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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

El presente trabajo consiste en la preparacion de superficies recubiertas
de nanofibras fotosensibles y monocomponentes, a partir de recombinameros
tipo elastina (ELRs), un material biocompatible, biodegradable, bioactivo, con
un comportamiento termosensible y capacidad de autoensamblado, disenado
mediante ingenieria genética.

Los ELRs son bioproducidos por crecimiento y fermentacion de la bacteria
Escherichia coli y modificados quimicamente como fenil azidas que aportan el
caracter fotosensible al polimero.

La técnica de electrohilado es utilizada para la produccién de nanofibras
monocomponente sobre superficies, imitando la elastina de la matriz
extracelular. El entrecruzamiento de las fibras se obtiene fotoquimicamente,
mediante irradiacion con luz UV, por reaccion entre los grupos fenil azido, lo
que genera grupos fenilazobenceno fotosensibles que hacen insoluble al
material.

Las estructuras fibrosas formadas tienen potenciales aplicaciones en
campos como la ingenieria de tejidos debido a su citocompatibilidad.

Palabras clave: recombinameros tipo elastina, fotosensibilidad, fenilazida,
electrohilado, nanofibras.
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ABSTRACT

This project involves preparing photosensitive nanofibers coated surfaces
from elastin like recombinamers (ELRs). This is a genetically engineered
material and it is characterized by being biocompatible, biodegradable,
bioactive, with a thermo sensitive behavior and the ability of self-assembly.

The ELRs are bioproduced for growth and bacterium Escherichia coli
fermentation, and chemically modified with phenyl azides which provide the
photosensitive character to polymers.

The electrospinning technique is used for producing monocomponent
nanofiber surfaces, mimicking the elastin of extracellular matrix. The fibers
crosslinking is photochemically obtained by irradiation with UV light. In this
process, phenyl azides reactto form the azobenzene groups, which are
photosensitive and insoluble in water.

The fibers structure formed has potential applications in fields such as
tissue engineering due to their cytocompatibility with cells.

Keywords: elastin like recombinamers, photosensitivity, phenyl azide,
electrospinning, nanofibers.
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3. OBIJETIVOS

El presente Trabajo Fin de Grado consiste en una parte de la
investigacion desarrollada por el grupo Bioforge, en la que se incluye el
diseno, la bioproduccion y la aplicacion de polimeros recombinantes tipo
elastina (ELRs) como materiales altamente biocompatibles de aplicacion en
areas como Biomedicina, Medicina Regenerativa o Nanotecnologia.

El objetivo principal del TFG se centra en la produccion y optimizacion,
mediante la técnica de electrohilado, de un entramado de nanofibras
entrecruzadas quimicamente, a partir de un sistema monocomponente, a
diferencia de lo que se habia realizado anteriormente, buscando imitar el
modelo y comportamiento de la matriz extracelular, formada por fibras de
elastina insolubles. Debido a la modificacion quimica con grupos fenil azido,
el entrecruzamiento quimico de las fibras se produce simplemente por
irradiacion con luz UV, dando lugar a grupos azobenceno que forman la red de
fibras insolubles.

El cultivo de células permite evaluar la citocompatibilidad de la red de
fibras poliméricas producida asi como el comportamiento y la capacidad de
respuesta simulando las condiciones de la matriz extracelular.

Estas superficies recubiertas de nanofibras poseen potenciales
aplicaciones en el campo de la Ingenieria de tejidos impulsadas por la
biocompatibilidad y el caracter termosensible y fotosensible del producto
utilizado.
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4. INTRODUCCION

4.1 BIOMATERIALES

Desde hace miles de anos los humanos han utilizado materiales para la
reparacion de partes del cuerpo. Los antiguos egipcios utilizaban hilos de lino
para cerrar heridas hace 4000 anos, mientras que los europeos utilizaban
hilos de sutura en la Edad Media. Aunque la utilizacion de materiales para
reparar el cuerpo antes de la medicina de la era moderna, no se limitaba solo
a las suturas. Los cirujanos Incas generalmente reparaban fracturas de
craneo con placas de oro, y los antiguos Mayas usaban las caracolas para
fabricar dientes artificiales, ver Figura 4.1 [1].

En el siglo XX comienza a trabajarse con aceros inoxidables, como
material resistente a la corrosion y adecuado para dispositivos ortopédicos.
Sin embargo, la llegada de los polimeros sintéticos al final del siglo XIX, ha
representado el crecimiento de una nueva ciencia, en la que rapidamente se
impusieron estos nuevos materiales industriales que poseian ciertas
caracteristicas biolégicas muy adecuadas [1, 2]. Por ejemplo, el
polimetilmetacrilato, acetato de celulosa han podido ser empleados, sin
necesidad de ser substancialmente redisenados, para usos médicos en tubos
de dialisis, injertos vasculares, corazones artificiales, odontologia, etc.

Figura 4.1 Fenicios, etruscos, chinos y aztecas empleaban el oro en cirugia dental
hace méas de 2000 anos. a) dientes de madera unidos por alambre de oro
(romanos), b) prétesis dental fenicia (500 a.C), c) prétesis dental etrusca (300 a.C).

No obstante, la mayoria de los intentos de usar materiales en el cuerpo
fueron mas bien al azar. Solamente durante el Gltimo siglo y medio los fisicos
y cientificos empezaron a examinar sistematicamente las interacciones entre
el cuerpo y los materiales [1].

A finales del siglo XIX y principios del siglo XX, se comenz6 a explorar y
estudiar las formas en las que el cuerpo reaccionaba ante los materiales
implantados. La principal conclusion de esos estudios fue que el cuerpo no
toleraba bien los materiales extranos. A partir de la Segunda Guerra Mundial
estudios formales y observaciones mas informales revelaron la existencia de
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ciertos materiales que si eran tolerados por el cuerpo. Los cientificos mas
innovadores rapidamente reconocieron el potencial de utilizar materiales
artificiales para tratar una gran variedad de problemas, desatando el gran
campo de biomateriales tal como lo conocemos hoy dia [1].

En la actualidad, mas de cincuenta millones de personas en todo el
mundo tienen implantado algln tipo de protesis y es un hecho bien conocido
en nuestra sociedad la utilidad y necesidad de todo tipo de implantes, siendo
relativamente frecuente que conozcamos algin caso de alguien que esté
utilizando algun dispositivo biomédico.

Utilizar biomateriales para reconstruir partes danadas del cuerpo humano
es una realidad, y para ello deben cumplir una serie de condiciones y
asegurar una determinada duracion. Por otra parte, tienen que aportar las
prestaciones especificas que requiera la aplicacion a la que vayan a ser
destinados. Hace poco tiempo, los biomateriales eran, esencialmente,
materiales industriales seleccionados con el criterio de que fueran capaces
de cumplir ciertos requisitos de aceptabilidad biolégica. Sin embargo, en la
actualidad, muchos de ellos son disenados, sintetizados y procesados con el
fin de tener una aplicacion en el campo médico.

Todos estos factores han impulsado un gran avance en el campo de los
biomateriales potenciando su investigacion. Si a esto se le anade la mejora
de las técnicas quirdrgicas, se puede entender el crecimiento acelerado en la
utilizacion de protesis, implantes y sistemas y dispositivos médicos que deben
trabajar en contacto con los tejidos corporales [3].

4.1.1 Definicion

Las mas recientes definiciones describen los biomateriales como
sustancias, que no son nutrientes o farmacos, y que estan incluidos en
sistemas terapéuticos o diagnoésticos, o como componentes de origen
bioldgico que no se relacionan con sus aplicaciones. La medicina y la cirugia
requieren de manera creciente de materiales ajenos al organismo con la
finalidad de encontrar un remedio, definitivo o temporal, al déficit de una
funcion fisiologica. Los biomateriales no son exclusivamente los dispositivos
destinados a ser implantados en el cuerpo humano sino también los que
estan en contacto con las mucosas, o destinados a tratar la sangre
incluyendo los sistemas que permiten la liberacion controlada de farmacos|[2].

Tales materiales poseen la capacidad de sustituir total o parcialmente las
funciones de un organismo vivo y, por lo tanto, deben cumplir el requisito
fundamental de la biocompatibilidad [3], es decir, no interactuar de forma
perjudicial con el organismo. El grado de biocompatibilidad de un material es
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funcién de su forma, estructura, composicion quimica, y de sus propiedades
fisicas, mecanicas, quimicas y eléctricas. Ademas, el grado de
biocompatibilidad depende de la localizacion en el organismo y del tipo de
aplicacion. Otro requisito muy importante de un biomaterial es su duracioén, es
decir la capacidad de mantener sus prestaciones exactamente durante el
tiempo necesario, ya sea en un implante provisional o definitivo [2].

En la actualidad se dispone de una variedad de materiales que realizan
satisfactoriamente las funciones biologicas en el cuerpo y los médicos
pueden usarlos con razonable confianza, y la funcion en los pacientes es
aceptable. Las complicaciones generadas por los dispositivos biomédicos, de
existir, son menores que las que surgen de las enfermedades originales.
Estos materiales pueden ser divididos en materiales metalicos, poliméricos,
ceramicos y materiales compuestos.

Los biomateriales poliméricos, ampliamente utilizados, deben su éxito a
las enormes posibilidades que presentan, tanto en variedad de compuestos
como en la posibilidad de fabricarlos de muy distintas formas con
caracteristicas bien determinadas y con facilidad de conformarlos en fibras,
tejidos, peliculas o blogues. Pueden ser tanto naturales como sintéticos y, en
cualquier caso, se pueden encontrar formulaciones bioestables, con caracter
permanente y particularmente Utiles para sustituir de forma parcial o total
tejidos u organos lesionados o destruidos, o biodegradables, con caracter
temporal y con una funcionalidad adecuada durante un tiempo limitado, el
necesario mientras el problema subsista [3].

4.1.2 Aplicaciones de los biomateriales

Existen aplicaciones de polimeros tanto en implantes quirdrgicos como en
membranas protectoras o en sistemas de dosificacion de farmacos. Tienen
particular importancia los cementos 6seos acrilicos que han encontrado
importantes campos de aplicacion, en particular, en odontologia vy
traumatologia, dadas las ventajas que presentan frente a otros cementos,
como son su facil aplicacion y su rapida polimerizacion. Sin embargo, por
desgracia, presentan desventajas, tales como el calor que se desprende
durante la polimerizacion que conduce en muchos casos a problemas de
toxicidad y a la contraccion que sufre una vez endurecido, lo que origina
movilidad de la prétesis fijada. Sin embargo, pese a estos problemas, su
utilizacion hoy por hoy es, practicamente, insustituible [3].

Los polimeros han sido ampliamente utilizados en medicina y
biotecnologia [4] como dispositivos quirlrgicos [5], implantes [6], sistemas de
administracion de farmacos, portadores de enzimas y células inmovilizadas
[7], biosensores, bioadhesivos, dispositivos oculares [8], materiales dentales
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[9], de modificacion de superficie [10], biosensores [11], componentes de las
pruebas de diagnoéstico [12], adhesivos tisulares [13] y materiales para
aplicaciones de ingenieria de tejidos y ortopedia [14]. Esta versatilidad
requiere la producciéon de polimeros preparados en diferentes estructuras,
composiciones y adecuadas propiedades fisicoquimicas, interfaciales vy
biomiméticas para satisfacer las aplicaciones especificas. Las principales
ventajas de los biomateriales poliméricos en comparacion con los materiales
metalicos o ceramicos radican en la facilidad de fabricacion para producirlos
en diferentes formas, tales como membranas, peliculas, fibras, geles,
sabanas, hidrogeles, capsulas, esferas, particulas y estructuras-3D
(andamios) (Figura 4.2) y la facilidad de biodegradabilidad, precio razonable y
la disponibilidad con propiedades mecanicas y fisicas deseadas [15].

S

R

Capsules Fibres
|
Microsphere Membranes
®& ) -
] Hydrogels

Porous Structures

Figura 4.2 Biopolimeros utilizados en aplicaciones biomédicas tales como
regeneracion de tejidos y sistemas de liberacion de farmacos.

Las propiedades requeridas de biomateriales poliméricos se recogen en

la Tabla 4.1.
Propiedad Descripcion
Biocompatibilidad No carcinogénesis, no pirogenicidad, no toxicidad, no alérgica
Biodegradabilidad Facil procesabilidad
Esterilizabilidad Autoclave, calor seco, gas de oxido de etileno, radiacién
Propiedades mecanicas y fisicas | Fuerza, resistencia, elasticidad, durabilidad
Fabricacion Produccion por moldeado, extrusion, formacion de fibras, laboreo.

Tabla 4.1 Propiedades requeridas en biomateriales poliméricos.

Los diversos materiales poliméricos y sus aplicaciones biomédicas
también se presentan en la Tabla 4.2. En aplicaciones biomédicas los
principales polimeros derivan de fuentes organicas naturales o sintéticas.

En los Ultimos anos, los avances de las tecnologias innovadoras en
ingenieria de tejidos, sistemas de medicina regenerativa, terapia génica y
administracion de farmacos han promovido la necesidad de nuevos
biomateriales biodegradables [15].
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APLICACIONES DESTACADAS

Acido poliglicélico (PGA)

Acido polilactico (PLA)

Copolimeros
Butadieno-Estireno (BS)
Copolimeros
Estireno-Acrilonitrilo(SAN)
Poliacrilonitrilo (PAN)
Policarbonato (PC)

Polietileno (PE, LDPE)

Politereftalato de etileno
(PET)
Polimetilmetacrilato
(PMMA)

Polipropileno (PP)

Politetrafluoroetileno
(PTFE)

Poliuretano (PURSs)

Cloruro de polivinilideno
(PVC)

Siliconas

Saturas y placas biodegradables, placas y clavos intra-
medulares.

Placas y clavos intra-medulares, placas de fracturas
biodegradables, liberacién de controlada de farmacos, etc.

Dispositivos de un solo uso, embalajes.

Componentes de hemodialisis, aspiradores de sangre.

Membranas de hemodialisis.

Membranas de oxigenadores y hemodialisis.

Films, embalajes, catéteres, tubos de conexion, liberacion
controlada de farmacos.

Protesis vasculares, anillos de sutura, suturas, etc.

Cemento 6seo, membranas de hemodialisis, lentes de
contacto e intraoculares, material dentario.

Embalajes estériles, jeringas, conectores, membranas de
oxigenadores, hilos de sutura, asas de soporte, etc.

Prétesis vascular, componentes de valvulas, revestimientos,
ligamentos artificiales, etc.

Catéteres, canulas, tubos endotraqueales, protesis valvulares,
dispositivos de asistencia cardiaca, bolsas ventriculares,
revestimientos hemocompatibles, etc.

Bolsas para la sangre, tubos endotraqueales, guantes,
catéteres, dispositivos de un solo uso.

Catéteres, drenajes, membranas, piel artificial, implantes de
cirugia plastica, protesis vasculares y traqueales,
revestimientos, infusorios, componentes de valvulas.

Tabla 4.2 Materiales poliméricos en el campo médico y sus las aplicaciones [2].

4.2 BIOPOLIMEROS TIPO ELASTINA

La elastina natural consiste en una proteina estructural elastica e
insoluble del tejido conjuntivo. Se encuentra presente en las zonas donde se
requiere elasticidad y resiliencia tales como arterias, ligamentos, tendones,
pulmones, piel y cartilago elastico [16].

La elastina posee varias caracteristicas extraordinarias, como la habilidad
de sufrir una gran deformacion sin romperse y la recuperacion posterior de la
disposicion original cuando el esfuerzo ha terminado, ademas de una gran
resistencia a la fatiga [17, 18]. El origen de esa habilidad reside en su
estructura, formada por secuencias recurrentes como las VPG, VPGVG, VPGG,
VGVAPG, GVGVP, IPGVG [18-20]; siendo V=Valina, P=Prolina, G=Glicina,
A=Alanina e |=Isoleucina (ver apartado 11.2 Codigo de aminoacidos).
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El comportamiento quiza mas sorprendente de esta proteina, ha sido
descubierto en un fragmento de la a-elastina. Segln las investigaciones
originales del grupo D. W. Urry [21], la a-elastina, en disolucion acuosa
experimenta una transicion de un estado desordenado a un estado ordenado,
en el que las moléculas son capaces de agregarse formando una fase densay
pegajosa. Lo curioso de la transicion desorden-orden, es que se da cuando la
temperatura de la disolucién aumenta, por lo que es un comportamiento en
contra de la tendencia habitual de los sistemas fisicos, en los que el orden
aumenta a temperaturas decrecientes debido a que la agitaciéon térmica no
vence las fuerzas inter-intramoleculares que llevan al material a una
disposicion regular [22].

4.2.1 Definicion y caracteristicas fundamentales (ELPs)

Los polimeros tipo elastina (ELPs) son un nuevo tipo de polimeros
proteicos. Todos ellos estan basados en la recurrencia de los motivos que son
considerados “bloques de construccion” en la elastina natural [22].

La composicion mas comun es poli(VPGXG), en el que X representa un
aminoacido natural a excepcion de la prolina. En funcion de ese aminoacido,
el polimero tendra unas propiedades fisico-quimica u otras [23]. La gran
mayoria de los ELPs sintéticos descritos en la bibliografia han sido
sintetizados a partir de modificaciones seleccionadas de ese pentamero o sus
permutaciones, sustituyendo uno o mas aminoacidos del pentamero original
por otros naturales o modificados.

El desarrollo de tecnologias de ADN recombinante molecular ha permitido
el diseno y la manufactura de materiales explotando las habilidades de las
proteinas naturales [24]. Asi, se hace posible el control total de la secuencia
de los polimeros permitiendo disenar de forma muy precisa las
funcionalidades finales del biomaterial. Estos polimeros sintetizados
mediante técnicas de Ingenieria genética son denominados entonces como
recombinameros tipo elastina, ELRs, reemplazando la nomenclatura
convencional de ELPs [25].

Los ELRs ademas de las propiedades especificas proporcionadas
mediante el diseno genético y modificaciones quimicas posteriores, poseen
las caracteristicas extraordinarias de la elastina, como son: biocompatibilidad,
biodegradabilidad, capacidad de autoensamblado y bioactividad; son capaces
de sustituir y regenerar un tejido danado; y se adaptan, remodelan y degradan
como la elastina natural. Asimismo, estos polimeros presentan una
naturaleza inteligente al tener la capacidad de respuesta ante estimulos
como la temperatura, el pH o la radiacion luminosa [22, 25, 26].
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Todos los ELPs funcionales muestran la denominada Temperatura de
Transicion Inversa (TTI). Esto es un comportamiento de transicion de fase, en
medio acuoso, en funcion de la temperatura, (Figura 4.3):

- Por debajo de la TTl, las cadenas poliméricas se encuentran en estado de
desorden conformacional, en el que la cadena esta extendida con
disposicion al azar. El polimero es soluble y da lugar a disoluciones
transparentes debido a la hidratacion hidréfoba.

- Al aumentar la temperatura de la disolucidbn por encima de la TTI, el
polimero sufre un cambio de estado, se pliega y ensambla adoptando una
disposicion ordenada, regular y no aleatoria conocida como espiral B. En
este estado, el polimero comenzara a formar agregados, que precipitaran
de la disolucion y causaran un abrupto aumento de la turbidez del
sistema [22].

AGUA TIPO CLATRATO

5

=
B
4% Baja Temperatura

Figura 4.3 Esquema de la transicion térmica de los polimeros tipo elastina: a bajas
T@ estructura tipo clatrato de las moléculas del agua alrededor de restos apolares, y
a temperaturas elevadas, repliegue en horquilla B (VPGVG pentapéptidos)

Es remarcable el hecho que aumentando la temperatura los ELRs sean
cada vez mas ordenados, mientras que el resto de proteinas tienden al
desplegamiento y desnaturalizacion [18, 27]. La temperatura de transicion en
los polimeros tipo elastina, suele ser cercana a la temperatura ambiente o
fisiologica, y esta determinada por parametros fisicos y quimicos. Estos
factores se pueden clasificar en:

- Factores Intrinsecos: Efectos de las sales disueltas, efectos de la presion,
efectos de los solutos tipo organicos (incluyendo detergentes idnicos o
neutros).

- Factores Extrinsecos: Concentracion de la disolucion, secuencia de
aminoacidos del ELR, longitud de cadena, variacion de pH, cambios en el
grado de ionizacion de las cadenas laterales.
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4.2.2 Aplicaciones de los polimeros tipo Elastina

Los ELRs obtenidos a partir de las tecnologias de ADN recombinante
permiten un control muy preciso de la composicion de aminoacidos. Esta
tecnologia abre la posibilidad del diseno de recombinantes con propiedades
especificas para una determinada aplicacion. El grado de control y la
complejidad alcanzada por ingenieria genética es claramente superior a la
conseguida por sintesis quimica convencional [28].

Esta versatilidad de diseno, junto con su alta biocompatibilidad,
bioactividad y comportamiento auto-ensamblaje [29], hace de los ELRs
materiales inigualables para los estudios en el campo biomédico. Como
resultado, los ELRs se han utilizado en una amplia variedad de aplicaciones,
tales como ingenieria de tejidos [30], liberacion de farmacos [31] e imagen
médica [32]. También se han aplicado en el campo de la nanotecnologia
debido a la gama de construcciones nanoestructuradas, tales como
nanofibras [33], nanoparticulas [34], peliculas, micelas, agregados o
superficies biofuncionalizadas [27] que se pueden formar a partir de ellos, ver
Figura 4.4.

LbL films

Thin films é Hybrid films

Ny

» [(-®y
(Nano) fibers
Lt

Il
= 5 g P 4
Microstructured o 3 ,Jff,, Y (iﬂ-
surfaces ;‘JE S %‘ o Aggregates

RS

Figura 4.4 Resumen de las diferentes estructuras que pueden sintetizarse con los
sistemas ELR para aplicaciones biomédicas [35].

En el presente TFG se desarrolla la técnica de sintesis de nanofibras a
partir de los recombinameros tipo elastina.

Entre las aplicaciones no biomédicas que se estan desarrollando, el
concepto de liberacion de sustancias desde reservorios realizados con estos
materiales, se expande a la dosificacion controlada de pesticidas. En el area
de la robédtica estos materiales tienen comportamiento simultaneo de
sensores y actuadores. También presentan importantes propiedades como
elementos nanotecnolégicos, debido a su capacidad de autoorganizacion
espontanea en nanoparticulas inteligentes cuando la temperatura excede el

26



Pt ‘1{(
4. Introduccion G5S

ESCUELA DE INGENIERIAS . R y
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

valor de TTl. Ademas, la matriz elastica, siendo predominantemente de
naturaleza elastica entrépica, tiene una durabilidad extraordinaria [36].

4.3 HIDROGELES

4.3.1 Definicién y caracteristicas

El término de hidrogel se utiliza para describir las estructuras de redes
poliméricas entrecruzadas, obtenidos a partir de polimeros naturales y/o
sintéticos, capaces de absorber y retener grandes cantidades de agua. La
estructura de hidrogel es creada por los grupos 0 dominios presentes en una
red polimérica que son hidratados en medio acuoso [37, 38].

Ultimamente se han desarrollado un gran nimero de hidrogeles que
difieren en estructura, composicién y propiedades con aplicaciones médicas
como lentes de contacto, biosensores, revestimiento para implantes
artificiales y dispositivos de administracion de farmacos [39].

La gelificacion es el mecanismo de formacion de estas redes en lo
referente a la formacion de enlaces entre las cadenas macromoleculares, por
lo que se conduce a la progresiva ramificacion de los polimeros, dependiendo
de la estructura y conformacion del material de partida.

Asi la mezcla del polimero ramificado soluble polidispersa se denomina
“sol”. El proceso de entrecruzamiento tiene como resultado un aumento del
tamano del polimero ramificado, que conlleva una disminucion de la
solubilidad. Esta forma del polimero se denomina “gel” o “red” y se compone
de polimeros ramificados finitos. La transicion entre ambos estados se
denomina transicion sol-gel o gelificacion, conociéndose el punto critico en el
que aparece el gel por primera vez como “punto de gel”.

Los diferentes tipos de mecanismo de gelificacion se resumen en la
Figura 4.5. La gelificacion puede tener lugar ya sea por conexion fisica o por
enlace quimico. Los geles fisicos se subdividen en geles fuertes y débiles,
donde los primeros son aquellos con fuertes enlaces fisicos entre las cadenas
poliméricas, siendo permanentes en un conjunto de condiciones
experimentales. Algunos ejemplos son los nddulos vidriosos, microcristales
laminares o hélices dobles y triples. Sin embargo los geles fisicos débiles se
caracterizan por formar enlaces reversibles formados a partir de asociaciones
temporales entre las cadenas, algunos de los ejemplos son enlaces de
hidrégeno, asociaciones ionicas e hidrofébicas, micelas de copolimeros, etc
[37].
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Figura 4.5 Clasificacion de los tipos de gelificacion [37].

En cuanto a la gelificacion quimica se distinguen los procesos de
condensacion, adicion y entrecruzamiento en general. Este tipo de gelificacion
conlleva enlaces quimicos covalentes fuertes y estables entre las cadenas. Se
alcanza un estado de equilibrio del hinchamiento que depende del parametro
de interaccion polimero-agua y la densidad de entrecruzamiento [37].

La capacidad de retencion de agua y la permeabilidad son los rasgos
caracteristicos mas importantes de un hidrogel. Los grupos hidrofilos polares
son los primeros en hidratarse en el contacto con el agua, exponiendo a los
grupos hidréfobos a interactuar también con las moléculas de agua.
Adicionalmente se absorbe agua debido a la fuerza osmética impulsora de las
cadenas de la red hacia dilucién infinita. Se alcanza entonces un equilibrio de
hinchamiento.

