realizé un barrido de 5 a 60 °© en ambas muestras a una velocidad de 5
°C/min, tras un periodo de estabilizacion en el que ambos crisoles se mantienen a 5°C durante

5 minutos. Se ha efectuado el experimento en dos ocasiones diferentes para verificar la efecti-
vidad de la medida de la temperatura de transiciéon.

A continuacién se presentan las 2 medidas tomadas del DSC para la proteina de tipo recombi-
nante en la figura 26
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Figura 26: Calorimetria diferencial de barrido del Kyglgg

KysIgp disuelto | Temperatura del pico (°C)
Medida 1 18,00

Medida 2 18,33

Media 18,17

Desviacion 0,23

Tabla 1: Medidas de la temperatura de transiciéon inversa.

La temperatura de transicién medida es de 18,16°C por lo que el polimero se autoensambla
a una temperatura inferior a los 37°C, es decir, en condiciones fisioldgicas. Esto permitiria al
polimero ser depositado en el interior del cuerpo humano en frio y, debido a la temperatura
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fisiol6gica, agregarse su interior.

En el caso de este trabajo conocer la temperatura de transicién es importante puesto que, en las
emulsificaciones de ELR este debe estar disuelto en el agua para formar estructuras uniformes.
Cuando se busque la creacién de estos esferoides de ELR la disolucién debe encontrarse siempre
por debajo de esta temperatura de transicion.

3.5. Generaciéon de microestructuras de ELR

Finalmente, como ultima etapa experimental, se comprueba la formaciéon de gotas de diso-
lucion al disolverse en agua MiliQQ (a 20mg/mL) y utilizar dicha disolucion en el dispositivo
microfluidico como se ha especificado en la seccidén 2.5. En dicha seccién se especific6 que en
esta ultima fase del experimento el dispositivo de union (cabezal) de la bomba peristaltica y
el tubo que conecta con el chip, present6é fugas; por lo que no se tuvo un flujo controlado de
la fase dispersa. Como consecuencia, no se ha podido realizar un estudio en profundidad del
tamano de las gotas en funcién de los flujos, ya que el flujo no es el indicado y la presencia de
fugas no se puede modelar como una pérdida de flujo constante, por lo que el tamano de las
gotas es muy dispar. Esta seccién se centra en si es posible la formaciéon de estas estructuras
dentro de las gotas y en una visualizacién de las mismas.

Para la visualizacién de las gotas se ha calentado una placa petri a 42°C con el objetivo de
asegurarse de que el polimero estuviese transicionado y no disuelto. En la imagen tomada con
el microscopio 6ptico de la Figura 27 se ve que con este método de visualizacién no se aprecian
diferencias (a excepciéon de que muestran ser un poco méas opacas, ver figura 20) a las gotas
formadas en agua y no se distingue bien si el polimero ha formado estructuras en su interior o
no. La visualizacion de las gotas a temperaturas bajas (recolectando las gotas en un eppendorf
en frio y manteniendo la placa petri fria previo a la medida) arrojaron resultados similares, se
apreciaban gotas como en los experimentos sin disolucion.

Figura 27: Varias gotas de agua con ELR emulsificadas en aceite.

Una continuacién de este estudio es la aplicacion de un ELR con fluorescente. Esto nos permi-
tiria observar las estructuras generadas en el interior de las emulsificaciones.

La formacién de estas estructuras podria emplearse para generar estructuras de tipo corteza
hueca. Estas se consiguen con una doble emulsificacién de las gotas, como se indica en la
figura 28, anadiendo 2 conexiones en X contiguas [63|. De esta manera, al sustituir agua por
una disoluciéon de una proteina recombinante podriamos conseguir microcapsulas de ELR. En
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estas, una vez eliminado el aceite en su interior, se obtiene un pequeno espacio 6ptimo para la
supervivencia de células debido a su alta biocompatibilidad o la capacidad de encapsulacién
de farmacos [44].