Dependiendo de la naturaleza y composicion del hidrogel, si el
entrecruzamiento es degradable, se puede producir la desintegracion y/o
disolucion del hidrogel. Los hidrogeles biodegradables, que contienen enlaces
labiles, son importantes en aplicaciones de ingenieria de tejidos, cicatrizacion
de heridas y administracion de farmacos. Esos enlaces pueden romperse en
condiciones fisiolégicas, ya sea enzimaticamente o quimicamente, casi
siempre por hidrélisis.

La biocompatibilidad con el sistema inmune es la tercera propiedad mas
caracteristica requerida en un hidrogel. Generalmente, poseen una buena
biocompatibilidad debido a que su superficie hidrofila tiene una energia
interfacial baja cuando esta en contacto con los fluidos corporales, lo que
resulta en una baja tendencia de proteinas y células a adherirse a estas
superficies. Ademas, la naturaleza suave y elastica de los hidrogeles minimiza
la irritacion al tejido circundante.

28



Pt ‘1{(
4. Introduccion G5S

ESCUELA DE INGENIERIAS . R y
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

El entrecruzamiento entre las diferentes cadenas del polimero tiene como
resultado un comportamiento viscoelastico y en ocasiones puramente
elastico, proporcionando al gel elasticidad y consistencia. Ademas, debido al
importante contenido en agua poseen un grado de flexibilidad similar al tejido
natural. Es posible cambiar la quimica del hidrogel mediante el control de su
polaridad, propiedades de superficie, propiedades mecanicas vy
comportamiento de hinchamiento [37].

Existen también hidrogeles con sensibilidad y capacidad de respuesta
ante los estimulos del entorno como la temperatura, la luz, el pH y la
presencia de electrolitos. Son similares a los hidrogeles convencionales, salvo
que pueden exhibir cambios significativos de volumen en respuesta a
pequenos cambios en esos factores [37].

4.3.2 Hidrogeles Fotosensibles

Los hidrogeles sintetizados en el presente TFG  seran
(I) fotopolimerizados, puesto que se llevara a cabo la reaccion de
entrecruzamiento quimico por irradiacion de luz UV-Vis, debido a la presencia
en los biopolimeros de grupos fotoiniciadores, y a su vez seran (Il
fotosensibles, ya que una vez sintetizados tendran comportamiento diferente
frente a la luz y la oscuridad.

(I) Obtencion fotopolimérica de los hidrogeles:

Los hidrogeles se obtienen a partir de la incorporacion, en las cadenas
poliméricas, de grupos fotocromicos, capaces de cambiar entre dos 0 mas
estados electronicos al ser irradiados por luz de una longitud de onda
especifica.

Asi, estos hidrogeles se pueden fotopolimerizar in vivo e in vitro mediante
la interaccion de la luz visible o UV con los compuestos sensibles a la luz,
denominados fotoiniciadores, generando radicales libres. De esta forma, se
convierte un monémero o macrémero en un hidrogel entrecruzado via
fotopolimerizacion de una forma rapida y controlada bajo condiciones
ambiente o fisiolégicas [39].

La fotopolimerizacion tiene varias ventajas sobre los métodos de
polimerizacién convencional. Estos incluyen un control espacial y temporal de
la polimerizacion, velocidades rapidas a temperatura ambiente o fisiolégica y
la minima produccion de calor. Una de las principales ventajas es que pueden
ser creados in situ a partir de precursores acuosos utilizando
fotopolimerizaciéon de una manera minimamente invasiva.
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La fabricacion de polimeros in situ es atractivo en una gran variedad de
aplicaciones biomédicas, puesto que se producen formas complejas que se
adhieren y ajustan a las estructuras de tejidos [39].

Los agentes y reactivos entrecruzantes que contienen grupos funcionales
de aril azidas, o diaziridinas son capaces de reaccionar formando enlaces
covalentes con otras moléculas cuando son activados por la luz ultravioleta.
Las propiedades no especificas y activables de esta clase de reactivos les
hace particularmente Utiles para muchas aplicaciones de investigacion,
incluyendo estudios de interacciones de las proteinas, aislamiento de
proteinas de la superficie celular, etc. Existen varias formas especificas de
compuestos aril azida, ver Figura 4.6, cuyo mecanismo de la reaccion general
es el mismo, pero difieren ligeramente en la estabilidad, eficiencia vy

absorbancia [40].
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Figura 4.6 Formas de aril azida y otros grupos reactivos usados en el
entrecruzamiento fotoreactivo.

Cuando un grupo aril azida es expuesto a la luz UV, da lugar a la
formacion casi instantanea de grupos nitreno. Este grupo puede iniciar
reacciones de adicion con dobles enlaces, atacando sobre los sitios C-H y N-H,
o dar lugar a la expansion del anillo para reaccionar como nucledéfilo con
aminas primarias. Este Ultimo camino de reaccion domina cuando hay aminas
primarias presentes en la muestra [40].

En este TFG trabajaremos con polimeros modificados con el grupo fenil
azido por lo que se introduce brevemente su forma de reaccionar.



e %)
a0
4. Introduccion G

ESCUELA DE INGENIERIAS = = >
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

La mecanica en detalle de la descomposicion del grupo fenil azido es
compleja y ha sido estudiada extensamente por muchas técnicas. A partir de
la fotolisis del grupo fenil azido se obtienen muchos reactivos intermedios,
siendo el intermediario clave el reactivo fenil nitreno, ver Figura 4.7 [41].
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Figura 4.7 Esquema de la fotolisis de fenil azida y los derivados del fenil nitreno.

Tras generar el fenil nitreno, dependiendo de las condiciones de reaccion
puede tomar diferentes rutas para liberar su energia, ver Figura 4.8 [42].

Los nitrenos estan involucrados en muchas transformaciones utiles en
sintesis organica, por lo que han atraido el interés de un diverso grupo de
cientificos. Los investigadores en fisicoquimica organica buscan entender el
papel de estos intermediarios en las reacciones. Los quimicos de materiales
buscan enlazar sondas a la superficie de diversos polimeros a través de
reacciones con nitrenos. Los bioquimicos utilizan los grupos azido (-N3) como
ligantes de macromoléculas bioldgicas, a través de la fotdlisis de un complejo
azida-biomolécula, lo cual puede generar un enlace covalente del ligando
hacia la biomolécula. Esta técnica, creada por Singh y colaboradores, con
carbenos, y mas tarde por Knowles y Bayley, con nitrenos, es actualmente
conocida como marcado por fotoafinidad [42].
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Figura 4.8 Esquema de las diferentes reacciones que puede llevar a cabo a partir
del fenilnitreno, tales como abstracciéon de un atomo de hidrégeno (A), dimerizacion
(B), insercion (C), reacciones de reordenamiento (D) y adicion (E) [42].
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(I) Fotosensibilidad del hidrogel:

Los hidrogeles sintetizados en el presente TFG seran fotosensibles debido
al comportamiento del grupo funcional afenilzobenceno. Este presenta dos
isdmeros geométricos diferentes: el isdmero trans, con forma alargada, y el
isdbmero cis, con forma curvada, representados en la Figura 4.9, que pueden
convertirse entre ellos de manera reversible [43].

4N, = Luz (b)) g o
\ . / ¥ / b Y —— \ //’ N
: N_\ /" Luz (&) 6 térmico \\\ =
| R : !
9.0A 55A

Figura 4.9 Fotoisomerizacion del fenilazobenceno, isémero Trans (izquierda),
isdbmero Cis (derecha).

La isomerizaciéon puede ser inducida con luz en el rango UV-Vis en ambas
direcciones, de trans a cis (A1) y de cis a trans (A2), mientras que el isdbmero cis
también puede regresar al estado trans, que es el isomero
termodinamicamente mas estable, a través de una relajacion térmica, Figura
4.9. Este proceso lleva asociadas modificaciones en el espectro de absorcion
Optica, asi como en la estructura de cada isomero, lo que se refleja en el
cambio de las dimensiones geométricas y en el momento dipolar de la
molécula [44].

4.3.3 Aplicaciones de los hidrogeles

Los hidrogeles fotopolimerizados estan siendo investigados para un gran
nimero de aplicaciones biomédicas, entre las que se incluyen la prevencion
de trombosis [45], la formacion de adhesiones post-operatorio [46], liberacion
de farmacos [47], revestimientos para biosensores [48] y para el trasplante
de células [49]. [39]

En el campo de la ingenieria de tejidos, destacan las funciones de:

- Hidrogeles como barrera: para mejorar la respuesta de curacion ante la
lesion de tejidos [45]. Se incluyen en la prevencion de la trombosis y
reestenosis después de una lesion vascular y la formacion de
adherencias post-operatorio. Consisten en barreras altamente resistentes
a la adsorcion y difusion de proteinas asi como a la adhesion celular [39].

- Sistemas de liberacion de farmacos: para entrega localizada de farmacos
[50], los hidrogeles son utilizados como vehiculos de éstos debido a su
compatibilidad con farmacos hidrofilicos y macromoleculares como
proteinas u oligonucleétidos, su buena biocompatibilidad, y la facilidad de
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regulacion de la liberacion de las sustancias controlando el hinchamiento,
la densidad de entrecruzamiento, y la degradacion. Se utilizan, entre
otros objetivos, para la entrega local de diversos agentes para prevenir la
formacion de adherencias post-operatorio actuando de forma sinérgica
con el efecto de barrera [39].

- Hidrogeles para encapsulacion de células: para el trasplante de células,
debido a que los hidrogeles proporcionan inmunoaislamiento, pero
permitiendo la facil difusibn de oxigeno, nutrientes y productos
metabdlicos [39, 51].

- Estructuras para rellenar espacios: hidrogeles utilizados para mantener
un volumen deseado y la integridad estructural durante un tiempo
requerido. Utilizados por ejemplo en tratamientos de incontinencia
urinaria y reflujo vesicoureteral, y son necesarios en cirugia plastica y
reconstructiva [52]. También han encontrado gran utilidad en la
prevencion de adherencias post-operatorias [53] y pueden funcionar
como adhesivos biolégicos para tejidos blandos [54].

- Materiales estructurales (ECM): debido a las propiedades mecanicas que
se pueden conseguir en los hidrogeles, estos pueden ser adaptados para
coincidir con muchos tejidos blandos, sirviendo de soporte, para el
desarrollo o la regeneracion de los tejidos, como por ejemplo la
regeneracion de los cartilagos [55] o el crecimiento celular vascular [39].

4.4 ELECTROHILADO

4.4.1 Historia electrohilado

La técnica de electrohilado es una técnica antigua, siendo contemplada
por primera vez por Rayleigh [56] en 1897 y por Zeleny [57] en 1914 y
patentada por autores como Cooley, Morton y Formhals [58]. Precisamente,
éste Ultimo en 1934 logro describir de forma explicita el proceso, para ello
trabajé en su primera patente con acetato de celulosa para producir hilos
textiles, mientras que en la segunda ensambl6 un nuevo sistema con un
mayor control de la distancia entre el capilar y el colector, con el cual redujo
considerablemente los inconvenientes de sus primeras investigaciones.

Vonnegut y Newbauer en 1952, inventaron un simple aparato para la
atomizacion eléctrica y la produccion de corrientes de gotas altamente
electrificadas y uniformes de aproximadamente 0.1 mm de diametro [59].
Después de ellos, Drozin en 1955, investigd la dispersion de una serie de
liquidos en aerosoles bajo altos potenciales eléctricos [60] y Simons en 1966,
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patentd un aparato de produccion de telas no tejidas ultrafinas y con
diferentes patrones utilizando el electrohilado [61]. En 1971, Baumgarten
construyd un aparato para producir fibras acrilicas con diametros en el rango
de 0.05-1.1 um [62].

A partir de los anos 80 y especialmente en la época mas reciente, la
técnica de electrohilado se ha convertido en un proceso muy atractivo debido
al creciente interés en la nanotecnologia y gracias a la habilidad de
transformar un amplio rango de materiales en forma de nanofibras vy
estructuras fibrosas a bajo costo y con relativa simplicidad [63] [56].

4.4.2 Descripcion, caracteristicas.

Electrohilado es una técnica de hilado, que aprovecha la utilizacion de
fuerzas electrostaticas para producir fibras finas a partir de disoluciones de
polimeros. De esta manera las fibras producidas tienen un diametro mas
pequeno, del orden de micro-nanémetros, y un area superficial mayor que las
obtenidas a partir de procesos de hilado convencionales.

Para generar este proceso de electrohilado se requiere un voltaje de
corriente directa en un rango de varias decenas de kV, basandose en el
principio de que las fuerzas eléctricas repulsivas aplicadas superan a las
fuerzas mas débiles de tension superficial en el liquido polimérico cargado
[64].

Actualmente existen dos configuraciones de electrohilado estandar,
posicion vertical y horizontal. En el montaje en horizontal se evita la
contaminacion de la muestra por el goteo de la disolucion sin electrohilar,
mientras que en el montaje vertical, la gravedad a su vez es una fuerza que
ayuda al campo eléctrico en el avance de la disolucion. La expansion de esta
tecnologia ha llevado a diferentes grupos de investigacion a desarrollar
sistemas capaces de fabricar nanofibras con estructuras cada vez mas
complejas de formas mas eficientes y controladas [65].

Normalmente, el electrohilado es llevado a cabo a temperatura ambiente,
bajo condiciones atmosféricas. EI montaje caracteristico del aparato en
conjunto se muestra en la Figura 4.10.
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Figura 4.10 Esquema de montaje y componentes necesarios para electrohilado.

Basicamente, un sistema de electrohilado consta de tres componentes
principales, una fuente de alimentacion de alta tension, un colector (placa de
metal, aluminio, ITO, etc.) y una jeringa con su aguja correspondiente. Se
utiliza la fuente de alto voltaje para cargar con una cierta polaridad la
disolucioén polimérica, la cual es posteriormente acelerada hacia el colector de
polaridad opuesta [66].

Los polimeros son disueltos en un solvente volatil antes del electrohilado
formando la disolucién polimérica que se introduce en el tubo capilar.

En el proceso de electrohilado, la salida de la disolucion depende de su
tension superficial en el final del tubo capilar. Por tanto, se somete a un
campo eléctrico que induce una carga eléctrica en la superficie del liquido.
Cuando el campo eléctrico aplicado alcanza un valor critico, las fuerzas
eléctricas de repulsion superan a las fuerzas de tension superficial del liquido.

Finalmente, un hilo cargado de la disolucion, es expulsado por la punta
del cono de Taylor, Figura 4.11, como una rapida sacudida inestable que
ocurre entre la punta del capilar y el colector, lo que permite la evaporacion
del disolvente, obteniendo Gnicamente una fibra de polimero. Es por ello que
el proceso de electrohilado ofrece una técnica simplificada para la formacion
de fibras [56].

El cono de Taylor es una forma estable de la suspension de la disolucion
polimérica en la punta de la aguja. Esta surge como resultado del equilibrio
entre las fuerzas eléctricas aplicadas y la tension superficial en los casos de
liguidos no viscosos, newtonianos Yy viscoelasticos. Entonces, el cuerpo
liquido adquiere una forma cénica (Figura 4.11) que se refiere como cono de
Taylor, y tiene un angulo medio de 49.3 °. El cono cambia de forma a medida
que se modifica el potencial, partiendo de una gota con bajos potenciales
hasta la forma coOnica bien definida en los potenciales mayores [67].
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Figura 4.11 Forma teobrica, ideal, del cono de Taylor para la eyeccion de fibras.

4.4.3 Parametros generales

Los parametros que influyen en la técnica de electrohilado se pueden
clasificar dentro de cuatro grupos:

1- Parametros del polimero

2- Parametros de la disolucion

3- Parametros del proceso

4- Parametros de laboratorio o ambientales

Los parametros considerados en cada grupo, son aquellos que tienen un
papel importante en morfologia, diametro y longitud de las nanofibras
obtenidas. Las propiedades del polimero analizadas son el peso molecular y
la solubilidad. Los parametros de la disoluciéon estudiados son concentracion,
viscosidad, conductividad y tension superficial. Los factores del proceso
considerados son la velocidad de flujo, el voltaje, el diametro de la aguja y la
distancia entre la punta y el colector. Por ultimo, los factores ambientales son
la temperatura, la humedad y la presion atmosférica [68].

4.4.3.1 Parametros del polimero

Peso Molecular

El peso molecular del polimero tiene un efecto importante en la
morfologia de las fibras obtenidas asi como en sus propiedades reolégicas y
eléctricas tales como viscosidad, tensién superficial, conductividad y fuerza
dieléctrica [56]. En general, se utilizan polimeros de altos pesos moleculares
ya que proveen la viscosidad necesaria para la formacion de fibras. Segln
estudios realizados por diferentes investigadores, disminuyendo el peso
molecular del polimero se tiende a la formacion de cuentas mientras que
incrementandolo se obtienen fibras largas y se disminuye la concentracion
minima requerida para su formacion [69]. Un mayor aumento el peso
molecular, se consiguen micro-cintas con un diametro medio mayor, ver
Figura 4.12. [70, 71].

36



@ 4. Introduccion

ESCUELA DE INGENIERIAS = S
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

Sin embargo, el peso molecular no es esencial si existen interacciones
intermoleculares suficientes para sustituir la conectividad intercadena [70].

4.4.3.2 Parametros de la disoluciéon

Concentracion

La concentracion es uno de los parametros determinantes del tamano y
morfologia de las fibras 'y se requiere siempre un valor para que se produzcan
los entrecruzamientos [56]. Sin embargo, la disolucion no puede ser
demasiado diluida o concentrada puesto que la concentracion de la
disolucion influye tanto en la viscosidad como en la tension superficial,
variables muy importantes. Entonces, con disoluciones muy diluidas la fibra
se divide en gotas y cuentas antes de llegar al colector debido al dominio de
la tension superficial sobre la baja viscosidad. Al ir aumentando el valor de la
concentracion, Figura 4.13, y por tanto la viscosidad, los grumos van
adquiriendo forma de fibras alargadas cada vez mas regulares, uniformes y
de mayor diametro, hasta concentraciones muy elevadas en las que los lazos
obtenidos no son continuos debido a la incapacidad de mantener el flujo por
una altisima viscosidad dentro del capilar [69, 70, 72].

CONCENTRACION

Figura 4.13 Imagenes SEM de la evolucion del producto obtenido por electrohilado
a diferentes concentraciones.

Viscosidad

La viscosidad de la disolucion es un aspecto clave en la determinacion de
la morfologia de la fibra. Se ha demostrado que fibras finas y continuas no
pueden ser obtenidas con baja viscosidad debido a que la tension superficial
es el factor dominante y conlleva la formaciéon de cuentas, mientras que
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niveles muy elevados de viscosidad hacen muy dificil la eyeccion de fibras por
la aguja. Un aumento de la viscosidad de la disolucion origina un mayor y mas
uniforme diametro de fibra. Por tanto, se requiere una viscosidad adecuada
para el proceso de electrohilado que generalmente puede ser modificada
ajustando la concentraciéon polimérica. Es importante remarcar que
viscosidad, concentracion y peso molecular estan directamente relacionados
los unos con los otros a lo largo del proceso [56, 70].

Conductividad

La conductividad de una disolucién esta principalmente determinada por
el tipo de polimero, el tipo de disolvente y las sales [70]. Una mayor
conductividad del disolvente implica una mayor fuerza eléctrica para el
estiramiento del chorro, lo que promueve una reduccion del diametro de fibra.
Se descubrid6 que un aumento en la conductividad de la disolucion o su
densidad de carga, conlleva a la produccion de fibras uniformes con poca
presencia de cuentas. Asi, soluciones con una conductividad alta tendran
mayor capacidad de transportar las cargas de la disolucidon que aquellas con
baja conductividad [56].

En definitiva, se observo la disminucion en el diametro de las fibras al
aumentar la conductividad, mientras que al disminuirla el alargamiento del
chorro es insuficiente impidiendo la produccion de fibras uniformes [69, 72].

Tension superficial

La tension superficial es funcion de la composicion del disolvente en la
disolucién, y se trata de un factor importante en electrohilado. Los
investigadores Doshi y Reneker [73] descubrieron que reduciendo la tension
de la disolucion, las fibras con cuentas se convierten en fibras finas, ver
Figura 4.14. La tension superficial intenta reducir el area por unidad de masa,
cambiando los chorros por esferas. Por ello, se aplica un voltaje elevado que
se oponga a la tension superficial, y produzca un aumento de la superficie
favoreciendo la formacion de chorros delgados. Con ello se consigue
establecer un rango determinado de operacion en el caso de mantener el
resto de factores constantes [72].

Ademas demostraron que la tension superficial y la viscosidad de una
disolucion pueden ser ajustadas cambiando la relacion en la mezcla de
disolventes [69, 70].
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Figura 4.14 Imagenes de TEM de nanofibras de PVP en diferentes disolventes con
distintas tensiones superficiales.

Disolvente

Varios investigadores han estudiado el efecto en la morfologia, estructura
y propiedades mecanicas y térmicas de disolventes con diferentes
propiedades como cloroformo, etanol, dimetilformamida, mezcla de acido
trifluoroacético y diclorometano, agua y trifluoroetanol [56].

La morfologia y el tamano de las nanofibras dependen fuertemente de las
propiedades de la disolucion, Figura 4.15. Es importante la seleccion de un
disolvente con tension superficial baja, ya que como se ha detallado
anteriormente, reduce la presencia de cuentas y favorece la obtencion de
fibras. Ademas, una alta volatilidad del disolvente favorece su evaporacion
por el campo eléctrico, evitando la contaminacion del colector. La
interrelacion de todos los parametros debe ser analizada a la hora de
seleccionar el disolvente, o la mezcla, que mas interesa para trabajar [56].

Solvents Surface tension  Dielectric  Boiling point  Density
(mN/m) constant (*C) (g/ml)
Chloroform 265 48 61.6 1498
Dimethyl formamide 37.1 383 153 0994
Hexafluoro isopropanol  16.1 16.70 58.2 1.596
Tetrahydrofuran 264 75 66 0.886
Trifluoro ethanol 21.1 27 78 1.393
Acetone 2520 21 56.1 0.786
Water 728 80 100 1.000
Methanol 223 33 64.5 0.791
Acetic acid 269 6.2 118.1 1.049
Formic add 37 58 100 1.21
Dichloro methane 272 9.1 40 1.326
Ethanol 219 24 78.3 0.789
Tri fluoro acetic acid 135 84 724 1.525

Figura 4.15 Propiedades de diferentes disolventes utilizados en electrohilado.

En el presente TFG se utilizara como disolvente el trifluoroetanol (TFE),
debido a su baja tension superficial (26.4 mN/m). Inicialmente se pensoé
utilizar agua milliQ como disolvente, pero en las primeras pruebas realizadas
se descartd debido a su elevada tension superficial (72.8 mN/m) y a la
humedad de las condiciones de trabajo. Esa humedad es debida a la
condicion necesaria de trabajar en camara fria, a 4°C, como consecuencia de
que los biopolimeros s6lo permanecen disueltos en medio acuoso por debajo
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de su temperatura de transicion inversa, y ésta suele ser menor que la
temperatura ambiente.

4.4.3.3 Parametros del proceso

Velocidad de flujo

Los estudios realizados acerca de la relacion entre la velocidad de flujo
de alimentacion y la morfologia y tamano de las fibras, generalmente, se
encontraron con que utilizando flujos bajos se obtenian fibras con diametros
menores, por lo que se considera lo recomendado. Asimismo, cuando la
velocidad de flujo es demasiado alta, se obtiene como resultado fibras de
diametro muy grueso y un aumento considerable de los defectos, debido a
que no puede evaporarse el disolvente antes de llegar al colector [69, 70].

Por tanto, debe ser mantenido un minimo valor del volumen de salida de
disolucidon para obtener un cono de Taylor estable y a su vez este flujo debe
ser lo suficientemente bajo para permitir la evaporacion del disolvente [72].

Voltaje

Solamente aplicando un voltaje superior a un umbral es posible que las
fibras salgan eyectadas del cono de Taylor. Entonces, bajos voltajes implican
gue una gota esta suspendida en la punta de la aguja y se produce un goteo
constante de cuentas y gotitas [69].

Sin embargo el efecto del voltaje en el diametro de las fibras es
controvertido. Reneker y Chun [74] han concluido que no tiene mucho efecto
el voltaje aplicado en el diametro de las fibras de 6xido de polietileno. Sin
embargo, otros investigadores como Zhang et al. [75] sugieren que voltajes
elevados facilitan la formacion de fibras con mayores diametros, debido a una
mayor expulsion del polimero. Varios grupos de investigacion proponen que
voltajes elevados pueden incrementar la fuerza electrostatica de repulsion en
el chorro, favoreciendo el estrechamiento del diametro. Ademas esos grupos
han demostrado también que voltajes elevados aumenta la probabilidad de
formacion de cuentas, por rotura de las fibras [70].

Entonces se puede concluir que si existe influencia del voltaje en el
diametro de fibra, pero el nivel de significancia varia dependiendo del resto de
condiciones de concentracion y la distancia colector-aguja [76].

Distancia aguja-colector

Se ha determinado que es necesaria una distancia minima para permitir
a las fibras el tiempo suficiente de secado antes de alcanzar el colector. Tanto
con distancias muy cortas como muy lejanas, se observa la formacion de
cuentas sobre la superficie.
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Es preciso encontrar la distancia 6ptima, en cada disolucion, para
favorecer la evaporacion del disolvente. Algunos investigadores como Yuan et
al. [77] demostraron que, trabajando dentro del rango 6ptimo, distancias mas
cercanas producen fibras mas planas y menor diametro, mientras que
mayores distancias repercuten en una forma mas redondeada [69, 70].

4.4.3.4 Parametros de laboratorio o ambientales

Temperatura, Humedad y Presion atmosférica

Existen numerosos estudios que examinan los efectos de los parametros
ambientales en el proceso del electrohilado. Mit-Uppatham et al. [78] hallaron
que al aumentar la temperatura se producia un diametro de fibra menor,
atribuyendo este resultado a la relacion inversa entre la viscosidad de la
disolucion y la temperatura

En cuanto a la humedad, al ser un factor también variable, Casper et al.
[79] realizaron estudios en los que con humedad baja se incrementaba la
velocidad de evaporacion del disolvente. Por el contrario, altas humedades
conllevan diametros de fibra gruesos debido a que las cargas del chorro
pueden ser neutralizadas, y las fuerzas de estiramiento se hacen pequenas.
Los estudios revelaron también que a medida que incrementaban la
humedad, se observaba la produccion de pequenos poros circulares en las
fibras [69].

En resumen, se han analizado cada uno de los factores que influyen en la
técnica de electrohilado a pesar de que es dificil aislar los efectos de cada
uno, debido a sus interrelaciones. Por tanto, en la elaboracion de este TFG se
ha llevado a cabo el estudio de todos estos parametros, y de las experiencias
realizadas por muchos autores previamente a la realizaciéon de las propias
experiencias en el laboratorio.

4.4.4 Aplicaciones del Electrohilado

La produccion de nanofibras mediante electrohilado ha crecido en
popularidad en los dltimos 15 anos debido en gran parte al creciente interés
en las tecnologias y propiedades de la nanociencia [69]. Esta técnica permite
obtener fibras con una gran relacion de area superficial entre masa, asi como
una alta porosidad con pequeno tamano de los poros, flexibilidad y superiores
propiedades mecanicas. Una de las caracteristicas mas atractivas del
electrohilado es la simplicidad y el bajo coste de su utilizacion [69].

Las aplicaciones de las nanofibras abarcan muchos campos diferentes
(Figura 4.16), tales como: filtracion, ingenieria de tejidos, dispositivos de
entrega de farmacos, tejidos protectores, refuerzo de materiales compuestos,
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sensores medioambientales de alto rendimiento, catalizadores,
investigaciones biomédicas, cicatrizacion de heridas, almacenamiento de
energia, etc [68, 80-82].
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Figura 4.16 Diferentes tipos de aplicaciones en funcién de la nanoestructura [83].

Sin embargo debido a una baja productividad, del orden de 0.01-0.3 g/h
se inhibe la aplicacion de nanofibras a escala industrial por lo que se limita la
posible comercializacion. Se estan investigando técnicas mas efectivas y
Ooptimas que permitan una produccion masiva de nanofibras [80, 81].

Algunas de estas técnicas son: electrohilado mediante un rodillo cilindrico
giratorio como colector (Figura 4.17-a), electrohilado utilizando una punta
generadora de los hilos en forma piramidal escalonada (Figura 4.17-b-c), coil
electrohilado, electrohilado de burbujas generadas en el interior de la
disolucion [80, 81].
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Figura 4.17 Diferentes técnicas de electrohilado, a) rodillo giratorio como colector
[84], b-c) mediante punta piramidal escalonada [80].
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Uno de los ejemplos de las aplicaciones del electrohilado esta en la
sintesis de tejidos neuronales que proporcionan una opcion en el avance de
los efectos terapéuticos comparado con los alcances tradicionales.

Estas estructuras neuronales, idealmente como se observa en la Figura
4,18, deben ser biocompatibles para favorecer la adhesion celular, la
migracion, la proliferacion y la extension axonal sin ningin tipo de
citotoxicidad. Ademas debe ser una estructura biodegradable y proporcionar
soporte mecanico suficiente en el periodo inicial de implantacion.
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Figura 4.18 Caracteristicas requeridas en el material para ingenieria de tejidos
[84].

En este caso se integran las técnicas de electrohilado y electrospraying
para la fabricacion de una novedosa estructura neuronal biomimética con
caracteristicas nano y micro y un equilibrado ambiente para la liberacion de
factores bioactivos.

Para ello se alinean microfibras sobre una superficie colectora mediante
electrohilado y se fabrican las nanoesferas con el factor encapsulado (core-
shell) mediante electrospraying, depositandose sobre la estructura creada
previamente, para lograr las estructuras nanocompuestas y favorecer el
crecimiento celular neuronal (Figura 4.18). Las microfibras alineadas jugaran
un papel importante como guias en la propagacion axonal hacia el area
danada.

La técnica de electrohilado presenta una gran promesa en este tipo de
aplicaciones debido a la facilidad de modificar las propiedades fisicas y
dimensiones mecanicas, asi como de incorporar nanomateriales [84].
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este apartado se recogen la relacion de materiales de laboratorio,
reactivos y disolventes utilizados para la elaboracion de este trabajo. Se
describiran también las técnicas utilizadas en el laboratorio, asi como el
procedimiento llevado a cabo para la realizacion de cada una de las etapas
en que consiste este trabajo.

5.1 MATERIALES DE LABORATORIO

5.1.1 Materiales y equipos

En esta seccion se hace mencion a todo el material del laboratorio
empleado, ya sea desechable o reutilizable, como: agujas, eppendorf, falcon,
guantes, ITO, jeringuillas, parafilm, pipetas, micropipetas, tripas de dialisis,
tubos capilares, pipetas Pasteur, papel de aluminio, botes de liofilizacion,
pinzas, embudos, placas Petri, vasos de precipitados, frascos, etc.

Todo el material utilizado, que no sea desechable, se lava con agua,
jabon, agua destilada y milliQ escrupulosamente después de su utilizacion,
siguiendo el protocolo adecuado de lavado.

En la relacion de los equipos utilizados en el laboratorio estan las
centrifugas, campanas de flujo laminar, espectrofotometro, lampara UV,
fuente de alta tension, bomba de infusion, cubeta electroforética, disruptor
celular, sonicador, autoclave, microscopio 6ptico, microscopio electrénico,
maquina de agua ultrapura, liofilizador, etc.

Asimismo se utilizan en el laboratorio pequenos equipos auxiliares como
pHmetro, balanza, mechero, crondometros, medidor de temperatura y
humedad, estufa, congelador, frigorifico, microondas, maquina de hielo,
agitadores, calibre, camara de fotos, etc.

La relacion de todo el material de laboratorio y de equipos utilizados se
encuentra tabulada en los apartado 7.1y 7.3 del Estudio Economico.

5.1.2 Reactivos y Disolventes

En las Tablas 5.1, 5.2, se recoge la relacion de los reactivos y disolventes
utilizados durante la elaboracion de este TFG, en las etapas de bioproduccion,
modificacion quimica y sintesis de hidrogeles, especificando el proveedor que
lo suministra al G.I.R. BIOFORGE.
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REACTIVO PROVEEDOR
Acido p-azidobenzoico . .
(disuelto enpterc—butil metil éter) Sigma-Aldrich
Acido clorhidrico (HCI) Fluka
Acido etilendiaminotetraacético(EDTA) Apollo
Ampicilina (antibiotico) Apollo
Anhidrido triflico (Tf20) Sigma-Aldrich
Azida de sodio Acros Organics
Carbonato de sodio (Na2CO3) Scharlau
DAPI Lonza
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) Sigma-Aldrich
Faloidina- Alexa Fluor 488 Molecular Probes
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Sigma-Aldrich
Hidroéxido de sodio (NaOH) Panreac
PBS Gibco Invitrogen
Seroalbldmina bovina Sigma Aldrich
Sulfato de cobre (CuS0Oa) Fluka
Tris(hidroximetillaminometano (TRIS) Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tabla 5.1 Relacién de reactivos utilizados y proveedores.
DISOLVENTE PROVEEDOR \
Acetona 99% Scharlau
Agua destilada Obtencion Bioforge
Agua ultrapura (milliQ) Obtencién Bioforge
Diclorometano (DCM) Sigma Aldrich
Dietil éter Scharlau
Dimetilformamida (DMF) Sigma Aldrich
Dimetil sulféxido duterado (DMSO) Sigma Aldrich
Metanol Scharlau
Etanol Panreac
Trifluoroetanol (TFE) Acroés

Tabla 5.2 Relacion de disolventes utilizados y proveedores.

TAMPONES CODIGO BUFFER SAL OTROS
Tampon de Tris pH7.5 NaCI
lavado 1 10 4oomm  am
Tampodn de Tris ph7.5
sonicacion s 200mM EDTA 25mM
Running buffer RB Tris pH8.3 15g - Glicina 72g, SDS 5g
Loading buffer LB Tris 1M pHB.5 Glicerol, SDS, 2-ME,

Bromofenol

Tabla 5.3 Relacion de disoluciones tamponadas empleadas.
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5.1.3 Biopolimero VKV4

El biopolimero VKV4 bioproducido en el laboratorio de Bioforge, consiste

en un polimero tipo elastina estructural que no posee ninguna secuencia
bioactiva, y presenta la siguiente secuencia aminoacidica:

(VGVP GVGVP GKGVP GVGVP GVGVP GVGVP G)24

El dominio [VPGVG] es el que proporciona en este biopolimero la

excepcional biocompatibilidad, ademas del deseado comportamiento
mecanico.

El segundo dominio [VPGKG] es el bloque que permite la posibilidad de

modificacion quimica post-traducional del biopolimero, debido a la presencia
del grupo amino libre en el radical de la lisina introducida.

La caracterizacion preliminar del biopolimero mediante diferentes

técnicas permite la obtencion de los siguientes parametros:

Temperatura de Transicion Inversa (TTl) (pH=8) 54.3 °C
Peso molecular aparente 60647
Punto isoeléctrico (tedrico) 11.04
Rendimiento de la produccion 96.25 mg/L

Tabla 5.4 Caracteristicas del VKVa.

5.1.4 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en la bioproduccion para el crecimiento

de las cepas bacterianas de Escherichia coli son los siguientes:

LB (Luria-Bertani). Composicion por litro: 10 g de NaCl, 10 g de
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura. Esterilizado en autoclave.
Casa comercial Pronadisa.

LB-agar. Composicion por litro: medio LB con 1.5% (p/v) de bacto-agar.
Esterilizado en autoclave.

TBm (Terrific Bertani modificado). Se prepara en batch de un litro,
pesando 50,8 gramos de medio TB (casa comercial Pronadisa), y
anadiendo glicerol a una concentracion en el medio de 0.8% (v/v) (8 ml),
NaxHPO4 a 25 mM, KH2PO4 a 25 mM, NH4Cl a 50 mM, NaxS04 a 5 mM,
Glucosa al 0.05 % y a-lactosa al 0.2 %.

EGM: medio de cultivo endotelial (Endothelial Cell Growth Medium) de la
casa Lonza, utilizado para el cultivo de fibroblastos.

49



@ 5. Procedimiento experimental

ESCUELA DE INGENIERIAS = = >
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

5.2 TECNICAS Y METODOS INSTRUMENTALES

5.2.1 Bioproduccion y Purificacion de ELRs

El proceso de produccion del biopolimero VKV4 se describe en el siguiente
diagrama de flujo:

Siembra de la
placa glicerol-
stock

Cultivo del
inéculo
Produccion: * Analisis cualitativo
-Fermentador | °*Analisis cuantitativo
¢ Analisis estadistico
-Flask
__> Purificacién

Figura 5.1 Esquema Proceso Produccion de biopolimeros tipo elastina.

5.2.1.1 Introduccion

Se parte de cepas de Escherichia coli modificadas genéticamente en el
laboratorio de biologia molecular del grupo BIOFORGE.

Estas cepas se conservan, almacenadas en glicerol estéril, en una
proporcion del 80%, bajo condiciones de temperatura de -80 °C.

5.2.1.2 Siembra de la placa

Se realiza la siembra de la bacteria mediante un asa de platino, en placas
Petri grandes, Figura 5.2, que contienen 1% de glucosa, como aporte de
nutrientes, medio LB-agar, para permitir el crecimiento de las cepas, y el
antibiotico ampicilina en una concentracion de 100 mg/ml, para el cual la
cepa ha adquirido resistencia, buscando inhibir la proliferacion de las
bacterias no transfectadas. Se llevara a cabo en condiciones asépticas,
utilizando siempre la campana de flujo laminar.
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Figura 5.2 Placa Petri con colonias bacterianas en medio Ib-agar.

La placa Petri sera incubada, para favorecer la proliferacion y crecimiento
bacteriano a una temperatura de 37 °C durante la noche (O/N).

5.2.1.3 Preparacion del in6culo

A continuacion, se hace la seleccion de un minimo de 8 colonias, lo mas
aisladas posibles en la placa Petri. Estas colonias se incuban en falcon con 5
ml de medio de cultivo TBm y antibiético en las mismas condiciones que la
placa Petri.

Se realiza un screening o cribado de las colonias seleccionadas, con el
objetivo de seleccionar aquella cuya bioproduccion es maxima. Para ello se
realiza un analisis electroforético en gel de poliacrilamida de cada una de las
suspensiones celulares.

Los analisis electroforéticos realizados a lo largo de la bioproduccion
requeriran seguir un protocolo, que consiste en tomar muestras de 20 pl en
distintos eppendorf, de cada una de las colonias incubadas, a los que se
anadira 5 ul de Loadding Buffer (LB) de color azul para tenir la muestra. Estas
muestras seran hervidas durante 5 minutos a 100 °C para desnaturalizar las
proteinas y, posteriormente centrifugadas durante otros 5 minutos a 13400
rom para eliminar los restos menos solubles. De esta forma, las muestras
quedan preparadas para ser inyectadas en el gel dentro de la cubeta en que
se lleva a cabo la electroforesis (ver Figura 5.3).

Figura 5.3 Cubeta utilizada para las electroforesis.

Nota: La composicion de las sustancias tamponadas utilizadas a lo largo
de la bioproduccion se detallan en el apartado 5.1.2 Reactivos y disolventes.
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Al finalizar la electroforesis, el gel de poliacrilamida se tine mediante
Cu(ll), de forma que se revelan los caminos en cada una de las calles.

Se selecciona la colonia de mayor produccion, aquella cuya banda sea
mas gruesa en torno al peso molecular del biopolimero que estamos
produciendo. Sera la que utilicemos para preparar el inéculo.

La produccion puede realizarse mediante fermentador, o mediante flask,
erlenmeyers. Se realizara una produccion en flask, por lo que la colonia
seleccionada sera incubada en 15 ml de medio LB, 2 ml de glucosa al 1% y
1.5 ml del antibiético, ampicilina con concentracién 100 mg/ml.

5.2.1.4 Crecimiento del inéculo

Se introduce el in6culo en un medio de cultivo con nutrientes suficientes,
y con las condiciones externas adecuadas para el crecimiento del
microorganismo. Se lleva a cabo un seguimiento de la cantidad de células
presentes, la biomasa, a lo largo de las horas de cultivo mediante medida de
la densidad 6ptica de las muestras tomadas.

La medida de la densidad optica es la determinacion de la absorbancia
de la muestra a la longitud de 600nm. La absorbancia y la concentracion de
la muestra se relacionan por la Ley de Lambert-Beer, apartado 5.2.3.5.

Con los datos recogidos de estas mediciones, se obtiene una
representacion grafica del nimero de células respecto del tiempo. El patron
de crecimiento bacteriano, mostrado en la Figura 5.4.

1 2 3 4
Fase s ™, 1 Fasede
exponencia

|p I Fase estacionaria muerte

Nimero de Microorganismos viables

Tiempo de cultivo

Figura 5.4 Grafica del crecimiento bacteriano en funcién del tiempo de cultivo.

Las etapas que se pueden diferenciar en la Figura 5.4, quedan claramente
definidas:

» Etapa 1, denominada “Fase de latencia” o “Fase lag”. Se produce
inmediatamente después de la inoculacion. En esta primera fase los
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microorganismos se encuentran en una etapa de adaptacion a las
condiciones ambientales y el crecimiento bacteriano es imperceptible.

= FEtapa 2, denominada “Fase exponencial” o “Fase log”. El crecimiento de
los microorganismos sigue un patron exponencial. Corresponde a la etapa
de velocidad de crecimiento maxima para las condiciones utilizadas, al no
existir una limitacion de nutrientes.

= FEtapa 3, denominada “Fase estacionaria”. Es la fase en la que no se
producen cambios significativos de la cantidad total de microorganismos,
puesto que se detiene el crecimiento al agotarse un nutriente.

Existe una fase intermedia denominada “Fase de declinacion” o “Fase
logaritmica tardia”. Se trata de una fase de decrecimiento, es decir, en la
que la produccion de masa celular por unidad de tiempo disminuye.

= FEtapa 4, denominada “Fase de muerte celular”. Se produce la muerte y
lisis masiva de forma exponencial del cultivo, como consecuencia del
agotamiento de las reservas de energia en el medio.

En el trabajo en laboratorio, al alcanzar el estado estacionario se da por
concluida la produccion. El objetivo es alcanzarle lo antes posible, puesto que
es el momento de maximo numero de bacterias y, por tanto, de la mayor
produccion del biopolimero de interés en las condiciones utilizadas.

Este crecimiento celular maximo, determinado mediante la medida de la
densidad Optica, dependera de multiples factor tales como la cepa utilizada,
la colonia elegida, el tiempo de crecimiento de la colonia, el medio de cultivo
utilizado...etc.

El crecimiento celular y la produccion de la proteina de interés no tiene
porqué ser proporcional, debido a que las condiciones proporcionadas en la
fermentacion pueden ser Optimas para el crecimiento bacteriano pero no ser
adecuadas para la expresion de dicha proteina.

5.2.1.5 Produccion bacteriana

La produccion y crecimiento bacteriano se puede realizar de las dos
formas siguientes:

» Produccion en FLASK en condiciones no controladas, Figura 5.5-a.
» Producciéon en FERMENTADOR en condiciones controladas, Figura 5.5-b.
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Figura 5.5 a) Produccion en flask, mediante Erlenmeyers de plastico en incubadora
con agitacién orbital, b) Producciéon en fermentador de 15 L.

Las condiciones que pueden modificarse en la etapa de produccion se
refieren al cambio de factores de temperatura, pH, oxigeno disuelto en el
medio de cultivo, agitacion, aireacion y volumen de acido o base adicionado.

El medio de cultivo utilizado para la produccion es el medio TBm cuya
composicion se detalla en el apartado 5.1.4. Se preparan botellas de medio
de 2L que seran esterilizadas junto con resto el material utilizado, mediante el
autoclavado.

La produccion se realizara en flask por lo que las condiciones nombradas
previamente no seran controladas, a excepcion de temperatura y agitacion.

Se preparan 12 erlenmeyers, de 2L de capacidad, con 600 ml del medio
TBm preparado, 0.5 ml/I de ampicilina como antibiético en una concentracion
de 100mg/ml. El volumen total no debe superar el 20-25% del volumen total
del erlenmeyer para asegurar una buena oxigenacion del cultivo. Es
imprescindible esterilizar todo el conjunto, en autoclave, y después inocular
en cada uno de los erlenmeyers 1 ml del inéculo previamente preparado.
Estos erlenmeyers se mantendran en una incubadora, ver Figura 5.5, con
agitacion orbital a 250 rpm y 37°C durante aproximadamente 18-20 horas. El
criterio utilizado para estimar el punto final esta relacionado con la densidad
Optica. Se mide la absorbancia y se estudian los resultados en comparacion a
otras experiencias anteriores. La densidad Optica en el estado estacionario,
segln anteriores experiencias, esta en valores de absorbancia en torno a 9-
10, por lo que valores similares a éste, indicaran que el medio esta agotado y
se puede concluir la producciéon.

Tras las 18 horas de incubacion de los erlenmeyers, se toman muestras
en un intervalo de media hora, con el fin de encontrar la estabilidad en la
absorbancia

Tras el proceso de produccion en flask, se recogen las células mediante
una centrifugacion (8000 rpm, 20min, 4°C) y se lavan, dejandolas preparadas
para la siguiente etapa de extraccion y purificacion del biopolimero.
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5.2.1.6 Lavado de células

El lavado de células, recogidas en el precipitado de la dltima
centrifugacion, se realiza mediante 3 etapas sucesivas de centrifugacion y
resuspension de las células en tampdn de lavado de bacterias.

Después de cada centrifugacion, las células quedaran en el precipitado
de tal forma que se elimina el sobrenadante. Se toma una muestra de éste
después de cada etapa, para analizar la evolucion del lavado. Alcanzando en
la dltima etapa un sobrenadante transparente y sin turbidez.

Tras esta Ultima centrifugacion, las células se resuspenden en el
denominado tampdn de sonicacion, dejandolas preparadas para la siguiente
etapa de extraccion y purificacion.

5.2.1.7 Extraccion y purificacion de recombinameros tipo elastina,
ELRs

Una vez finalizada la bioproduccién, es necesario llevar a cabo el proceso
de extraccion y purificacion del polimero de acuerdo a los protocolos y
aprovechando sus propiedades fisicas y su naturaleza inteligente ante
cambios en la temperatura y el pH, ver Figura 5.6.

Para la extraccion, las células lavadas y resuspendidas en el tampdn de
sonicacion a temperatura de 4 °C son sometidas a un proceso de lisis celular,
permitiendo liberal el biopolimero producido. Se adiciona en la suspension de
las células un inhibidor de proteasas (PMSF) (1 pl por ml de tampdn de
sonicacion, 0.1%(v/v)) con el objetivo de evitar la accion de estas enzimas,
debido a que podrian actuar sobre el biopolimero producido, degradandolo.

El proceso de ruptura celular se lleva a cabo, a 4°C, mediante un
disruptor, en el que se produce una despresurizacion subita, esto es, un
impacto fisico instantaneo que produce la rotura la membrana celular.

El proceso de purificacion del biopolimero se lleva a cabo en una serie de
etapas sucesivas de calentamiento-enfriamiento y centrifugacion, bajo control
del pH del medio, ver Figura 5.6.
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Figura 5.6 Protocolo de purificacion del polimero VKVa.

En cada etapa se recogen muestras del precipitado y sobrenadante para
analizar la presencia, o no, de polimero en las muestras de cada fase
mediante un analisis electroforético. Los precipitados que se van retirando se
congelan mientras se realizan los analisis de las muestras, con objeto de
recuperar el polimero, en el caso de que no siguiera la ruta esperada.

I.  Primera etapa (frio):

La primera etapa, una vez se ha producido la extracciéon del polimero,
consiste en una centrifugacion (2000 rpm, 10 minutos, 4 °C) para eliminar la
espuma producida en el disruptor. Posteriormente se centrifuga de nuevo en
frio (14000 rpm, 30 minutos, 4 °C) con el objetivo de separar la fraccion
soluble en que se encuentra nuestro polimero.

El precipitado es recogido y congelado, hasta la comprobacion de las
muestras, mientras que el sobrenadante es acidificado con HCI 0.1M hasta
un pH de 4. Se deja toda la noche (OverNight) en agitacion y a 4 °C.
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II. Segunda etapa (frio y pH acido):

Al dia siguiente, se lleva a cabo la centrifugacion (14000 rpm, 20
minutos, 4 °C). Se recoge nuevamente el precipitado, compuesto
fundamentalmente por proteinas acidas desnaturalizadas. El sobrenadante
acido es basificado mediante NaOH 1M hasta un pH de 11.4 y calentado en
un bano a 42 °C durante 2 horas.

lll.  Tercera etapa (caliente y pH basico):

Se realiza una centrifugacion en caliente (8000 rpm, 15 minutos, 40 °C).
En este caso el polimero se encuentra en el precipitado debido a sus
propiedades fisicas, ya que posee solubilidad a baja temperatura. El
sobrenadante se recoge para analizar si contiene aun algin resto de
polimero, mientras que el precipitado se resolubiliza en agua milliQ y en
agitacion durante toda la noche a temperatura de 4 °C.

IV.  Cuarta etapa (frio y pH basico):

Al dia siguiente, se produce una centrifugacion de la suspension (14000
rom, 15 minutos, 4 °C). El sobrenadante obtenido iniciara nuevamente el ciclo
de calentamiento, comprobando previamente que el pH se mantiene en un
valor aproximadamente de 11. Este ciclo se repetira, por tanto, dos veces ver
Figura 5.6.

La purificaciéon termina con el proceso de dialisis con el objetivo de
eliminar la presencia de sales que acompanan al polimero, enfrentandolo a
agua milliQ, durante 3 cambios de 25I. La disolucion acuosa del biopolimero
se liofiliza hasta la obtencion de un sélido blanco. Se obtiene un producto de
aspecto algodonoso que se almacena en botes, ver Figura 5.7.

Figura 5.7 Aspecto de polimero obtenido tras la liofilizacion.

Finalmente el polimero obtenido es congelado a -20 °C para su
almacenamiento. Previamente se caracteriza el biopolimero producido
mediante las técnicas de DSC, MALDI-TOF, FTIR, RMN, desarrolladas en el
apartado 5.2.3 Caracterizacion de ELRs.
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5.2.2 Modificacion quimica y purificacion de ELRs

Los recombinameros tipo elastina (ELRs) sintetizados son modificados
guimicamente mediante la transformacion del grupo amino libre de la cadena
lateral de las lisinas (K), ver Figura 5.8, presentes en su secuencia de
aminoacidos.

Figura 5.8 Estructura quimica del aminoacido Lisina (K), con el grupo amino libre
senalado.