Figura 28: Esquema de funcionamiento de una doble emulsion [63].
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4. Conclusién y futuras lineas de investigacion

En conclusion, los dispositivos de microfluidica de generacién de gotas y los polimeros recom-
binantes de tipo elastina son dos areas de investigaciéon prometedoras que, combinadas, pueden
ofrecer numerosas aplicaciones en diversos campos.

La generacion de microemulsificaciones en forma de gotas puede ser controlada mediante los
flujos y las viscosidades de los liquidos a utilizar. Un estudio mas extenso sobre esta técnica
analizando el tamano con varios liquidos de distintas viscosidades podria modelizar de manera
tedrica el tamano esperado de las emulsificaciones en funcién de esta dltima magnitud y sus
caudales. En el caso de este informe se concluye:

s El tamano de las gotas decrece linealmente aumentando la relacién de flujo entre la
fase continua y la dispersa y posee un limite proporcionado por el dispositivo a utilizar
arrojando un tamafio de gotas de hasta unas pocas decenas de um.

= El rango de actuaciéon més éptimo de un dispositivo de generacién de gotas es aquella
relacion de flujos que den lugar a un tamano de gotas similares a las del didmetro interno
del canal de salida.

» La disposicién de Flow-Focusing genera un tamano de gotas menor a una igual relacién
de flujos que la configuracién Cross-Flow debido a la incidencia del flujo sobre la gota en
formacion ya que dispone de un mayor area de actuacién.

= Una mayor viscosidad de la fase dispersa a emulsificar presenta un mayor tamano de las
gotas generadas. Ademés, si la viscosidad de la fase continua es muy alta, no se producen
gotas a flujos de la fase continua similares a los de la dispersa.

En cuanto a la caracterizacion de este polimero recombinante de tipo elastina se ha com-
probado la calidad del lote utilizado examinando que sus caracteristicas coincidiesen con las
esperadas tedricamente. Se ha verificado un peso molecular en torno a los 47,274 kDa espe-
rados tedricamente, mediante una electroforesis SDS-PAGE; también se han comprobado sus
enlaces mediante una espectroscopia FT-IR garantizando que posee una gran similitud a la de
la elastina. Se ha comprobado que el ELR posee una temperatura de transicién inferior a la
fisiolégica dando un resultado experimental de 18,17 + 0,23°C.

Finalmente se ha observado la capacidad de generar microestructuras de ELR formadas en el
interior de las emulsificaciones de gotas en microfluidica. Realizando de nuevo un experimento
de microfluidica cambiando el agua destilada por una disolucién de ELR y manteniéndolo por
debajo de su temperatura de transicion se ha verificado la capacidad de generar gotas de ma-
nera controlada de disolucién. Como futura linea de investigacién se presenta la posibilidad de
observar detalladamente la forma de estas estructuras en el interior de estas emulsificaciones
agregando un fluorescente al ELR utilizado.

La principal linea futura de investigaciéon de este informe consistiria en la obtencion de estructu-
ras basadas en més de un ELR y en la produccién, mediante la técnica de doble emulsificacion,
de esferas huecas de ELR. Estos biomateriales aseguran un entorno favorable para el crecimien-
to y la supervivencia celular debido a su alto grado de biocompatibilidad o la encapsulacion de
farmacos u otros compuestos bioactivos [44].
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Anexo

Material y dispositivos empleados

(a) Imagen del sistema de microfluidica montado en
su configuracion en T. (b) Sigma Immersion Oil 56822.

HARVARD PHD 2000

s Programmable

(¢) Bomba Harvard PHD 2000 Programmable. (d) Bomba Masterflex Ismatec ISM596D.

Figura 29: Fotos de los dispositivos empleados durante los experimentos de microfluidica.
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| :
g
H

(a) Balanza XS105 Mettler Toledo.

LAY
»

(c) DSC Mettler Toledo 822e.

Figura 30: Fotos de los dispositivos empleados durante la caracterizacion del ELR. experimen-
tos.