En la elaboracion de este TFG se han llevado a cabo las siguientes
modificaciones quimicas del polimero VKVa:

= Biopolimero modificado con fenil azidas (VKV4-PH-N3)
= Biopolimero modificado con azidas (VKV4-N3)
=  Biopolimero modificado con ciclooctino (VKVa-ciclooctino)

Unicamente el polimero VKV4-PH-N3 sera utilizado después en la técnica
de electrohilado y en la preparacion de hidrogeles. Sin embargo, se realizaron
también el resto de modificaciones puesto que eran requeridas en ese
momento en el laboratorio y me permitia el aprendizaje de la sintesis de esos
nuevos compuestos.

5.2.2.1 Protocolo modificacion del biopolimero VKV4 con fenil azidas

Se introduce el grupo fenil azido presente en el acido p-azidobenzoico
mediante la reaccion de amidacion del grupo amino libre en las cadenas de
las lisinas del polimero y el grupo carboxilo del acido, una vez activado como
grupo anhidrido. En un mol del polimero VKV4 existen 24 lisinas, por lo que los
equivalentes con que se trabaja se refieren a los milimoles de lisinas.

Se describen a continuacion las etapas llevadas a cabo para la
modificacion de 300 mg de polimero VKVa.

a) Preparacion del anhidrido azidobenzoico.

Sobre una solucion de diciclohexilcarbodiimida, DCC, (306.3 mg, 1.4835
mmol, 7.5eq, PM=206,3) en, diclorometano, DCM (6.25 ml) en atmosfera
inerte de argdn, se anade lentamente acido 4-azidobenzoico (6 ml, 2,975
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mmol, 0,5 M en tert-butil éter) a 4 °C. La reaccion se deja en agitacion
durante tres horas a temperatura ambiente con el fin de conseguir una mejor
activacion del grupo carboxilo como anhidrido del acido, ver Figura 5.9.

[DCC] Q

HN=C=HN

“
2x > - ~
"
Acido 4-azidobenzoico Anhidrido azidobenzoico

Figura 5.9 Reaccion de obtenciéon del anhidrido.

b) Reaccion de amidacion: Preparacion del VKV4-PH-N3s,

A continuacién, se anade la disoluciébn preparada de anhidrido 4-
azidobenzoico, mediante una canula, a una solucion del polimero VKV4 NIP
1090 (500 mg, 0,008245 mmol polimero, 0,1978 mmol lisina, Pm= 60.642)
en TFE (13.3 ml) a 4°C, en atmoésfera de argdon. La mezcla se mantiene en
agitacion durante dos dias, ver Figura 5.10, a temperatura ambiente y en
ausencia de radiacion luminosa.

. / —
MHz 1 MNH
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K | ; K
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MHz Anhidrido azidobenzoico NH
-Ilr LY
W o7\

Figura 5.10 Reaccion de amidacién de las lisinas con el anhidrido azidobenzoico

¢) Purificacion del VKV4-PH-N3

El producto bruto se precipita con éter dietilico (2 x 30 ml) y se lava con
acetona (1 x 30 ml). Los precipitados correspondientes se centrifugan (10
minutos, 8500 rpm, 4 °C). La acetona residual es eliminada a presion
reducida. Finalmente, el sélido se disuelve en milliQ fria y se purifica por
dialisis exhaustiva frente a agua a baja temperatura; después es liofilizado.
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Todo el proceso se lleva a cabo en oscuridad o con luz especial debido a
la fotosensibilidad del producto por el grupo fenil azido.

5.2.2.2 Protocolo modificacion del biopolimero VKV4 con azidas

Este proceso de modificacion quimica conlleva dos etapas, una primera
de sintesis de la azida triflica y una segunda de preparacion del VKV4-N3,
ademas de la posterior purificacion del polimero obtenido.

Se describen a continuacién las etapas llevadas a cabo para la
modificacion de 1500 mg de polimero VKVa.

a) Preparacion de azida triflica:

Se disuelve azida de sodio (3870.75mg, 59.55 mmol, 100 eq, PM=65)
en agua milliQ (11.4 mL), y una vez disuelta, se adiciona diclorometano, DCM
(14.5mL).

Sobre esa disolucion, enfriada en bano de hielo, se anade lentamente
“gota a gota” anhidrido triflico (2 mL, 11.91 mmol, 20 eq, d=1.68, Pm=
282.13), ver Figura 5.11. Se mantiene en agitacion durante un periodo
maximo de 2 horas, de las cuales sera 1 horaa 0°Cy 1 horaar.t.

F
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Figura 5.11 Reaccion de obtencion de azida triflica.

La fase organica de DCM se decanta del crudo de reaccion y la fase
acuosa es lavada varias veces con DCM. Las fases organicas juntas se lavan
con una disolucion saturada de carbonato de sodio. Finalmente, se obtiene
una disolucion de azida triflica en DCM, que se utiliza en la siguiente etapa,
sin purificacion posterior.

b) Preparacion del VKV4-Ns

Se disuelve el polimero VKV4 (1500 mg, 0.595mmolnH2, 1€q) en 18 ml de
agua milliQ a 4°C. A esa disolucion se le adiciona carbonato de sodio
decahidratado sélido (338.63 mg, 1.18 mmol, Pm= 286; 1.13mL de una
disolucion de 300 mg/ml) vy sulfato de cobre (1.99 mg, 0.008 mmol,
Pm=249.68; 0.19mL de una disolucién de 10 mg/ml). Se anade metanol
(1.125 mL) lentamente, en bano de hielo, para evitar precipitados.
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Por dltimo se anade gota a gota la disolucion de azida triflica (11.91
mmol, 100 eq) preparada anteriormente a 4°C disuelta en diclorometano, y
se deja agitando a temperatura ambiente O/N, ver Figura 5.12.

MH2 Na
K TfN3 K
 —
ELR * H0/CHs0H LR
NH: N3

Figura 5.12 Reaccion sustitucion grupos amino libres del biopolimero con azida
triflica.

¢) Purificacién del VKV4-N3

El precipitado blanco formado del producto es sometido a presion
reducida (p=250 bar) para eliminar el diclorometano y el metanol residual, sin
llegar a sequedad (peligro de explosion de los restos de azida de cobre (l)). Se
redisuelve el precipitado en 50 ml de agua milliQ a 4°C. Posteriormente se
purifica mediante dialisis contra disolucion de urea (5g/L), con dos cambios
de esta disolucion y 5 de agua. Por dltimo se congela y liofiliza para la
obtencion del polimero modificado.

5.2.2.3 Protocolo modificacion del biopolimero VKV4 con ciclooctino

Mediante este proceso se introduce un grupo alquinilo, como es el
ciclooctino, en el polimero VKV x24.

Se describen a continuacion las etapas llevadas a cabo para la
modificacion de 3000 mg de polimero VKVa.

a) Preparacion del VKVas-ciclooctino

Una solucion de (1R, 8S, 9S)-biciclo [6.1.0] non-4-yn-9-ilmetil succinimidil
carbonato (0.703mmol, 205 mg, PM 291.30) en DiMetil Formamida (DMF, 2
ml) se anade a una solucion de VKV4 NIP 1152 (2964 mg, 1.173 mmolntz,
24lys, 1 eq, PM 60642) en DMF (35 mL) a temperatura ambiente y bajo
atmosfera de argon, ver Figura 5.13. La mezcla se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente durante 48 horas.
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Figura 5.13 Reaccion de amidacién de los grupos amino libres del biopolimero con
un derivado de ciclooctino

b) Purificacion del VKVs-ciclooctino

Después de este tiempo, 60 mL de Et20 se anaden a la mezcla,
apareciendo un precipitado blanco del polimero insoluble. Se centrifuga a
10000 r.p.m. durante 10 minutos, a 4°C. El sobrenadante se elimina y el
sélido se lava con acetona (3x15 mL), se seca a presion reducida, se
redisuelve en agua MilliQ (4 ° C, 30 mL), se dializa frente a agua MilliQ (3x25
L) y se liofiliza.

5.2.3 Caracterizacion de ELRs: bioproducidos y modificados quimicamente

Se lleva a cabo la caracterizacion de los productos bioproducidos y de los
posteriormente modificados, cumplimentando la correspondiente ficha del
polimero con los datos y los resultados obtenidos de las siguientes técnicas:
espectroscopia de infrarrojo (FTIR), resonancia magnética nuclear (RMN),
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y espectroscopia de masas (MALDI-
ToF).

5.2.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo es la técnica utilizada para la
identificacion de los grupos funcionales que conforman un compuesto.

Al absorber una molécula la radiacion infrarroja, se produce un aumento
de la intensidad de la vibracion intermolecular que posee una frecuencia igual
a la irradiada, lo que genera senales con frecuencias que se corresponden
con la vibracion de un enlace especifico. La absorcion de radiacion por parte
de una muestra es indicativa, por tanto, de los tipos de enlaces y grupos
funcionales presentes [85].

Esta técnica se caracteriza por ser, dentro de las técnicas
espectroscopicas, una de las mas versatiles y de mayor aplicacion en la
caracterizacion e identificacion de materiales, ya que permite el analisis no
destructivo de muestras en estado soélido y liquido, con requerimientos
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minimos de cantidad de muestra y con completa reproducibilidad de los
mismos [85].

Dentro de la espectroscopia de infrarrojo, se ha utilizado especificamente
la técnica FTIR-ATR, esto es Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier de Reflectancia Total Atenuada.

Mediante la técnica de la Transformada de Fourier, se aplica una
operacion matematica que convierte el espectro obtenido en el dominio del
tiempo en un espectro correspondiente al dominio de la frecuencia.

FTIR identifica los enlaces quimicos en una molécula mediante la
produccion de un espectro de absorcion de radiacion infrarroja. Los espectros
representan un perfil de la muestra, es decir una huella digital molecular
distintiva del resto de moléculas con componentes diferentes [86].

Se utiliza la técnica de FTIR a menudo para complementar a otras como
RMN, proporcionando datos complementarios significativos respecto a la
estructura de la macromolécula de un polimero [86].

El espectrometro de infrarrojo utilizado en el laboratorio es el mostrado
en la Figura 5.14, modelo Tensor 27, de la casa comercial Bruker. El software
a través del cual se computan los espectros es OPUS (Mattson Instrument).

Figura 5.14 Espectrometro de infrarrojo Bruker Tensor 27.

En el presente TFG esta técnica se utilizO para la caracterizacion
polimérica, detectando los grupos funcionales de estas macromoléculas
mediante un recorrido de un minimo de 64 scans entre un intervalo de 600 a
4000 cm. Uno de los grupos de mayor interés en los polimeros utilizados en
el desarrollo de este TFG es el grupo azido que se muestra en el espectro
mediante un pico de absorbancia a 2100 cm-1.
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5.2.3.2 Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear, mas cominmente
conocida como espectroscopia NMR (‘Nuclear Magnetic Resonance’, en
inglés), es una técnica de investigacion que explota las propiedades
magnéticas de ciertos nucleos atomicos. Se determinan las propiedades
fisicas y quimicas de los atomos o las moléculas en los que estan contenidos.
Se basa en el fendbmeno de la resonancia magnética nuclear y puede
proporcionar informacion detallada sobre la estructura, la dinamica, el estado
de reaccion y el entorno quimico de las moléculas [87].

Los espectros NMR proporcionan gran informacion, son muy singulares,
claros, analiticamente tratables y a menudo altamente predecibles para
moléculas pequenas y simples.

Asi la espectroscopia de RMN es usada por quimicos y bioquimicos para
investigar las propiedades y estructuras de las moléculas organicas, aunque
es aplicable a cualquier tipo de muestra que contenga nicleos con un
ndmero impar de protones mas neutrones, ya que éstos presentan un
momento magnético y un momento angular intrinseco y, por consiguiente,
tendran un espin no nulo mayor que cero. Asi, las muestras oscilan desde
pequenos compuestos analizados con proton unidimensional o
espectroscopia de carbono-13, a grandes proteinas o acidos nucleicos
utilizando técnicas tridimensionales [87-89].

El campo magnético aplicado produce un desdoblamiento de los niveles
degenerados de energia del spin nuclear, de modo que pueden inducirse
transiciones entre ellos como consecuencia de la absorcion de una radiacion
electromagnética adecuada. La disposicion de los niveles de energia es una
propiedad tanto de los nlcleos de una molécula como de su entorno
electrénico y de las interacciones entre ambos. Asi, la intensidad, forma y
posicion de las senales en el espectro de un nucleo determinado estan
intimamente relacionadas con su estructura molecular, por lo que un analisis
detallado del espectro proporciona valiosa informacion acerca de la
estructura del compuesto que lo origina [88].

Generalmente la muestra estara disuelta, entonces la gran mayoria de
atomos de una soluciéon pertenecen al disolvente y la mayor parte de
disolventes comunmente utilizados son hidrocarbonados, conteniendo
protones sensibles al RMN. Asi pues, sera necesario el uso de disolventes
deuterados en los que los protones (+99%) han sido sustituidos por deuterio
(2H). EI deuterocloroformo (CDCIls) es el disolvente deuterado empleado por
excelencia aunque, no obstante, para analitos hidrofilicos se prefiere el éxido
de deuterio (D20) y el DMSO deuterado (DMSO-d6) [88].
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Los ELRs se disuelven en DMSO deuterado para garantizar la total
solubilidad del polimero. Aunque también son solubles en agua deuterada
fria, no se realizan en este disolvente para evitar la transicion a temperatura
ambiente que se produciria en disolucion acuosa.

El equipo empleado en la elaboracion de este TFG es el mostrado en la
Figura 5.15, modelo NMR 400, de la casa comercial Agilent Technologies,
perteneciente al Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Uva (LTI). Para
la representacion de las senales se utiliza el software MestReNova (Version
7.0.1, Mestrelab Research S.L.), la integracion de las senales, permite
determinar la conversion alcanzada tras una modificacion quimica del ELR.

Lrrrnntd

:

Figura 5.15 Equipo NMR 400 de Agilent Technologies.

5.2.3.3 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) mide las temperaturas y los
flujos de calor asociado con transiciones térmicas en un material. Es una
técnica termoanalitica en la que la diferencia en la cantidad de calor
requerido para el incremento de temperatura de una muestra y una
referencia es medida en funcion de la temperatura. Se determina la
diferencia de flujo calorifico en procesos endotérmicos, de absorcion de
energia, cuya muestra requerira un aporte mayor de energia que la referencia
y exotérmicos, de liberacion de energia, en los que la muestra requerira
menor energia que la referencia para alcanzar la temperatura [90, 91].

Las aplicaciones en que se utiliza esta técnica son por tanto para
determinar temperatura de fusion, calor de fusion, calor latente, energia de
reaccion temperatura de transicion vitrea, temperatura de transicion de fase,
temperatura de precipitacion, temperatura de desnaturalizacion y el calor
especifico entre otros [90].
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La Temperatura de Transicion Inversa (TTl) caracteristica de los polimeros
tipo elastina es determinada entonces mediante la Calorimetria Diferencial de
Barrido. En resumen, la técnica consiste en introducir 20 uyl de una muestra
de concentracion 50 mg/ml, dentro de un crisol de aluminio estandarizado de
Mettler Toledo, y colocarla en el interior del instrumento DSC, junto con otro
crisol que contiene 20 ul de la referencia, es decir el disolvente en que se ha
disuelto la muestra.

Ambos crisoles sufren rampas de enfriamiento y calentamiento segin el
programa de temperaturas especificado, de forma que tanto muestra como
referencia tendran la misma temperatura en cada momento.

En los experimentos llevados a cabo en el laboratorio la muestra
experimentara una transicion endotérmica de fase a la temperatura de
transicion caracteristica, absorbiendo una fraccion de la energia
proporcionada en esta transicion, por tanto sera necesario un aporte
adicional de calor para mantener la misma temperatura en la muestra y la
referencia. Esa temperatura es denominada TTl siendo el valor del pico
minimo observado en las graficas de resultados, ver ejemplo en Figura 5.16.
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Figura 5.16 Curva inferior del grafico DSC corresponde a la endoterma, resultante
de calentar la muestra a una determinada velocidad. La curva superior corresponde
a la exoterma, al enfriar la muestra [90].

El equipo utilizado en el laboratorio en la caracterizacion de polimero
mediante la Temperatura de Transicion Inversa (TTl) es el mostrado en la
Figura 5.17, modelo 822¢, de la casa comercial Mettler Toledo, equipado con
un controlador de temperatura refrigerado con nitrégeno liquido.
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Figura 5.17 Equipo de DSC Mettler Toledo 822¢ (izquierda) y soporte donde se
colocan los crisoles de muestra y referencia dentro del equipo (derecha).

5.2.3.4 MALDI-ToF

MALDI-ToF hace referencia a la espectroscopia de masas por tiempo de
vuelo con ionizacién por desorcion con laser asistida por matrices. (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization (MALDI), Time-Of-Flight (ToF)).

Es la técnica utilizada para determinar el peso molecular absoluto de los
polimeros sintéticos. El principio general de esta espectroscopia de masas es
una ionizacién suave y la separacion y deteccion de esos iones en fase
gaseosa.

La muestra es embebida en una estructura soélida cristalina generalmente
de pequenos componentes organicos, dependiendo de la muestra a analizar.
Esta matriz absorbe la radiacion del laser y es la responsable de la
transferencia del analito a la fase gaseosa sin tension térmica. La matriz debe
poseer los siguientes requerimientos: (l) alta absorcion electronica a la
longitud de onda del laser, (Il) buena estabilidad de vacio, (lll) buena
solubilidad en disolventes organicos que puedan también disolver el analito,
(IV) buena miscibilidad con el analito en estado sélido [92, 93].

Durante el proceso de analisis, un rayo laser irradia el cristal durante un
nanosegundo, produciendo esa energia una descomposicion estructural del
cristal y generando una nube de particulas, extrayendo los iones excitados
mediante la aplicacion de un campo eléctrico. Los iones son acelerados a
través de un campo eléctrico a través de un camino libre, para ser
detectados. Las masas de los iones son calculadas (relacion masa/carga
m/z) mediante la medida del tiempo de vuelo, ToF, que es funcion de la masa
de las moléculas [92, 93].

Contrariamente al MALDI de biopolimeros, la ionizacion final de polimeros
sintéticos es normalmente por cationizacion en lugar de protonacion [94].

El espectrometro de masas empleado para la determinacion de pesos
moleculares, a partir de muestras de 1 mg de polimero, en este TFG es el
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mostrado en la Figura 5.18, modelo Autoflex, de la casa comercial Bruker,
perteneciente al Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Uva (LTI).

Figura 5.18 Espectrometro de masas Bruker Autoflex.

5.2.3.5 Espectroscopia UV-Vis

La espectrometria UV-Vis o espectroscopia UV-Vis esta basada en el
proceso de absorcion de la radiacion ultravioleta-visible, cuya longitud de
onda estad comprendida entre 160y 780 nm, por una molécula.

La absorcion de esta radiacion causa la promocion de un electron a un
estado excitado. Los electrones que se excitan al absorber radiacion de esta
frecuencia, son los electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos
de absorcion se correlacionan con los distintos tipos de enlace presentes en
un compuesto. Debido a ello, la espectroscopia UV-Vis se utiliza para la
identificacion de los grupos funcionales presentes en una molécula. Las
bandas que aparecen en un espectro UV-Vis son anchas debido a la
superposicion de transiciones vibracionales y electronicas [95, 96].

La Ley de Lambert-Beer es el resumen de las leyes de Beer y de Lambert
que permiten relacionar la fraccion de radiacion absorbida a su paso por una
disolucién con la concentracion del analito y el espesor del medio. Se rige
segln la ecuacion:

A=log(1/10) =&e-Ccx

Siendo A = absorbancia; I/Io= transmitancia; € = absortividad molar; ¢ =

concentracion; x = espesor [96].

El espectrometro UV-Vis se compone de una fuente de radiacion que
proporciona luz policromatica de un rango del espectro (UV, Vis, IR), un

68



@ 5. Procedimiento experimental

ESCUELA DE INGENIERIAS = = >
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

monocromador, red de difraccion o filtro de wuna longitud de onda
determinada, la cubeta de soporte de la muestra y un fotodetector [96].

Entre las aplicaciones mas comunes de esta técnica destacan la
determinacion de grupos funcionales en moléculas organicas, el analisis de
muestras bioquimicas, la determinacion de metales en compuestos de
coordinacioén, analisis de semiconductores, determinaciones cuantitativas, etc
[95].

El espectrometro UV-Vis utilizado en el laboratorio es el mostrado en la
Figura 5.19, modelo Cary 50 Scan UV-Visible, de la casa comercial Agilent
Technologies.

Figura 5.19 Espectrometro de UV-Vis de Agilent Technologies.

5.2.4 Electrohilado: sintesis de nanofibras

El trabajo realizado consiste en el estudio del proceso de electrohilado asi
como de las variables que afectan en la produccion de micro y nanofibras a
partir de recombinameros tipo elastina producidos en los laboratorios del
G.l.R. Bioforge.

El polimero utilizado en la elaboracion de este TFG es el VK-PH-N3, siendo
utilizado también el polimero HRGD6 para empezar a tomar contacto con la
técnica. Con el HRGD6 se hacen los experimentos oportunos a fin de
establecer un rango de operacion de las condiciones 6ptimas a aplicar con el
biopolimero VK-PH-N3, debido a que son polimeros con caracteristicas
similares.

5.2.4.1 Descripcion del equipo

El equipo utilizado para la técnica de electrohilado consiste en una
bomba impulsora, una fuente de alto voltaje y una caja de metracrilato
aislante que contiene el colector, segun el esquema de la Figura 5.20.

La disolucion se carga previamente en una jeringuilla, la cual se coloca y
sujeta en la bomba impulsora. La jeringa conecta con la aguja, situada en la
uno de los agujeros de la caja, por medio de un tubo capilar. Este capilar sera
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recubierto por papel y aluminio en el caso de trabajar con polimeros
fotosensibles. La fuente de alta tension tiene tres electrodos, dos de ellos
conectados a la aguja y al colector, y un tercero a tierra. Se puede regular la
altura del colector dentro de la caja mediante soportes.

Jeringa Disolucién Aguja Jet ﬁ
)’

Cono Taylor \
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o
2

ector

Figura 5.20 Esquema del montaje de la técnica de electrohilado.

En la técnica de electrohilado el montaje puede ser horizontal o vertical,
ver Figura 5.21. En el caso de la posicion horizontal se elimina la posibilidad
de goteo del disolvente en el colector dando lugar a defectos, sin embargo la
posicion vertical favorece la salida de disolucién por la aguja debido al efecto
de la gravedad.

Figura 5.21 a)Montaje vertical, b) montaje horizontal, senalado en azul la posicion
de la aguja
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A continuacion se describen cada uno de los equipos y elementos
utilizados en la practica:

= Bomba de Flujo

La bomba de infusion utilizada es de la marca comercial, PHD 2000
(Programmable Harvard Apparatus) mostrada en la Figura 5.22, con caudales
de [0.0001 pl/min, 220.82 ml/min].

= w———

HARVARD

Figura 5.22 Bomba de flujo para electrohilado PHD 2000.

= Fuente de alto voltaje

La fuente utilizada es el modelo de la marca comercial FC Series 120
Watt Regulated High Voltage DC Power Supplies, mostrado en la Figura 5.23,
con potenciales de 1 a 60 kV.

’ MELLIAMPERES. vos KLOVOLTS
COMTROL.
~d < % :7
o @
. semes FC . GLASSMAN WIGH VOLTAGE, MC -

Figura 5.23 Fuente de alto voltaje para electrohilado de FC Series.

= (Caja aislante y colector

Caja aislante de metacrilato mostrada en la Figura 5.24-a, y el colector
utilizado es una lamina de ITO (6xido de Indio dopado con estafo) de
resistividad 60 Q y dimensiones (1ft x 1ft x 1mil) en la Figura 5.24-b y
superficies de vidrio de 18 mm de diametro.

Figura 5.24 a) Caja aislante de metacrilato con cajas de soporte del electrodo b)
Superficies de ITO, utilizadas como colector en electrohilado.
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= Jeringuillas, capilares y agujas

El circuito que contiene la disolucion polimérica estd formado por los
siguientes componentes, ver Figura 5.25:
- Jeringa: 1 ml.
- Tubo capilar: @in=1.9 mm, @ex=2.7 mm.
- Aguja metélica: @;,=0.8 mm, @;,:=1.25 mm
- Conectores para el capilar con la aguja y con la jeringa.

Figura 5.25 Montaje completo de aguja, conector, capilar, conector y jeringa

5.2.4.2 Preparacion de la muestra y del equipo

En primer lugar se fija la concentracién polimérica de trabajo para la
experiencia, es decir una de las variables importantes del proceso de
electrohilado. Este parametro tendra influencia en la morfologia y diametros
de las fibras obtenidas como resultado.

Se prepara entonces la disolucion del polimero VKV4-PH-N3 en el
disolvente seleccionado para las experiencias, en este caso TFE. Se elige el
trifluoroetanol por tres motivos: el polimero es muy soluble en TFE, y se
produce la disolucion de forma instantanea; en segundo lugar, su tension
superficial es la tercera parte de la del agua, lo cual favorece la formacion de
fibras; y en tercer lugar, en disolventes organicos no se produce la transicion
de fase del polimero con la temperatura, lo que nos permite trabajar a
temperatura ambiente. Si el disolvente utilizado fuese agua seria necesario
trabajar a temperaturas especificas, por debajo de la transicién del
biopolimero.

Se prepara 1 ml de disolucion en un eppendorf de ambar para evitar la
entrada de luz y justo antes del ensayo debido a la disolucion instantanea.

La disposicion consiste basicamente en conectar la jeringa con el tubo
capilar y la aguja, por medio de los conectores, y cargar en la jeringa la
disoluciéon polimérica, previamente preparada en el eppendorf. La carga se
lleva a cabo de forma manual, resultando mas sencillo que mediante la
opcion de Refill que proporciona la bomba. En esta etapa la dificultad radica
en la fotosensibilidad del polimero utilizado, lo que implica realizar el proceso
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de carga en oscuridad, utilizando como fuente de iluminacién Unicamente
una bombilla de luz roja como en la Figura 5.26.

Figura 5.26 Disolucién del polimero fotosensible, y carga del mismo dentro de la
jeringa.

Una vez cargada la jeringa con la disolucion, se envuelve el capilar y la
jeringa en papel para evitar la entrada de luz, colocando finalmente la jeringa
directamente sobre la bomba impulsora. La posicion de trabajo es horizontal
o vertical en funcion de la direccion de la aguja dentro de la caja seleccionada
para el experimento.

Los electrodos de la fuente de tension se conectan, uno en la aguja de
salida de la disolucion y el otro en el colector, de forma que se cree una
diferencia de potencial en esa distancia. Como colector de las nanofibras
formadas se coloca un trozo de ITO antes de cada experiencia.

5.2.4.3 Determinacion de variables y parametros

Previamente a la puesta en funcionamiento, es necesario haber
establecido los parametros de trabajo para cada experiencia a realizar. Estos
parametros son el voltaje aplicado, la distancia colector-aguja, velocidad de
flujo, concentracion de la disolucion, diametro de aguja utilizada y orientacion
del equipo (vertical y horizontal). Estas variables seran modificadas en las
diferentes experiencias con el fin de hallar los mejores rangos o valores de
operacion.

5.2.4.4 Experimentacion: Produccion de microfibras y nanofibras

Una vez esta todo preparado y fijado, se pone en marcha la bomba con la
velocidad deseada, en el modo de impulsion. Es importante comprobar que la
aguja no esta taponada y que el flujo sale correctamente para poder aplicar el
potencial fijado.
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Este voltaje puede ser corregido inicialmente hasta conseguir la
formacion del cono de Taylor, evitar que se produzca la caida de gotas o
incluso ver directamente la formacion de hilos.

PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA

En primer lugar se utiliza el polimero HRGD6 (NIP 1083) para el
aprendizaje y la familiarizacion con la técnica de electrohilado. Se utiliza este
polimero debido a que presenta caracteristicas similares con el biopolimero
fotosensible, que queremos hilar y posteriormente entrecruzar con la luz para
formar fibras insolubles en agua.

Inicialmente, partiendo de valores de experiencias anteriores, se opera,
con este polimero, realizando barridos en las variables importantes de caudal,
potencial, distancia y tiempo del electrohilado buscando ajustar a los valores
mas favorables en la formacion de fibras. Estos barridos y ajustes no se
detallan en este apartado sino que se explican mas adelante en el apartado
de resultados 6.5.1 ilustrandolos mejor mediante las imagenes del
microscopio.

Se establecen las conclusiones oportunas a partir de esos resultados y
los cambios realizados en los parametros para obtener las relaciones
contempladas en la bibliografia, en el apartado 4.4.3.

ELECTROHILADO DEL BIOPOLIMERO FOTOSENSIBLE: VKV4-PH-N3

Tras la etapa de aprendizaje, se trabaja con unos rangos de condiciones
obtenidos a partir de los valores mas 6ptimos en la obtencion de fibras en la
etapa anterior con el polimero HRGD6.

En primer lugar se preparan superficies recubiertas de fibras del polimero
sin modificar, VKV4. Una vez determinadas las condiciones o6ptimas, se
trabaja con el polimero fotosensible modificado con grupos fenilazido, VKVa4-
PH-Ns, preparando superficies recubiertas de fibras en las mismas
condiciones. De la misma manera que antes, todo el procedimiento
experimental llevado a cabo hasta la obtencion de nanofibras en 6ptimas
condiciones, se detalla e ilustra en el apartado de resultados 6.5.2.

Se sintetizan ambos tipos de fibras con el fin de establecer una
comparacion posterior del comportamiento de ambas superficies, utilizando
las de VKV4 como control.

Las superficies recubiertas producidas, tanto de vidrio como de ITO, se
almacenan en placas Petri de vidrio y envueltas en aluminio para su posterior
utilizacion y caracterizacion, ver Figura 5.27.
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Figura 5.27 Almacenamiento de las superficies recubiertas en placas de vidrio.

5.2.5 Entrecruzamiento del polimero fotosensible

El polimero quimicamente modificado con el grupo fenilazido, reacciona
en presencia de luz UV a través de dichos grupos fenilazido para dar grupos
fenilazobenceno que sirven de entrecruzante de los polimeros, de manera
que se producen geles con estructuras entrecruzadas.

Es necesario en primer lugar, la determinacion de la longitud de onda a la
qgue absorbe el polimero VKVs-PH-N3 mediante espectroscopia UV-Vis, con
objeto de irradiar las muestras a esa longitud en la que el pico de absorcién
es maximo y se reduce el tiempo de exposicion necesario.

5.2.5.1 Preparacion de la muestra

Las muestras preparadas para el fotoentrecruzamiento son las
siguientes:

- Superficie recubierta con nanofibras de VKV4-PH-N3, ver Figura 5.28-a-b.
- Pastilla de hidrogel formada en un molde de teflon a partir de 600 pL de
VKVs-PH-N3, ver Figura 5.28-c.

a BIOFORGI

A

Figura 5.28 a) Superficies de ITO y b) de vidrio recubiertas de nanofibras mediante
electrohilado, preparada para irradiacion, ¢) Muestra en molde de teflon.

5.2.5.2 Irradiacién con luz UV-Vis

El equipo utilizado en el laboratorio para la irradiacion de las muestras es
el mostrado en la Figura 5.29. con los siguientes componentes:

- Lampara Ushio USH200DP.
- Soporte de lampara, 66901 serial N° 120, Oriel Instruments.
- Generador de potencia, 68910 serial N° 113, Oriel Instruments.
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- Filtro de la casa Mercury Line Filter, de absorcion pasabanda centrado
entre 200 y 400 nm.

- Sistema de refrigeracion: compuesto de una pequena bomba que hace
circular el agua pasando a través de la lente del soporte.

- Sistema de ventilacion: formado por una manguera que extrae hacia la
ventana mediante un ventilador el ozono téxico generado por la lampara.

Figura 5.29 c) Equipo utilizado para la irradiacion Ultravioleta de muestras.
Componentes de izquierda a derecha: sistema de ventilacién, fuente de potencia, a)
sistema de refrigeracién, gafas de proteccion, b) ldAmpara con su soporte y caja para

colocar la muestra.

En primer lugar se coloca dentro de la lampara UV el filtro adecuado en
funcion de la longitud de onda de luz que queremos irradiar, en este caso
entre 200 y 400 nm. Después se introduce la muestra a irradiar en el interior
de la caja de cartén a unos 5-6 cm de la lampara.

Se pone en funcionamiento la bomba de refrigeracion de la lampara,
sumergida en agua destilada fria, y el sistema de ventilacion del Oz generado,
con la manguera de evacuacion en la ventana.

Finalmente se enciende el generador y se ajusta la potencia a 190 W,
iniciandose la irradiacion de la muestra. Es importante colocar correctamente
la muestra bajo el haz de luz, mediante un folio blanco que nos permita
visualizar este haz, siempre con la utilizacion de las gafas de proteccion.
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Mediante este haz de luz UV se produce el fotoentrecruzamiento
irreversible de los polimeros debido a la presencia de los grupos fenilazido,
los cuales forman el grupo fenilazobenceno en presencia de luz ultravioleta,
tanto en las nanofibras como en los geles en forma de pastillas preparados.

5.2.6 Caracterizacion de nanofibras

La caracterizacion de las nanofibras entrecruzadas producidas se lleva a
cabo por medio de microscopia Optica, microscopia electronica de barrido
(SEM), test del agua, angulo de contacto y cultivos celulares.

5.2.6.1 Microscopia 6ptica

Los microscopios son instrumentos disenados para producir imagenes
visuales o fotograficas ampliadas de objetos pequenos. El microscopio debe
cumplir tres tareas: (I) producir una imagen ampliada de la muestra, (ll)
separar los detalles de la imagen, (lll) hacer que los detalles sean visibles al
0jo humano o la camara [97].

Los microscopios compuestos modernos funcionan con una doble etapa
de diseno de aumento que incorpora una lente de imagen principal, la
lente objetivo, acoplada a un sistema de lentes de visualizacién secundario
conocido como el ocular montados en los extremos opuestos de un tubo del
cuerpo. La lente objetivo es la responsable de la formacion de la imagen
principal a diferentes aumentos, mientras que el ocular se utiliza para
observar la imagen creada por el objetivo. Los microscopios avanzados
actuales cuentan con numerosos sistemas opticos diferentes [97].

El microscopio Optico es el instrumento utilizado para visualizar en cada
experiencia las estructuras formadas en el proceso de electrohilado y su
distribucion por todo el colector. EI microscopio oOptico utilizado en el
laboratorio es el modelo Eclipse 80i de la casa comercial Nikon, mostrado en
la Figura 5.30, que cuenta ademas con una camara acoplada, para poder
registrar digitalmente las imagenes obtenidas.

Figura 5.30 Microscopio 6ptico Nikon Eclipse 80i.
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5.2.6.2 Test del agua

Es un test simple que consiste (nicamente en sumergir en agua fria
durante varias horas la superficie con las nanofibras sintetizadas por
electrohilado, ver Figura 5.31. Estas fibras han sido irradiadas mediante luz
UV, con lo que debido al caracter fotosensible del polimero modificado, se han
entrecruzado alcanzando un estado de gel. El gel entrecruzado es insoluble
en agua fria, por lo que el objetivo de esta prueba es comprobar si se han
entrecruzado totalmente las fibras.

Figura 5.31 Placa Petri con 4 superficies, recubiertas por fibras, sumergidas en
agua a 4°C y almacenadas en un frigorifico.

Entonces, en el caso de que el polimero se haya entrecruzado
correctamente, las fibras no se disolveran en agua fria y al secarlas mediante
una estufa a 37°C seguiran estando recubiertas. Sin embargo, si no ha habido
gelificacion, las fibras del polimero se disolveran de nuevo en el agua fria,
quedando la superficie de ITO limpia de fibras.

5.2.6.3 Cultivo celular

Se lleva a cabo el proceso de electrohilado en superficies de vidrio, de 18
mm diametro, con el objetivo de realizar cultivos celulares sobre esas
superficies en el interior de placas de 12 pocillos, ver Figura 5.32.

Figura 5.32 Placa de pocillos con superficies de vidrio recubiertas de fibras en su
interior.

Las células empleadas para el cultivo son fibroblastos humanos debido a
la gran capacidad de adhesion mostrada en contraste con otras lineas
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celulares. Son células comunes del tejido conjuntivo, encargadas de la
sintesis y el mantenimiento de la matriz extracelular, con una gran capacidad
de diferenciacion. Presentan forma alargada fusiforme, citoplasma baséfilo y
ndcleo eliptico.

Inicialmente, se esteriliza el conjunto con el fin de garantizar las
condiciones asépticas para el desarrollo de las células. Se establecen
ademas las condiciones necesarias de incubacion 37°Cy 5% de CO2y 95% de
aire.

Los cultivos realizados en 200 ul de medio EGM, son de una densidad de
1000 células por superficie y tienen como objetivo demostrar la
citocompatibilidad entre las superficies recubiertas de nanofibras poliméricas
y las células. Para ello se evalUa la viabilidad celular tras 48 horas de cultivo,
observando las muestras mediante microscopia optica.

Tras 48 horas de cultivo, se fijan las células durante 10 minutos con
paraformaldehido y permeabiliza con una solucion de 0.5 % Tritén X-100 en
PBS/0.1 % BSA. La F-actina presente en el citoplasma celular se tine con
Faloidina-Alexa Fluor488 y el nicleo con 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI).
Todos los pasos de tincion estan seguidos de un exhaustivo lavado con una
solucion PBS/ 0.1% BSA. Las inspecciones celulares se realizan con un
microscopio de fluorescencia invertido, Nikon Eclipse Ti.

El proceso de adhesion celular sobre una superficie consta de dos
etapas, la adhesion pasiva, controlada por combinaciones de interacciones
fisico-quimicas entre la membrana celular y la superficie (hidrofébicas, Van
der Waals, culdmbicas) y la adhesion activa, que involucra procesos
metabdlicos celulares que dan lugar a un cambio en la morfologia, ver Figura
5.33. Esta Ultima es mediada por los ligandos de las integrinas, proteinas
intermembrana que se unen a motivos de adhesion, como el RGD, presentes
en las proteinas extracelulares. La morfologia redondeada y brillante de las
células se transforma en extendida y oscura durante el proceso de adhesion.

Mediante el cultivo celular se evalla la citocompatibilidad de las
superficies y la adhesion celular con las fibras de VKVs-PH-N3 que no
presentan un dominio para la adhesion activa.
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Figura 5.33 Mecanismo de adhesion celular pasivo y activo.

5.2.6.4 Angulo de contacto

El uso del goniometro permite realizar mediciones del angulo que se
forma entre una gota de liquido, en este caso agua milliQ, y una superficie
sobre la que es depositada.

El valor del angulo de contacto depende principalmente de la relacion
existente entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el sélido y las fuerzas
cohesivas del liquido. Cuando las fuerzas adhesivas son muy grandes en
relacion con las fuerzas cohesivas, el angulo de contacto es menor de 90
grados, dando como resultado que el liquido se expanda sobre la superficie.

Una gota de agua depositada sobre una superficie, permite realizar
una distincidon entre superficies hidrofébicas, que muestran angulos de
contacto elevados, y superficies hidrofilicas, que muestran angulos de
contacto bajos, ver Figura 5.36 [98].

a) b) C)

- '
94.2°+2.1° 84.4°%2.7° 27.3°+0.9°

Figura 5.34 Fotografias de angulo de contacto en superficies a) muy hidrofébica, b)
hidrofébica y ¢) hidrofilica.

En el presente TFG se utiliza esta técnica para la comparacion en el
angulo de contacto entre la superficie cubierta de fibras del polimero sin
modificar, y el polimero modificado y entrecruzado por la luz UV.

Para realizar las mediciones del angulo de contacto en el laboratorio se
utiliza un gonidometro Dataphysics OCA 15 plus, Neurtek Instruments, que
consta con una camara de video CCD adaptada, Figura 5.35.

80



@ 5. Procedimiento experimental

ESCUELA DE INGENIERIAS = = >
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

Figura 5.35 Goniometro Dataphysics OCA 15 plus

5.2.6.5 Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)

La técnica utilizada para la validacion de los resultados obtenidos en la
microscopia Optica es la conocida como Microscopia Electronica de Barrido
(SEM). Esta compuesta por tres detectores, que estan instalados dentro de
una camara de vacio. La muestra se coloca en un porta de la camara de vacio
del microscopio, donde es escaneada por medio de un haz de electrones,
convirtiendo las senales eléctricas en una imagen tridimensional que se
observa en el monitor del ordenador.

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento para
obtener fotografias tridimensionales debido a que tiene una alta resolucion y
una gran profundidad de campo. En las fotografias se puede apreciar la
estructura de muestras microscopicas detallando de manera extraordinaria,
sus caracteristicas morfologicas y topograficas [99].

Las imagenes de microscopia electronica de barrido de una muestra se
forman mediante el escaneo con un haz de electrones acelerados (0.5-30 kV).
Los electrones interactian con los atomos de la muestra, produciendo
diversas senales que se pueden detectar y que contienen informacion sobre
la topografia de la superficie de la muestra y la composicion. EI haz de
electrones generalmente se escanea en un patron de trama, y la posicion del
haz se combina con la senal detectada para producir una imagen [100].

Los electrones acelerados en un SEM llevan cantidades significativas de
energia cinética que se disipa en forma de una variedad de senales
producidas por las interacciones electron-muestra cuando los electrones
incidentes se frenan en la muestra sélida, ver Tabla 5.5 [99, 101].
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Senales Producidas Funcion

Producen imagenes del SEM (morfologia y
topografia)
Producen imagenes del SEM (contrastes en
composicion de la muestra)

Electrones secundarios

Electrones retrodispersados

Electrones retrodispersados Determinar estructuras cristalinas y orientaciones
difractados de minerales
Fotones Rayos X caracteristicos para analisis elemental
Luz visible Catodoluminiscencia (CL)
Calor Disipacion

Tabla 5.5 Resumen de las funciones realizadas por cada senal.

El analisis SEM se considera una técnica no destructiva, puesto que los
rayos X generados por la interaccion de electrones, no conducen a la pérdida
de volumen de la muestra, por lo que es posible analizar los mismos
materiales repetidamente [99, 102].

El SEM tiene como aplicaciones mas destacadas la generacion de
imagenes de alta resolucion de las formas de los objetos y mostrar las
variaciones espaciales de las composiciones quimicas. Con la técnica del
SEM se consigue magnificaciones que va desde 20X hasta 30000X, con
resoluciones espaciales de 50 a 100nm. Asi, este enfoque es muy util en la
determinacion cualitativa o semi-cuantitativa de composiciones quimicas,
estructura cristalina, orientaciones de cristal, etc [101, 102].

El microscopio electronico de barrido utilizado para la evaluacion de la
morfologia de las nanofibras en elaboracion del presente TFG es el mostrado
en la Figura 5.36, modelo 200FEG, de la casa comercial FEI Quanta SEM,
perteneciente al Parque Cientifico de la Uva I+D.

Figura 5.36 Microscopio Electréonico de Barrido (SEM) de Quanta SEM.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente apartado se exponen los resultados obtenidos en cada uno
de los métodos seguidos para la elaboracion del presente TFG, incluyendo la
bioproduccion del polimero, su modificacidon quimica, la caracterizacion, la
sintesis de nanofibras por electrohilado y el entrecruzamiento de las mismas
para obtener hidrogeles en forma de fibras.

6.1 BIOPRODUCCION

Se lleva a cabo la produccion del polimero VKV4 mediante la fermentacion
en flasks descrita en el apartado 5.2.1 Bioproduccion. Para ello se utilizan 12
erlenmeyers de plastico con deflectoras y un total de 0.6 L de medio de
cultivo con el in6culo.

En primer lugar, tras la siembra de la placa Petri con las cepas de
Escherichia coli y la incubacion de las 8 mejores colonias se realiza un
screening o cibrado de éstas, ver Figura 6.1, para determinar la de mayor
produccion del polimero VKV4. Las colonias seleccionadas son la 2 y la 6
debido a que presentan una banda mas gruesa en el PM del polimero, 60kDa.

66.2

45.0

35.0

Figura 6.1 Screening de las 8 colonias seleccionables para inocular. Las calles
corresponden al Marker (M) y a las 8 colonias (1-8).

Se realiza la produccién inoculando la colonia mas productiva y
concluyendo una vez se agota el medio, lo cual es indicado mediante la
medida de valores constantes en la absorbancia a lo largo del tiempo.

Esos valores de absorbancia medidos son de 9.3 en una primera muestra
y 9.4 en la segunda, dandose por finalizado el periodo de produccion, debido
a la minima variacion.
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Por ultimo se purifica el biopolimero, mediante una serie de etapas
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.2.1.7 Extraccion y
Purificacion. Se comprueba que el polimero ha seguido la ruta esperada en la
purificacion y no se ha desviado en ninguno de los pasos mediante el analisis
electroforético de la Figura 6.2.

Pm
(KDa)

116.0

66.2
<JELR

450

35.0

Figura 6.2 Electroforesis de las muestras en cada etapa de la purificacion del VKVa4.

Calle M: Marker Calle M: Marker

Calle 1: Precipitado Ultrasonidos Calle 5: Precipitado Calentamiento 1
Calle 2: Sobrenadante Ultrasonidos Calle 6: Sobrenad. Calentamiento 1
Calle 3: Precipitado Acido Calle 7: Precipitado Calentamiento 2
Calle 4: Sobrenadante Acido Calle 8: Sobrenad. Calentamiento 2

Calle 9: Precipitado Frio 2
Calle 10: Sobrenadante Frio 2

La cantidad total obtenida del polimero es de 693 mg. Debido a que la
produccion se llevd a cabo en 7.2 L de medio, el rendimiento total alcanzado

es de 96.25 mg/L.

El recombinamero VKV4 obtenido es caracterizado mediante las técnicas
de resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia infrarroja (FTIR),
espectrometria de masas (MALDI-ToF) y calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

El analisis electroforético SDS-PAGE realizado al polimero purificado, ver
Figura 6.3-a, permite evaluar la pureza de la muestra. Se observa que el resto
de fracciones han sido separadas en la purificacion al presentar Unicamente
una banda a la altura del peso molecular del polimero VKVa.

El peso molecular exacto del polimero sintetizado se determina mediante
la técnica de espectroscopia de masas MALDI-ToF. A partir de la Figura 6.3-b,
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se puede determinar el peso molecular de 60647 Da que coincide con el
valor teérico de PM del polimero.

a ) Pm
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116.0 e '
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Figura 6.3 a) Analisis electroforético SDS-PAGE, b) Espectroscopia de masas
(MALDI-ToF) del VKVa.

Mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se analiza la estructura
de las moléculas bioproducidas. El calculo de las frecuencias a las que
resuena cada proton de la biomolécula nos permite predecir el rango y la
cantidad de senales de protones que tiene el polimero a lo largo de toda su
secuencia.

El valor de las integrales de las senales obtenidas experimentalmente
(Figura 6.4) son similares al nimero de protones presentes en el polimero, lo
que corrobora la estructura del biopolimero.
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Figura 6.4 Espectro RMN polimero bioproducido VKVa.

El DSC es la técnica utilizada para determinar la temperatura de
transicion inversa de los polimeros en la que se basa el comportamiento
inteligente y la entalpia asociada a dicho proceso. Los valores se recogen en
la Figura 6.5, para diferentes valores del pH de la disolucion.

Irt=gral -541 ml
Pk 11,53 min

[TV pH 11.0
VKv4 pH 11 .0, 1,0100 mg

Irtegral -0,38 m)
0.5 Fesk 16,87 min

m [IVKW pH 7.6
Vw4 pH 7.6, 0,5500 mg /\
——

- Disolvente pH Tt(°C) AH (mJ)

MQ 11 317 5,41
PBS 76 491 -0,38
0 2 H s 8 R 2 1 15 min

Figura 6.5 Termograma DSC de VKV4 en MQ a pH=11y PBS a pH=7.6.
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A partir del espectro infrarrojo FTIR, se pueden verificar los resultados
obtenidos por RMN acerca de la estructura, debido a la absorcion de luz
infrarroja por parte de los diferentes grupos funcionales segin la longitud de
onda, ver Figura 6.6.

010

Absorbance Units
005
1

SN :

—

0.00

T T T T T T
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Wavenumber cm-1

Figura 6.6 Espectro infrarrojo de VKVa4 bioproducido.

6.2 MODIFICACION QUIMICA DE POLIMEROS TIPO ELASTINA

La modificacion del polimero para introducir en €l un grupo fenil azido se
realiza con objeto de proporcionarle caracter fotosensible. Asi, cuando recibe
luz UV se produce una reaccion entre dichos grupos funcionales que provoca
la union covalente entre las cadenas a través de los grupos fenilazobenceno
formados. Debido a la naturaleza de esos grupos fenilazobenceno, capaces
de dar isomeria cis-trans en funcién de la longitud de onda incidente, el
hidrogel presenta fotosensibilidad como valor anadido.

Las reacciones llevadas a cabo a lo largo de este TFG se detallan en el
apartado 5.2.2 Modificacion Quimica.

De las 3 modificaciones llevadas a cabo, la reaccion principal de este TFG
es la de obtencion del VKV4-PH-Ns. Consiste en una reaccion de amidacion del
grupo amino de las lisinas a partir del acido p-azidobenzoico, buscando
introducir en el polimero el grupo fenil azido, el cual es capaz de reaccionar
con otros grupos fenil azido bajo la exposicion de luz UV dando lugar a grupos
fenilazobenceno, que podrian actuar como entrecruzantes en la formacion de
geles fotosensibles.

A partir del analisis de las experiencias llevadas a cabo anteriormente
[103] se obtienen las siguientes conclusiones:

- La activacion del carbono carboxilico del acido azidobenzoico como
anhidrido es una buena opcion, debido a que las conversiones
experimentales alcanzadas son elevadas (93%).
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- La relacién de 7,5 equivalentes de anhidrido utilizado por equivalente de
lisina es la mas 6ptima, en términos de que se favorecen conversiones
mayores (93%) que con un nimero de equivalentes de orden inferior (1.5
eq 16%).

En la reaccion de modificacion entonces llevada a cabo en este TFG se

activa el carboxilo mediante la sintesis del anhidrido azidobenzoico y se
proporciona una relacion de equivalentes anhidrido/lisina de 7,5.

6.3 CARACTERIZACION ELRs QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Los productos finales modificados son caracterizados, siguiendo el
apartado 5.2.3, de forma que se puedan utilizar en posteriores experiencias
asegurando unas caracteristicas concretas.

A continuacion se muestra la caracterizacion mediante FTIR, H-RMN y
MALDI-ToF del VKV4-PH-Ns. Las caracterizaciones de los otros polimeros
modificados: VKVs-N3 y VKVs-ciclooctino se encuentran en el

Rendimiento de la reaccién

Se determina el rendimiento de la reaccion y purificacion del polimero
modificado a partir de la relacion entre el nimero de moles de polimero
obtenidos y empleados en la reaccion.