Protocolo de la electroforesis

ONE GEL RESOLVING GEL STACKIN GEL
7.5% 10% 12% 15% 4%
1 MQ 4.10 ml 3.63ml 3.25ml 2.69ml 1.585 ml
2 Tris 1.5M 188ml [ 1.88ml | 1.88ml | 1.88 ml -
pH 8.8
Tris 0.5 pH - - - - 625 ul

6.8
3 Acrvlamide | 1.4ml | 1.875ml| 2.25ml | 2.81 ml 250 ul

40%
49 SDS 10% 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 18.75 ul
5 Persulfate 37.5ul 37.5ul 37.5ul 37.5ul 18.75 ul

10%
6 TEMED 3.75 ul 3.75ul 3.75 ul 3.75 ul 2.35ul

Figura 31: Componentes de la disolucién empleados para la creaciéon del grl de poliacrilamida
de la electroforesis. En este caso los correspondientes a un 12 %.
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Unstained Protein Molecular Weight Marker
MW, kDa Protein Source

s | —116.0  p-galactosidase E.colf

e | — 66.2 Bovine serum albumin bovine plasma

S — 450 QOvalbumin chicken egg white
— | — 350 Lactate dehydrogenase  porcine muscle
w— | — 250 REase Bsp98l E.coli
———18.4 p-lactoglobulin boving milk
— 14 4 Lysozyme chicken egg white

8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Figura 32: Pesos moleculares del maker 26610 de Thermo Fisher [64].

Sobre microfluidica

350

300 —o—0.0625 mm

—#—0.8 mm

Tamafio (pum)

150

100
o 20 40 60 BD 100 120 140 160

Flujo fase continua (pL/min)

Figura 33: Tamano de las gotas en funcién del flujo de la fase continua en el dispositivo
hidrofilico fijando el flujo de la fase continua en funcén del diametro del tubo de salida.
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Hidrofobo-T

350
—g— fgual pl/min
—e—Agua2 5 pl/min

200 Ag uLy
’E‘ —g— Aoua5 pL/min
[=}
= —a— Agua’.5 pL/min
g 250 Agua 10 uL/min
B
= .
& —g— Apual15 ul/min
E 200
R
=]
—
&
= 150
g
B —

100

50

10 30 50 70 90 110 130 150

Flujo fase continua (pL/min)

Figura 34: Variaciéon del tamanio de las gotas en funcion del flujo de la fase continua para una
emulsion de agua en aceite en configuracion Cross-Flow (T).

Hidrofobo-X

300 .
—e— Agua .5 pL/min
—a— Agua5 pl/min
’E‘ 250 —a— Agua’.5 pLfmin
=
\.j‘.z Agual0 plfmin
o
g 200 —a— Agua 15 pl/min
o
=]
=
2
= 150
[=]
e
=
9
=
= 100
50
20 40 60 80 100 120 140 160

Flujo fase continua (uL/min)

Figura 35: Variaciéon del tamano de las gotas en funcion del flujo de la fase continua para una
emulsion de agua en aceite en configuracion Flow-Focusing (X).
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—e—Agual plfmin 250 —e— Agual.5 pl/min

o
5
&

—e—Aceitel ul/min —e— Aceite 2.5 ul/min

&
&

230

Tamaifio microgotas (1m)
Tamafio (pm)
3
2

200

130 150

80 100
o 20 40 &0 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Flujo fase continua pL/Anin Flujo fase continua (uL/min)

(a) (b)

450 400

200 —e—Agua’s pl/min —e—Agua 10 pl/min

— — 350
= g —e— Aceite 10 pl/min
=350 g . =
@ —e— Aceite7 5 pl/min @ 300
= [l
° °
&py 300 &0
E 2 250
-8 B
g 250 =
S g
z% % 200
= 200 =
& &

150 150

100 100

o 20 ap 60 B0 100 120 140 160 0 50 100 150 200
Flujo fase continua (pL/min) Flujo fase confinua (uL/min)

(c) (d)

Figura 36: Tamano de las gotas en funciéon del flujo la fase continua fijando el de la dispersa.
Diferencias entre mismos flujos para viscosidades distintas en la fase dispersa.
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