Masa Inicial Moles Masa Final Moles

Reaccion (me) Inicial (meg) Final Rendimiento

VKV4-PH-N3 300 0.0050 150 0.0024

VKV4-PH-N3 500 0.0083 375 0.0059 72%
VKVa-N3 1500 0.0248 985 0.0059 65%
VKV4-ciclo 3000 0.0496 2240 0.0364 73%

Tabla 6.1 Rendimientos en las modificaciones quimicas realizadas.
e Espectroscopia de infrarrojo FTIR-ATR.

En un estudio comparativo de los espectros infrarrojos de los polimero sin
modificar, VKV, y modificados, VKV4-PH-N3, se comprueba la presencia de
grupos azido en el polimero modificado debido a la aparicion de una nueva
senal a 2100 cm?, (ver Figura 6.6 y Figura 6.7), caracteristica de la
absorbancia de dicho grupo.
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Figura 6.7 Espectro infrarrojo del polimero modificado VKV4-PH-Ns.

e Resonancia Magnética Nuclear de protén (H-RMN).

El espectro de resonancia magnética nuclear de proton (1H-RMN) del
polimero modificado muestra la aparicion de dos nuevos picos entre 7 y 8
ppm, Figura 6.8, no presentes en el espectro del polimero sin modificar,

Figura 6.4.

VK-PH-N3_JESUS_PROTON_01
VK-PH-N3_JESUS
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Figura 6.8 Espectro H-RMN del VKV4-PN-N3
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El tanto por ciento de conversion de las lisinas se determina a partir del
valor de las integrales de estas senales. El anillo bencénico introducido
consta de 4 protones, de los cuales resuenan 2 a 7,2 ppm y otros 2 a 7,9
ppm, debido a los diferentes grupos funcionales que tiene unidos, ver Figura
6.9. De entre ellas se toma como referencia la correspondiente a 7,2 ppm ya
que se muestra aislada en la zona del espectro donde resuena.

7,2 ppm 7,9 ppm

Figura 6.9 Estructura del grupo fenilazido y dénde resuena cada proton.

Una vez normalizada la integral de la senal de CHs a 1 ppm con 1596
protones, se obtiene el valor de la integral a 7,2. De esta forma, se obtiene
gue el nimero de lisinas modificadas corresponde a la mitad del valor de esa
integral.

La conversion alcanzada en la modificacion con fenilazidas es del 91%,
con un total de 21 lisinas modificadas sobre el maximo de 24 posibles.

e Espectrometria de masas (MALDI-ToF)

La espectrometria de masas permite observar la variacion en el peso
molecular del recombinamero modificado, Figura 6.10, respecto del inicial,
Figura 6.3. En el caso del VKV4 modificado con grupos fenil azido, cada grupo
amino modificado conlleva un incremento del peso molecular del polimero de
145 Da, debido a la sustitucion del grupo -NH2 por -PH-Nas.

Entonces se puede contrastar la conversion calculada mediante RMN
determinando el numero de lisinas modificadas:

lvs = APM c _lys E om (1
ys = 145 onv = - cuacion (1)

Donde, lys: es el nimero de lisinas modificadas, APM: es la diferencia
entre el peso molecular del polimero modificado y sin modificar, Conv:

conversion calculada a partir de los pesos moleculares.

A partir de la Ecuacion (1) se obtiene la cantidad de lisinas modificadas,
20, y por tanto una conversion alcanzada de 85%, del orden de la obtenida
por NMR.
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63602

Figura 6.10 Espectrometria de masas (MALDI-ToF) del VKV4-PH-N3.

6.4 SINTESIS DE HIDROGELES

En el presente trabajo se ha producido un hidrogel en forma de pastilla
mediante un molde de Teflon taponado con una muestra de PDMS, utilizando
un volumen de 600uL de una disolucion de concentracion 100 mg/ml del
recombinamero fotosensible, VKVs modificado con fenilazidas. Se prepard
siguiendo el procedimiento de irradiacion con luz UV descrito en el apartado
5.2.5.

Se trabajo partiendo de la base de las experiencias realizadas
previamente en el grupo. Inicialmente, se realizé6 una espectroscopia UV-Vis,
ver Figura 6.11, para la determinacion de la longitud de onda a la que se
produce la maxima absorcion de luz por parte del polimero.

1.0
0.8

0.6

Abs

0.4

0.2

0.0 T ‘ |
200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Graph 1 - YK PH N3 10EQ MILLIQ 0.26 MG ML 3 X,y

Figura 6.11 Grafico de absorbancia de luz segun la longitud de onda por parte del
polimero VKV4-PH-Ns.
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A la vista de la grafica, el polimero utilizado presenta el pico de
absorbancia de luz a 270 nm, por lo que se utiliza la lampara con un filtro de
irradiacion en el rango de 200-400 nm.

El ensayo realizado consistio en la irradiacion de la disolucion contenida
en un molde mediante un haz UV, durante un tiempo de 2 horas. Este tiempo
se estimd como suficiente para la formacion del gel ya que en experiencias
anteriores se utilizaron tiempos mayores, de hasta 8 horas, debido a que la
longitud de onda de irradiacion no coincidia con la de maxima absorcion del
polimero.

Durante el proceso de irradiacion es importante mantener la muestra en
frio mediante una cama de hielo, para evitar la transicion del polimero con la
temperatura.

El resultado obtenido, Figura 6.19, fue la preparacion de un hidrogel en
forma de pastilla, de tono anaranjado, aspecto fragil y textura pegajosa.

BIOFORGE

¢

4n 70 R0 90

Figura 6.12 Hidrogel sin molde tras 2 horas de irradiacion.

Recordamos que el grupo azobenceno, formado al entrecruzarse las
cadenas de los recombinameros a través de sus grupos fenil azido en
presencia de luz UV, presenta isomeria cis-trans en funcién de la luz. Asi, en
oscuridad adopta una disposicion trans, mientras que bajo iluminacion
revierte a una configuracion cis.

Estudios anteriores llevados a cabo en el grupo de investigacion
muestran que el caracter termo y fotosensible de los recombinameros se
mantiene en la estructura entrecruzada. Por este motivo, el gel producido se
intentd someter a pruebas de reologia para evaluar su comportamiento con
condiciones de oscuridad y de luz y detectar el posible cambio de propiedades
reoldgicas en funcion de dichas condiciones de iluminacion. Sin embargo, los
ensayos de reologia realizados no fueron concluyentes debido a que al
someterle a la presion del piston, el gel sobresalia de la geometria, se
deformaba e incluso se resquebraja.
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El escaso entrecruzamiento observado en el hidrogel parece ser debido a
que al irradiar la capa superior las moléculas de recombinameros se
entrecruzan, dificultando el paso de luz a las capas inferiores. Se produce, por
tanto, una irradiacion irregular en toda la disoluciéon que provoca no s6lo un
escaso entrecruzamiento sino que, ademas, éste no sea uniforme, sino
gradual con la profundidad.

Finalmente, se llevan a cabo los ensayos para determinar si el caracter
termosensible del recombinamero se mantiene en el hidrogel. Para ello se
analiza el cambio del tamano del hidrogel con la temperatura. A bajas
temperaturas el gel presentara las cadenas del polimero mas estiradas, de
forma que puede hincharse con el agua en mayor proporcion que cuando se
calienta por encima de su temperatura de transicion. Asi, a 37°C el hidrogel
presentara sus cadenas poliméricas replegadas, disminuyendo el grado de
hinchamiento del gel y, por tanto, disminuyendo el tamano del mismo. En el
gel producido el cambio se observa ligeramente, pero no es muy notable
debido a que esta desgastado, deformado y quebrado tras los intentos
reologicos, Figura 6.13.

C))

Figura 6.13 Hidrogel deformado tras reologia a) 4°C b) 37°C

6.5 OBTENCION DE NANOFIBRAS Y CARACTERIZACION

En este apartado se detallan los resultados obtenidos con la técnica
descrita en el apartado 5.2.4 y 5.2.5, y su caracterizacion mediante
microscopia optica, electronica, angulo de contacto y cultivo celular, descritos
en el apartado 5.2.6.

6.5.1 Electrohilado: Optimizacion de la técnica

6.5.1.1 Optimizaciéon de las variables en “vertical”

Las primeras experiencias llevadas a cabo para la obtencion de
superficies recubiertas con fibras se realizaron por electrohilado “en posicion
vertical” de una disolucién del polimero HRGD6 en trifluoroetanol. El montaje
en orientacion vertical del equipo favorece la salida de la disolucion de la
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aguja por efecto de la gravedad. El colector empleado para recoger las fibras
son superficies de oxido de titanio e indio, ITO.

La experiencia en el grupo de investigacion sobre esta técnica indica el
uso de disoluciones al 10% en peso (100 mg/ml) como las mas adecuadas
para la obtencion de fibras.

Los parametros utilizados para determinar las condiciones 6ptimas de
trabajo, que conduzcan a fibras regulares, se muestran en la Tabla 6.2.
Asimismo se especifican los intervalos de variacion de los mismos, a fin de
encontrar relaciones logicas entre ellos y los resultados obtenidos.

Concentracion Caudal Potencial Distancia Tiempo

(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s) Posicion

100 0.002-0.01  12.5-30 SEe 15-240 \Vertic.

Tabla 6.2 Rango experimental utilizado de los parametros para HRGD®6 en vertical.

En las primeras experiencias el exceso de adhesivo entre el ITO y el
tornillo electrodo reducia el contacto entre ambos y hacia de aislante por lo
que perjudicaba la recogida de las fibras formadas y solo se observaba la
formacion de spray, ver Figura 6.14. Este spray consiste en los minUsculos
puntitos de la imagen que en realidad se corresponden con fibras
pequenisimas de muy corta longitud, que son Unicamente observables al
maximo aumento del microscopio y légicamente no son el objetivo de la
produccion. Mientras, las fibras mas grandes se dispersaban por la caja de
metacrilato sin caer en el colector, por ello se optd por reducir el adhesivo al
maximo posible de forma que no fuese un obstaculo ni hiciera de aislante.

Figura 6.14 (10% 0.002ml/min 16 kV)

Las primeras experiencias utilizan ese rango de caudales, tomando como
punto de partida experiencias anteriores. Asi, se utilizaron flujos de 0.002,
0.005 y 0.01 ml/min, al mismo tiempo que se iba variando la diferencia de
potencial entre 15 kV y 30 KV con el fin de observar el mejor cono de Taylor y
el desprendimiento de pequenos hilos a simple vista.
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Figura 6.15 (10% 0.005ml/min 30 kV) Figura 6.16 (10% 0.01ml/min 30 kV)

A la vista de los resultados obtenidos, como se muestra en las Figuras
6.15 y 6.16, se seleccionaron condiciones de flujo 0.01 ml/min y 30 kV de
potencial, ver Figura 6.16, puesto que para esas variables en los rangos
especificados se obtenian fibras mejores en diametro y longitud y menor
cantidad de perlas.

Para determinar el tiempo de produccion de fibras 6ptimo para recubrir
las superficies, se hicieron varias pruebas de recubrimiento de superficies de
ITO en las mismas condiciones de caudal de flujo, potencia, concentracion de
la disolucion y distancia entre electrodos y utilizando distintos periodos de
tiempo. Se comprueba inicialmente que los parametros utilizados producen
la formacion de fibras. Se prepararon varias muestras utilizando desde 10-15
segundos hasta 4 minutos.

A partir de 1 minuto, el recubrimiento era tal que tomaba aspecto de
manta formada por muchisimas fibras y perlas, lo que hacia imposible
distinguirlas al microscopio, ver Figura 6.18. Dicha manta se puede observar
en la Figura 6.19, en la cual ha sido levantada ligeramente mediante una
pinza para comprobar que el recubrimiento se trata de una Unica pelicula. Por
tanto, los tiempos empleados seran entre 10 y 30 segundos para poder
analizar las fibras obtenidas como en la Figura 6.17.

Figura 6.17 (10% 17 kV, 10seg) Figura 6.18 (10% 17 kV, 3min)
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Figura 6.19 (10% 17 kV, 10seg)

Se realizd un barrido de distancias entre la aguja y el colector, con el
resto de parametros fijados en los valores en que se habia detectado la
formacion de fibras, para determinar su influencia en el resultado final.

Figura 6.20 (10% 30kV, 19cm) Figura 6.21 (10% 30kV, 9cm)

Figura 6.22 (10% 30kV, 12cm)

En vista de los resultados obtenidos la distancia que se considera mas
Optima es la intermedia de 12 cm, Figura 6.22, debido a que las fibras tienen
un diametro mayor que en la Figura 6.21, donde son muy finas y presentan
muchos defectos debido a que el colector estd muy préximo y no hay tiempo
suficiente para permitir evaporar el disolvente. En la Figura 6.20, de mayor
distancia, las fibras presentan también imperfecciones en forma de pequenas
perlas y spray debido a que el colector esta demasiado lejos, reduciendo
también el diametro de fibra obtenido.
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Entonces las condiciones Optimas utilizadas en vertical para la obtencion
de las fibras de la Figura 6.22 son las siguientes:

Concentracion  Caudal Potencial Distancia Tiempo Temperatura Humedad

Posicion

(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s) (°C) (%)
100 0.01 29.7 14 15 Vertic. 22.5 43

Tabla 6.3 Parametros experimentales optimizados para electrohilado en posicion
vertical.

Se llevd a cabo un experimento variando la humedad con las mismas
condiciones en que se obtienen fibras. Para ello se introdujo dentro de la caja
de metacrilato un recristalizador con agua hirviendo, de forma que tras varios
minutos, la humedad aumenté desde un 36 % inicial hasta el 70 %. El
resultado fue que se siguen obteniendo fibras en ambas condiciones, pero un
aumento de humedad implica muchos mas defectos en forma de grumos.

6.5.1.2 Optimizaciéon de las variables en “horizontal”

Tras la obtencion de fibras en orientacion vertical, se cambié el montaje
de electrohilado a posicion horizontal con el mismo biopolimero, buscando
eliminar el problema de la caida de gotas de disolvente en el colector, ver
apartado 6.5.1.1.

Para la obtencion de fibras en orientacion horizontal se parte de los
parametros fijados en posicion vertical y se optimizan. En estas nuevas
condiciones con el potencial de 30 kV se obtuvieron fibras finas y pequenas
ademas de muchas perlas formando spray. Por tanto, se modifico la
diferencia de potencial aplicada utilizando los siguientes valores: 30 kV, 27
kV, 24 kV, 20 kV y 18.2 kV. Este altimo potencial, 18.2 kV, permitié obtener
una gran cantidad de fibras del aspecto deseado. De esta manera se fijan las
condiciones reflejadas en la Tabla 6.4 como las adecuadas para la obtencion
de fibras del recombinamero HRGDG.

Concentracion  Caudal Potencial Distancia Tiempo

Posicion Temperatura Humedad
(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s) (°C) (%)
100 0.01 18.2 12 15 Horiz. 23.3 36

Tabla 6.4 Parametros experimentales 6ptimos en la obtencion de fibras de HRGD®.
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A continuacion se presentan las muestras de estas experiencias:

Figura 6.23(10% 30 kV, 12cm) Figura 6.24 (10% 18.2 kV, 12cm)

Se puede observar como en la Figura 6.23 existen fibras, pero son muy
finas y pequenas, y ademas se forman perlas por toda la superficie del
colector, ITO, debido a que la diferencia de potencial es demasiado alta y las
fibras se rompen. En la Figura 6.24, reduciendo considerablemente el
potencial, se obtiene una gran densidad de fibras de mayor diametro y
longitud que recubren totalmente la superficie de ITO.

6.5.2 Electrohilado de fibras fotosensibles.

6.5.2.1 Ensayos Iniciales: Optimizacion de variables

Antes de llevar a cabo el electrohilado con el polimero modificado VKVas-
PH-Ns., realizamos la optimizacion de las variables del proceso con el mismo
biopolimero sin modificar, VKVs4, considerando que van a tener un
comportamiento similar frente a la técnica.

Para la obtencion de fibras del recombinamero VKV4 se parte de inicio de
los mismos parametros de operacion ya optimizados en el apartado anterior
para un recombinamero semejante como HRGDG6, ver Figura 6.25-6.26. Se
trabaja directamente con el montaje en horizontal, ya que se habia observado
que las fibras obtenidas eran de mejor calidad; y las condiciones de
temperatura y humedad se mantienen muy similares.

Figura 6.25 (10% 0.01ml/min 19 kV) Figura 6.26 (10% 0.01ml/min 18.2 kV)
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Como se muestra en las Figuras 6.25-6.26, para las condiciones
optimizadas, y variando ligeramente el potencial suministrado, las fibras
obtenidas con potenciales de 19-18 kV son un poco finas. En siguientes
ensayos se opta por reducir ligeramente el potencial aplicado hasta 17 kV,
Figura 6.27. En estas condiciones se obtiene bastante densidad de fibras
mas gruesas y largas sin nada de spray, como se puede observar en las
siguientes imagenes a diferentes aumentos del microscopio.

Figura 6.27 (10% 0.01ml/min 17 kV, 12cm) a) x10 b-c) x20 d) x50.

A la vista de los resultados, las condiciones 6ptimas en la obtencion de
fibras a partir de la disolucion de VKV4 en TFE son las recogidas en la Tabla
6.5:

Concentracion Caudal Potencial Distancia Tiempo Temperatura Humedad

Posicion

(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s) (°C) (%)
100 0.01 17 10 15 Horiz. 26.1 34

Tabla 6.5 Parametros experimentales 6ptimos en la obtencion de fibras de VKVa.

Por lo general, en la produccion de nanofibras, se puede observar a
simple vista como se recubre la superficie adquiriendo un aspecto
blanquecino e igualmente se pueden ver fibritas que se desprenden de la
aguja y se mueven por efecto del potencial hasta adherirse a la caja de
metacrilato. En la imagen de la Figura 6.28, se puede observar una fibra

recogida con una pinza formada por muchisimas fibras que se han adherido
tras varios minutos de produccion.
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Figura 6.28 Fibras grandes desprendidas por la aguja y visibles al ojo humano.

6.5.2.2 Produccion de fibras fotosensibles a partir del recombinamero
modificado VKV4-PH-N3

Una vez aprendida y controlada la técnica de electrohilado, se lleva a
cabo la produccion de fibras fotosensibles a partir de una disolucion del
polimero modificado con fenilazidas, VKV-PH-N3, en trifluoroetanol (TFE).
Inicialmente se recubriran superficies de ITO y, finalmente, se recubriran las
superficies de vidrio necesarias para llevar a cabo los ensayos celulares de
citotoxicidad y viabilidad.

a) Electrohilado en posicion vertical:

En los primeros ensayos se buscd optimizar la produccion de fibras
fotosensibles con el montaje en orientacion vertical.

Se realiza una comparacion entre resultados obtenidos variando cada
uno de los parametros importantes en la técnica de electrohilado. Los rangos
utilizados se recogen en la Tabla 6.6:

Concentracion Caudal Potencial Distancia Tiempo Posicién
(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s)
50-100 0.002-0.01 20-30 10-14 10-45  Vertic.
Tabla 6.6 Rango experimental utilizado para los parametros para VKV4-PH-N3 en
vertical.

Influencia de la concentracion.

En primer lugar se analiz6 la influencia de la concentracion en el proceso
de electrohilado. Para ello se prepararon disoluciones de 50 y 100 mg/ml,
manteniendo, manteniendo las condiciones 6ptimas de trabajo previamente
estudiadas, es decir, flujo 0.01 ml/min, potencial 30 kV, distancia 12 cm y
condiciones ambientales similares. La Figura 6.29 muestra el recubrimiento
de una superficie obtenido a partir de una disoluciéon al 5 % en peso (50
mg/ml). Observamos la presencia de perlas y grumos por toda la superficie
del ITO debido, probablemente, a que la concentracion de polimero no es
suficiente para formar las fibras y Unicamente pueden formar perlas.
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No obstante, en una segunda experiencia se disminuye el potencial hasta
20 kV con el objeto de comprobar si un menor potencial permitiera formar
fibras con esta concentracion. Desafortunadamente se sigue obteniendo
superficies recubiertas de spray y perlas; ademas se pueden llegar a apreciar
gotas de disolvente debido a que el cono de Taylor empieza a gotear porque
el potencial aplicado no es suficiente.

Figura 6.29 (5% 30 kV) Figura 6.30 (5% 20 kV)

En los ensayos posteriores trabajamos con concentracion al 10%,
comprobandose, como se explica a continuacion, que si es suficiente para la
produccion de fibras.

Influencia del flujo de caudal.

En cuanto al rango de caudales, proporcionados por la impulsion de la
bomba, se realiz6 un barrido con 0.002 ml/min, 0.005 ml/miny 0.01 ml/min.
La utilizacion de un flujo superior se descartdé debido a que en las
experiencias anteriormente realizadas con un flujo mayor, 0.02 ml/min, no
s6lo no se obtenian fibras sino que se recogian muchas gotas de disolvente y
spray.

Se efectuaron entonces las experiencias para determinar las condiciones
Optimas respecto al flujo a utilizar, utilizando un potencial estandar de 22 kV,
y manteniendo las condiciones de distancia, concentracion y tiempo. Se
observa en las Figuras 6.31 y 6.32 como las fibras son de mayor diametro
con el flujo mayor, 0.01 ml/min, mientras que con flujos pequenos, 0.002
ml/min, se observan apenas hilitos muy finos. Las muestras obtenidas
presentan muchos defectos y spray debido a que, como se explica a
continuacion, el potencial aplicado en esta experiencia no es el mas 6ptimo,
pero si fue Gtil para ver las diferencias del tamano de las fibras en funcion del
flujo de la disolucién.
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Figura 6.31 (10% 0.01 mI/min 22 kV)  Figura 6.32 (10% 0.002 ml/min 22 kV)

Influencia del potencial.

Una vez se ha comprobado que el valor 6ptimo para el flujo debe ser 0.01
ml/min y que con 50 mg/ml no obtenemos fibras, se lleva a cabo un analisis
del potencial aplicado necesario. Los ensayos se plantean partiendo de inicio
de un potencial elevado como es 30 KV vy, posteriormente, disminuyendo
dicho potencial, Figura 6.33. En un primer ensayo a 30 kV se obtienen perlas
similares a las obtenidas cuando se utilizaba la concentracion al 5%, con la
diferencia de que también hay pequenas fibras rotas, lo que implica que la
diferencia de potencial aplicada es demasiado alta. Se reduce primero hasta
25.5 kV, Figura 6.34, donde ya se observan muchas fibras aunque todavia
finas y con defectos, y después hasta 24 kV y 22 kV, Figuras 6.35-6.36.

Figura 6.33 (10% 0.01 ml/min 30 kV) Figura 6.34 (10% 0.01 ml/min 25.5 kV)

Figura 6.35 (10% 0.01 mI/min 24 kV)  Figura 6.36 (10% 0.01 ml/min 22 kV)
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Tras el barrido de potencial realizado se detecta que con 24 kV se
obtienen las mejores fibras, en cuanto a longitud, diametro y ausencia de
defectos. Potenciales superiores implican fibras quebradas y fragmentos
rotos mientras que potenciales algo inferiores generan defectos al no llegar al
potencial umbral necesario para la formacion de fibras.

Las condiciones en las que se han obtenido mayor densidad y mejores
fibras son con las condiciones de la Tabla 6.7. Y las fibras obtenidas se
muestran en la Figura 6.35.

Concentracion Caudal Potencial Distancia Tiempo

Posicion Temperatura Humedad
(mg/ml) (ml/min) (kV) cm (s) (°C) (%)
100 0.01 24 12-14 15 Vertical 22-25 30-36

Tabla 6.7 Mejores condiciones para la obtencion de fibras de VKV4-PH-N3 con
montaje vertical.

b) Electrohilado en posicion horizontal:

Las mejores condiciones en las que se obtienen fibras fotosensibles en
posicion vertical, mostradas en la Figura 6.35, muestran la presencia de
alguna perla y gotitas procedentes del disolvente. Con objeto de evitar estos
inconvenientes, llevamos a cabo la produccion de fibras fotosensibles en
posicion horizontal. Para ello utilizamos las condiciones 6ptimas obtenidas en
el apartado de 6.5.1.2 Optimizacion de variables en horizontal, es decir,
concentracion al 10%, flujo de 0.01 ml/min, potencial 18 kV, distancia de 12
cm.

Con estas condiciones optimizadas comprobamos que efectivamente se
obtienen fibras fotosensibles, ver Figura 6.38. Sin embargo, se analiza la
influencia de la humedad, manteniendo esas mismas condiciones en un dia
de lluvia, con humedades en torno al 50%, ver Figura 6.37. En este caso, se
obtienen las fibras fotosensibles con bastantes defectos en forma de cuentas
grandes debido a que se perjudica la evaporacion del disolvente.

Figura 6.37 (10% 19 kV 49%hum) Figura 6.38 (10% 19 kV 33%hum)
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Con todos los parametros optimizados se lleva a cabo la produccion de
fibras con un potencial de 17.5 kV, un poco inferior para evitar el spray de la
Figura 6.38, obteniéndose fibras con muy buenas caracteristicas recubriendo
toda la superficie de ITO, ver Figura 6.39. Esas condiciones Optimas se
resumen en la Tabla 6.8.

Figura 6.39 (10% 17.5 kV 32%hum)

Concentracion Caudal Potencial Distancia Tiempo Posicion Temperatura Humedad
(mg/mil) (ml/min) (kV) cm (s) (°C) (%)
100 0.01 17-18 12-14 15 Horiz. 22-25 27-33

Tabla 6.8 Mejores condiciones para la obtencion de fibras de VKV4-PH-N3 con
montaje horizontal.

Electrohilado sobre superficies de vidrio.

Tras la obtencion de superficies de ITO recubiertas de fibras, se llevo a
cabo la produccion de fibras fotosensibles sobre superficies de vidrio de 18
mm de diametro empleadas para después hacer cultivos celulares sobre
ellas. Se mantienen los parametros de: concentracion 10%, flujo 0.01 ml/min,
potencial 18 kV, distancia de 12 cm, orientacion horizontal y condiciones
ambientales similares, utilizados para el recubrimiento de las superficies de
ITO y considerados como 6ptimos para esta técnica. En la Figura 6.40 se
puede observar el recubrimiento de fibras obtenido sobre vidrio con tres
aumentos distintos del microscopio.
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Figura 6.40 (10% 0.01ml/min 18 kV, 12cm, Vidrio) a) x10 b-c) x20 d) x50

\En la Figura 6.41 se observan imagenes de fibras obtenidas en otra
muestra bajo las mismas condiciones.

Figura 6.41 (10% 0.01ml/min 18.2 kV, 12cm, Vidrio) a) x10 b-c) x20 d) x50

6.5.3 Entrecruzamiento de fibras fotosensibles

Una vez sintetizadas las fibras del recombinamero modificado con grupos
fotosensibles como los fenilazido, VKV4-PH-N3, nuestro objetivo fue producir el
entrecruzamiento en presencia de luz UV de las fibras obtenidas. El hecho de
que se produzca el entrecruzamiento quimico de las cadenas de
recombinamero hace que las fibras, como ejemplo de elastébmero, se
conviertan en insolubles en medio acuoso. Esta insolubilidad de las fibras es
un requisito necesario para su utilizacion como material que imita a la matriz
extracelular. Asi, la irradiacion de las fibras con luz UV permite la reaccion de
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acoplamiento entre grupos fenilazido dando lugar al grupo fenilazobenceno, el
cual sirve de nexo de union entre las cadenas de recombinamero.

Inicialmente se verificd si la luz visible era capaz de producir el
entrecruzamiento de las cadenas. Para ello se mantuvo una muestra de ITO
con fibras bajo irradiacion de la luz visible durante 20 horas. Se comprobo si
se habia producido el entrecruzamiento mediante el test del agua, es decir,
sumergiendo la muestra un total de 20 horas a 4°C y después eliminando el
agua en la estufa a 37°C.

Figura 6.42 a) Muestra con fibras de VKV4-PH-N3 después de 20h de luz visible.
b) Misma muestra tras 20h en agua milliQ a 4°C.

Como se puede observar en la Figura 6.42, las fibras se disolvian en el
agua a 4°C, lo que nos permite afirmar que la luz visible no es capaz de
producir el entrecruzamiento irreversible de las cadenas.

En experimentos posteriores, se irradié una muestra de fibras con luz UV
en el rango de 200 a 400nm durante 50 minutos.. Tras 48 horas de test de
solubilidad en agua se comprobd que las fibras eran insolubles y, por tanto,
los 50 minutos resultaron un tiempo suficiente para que las fibras se
entrecrucen en presencia de luz ultravioleta, Figura 6.43.

Figura 6.43 a) Muestra con fibras de VKV4-PH-N3 después de irradiacion UV. b)
Misma muestra tras 48h en agua milliQ a 4°C.

Ademas, se llevd a cabo un seguimiento fotografico para observar si
habia cambios significativos en el aspecto de la muestra a simple vista:
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Figura 6.44 a) Muestra antes de irradiacion. b) Muestra después
de 50’ de irradiaciéon UV.

Como se puede apreciar en la Figura 6.44, el recubrimiento adquiere un
ligero tono amarillento tras la irradiacion con la lampara UV.

Por otro lado, una superficie recubierta totalmente Gnicamente por spray
polimérico, sin llegar a formar fibras, también se somete a irradiacion UV y se
analiza su solubilidad en agua tras el tratamiento observandose que no se
disuelve, ver Figura 6.45. Se obtiene, por tanto, una pelicula uniforme como
recubrimiento de superficies, de espesor muy fino a la que se pueden dar
aplicaciones, por ejemplo, como superficie para cultivo celular.

Figura 6.45 Pelicula formada por spray de VKV4-PH-N3 sobre ITO e irradiada con UV.

Tras la comprobacion de que las fibras producidas sobre ITO se
entrecruzaban con luz UV, el siguiente paso es la determinacion del tiempo
necesario de irradiacion para que eso ocurra. Entonces, se realizdé un barrido
de tiempos sobre una muestra dividida en 4 fragmentos. Los tiempos de
irradiacion utilizados fueron: 2, 5, 20 y 60 minutos, ver Figura 6.46.
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Figura 6.46 4 fragmentos de una misma muestra con tiempos de irradiacion UV de
5-2-20-60 minutos respectivamente.

Tras 24h en agua a 4°C, no se disuelven las fibras en ninguno de los 4
fragmentos, por lo que ese puede concluir que un tiempo de 2 minutos de
irradiacion UV es suficiente para producir el entrecruzamiento de las cadenas
poliméricas.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de trabajo, a partir de toda
la informacion recopilada, se lleva a cabo la produccion de nanofibras
mediante electrohilado en superficies de ITO y de vidrio. Después, se irradian
durante 2 minutos bajo un haz de luz UV y, finalmente, se lavan en agua fria
al menos durante 20 horas.

A continuacion se presentan en las Figuras 6.47-6.48, las secuencias de
varias muestras.

Figura 6.47 Secuencia de seguimiento de una muestra a) Muestra de ITO con fibras
de VKV4-PH-N3 (x20). b) Muestra tras 2’ de irradiacion UV (x20). ¢c) Muestra tras 20h
en agua a 4°C y secado en estufa a 37°C (x20).
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Figura 6.48 Seguimiento de una muestra a) Muestra de VIDRIO con fibras de VKVa-
PH-N3 tras electrohilado (x20). b-c) Muestra tras 2’ de irradiacion UV (x20 y x50
respectivamente). d) Muestra tras 20h en agua a 4°C y secado en estufa a 37°C

(x20).

En las Figuras 6.47-6.48, se pueden observar imagenes de cada una de
las etapas del procedimiento experimental llevado a cabo.
Analizando los resultados se comprueba que la irradiacion UV no conlleva
cambios en el aspecto de las fibras puesto que en las fotografias realizadas
no se observan diferencias significativas entre las muestras antes y después
de la irradiacion. Ademas, se comprueba con las imagenes después del
lavado como las fibras son insolubles tras la irradiacion UV.

6.5.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Mediante el microscopio electronico de barrido (SEM) se visualizan las
fiboras fotosensibles de las muestras obtenidas en las condiciones
consideradas como 6ptimas (Tabla 6.8, apartado 6.5.2.2) con una mayor
capacidad de resolucién y profundidad de campo. En las imagenes obtenidas
se aprecia la morfologia de las estructuras fibrosas preparadas. A
continuaciéon mediante las imagenes de microscopia electronica se contrasta
la morfologia observada en microscopia 6ptica:

e Figura 6.49. Corresponden con fibras de VKV4-PH-N3 antes de la
irradiacion UV y el lavado. Se observa como las fibras estan despegadas
de la superficie y superpuestas, ademas de la presencia de restos de
defectos que seran eliminados tras el lavado.
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e Figura 6.50-6.51. Corresponden con fibras de VKV4-PH-N3 entrecruzadas
tras irradiacion y lavado. Se puede apreciar que la morfologia de las fibras
es redondeada con diametros dentro del rango de [0.4 ym - 1 um].

Figura 6.51 Fibras de VKV4-PH-Ns tras irradiacion UV.
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6.5.5 Medida Angulo de contacto

Se analizan las diferencias entre las superficies recubiertas en las
distintas etapas del proceso llevado a cabo, mediante la medida del angulo
de contacto de 5 gotas por cada superficie, ver Figura 6.52.

Figura 6.52 a) La aguja depositando una gota sobre la superficie. b) Imagen de la
aguja y la gota sobre la superficie mediante el Software SCA20.

En primer lugar, la medida del angulo de contacto medio para una
superficie de ITO recubierta con fibras de VKV4 sin modificar y por tanto sin
irradiar con UV, ver Tabla 6.9.

Angulo de

Superficie Polimero Recubrimiento Tratamiento contacto
medio (°) +SD

73.97 £1.07

No modificado /

ITO VKV4 Fibras no irradiado UV

Tabla 6.9 Medidas de angulo de contacto sobre las superficies obtenidas mediante
electrohilado de VKVa.

En segundo lugar, la medida del angulo de contacto se realiza en las
superficies de ITO y vidrio recubiertas de fibras por el polimero VKVa-PH-N3 en
distintas etapas, es decir antes y después de la irradiacion UV, y después del
lavado con MQ, ver Tabla 6.10.

Ademas, se mide el angulo de contacto a modo de comparacion en una
superficie recubierta con una fina pelicula de fibras pequenisimas o spray y
en una superficie recubierta de forma muy irregular por fibras.

Angulo de
Superficie Polimero Recubrimiento Tratamiento contacto medio
(°) +SD
ITO VK\S;PH Fibras No Irradiado UV 72.51 +0.76
mo  VKVaPH Fibras Irradiado UV/No 74 13 42 23
N3 lavado MQ
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ITO VKVs-PH- Fibras Irradiado UV/Lavado 82 16 +4.91
N3 MQ
VKVs-PH- , Irradiado/Lavado
ITO N5 Fibras MQ (irreg.) 88.72 +£+1.95
ITO VKVl\];;PH— Pelicula-spray IrradladoNlIJé// Lavado  gg 67 13.84
Vidrio VKVI\EPH' Fibras '"ad'adowllg/ Lavado g4 48+4.23

Tabla 6.10 Medidas de angulo de contacto sobre las superficies obtenidas
mediante electrohilado de VKV4-PH-Ns.

La medida de los angulos de contacto permite comprobar
experimentalmente las diferencias entre los distintos recubrimientos vy
tratamientos utilizados.

Asi, el angulo de contacto medio de valor mas bajo obtenido corresponde
a las superficies recubiertas con fibras del polimero VKV4 (73.97°) y VKV4-PH-
N3 sin irradiar (72.51°). Estos resultados son l6gicos puesto que no existe
entrecruzamiento en las cadenas poliméricas de esas fibras y se disuelven en
agua fria. Debido a una mayor afinidad que en el resto de superficies la gota
de agua milliQ se expande mas.

El resto de medidas corresponden al polimero VKVs-PH-N3 irradiado con
luz UV, por lo que ha tenido lugar el entrecruzamiento de los grupos
fenilazido. En las superficies irradiadas y lavadas se comprueba que el angulo
de contacto obtenido (>80°) es mayor que en las experiencias no irradiadas
debido al entrecruzamiento de las cadenas poliméricas que hace que las
nanofibras sean insolubles en agua y disminuya asi su afinidad al ponerlas en
contacto.

Los resultados obtenidos utilizando las superficies de vidrio son del
mismo orden (>80°) que con el ITO descartando entonces que el material que
sirve de soporte del recubrimiento afecte en la medida del angulo de
contacto.

6.5.6 Ensayos Celulares

Anteriormente se han preparado superficies de vidrio recubiertas de
nanofibras del polimero fotosensible VKV4-PH-N3, sobre las se han realizado
unos cultivos celulares de fibroblastos, una vez han sido irradiados con luz
uv.

Mediante estos ensayos se pretende un objetivo principal de comprobar
la viabilidad y citocompatibilidad con las células ademas de observar en el
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caso de que sean compatibles, si existe adhesion celular a las fibras a pesar
de no tener un dominio especifico para ello.

Figura 6.53 Superficies de vidrio recubiertas de fibras tras el proceso de irradiacion
y lavado con algo de humedad, antes del cultivo celular en la placa de 12 pocillos.

A continuacién, al igual que en el apartado anterior, se efectla un
seguimiento completo, mediante imagenes de microscopio Optico, de las
superficies, incluyendo las etapas de: recubrimiento con nanofibras,
irradiacion, lavado con agua, el cultivo de los fibroblastos, la fijacion de las
células por tratamiento con paraformaldehido y por ultimo la tincion del
ndcleo con 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) y del citoplasma celular con
Faloidina-Alexa Fluor488.

Seguimiento Superficie 1:
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Figura 6.54 Secuencia de seguimiento de una muestra a) Muestra de VIDRIO con
fibras de VKV4-PH-N3 tras electrohilado (x20). b) Muestra tras 2’ de irradiacién UV
(x20). ¢) Muestra tras 20h en agua a 4°C y secado en estufa a 37°C (x20). d-e-f)
Muestra tras 24h de cultivo celular (x20).

Seguimiento Superficie 2:

Figura 6.55 Secuencia de seguimiento de una muestra a) Muestra de VIDRIO con
fibras de VKV4-PH-N3 tras electrohilado (x20). b) Muestra tras 2’ de irradiacién UV
(x20). ¢) Muestra tras 20h en agua a 4°C y secado en estufa a 37°C (x20). d-e-f)
Muestra tras 24h de cultivo celular (x20).
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Seguimiento Superficie 3:

Figura 6.56 Secuencia de seguimiento de una muestra a) Muestra de VIDRIO con
fibras de VKVa-PH-N3 tras electrohilado (x20). b) Muestra tras 2’ de irradiacién UV
(x20). ¢) Muestra tras 20h en agua a 4°C y secado en estufa a 37°C (x20). d-e)
Muestra tras 24h de cultivo celular (x20 y x50).

En las imagenes de los cultivos celulares de las Figuras 6.54-6.55-6.56,
se puede observar el crecimiento de las células sobre las muestras.

Inicialmente las células no adheridas presentan una morfologia
redondeada y brillante, sin embargo durante el proceso de adhesion esas
células adquieren formas alargadas, extendidas y oscuras

La adhesion pasiva producida por fuerzas electrostaticas entre las fibras y
las células es la que permite la atraccion y el crecimiento celular adoptando,

en muchos casos, la forma de las fibras de su alrededor o conectando sus
filopodios a ellas.
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La adhesion y el estiramiento celular son observables en las Figuras 6.54-
e, 6.55-ef, 6.56-e. En la Figura 6.55-d se contempla claramente como una de
las células crece adoptando la forma curva de una fibra.

El crecimiento y desarrollo celular observado permite garantizar la
citocompatibilidad entre las nanofibras poliméricas y las células, lo cual es un
hecho muy importante puesto que permite seguir trabajando en este sentido
e impulsar el desarrollo de ensayos celulares sobre superficies con estos
materiales sin problemas de toxicidad.

A continuacion se muestran, en la Figura 6.57, las imagenes del
microscopio una vez finalizado el cultivo celular tras 48 horas y después de la
tincion del nucleo (azul) y citoplasma celular (verde) con reactivos
fluorescentes.
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Figura 6.57 Células sobre las fibras de VKV4-PH-N3 tras 48h de cultivo celular y
tincién del ndcleo (azul) y citoplasma celular (verde).

En las imagenes de la Figura 6.57, se pueden observar claramente la
forma extendida del citoplasma celular y la adhesion pasiva con las fibras,
que permite que adopten esa forma.

En la Figura 6.57-c-b debido a la gran densidad de fibras presentes en la
superficie es mas complicado observar la adhesion. No obstante, se puede
comprobar como tienen formas muy estiradas y tomando formas concretas
segun las fibras que las rodean.

La Figura 6.57-e, es una imagen muy representativa de esta adhesion
celular puesto que permite observar una célula con la forma alargada de la
fibra, y el resto adheridas en algun punto o encajadas entre varias fibras.

A continuaciéon mediante las imagenes de microscopia electronica se
contrasta la morfologia observada en microscopia optica:

e Figura 6.58-6.59. Corresponden con fibras fotosensibles previamente

entrecruzadas por irradiacion UV, y sobre las que se ha llevado a cabo el
cultivo celular de fibroblastos. Al finalizar el cultivo, las células se fijan
para poder analizarlas por microscopia.
El recombinamero utilizado para preparar las fibras no posee dominio
bioactivo de adhesion celular. Sin embargo, segln se aprecia en las
fotografias, la adhesion pasiva permite que los fibroblastos se adhieran
siguiendo la forma de las fibras; observandose incluso como se encajan
entre las fibras o contectan sus filopodios en puntos de fibras cercanas.

e Figura 6.60. Corresponde con fibras fotosensibles entrecruzadas por
irradiacion UV y sobre las que se ha llevado a cabo el cultivo celular de
fibroblastos. En este caso, el Ultimo lavado de las células fijadas fue
insuficiente, y la muestra presenta restos de sales tras el cultivo celular,

119



@ 6. Resultados y Discusion

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

obteniéndose una imagen en la que se muestra como los cristales de
fosfatos formados se encuentran depositados sobre las células y las
fibras.

Figura 6.60 Fibroblasto unido a las fibras de VKV4-PH-N3 con restos salinos.
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En lineas futuras de trabajo en el laboratorio se plantea el desarrollo del
mismo procedimiento que el realizado en este TFG, partiendo de nanofibras
de un polimero que contenga una secuencia de adhesion celular, como el
HRGD®6, y que permita la adhesion activa con los receptores de las integrinas
celulares. El polimero se modificaria igualmente con el grupo fotosensible
fenil azido para obtener superficies de fibras monocomponente,
entrecruzadas por luz UV y que permitan el crecimiento de las células
adheridas a lo largo de las fibras.

Otro punto importante, que se podria plantear para su desarrollo, es la
obtencion de nanofibras alineadas sobre la superficie, en una misma
orientacién, ya que actualmente se tienen en posiciones aleatorias.
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7. ESTUDIO ECONOMICO

Este Trabajo Fin de Grado (TFG), como cualquier otro proyecto, requiere
un estudio de los costes derivados de la obtencion de superficies recubiertas
de nanofibras a partir de biopolimeros modificados quimicamente. El estudio
econdmico global del trabajo permite el analisis de la viabilidad del proyecto y
los resultados obtenidos asi como obtener un precio de estos productos
finales.

Dentro de este estudio, la determinacion del coste global, se realiza
teniendo en cuenta los siguientes apartados de costes:

- Material

- Reactivos

- Equipos

- Personal

- Instalacion

- Servicios adicionales

Se estudian por tanto los costes derivados de las siguientes etapas:
bioproduccion del polimero VKV4, modificacion quimica del polimero
introduciendo el grupo fenilazido (VKVa-PH-N3), produccion de fibras mediante
electrohilado, ademas de la irradiacion para el entrecruzamiento.

7.1 COSTE DEL MATERIAL

El material utilizado en el laboratorio para la elaboracion del TFG, se
recoge en las Tablas 7.1y 7.2, referentes al material desechable y aquel de
varios usos.

Se determina a partir de los costes unitarios, el coste total anual total de
estos materiales para la produccion del hidrogel.

Material desechable  Coste unitario (€) Unidades Coste total (€/ano)

~ Agujas (100 ud) 13.10 4 52.40
Eppendorf 1.5 ml 0.047 200 9.40
Eppendorf ambar 2ml 0.055 150 8.25
Falcon 0.267 300 80.10
Guantes (100 ud) 2.10 4 8.40
Oxido Indio-Estano (ITO) 25.50 5 127.50
Jeringuillas (100 ud) 20.94 4 83.76
Papel aluminio 11.46 3 34.38
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Parafilm 26.02 1 26.02
Pipeta Pasteur 0.035 100 3.50
Placa Petri 0.227 12 2.72
Puntas pipetas 1000uL 0.036 400 14.40
Puntas pipetas 200uL 0.016 200 3.20
Vidrio 18mm (1000ud) 90.71 10 907.10
Tripas dialisis (60m) 86 1 86

Tabla 7.1 Relacion de material desechable utilizado y coste econémico.

EEC TR

Aguja metalica 73.08 1 1 73.08
Bidon dialisis (25L) 11.37 2 1 22.74
Caja metacrilato 42.50 1 1 42.50
Conectores capilar 3.78 5 1 18.90
Embudo 8.63 1 1 8.63
Erlenmeyer (100ml) 4.17 2 1 8.34
Erlenmeyer (250 ml) 4.40 2 1 8.80
Espatula 29 1 1 29
Frasco lavador 3.6 4 1 14.40
Gradilla 4.2 1 1 4.20
Imanes de agitacion 3.5 2 1 7
Matraz aforado (25ml) 18.50 2 1 37
Matraz aforado (50ml) 21.70 2 1 43.40
Matraz afo. ambar (25ml) 9.56 2 1 19.12
Micropipeta 182.70 1 2.5 73.08
Pinzas de campana 16.25 1 1 16.25
Porta (50 uds) 2.60 1 1 2.60
Probeta (100ml) 5.60 1 1 5.60
Tijeras 4.60 1 1 4.60
Tubos capilares (1m) 9.58 1 1 9.58
Vaso precipitados (100ml) 3.80 2 1 7.60
Vaso precipitados (250ml) 4.14 1 1 4,14

EREENNCETTEE

Tabla 7.2 Relacion de material reutilizable y coste econémico.

La estimacion anual del gasto en material de laboratorio reutilizable es de
460.56 €, mientras que de material desechable asciende a 1447.13 €.
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7.2 COSTE DE REACTIVOS

El coste de reactivos implica todos aguellos consumidos en el proceso de
modificaciéon quimica del biopolimero y en la sintesis del hidrogel. Se toma
como reactivo el biopolimero sintetizado en la etapa de bioproduccion en el
propio laboratorio, al cual se asocian los costes determinados de produccion.

En la Tabla 7.3 se encuentra la relacion los reactivos utilizados en la
modificacion del polimero y el electrohilado asi como el coste asociado
tomando como base de calculo 1g de polimero. Se enuncia también la etapa
correspondiente a su utilizacion.

Coste Cgstg Cantidad Cantidad
Proceso unitario

envase utilizada
(mg-ml)  (mg-ml)

Utilizado Reactivos ~ envase (€/me:
(€) mi)

M°d\'/1;'(‘izc'°” VKVa 11020 1.102 100 1000 1102
Modificacion Acido 4-

T oo 29850 5970 50 12 71.64
M°d\'/1;'(‘izc'°” DCC 5060 0596 100  612.33  364.95
Modificacion DCM 58 0023 2500 1250 0.29

VKVa
Modificacion Trifluoroetanol

Vo el 230 0460 500 2660 1224
Lavado de Dietiléter 76 0.030 2500 240 7.20

reaccion
Lavado de Acetona 76.80 0.030 2500 120 3.60

reaccion
Electrohilado T”ﬂ“(OTrFOE)ta”O' 230 0460 500 12 5.52

Tabla 7.3 Relacion de reactivos empleados y coste econémico.

El coste derivado de la modificacion quimica y utilizacion de una cantidad
de referencia de 1000mg de polimero para la produccion de fibras es de
1567.44 €/8.

7.3 COSTE DE LOS EQUIPOS

El coste de los equipos se considera mediante amortizaciones de 10
anos, para todos los equipos del laboratorio, excepto para los equipos
informaticos que se considera de 5 anos.

En la Tabla 7.4 se muestran los equipos utilizados a lo largo de todo el
proceso asi como el coste anual asociado en funcion de la amortizacion.
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Equipo Precio (€) Vida util (anos) Coste anual (€/ano)
Agitador magnético 350 5 70
Balanza 2520 10 252
Bomba 1500 10 150
Bomba electrohilado 5302.11 10 530.21
Camara Fria 20000 10 2000
Centrifuga 1430 10 143
Congelador 800 10 80
Crondémetro 11.40 10 1.14
Dispensador agua dest. 3700 10 370
Dispensador MilliQ 4500 10 450
DSC 35000 10 3500
Estufa 1200 10 120
Frigorifico 600 10 60
FTIR 12000 10 1200
Fuente de alta tension  5109.73 10 510.97
Generador de hielo 590 10 59
Lampara UV (Hg) 308 10 30.80
Liofilizador 23490 10 2349
Microscopio Optico 11900 10 1190
Ordenador 700 5 140
pHmMetro 3057 10 305.70

Tabla 7.4 Relacion de equipos utilizados y coste econdmico.

Se consideran aparte los costes de los equipos de MALDI-ToF, RMN vy
SEM puesto que son servicios externos al laboratorio. Por tanto se determina
el coste anual a partir del nUmero de muestras analizadas y el coste por
muestra en la Tabla 7.5.

Equipo Precio por muestra(€) Muestras por ano Coste anual (€/ano)

MALDI-ToF 7.50 20 150
RMN 1.00 50 50
SEM 16.00 125 2000

Tabla 7.5 Coste asociado a servicios externos al laboratorio.

El coste total anual de equipos es de 15711.80 €, y corresponde a la
suma del equipamiento de laboratorio utilizado, mas los servicios de equipos
externos requeridos.
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7.4 COSTE DEL PERSONAL

En este apartado se calculan los costes debidos al personal cualificado
requerido para las etapas de modificacion del biopolimero y sintesis de fibras.

El coste de este personal se determina en funcidon de las horas
necesarias para cada una de las etapas citadas anteriormente. Se estiman
necesarias unas 6 horas diarias de jornada laboral de Unicamente un
operario.

Este operario debera tener una cualificacion minima necesaria de
diplomado en Ingenieria Técnica Industrial, lo cual supone aproximadamente
unos costes por persona y jornada completa de 25000€.

Teniendo en cuenta el salario del operario encargado del proceso y las
horas necesarias estimadas para llevarlo a cabo se estima un coste anual de
18750€. Por tanto el desglose del salario bruto y los costes de la S. S. se
muestran en la Tabla 7.6.

Coste (€/ano)

Sueldo Anual Bruto 13889
Seguridad Social (35%) 4861
Sueldo Anual Total 18750

Tabla 7.6 Relacion de costes asociados al sueldo del operario de laboratorio.

7.5 COSTE DE LA INSTALACION

En este apartado se recogen los gastos de alquiler del recinto utilizado
como laboratorio en el Edificio Lucia. El coste del alquiler de un laboratorio
pequeno de unos 70 m2 por la zona del Campus Miguel Delibes de Valladolid
es de 500 €/mes, por lo que los costes anuales debidos a la localizacion son
de 6000 €/ano.

7.6 COSTE INDIRECTOS DE SERVICIOS

El laboratorio requiere de servicios basicos de agua, electricidad y
calefaccion para el correcto funcionamiento de las instalaciones. Ademas de
servicio de limpiezas y mantenimiento que aseguren buenas condiciones de
trabajo. Se consideran también los costes administrativos del laboratorio.

Todo esto proporciona unos costes indirectos al estudio econémico
estimados en unos 500 €/mes. Con lo que el coste anual final de estos
servicios es de 6000 €/ano.
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7.7 COSTES TOTALES

El coste total del proyecto viene determinado por la suma de todas las
partidas especificadas, es decir coste de material, de reactivos, de equipos,

de personal, de instalacion y de servicios indirectos.

Se determina el precio unitario de las superficies recubiertas de
nanofibras en la Tabla 7.7, mediante el coste total y el calculo de la

producciéon anual de superficies.

Dias laborables al ano
Superficies diarias producidas
Vidrio
ITO
Produccion superficies anuales
Polimero modificado util diario
Polimero modificado util anual
Coste reactivos:
1g de polimero utilizado
25g de polimero (anual)
Coste material de laboratorio
Coste amortizacion de equipos
Coste del personal
Coste de la instalacion
Coste de servicios indirectos

COSTE TOTAL ANUAL
+30% Beneficio
+21% IVA

| PRECIO UNITARIO DE SUPERFICIE | 13.77 €/sup |

250
40

30

10
10000
0.10
25

1567.44
39186
1907.69
15711.82
18750
6000
6000

87555.51

dias
sup./dia
sup./dia
sup./dia
sup./ano
g/dia
g/ano

€

€/ano
€/ano
€/ano
€/ano
€/ano
€/ano

€/ano

113822.16 €/ano
137724.82 €/ano

Tabla 7.7 Resumen del analisis econémico, costes totales y unitarios.

El precio unitario de cada superficie recubierta de nanofibras producida
en el G.I.R. BIOFORGE es de 13.77 €/ud con una produccion anual de 10.000
superficies de 2.55 cm?2/ud. Se ha realizado una comparacion de este precio
con el de otros productos ya comercializados de caracteristicas y propiedades
similares, aunque no fotosensibles. Por ejemplo, las superficies recubiertas
de nanofibras de acido polilactico (PLLA) producidas por Mimetix® de
Electrospinning Company Ltd (UK) tienen un precio de 15.55 €/ud de igual

superficie, siendo un valor muy similar al obtenido.

Universidad deValladolid
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8. ESTUDIO DE SEGURIDAD

8.1 INTRODUCCION

Por sus propias caracteristicas, el trabajo en el laboratorio presenta una
serie de riesgos de origen y consecuencias muy variadas, relacionados
basicamente con las instalaciones, los productos que se manipulan y las
operaciones basicas que se realizan con ellos. Con respecto a los productos
debe tenerse en cuenta que suelen ser muy peligrosos, aunque normalmente
se emplean en pequenas cantidades y de manera discontinua.

En consecuencia, la prevencion de los riesgos en el laboratorio presenta
unas caracteristicas propias que la diferencian de otras actividades laborales.
Por otro lado, la implantacion de criterios para asegurar la calidad, lleva
implicita la aplicacion de una politica de seguridad. La experiencia y la
estadistica demuestran que los laboratorios en los que se han implantado
una politica de calidad presentan un aumento en el nivel de seguridad.

El plan de seguridad exige, el cumplimiento de las normas establecidas,
relacionadas con la seguridad y la prevencion de riesgos laborales, y la
reglamentacion especifica (sustancias radiactivas, cancerigenas, agentes
biolégicos, etc), de seguridad industrial, de emisiones y vertidos, etc.

En este estudio se aborda el riesgo quimico, teniendo en cuenta aspectos
estrechamente relacionados, como ciertos equipos de trabajo, campanas o
vitrinas de laboratorio ademas de medidas generales de seguridad en el
laboratorio[104].

8.1.1 Responsabilidad del Director del Laboratorio

Aunque la Universidad disponga del Comité de Seguridad y Salud, de un
Servicio de Prevencion, es responsabilidad del director del laboratorio el
desarrollo de la gestion de prevencion de riesgos, debiendo tenerse en cuenta
lo dispuesto al respecto por la Ley 31/1995 de Prevencion de Riesgos
Laborales y el Reglamento de los Servicios de Prevencion (RD 39/1997),
tanto en lo que afecta a los trabajadores de plantilla del laboratorio, como
para aquellos externos que desarrollen sus actividades en el mismo de
manera esporadica, temporal o fija.
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8.1.2 Plan de evacuacion-emergencia-seguridad

El laboratorio debe disponer de su propio plan de emergencia o estar
incluido en el del edificio en el que se halle ubicado. El desarrollo del plan de
emergencia lleva implicita una politica sobre proteccion de incendios,
evacuacion y senalizacion contenida en la NBE-CPI/96 y anteriores y en los
RR DD 485/1997 sobre senalizacion y 486/97 sobre lugares de trabajo.
Asimismo, requiere contemplar la evaluacion del riesgo, los medios de
proteccion existentes, un programa de implantacibn con simulacros
periodicos para comprobar la eficacia del plan, la organizacion de un equipo
de primera intervencion, etc.

8.1.3 Evaluacion de riesgos de un laboratorio

El laboratorio debe haber realizado la evaluacion inicial de riesgos y
actualizarla cuando cambien las condiciones de trabajo y siempre que se
detecten danos para la salud. Como guia para la evaluacion de los riesgos en
el laboratorio se pueden considerar los siguientes factores de riesgo:

- Desconocimiento de las caracteristicas de peligrosidad de las
sustancias.

- Empleo de métodos y procedimientos de trabajo intrinsecamente
peligrosos.

- Malos habitos de trabajo.

- Empleo de material de laboratorio inadecuado o de mala calidad.

- Instalaciones defectuosas.

- Diseno no ergondémico y falta de espacio.

- Contaminacion ambiental.

De una manera general, las acciones preventivas para la minimizacion de
los riesgos causados por estos factores son:

- Disponer de informacion sobre las caracteristicas de peligrosidad de las
sustancias.

- Disponer de la adecuada informacion para realizar el trabajo de manera
segura.

- Adquirir y mantener buenas practicas de trabajo.

- Trabajar con material suficiente y adecuado a las necesidades y en buen
estado.

- Llevar una buena politica de mantenimiento preventivo, con revisiones
periodicas, y reparar con rapidez las averias.
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- Considerar los aspectos de seguridad (estructural, de diseno y de
distribucion) en la fase de diseno. No acumular materiales en las
superficies de trabajo. Disponer del espacio de una manera racional.

- Equipar el laboratorio con un sistema de ventilacion general, localizada
(vitrinas y cabinas) y de emergencia eficaz.

8.2 ORGANIZACION Y RECOMENDACIONES GENERALES

Dado que el laboratorio es un lugar donde se manipulan gran cantidad y
variedad de productos peligrosos, con el fin de evitar su contacto o ingestion
siendo fuente de intoxicaciones o accidentes, se pueden establecer una serie
de normas de tipo general sobre diferentes aspectos aplicables a la mayoria
de los laboratorios.

8.2.1 Organizacion

- La organizacion y distribucion fisica del laboratorio (distribucion de
superficies, instalacion de aparatos, procedimientos de trabajo,
instalaciones generales, etc.) debe ser estudiada a fondo y procurar que
sea adecuada para el mantenimiento de un buen nivel preventivo.

- El laboratorio debe disponer de los equipos de proteccion individual (EPIs)
y de las instalaciones de emergencia o elementos de actuacion (duchas,
lavaojos, mantas ignifugas, extintores, etc.) adecuados a los riesgos
existentes.

- El laboratorio debe mantenerse ordenado y en elevado estado de
limpieza. Deben recogerse inmediatamente todos los vertidos que
ocurran, por pequenos que sean.

- No deben realizarse experiencias nuevas sin autorizacion expresa del
responsable del laboratorio ni poner en marcha nuevos aparatos e
instalaciones sin conocer previamente su funcionamiento, caracteristicas
y requerimientos, tanto generales como de seguridad.

8.2.2 Normas generales de conducta

- Como norma higiénica basica, el personal debe lavarse las manos al
entrar y salir del laboratorio y siempre que haya habido contacto con
algun producto quimico. Debe llevar en todo momento las batas y ropa de
trabajo abrochadas y los cabellos recogidos, evitando colgantes o mangas
anchas que pudieran engancharse en los montajes y material del

135



Pt ‘1{(
, 8. Estudio de Seguridad S
ESCU%&%&?EE&ER'AS Universidad deValladolid

laboratorio. No se debe trabajar separado de la mesa o la poyata, en la
que nunca han de depositarse objetos personales.

- El personal de nueva incorporacion debe ser inmediatamente informado
sobre las normas de trabajo, plan de seguridad y emergencia del
laboratorio, y caracteristicas especificas de peligrosidad de los productos.

- No debe estar autorizado el trabajo en solitario en el laboratorio,
especialmente cuando se efectle fuera de horas habituales, por la
noche, o si se trata de operaciones con riesgo. Cuando se realicen éstas,
las personas que no intervengan en las mismas, pero puedan verse
afectadas, deben estar informadas de las mismas.

- Esta prohibido fumar e ingerir alimentos en el laboratorio. Nunca se
emplearan recipientes de laboratorio para contener bebidas o alimentos
ni se colocaran productos quimicos en recipientes de productos
alimenticios.

- Se debe evitar llevar lentes de contacto si se detecta una constante
irritacion de los o0jos y sobre todo si no se emplean gafas de seguridad de
manera obligatoria. Es preferible el uso de gafas de seguridad graduadas.

8.2.3 Utilizacion de productos y materiales

- Antes de procederse a su utilizacion deben comprobarse siempre que los
productos y materiales presenten garantias de hallarse en buen estado.

- Debe comprobarse el correcto etiguetado de los productos quimicos que
se reciben en el laboratorio, etiquetar adecuadamente las soluciones
preparadas y no reutilizar los envases sin retirar la etiqueta original.

- Los productos quimicos deben manipularse cuidadosamente, no
llevandolos en los bolsillos, ni tocandolos o probandolos y no pipeteando
con la boca, guardando en el laboratorio la minima cantidad
imprescindible para el trabajo diario.

- No deben emplearse frigorificos de tipo doméstico para el
almacenamiento de productos quimicos ni guardar alimentos ni bebidas
en los frigorificos destinados a productos quimicos.

- Los tubos de ensayo no deben llenarse mas de 2 6 3 cm, han de tomarse
con los dedos, nunca con la mano, siempre deben calentarse de lado
utilizando pinzas, no deben llevarse en los bolsillos y deben emplearse

136



@ 8. Estudio de Seguridad

ESCUELA DE INGENIERIAS = = >
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

gradillas para guardarlos. Para sujetar el material de laboratorio que lo
requiera deben emplearse soportes adecuados.

- Reducir al maximo la utilizaciéon de llamas vivas en el laboratorio. Para el
encendido de los mecheros Bunsen emplear preferentemente
encendedores piezoeléctricos.

- Al finalizar la tarea o una operacion recoger los materiales, reactivos, etc.
para evitar su acumulaciéon fuera de los lugares especificos para
guardarlos y asegurarse de la desconexion de los aparatos, agua
corriente, gases, etc.

8.2.4 Equipos: uso, mantenimiento y revisiones

- Deben revisarse peridodicamente las instalaciones del laboratorio para
comprobar que se hallan en buen estado. Deben evitarse, en la medida
de lo posible, las conexiones multiples y las alargaderas, tanto en la
instalacion eléctrica como en la de gases.

- Debe comprobarse la ventilacion general del laboratorio: trabajo en
depresion, velocidad de circulacion del aire de las zonas con menor
contaminaciéon a las de mayor contaminacion ambiental, renovacion
suficiente y adecuadas condiciones termohigrométricas.

- Debe trabajarse, siempre que sea posible y operativo, en las vitrinas. En
éstas debe comprobarse periédicamente el funcionamiento del
ventilador, el cumplimiento de los caudales minimos de aspiracion, su
estado general y que no se conviertan en un almacén improvisado de
productos quimicos.

8.2.5 Aimacenamiento de productos

El almacenamiento prolongado de los productos quimicos representa en
si mismo un peligro, ya que dada la propia reactividad intrinseca de los
productos quimicos pueden ocurrir distintas transformaciones:

- Formacion de perdxidos inestables con el consiguiente peligro de
explosion al destilar la sustancia o por contacto.

- Polimerizacion de la sustancia que, aunque se trata en principio de una
reaccion lenta, puede en ciertos casos llegar a ser rapida y explosiva.
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- El recipiente que contiene el producto puede atacarse y romperse por si
sélo.

- Descomposicion lenta de la sustancia produciendo un gas cuya
acumulacién puede hacer estallar el recipiente.

Son normas generales para la reduccion del riesgo en el almacenamiento
de los productos quimicos:

- Mantener el stock al minimo operativo, lo que redunda en aumento de la
seguridad y reduccion de costes, y disponer de un lugar especifico
(almacén, preferiblemente externo al laboratorio) convenientemente
senalizado, guardando en el laboratorio solamente los productos
imprescindibles de uso diario.

- Considerar las caracteristicas de peligrosidad de los productos y sus
incompatibilidades, agrupando los de caracteristicas similares, separando
los incompatibles y aislando o confinando los de caracteristicas
especiales: muy toxicos, cancerigenos, explosivos, etc.

- Comprobar que todos los productos estan adecuadamente etiquetados,
llevando un registro actualizado de productos almacenados. Se debe
indicar la fecha de recepcidbn o preparacion, nombre del técnico
responsable y de la Gltima manipulacion.

- Emplear armarios de seguridad de RF-15 como minimo, lo que reduce el
riesgo del almacenamiento en el propio laboratorio y permite
técnicamente (ICT-MIE-APQ-001) guardar mayores cantidades de
productos inflamables. Emplear armarios especificos para corrosivos,
especialmente si existe la posibilidad de la generacion de vapores.

- Emplear frigorificos antideflagrantes o de seguridad aumentada para
guardar productos inflamables muy volatiles.

8.2.6 Eliminacién de residuos

La gestion de los residuos del laboratorio tiene una problematica
diferenciada de los industriales ya que, en general, se generan en pequenas
cantidades, presentan gran variedad y elevada peligrosidad tanto desde el
punto de vista fisicoquimico, como toxicologico y para el medio ambiente. Su
no tratamiento y acumulacion en el laboratorio, genera la presencia de
productos quimicos peligrosos innecesarios. Ademas, a menudo, no suelen
estar adecuadamente envasados, identificados y almacenados.
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Su gestion debe basarse en los principios de minimizacion, reutilizacion,
tratamiento y eliminacion segura. Para ello se debera establecer un programa
de gestion de residuos en el laboratorio que contemple todos los residuos
generados, sean banales (no especiales o no peligrosos) o peligrosos
(especiales). El programa debe contemplar basicamente los siguientes
aspectos:

- Inventario de todos los productos considerados como residuos.

- Definicion de grupos en base a sus caracteristicas fisicoquimicas,
incompatibilidades, riesgos especificos y/o tratamiento y eliminacion
posterior.

- Contemplar las posibilidades de minimizacion considerando la posible
reutilizacion, recuperacion, neutralizacion y eliminacion. Una adecuada
gestion de compras, manteniendo el stock al minimo, reduce el volumen
de los residuos al disminuir la cantidad generada por reactivos
caducados, sobrantes o de uso no previsible.

- Implantacién de un sistema de recogida selectiva en funcion de los
grupos establecidos con provision de contenedores adecuados a las
caracteristicas de los residuos e identificacion y etiquetado de los
envases y contenedores.

- Informacion y formacién del personal del laboratorio sobre la existencia y
caracteristicas del plan de gestion de residuos.

8.3 ACTUACION EN CASOS DE EMERGENCIA

Ademas de los aspectos generales del plan de emergencia, deben
contemplarse una serie de situaciones especificas en los laboratorios, para
las cuales debe disponerse de un plan concreto de actuacion.

8.3.1 Actuacion en caso de: Vertidos

En caso de vertidos o derrames debe actuarse rapidamente, recogiendo
inmediatamente el producto derramado evitando su evaporacion y danos
sobre las instalaciones. El procedimiento a emplear esta en funcion de las
caracteristicas del producto: inflamable, acido, alcali, mercurio, etc.,
existiendo actualmente absorbentes y neutralizadores comercializados.

8.3.2 Actuacion en caso de: Atmosfera contaminada

La atmosfera de un laboratorio puede ser toxica o explosiva después de
un accidente/incidente: rotura de un frasco, vertido de un reactivo, fuga de un
gas, etc.

Las acciones a llevar a cabo para el control del riesgo son las siguientes:
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= Sj la contaminacién es débil:
- Abrir todas las ventanas.

- Poner en marcha la vitrina con la pantalla totalmente abierta.

= Si la contaminacion es importante:
- Activar el sistema de emergencia.

- Evacuar el personal del local.

- Avisar al equipo de intervencién provisto del material de proteccion
adecuado al riesgo: equipos de proteccion respiratoria, vestidos de
proteccion, guantes, etc.

- Cerrar todos los aparatos con llama si el producto contaminante es volatil
e inflamable.

- Abrir las ventanas.
- Poner en marcha las vitrinas.

- Si ha tenido su origen en un vertido, absorberlo con el absorbente
indicado para dicho vertido y guardarlo en un recipiente estanco, lavando
y aclarando con agua corriente, siempre empleando guantes. Si no se
dispone del absorbente adecuado, emplear papel adsorbente.

- Prohibir la entrada al local hasta que la concentracion ambiental de la
sustancia peligrosa en la atmésfera deje de ser un riesgo.

8.3.3 Actuacion en caso de: Incendio

Una parte importante de las instrucciones generales de seguridad en el
laboratorio estan destinadas a la prevencion y proteccion contra incendios. El
conjunto de una adecuada prevencion y una rapida deteccién y actuacion son
las armas mas eficaces para la reduccion del riesgo de incendio.

El riesgo de incendio estara previsto en el plan de emergencia. Si es alto
y/0 la ocupacion del laboratorio elevada, debe disponer de dos salidas con
puertas que se abran hacia el exterior. Cuando concluya la evacuacion del
laboratorio, deben cerrarse las puertas.

El laboratorio debe estar dotado de extintores portatiles (agua
pulverizada, halogenados, CO»2, polvo) adecuados a los tipos de fuegos
posibles, debiendo el personal del laboratorio conocer su funcionamiento a
base de entrenamiento. Los extintores deben estar colocados a una distancia
de los puestos de trabajo que los hagan rapidamente accesibles.

Son especialmente Utiles para el control de pequenos incendios en el
laboratorio las mantas ignifugas. Si el fuego prende la ropa, utilizar también la
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manta o la ducha de seguridad, procurando que el desplazamiento sea
minimo.

Al entrar por primera vez en un laboratorio habra que conocer qué medios
contra incendios y emergencias existen y en donde se encuentran.

8.3.4 Actuacion en caso de: Quemadura térmica

Durante las operaciones que tienen lugar en el laboratorio pueden darse
guemaduras de origen térmico por contacto con llamas, superficies y liquidos
calientes y otras fuentes de altas temperaturas.

En caso de que se produzca una quemadura de este tipo se procedera de
la siguiente manera:

- Lavar la zona afectada con abundante agua para enfriarla.

- No quitar la ropa que se encuentra pegada a la piel.

- No romper las ampollas.

- Tapar la parte quemada con ropa limpia.

- No aplicar ninguna pomada, grasa o desinfectante en la zona afectada
por la quemadura.

- No suministrar bebidas ni alimentos.

- Permanecer como minimo una persona junto al accidentado.

- Acudir siempre al médico, independientemente del grado de la
quemadura.

8.4 PREVENCION EN EL LABORATORIO: MATERIAL Y EQUIPOS

8.4.1 Introducciodn

En el laboratorio, ademas de los riesgos intrinsecos de los productos
quimicos y de los generados por las operaciones que con ellos se realizan,
deben considerarse también los que tienen su origen en las instalaciones,
material de laboratorio y equipos existentes en el mismo.

El laboratorio dispone normalmente de una serie de instalaciones o
servicios generales de gas, agua, aire comprimido, vacio, electricidad, etc. de
los cuales el responsable del laboratorio debe tener constancia que cumplen
las normativas de caracter estatal, autonémico o local que les afecten, que se
hallen en buen estado y estén sometidas a un mantenimiento adecuado que
garantice tanto el cumplimiento de la reglamentacion comentada, como un
riesgo nulo o escaso de provocar danos al personal que las utiliza en su
trabajo en el laboratorio.
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8.4.2 Ventilacion

El laboratorio debe estar dotado de un sistema de ventilacion general que
permita su acondicionamiento ambiental en cuanto a necesidades
termohigrométricas y la dilucion y evacuacion de contaminantes. El adecuado
acondicionamiento ambiental del laboratorio se consigue actuando sobre la
temperatura, el indice de ventilacion y la humedad del aire. El sistema de
ventilacion debe comprobarse periddicamente especialmente, el
funcionamiento del ventilador o campana extractora, el cumplimiento de los
caudales minimos de aspiracion, su estado general y que no se conviertan en
un almacén improvisado de productos quimicos.

El control ambiental del laboratorio exige dos actuaciones bien
diferenciadas: la retirada de contaminantes y la renovacion del aire. Aunque
la simple renovacion del aire del ambiente permite hasta un cierto punto
controlar el nivel de contaminacion ambiental (disminucién de olores y
dilucion de la concentracion de contaminantes) es incapaz de eliminar
eficazmente los contaminantes generados en el laboratorio por lo que es
necesaria la existencia de una campana extractora para facilitar la extraccion
localizada.

Debe trabajarse, siempre que sea posible y operativo, en las vitrinas,
sobre todo cuando se manipulen productos peligrosos.

Los riesgos ocasionados por una mala ventilacion en un laboratorio pueden
producir:

- Efectos negativos sobre la salud de los ocupantes.
- Molestias o disminucién de la sensacion de confort.
- Danos a los elementos constructivos y decorativos.

La prevencion adecuada frente a estos riesgos es:

- Ventilacion del laboratorio eficaz, independiente del resto de las
dependencias.

- Mantenimiento del laboratorio en depresion respecto a las zonas
colindantes.

- Circulacion del aire del lugar menos contaminado al mas contaminado.

- Extraccion localizada mediante vitrinas de laboratorio.

- Ventilacion de emergencia.

8.4.3 Material de vidrio

Es un elemento fundamental en el trabajo de laboratorio debido su
transparencia, manejabilidad, facilidad de diseno y sencillez en la preparacion
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de montajes, permitiendo, ademas, su moldeabilidad por calentamiento y la
fabricacion de piezas a medida.

Los riesgos asociados a la utilizacion del material de vidrio son:

- Cortes producidos por rotura del material de vidrio debido a su fragilidad
mecanica, térmica, cambios bruscos de temperatura o presion interna.

- Cortes o heridas como consecuencia del proceso de apertura de ampollas
selladas, frascos con tapon esmerilado, llaves de paso, conectores etc.,

- Explosion, implosion e incendio por rotura del material de vidrio en
operaciones realizadas a presién o al vacio.

Las medidas de prevencion adecuadas frente a estos riesgos son:

- Examinar el estado de las piezas antes de utilizarlas y desechar las que
presenten el mas minimo defecto o haya sufrido un golpe de cierta
consistencia.

- Efectuar los montajes para las diferentes operaciones (reflujos,
destilaciones ambientales y al vacio, reacciones con adicion y agitacion,
endo y exotérmicas, etc.) con cuidado, evitando que queden tensionados,
empleando soportes y abrazaderas adecuados y fijando todas las piezas.

8.4.4 Instalacion eléctrica; Aparatos eléctricos

La instalacion eléctrica del laboratorio debe estar disenada en el proyecto
de obra de acuerdo con el Reglamento Electrotécnico de Baja Tension (REBT)
y en funcion de sus lineas de trabajo, del tipo de instrumental utilizado y
teniendo en cuenta las futuras necesidades del laboratorio. Este aspecto
debe ser contemplado en todas las modificaciones que se realicen. Por otro
lado, la incorporacion de nuevo instrumental debe tener en cuenta sus
requerimientos eléctricos.

Los conductores deben estar protegidos a lo largo de su recorrido y su
seccion debe ser suficiente para evitar caidas de tension y calentamientos.
Las tomas de corriente para usos generales deben estar en numero suficiente
y convenientemente distribuidas con el fin de evitar instalaciones
provisionales.

En los locales o zonas donde se trabaje con liquidos inflamables la
instalacion eléctrica ha de ser de seguridad aumentada o antideflagrante y
debe cumplir las normas especificas del REBT MIE-BTO26 sobre
Prescripciones Particulares para las Instalaciones de Locales con Riesgo de
Incendio y Explosion.
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De entre los distintos aparatos que tienen conexion eléctrica, es
recomendable disponer de lineas especificas para los equipos de alto
consumo.

Los riesgos asociados a la utilizacion de instrumental eléctrico son:

- Electrocucion por contacto directo o indirecto, generado por todo aparato
gue tenga conexion eléctrica.

- Inflamacién o explosion de vapores inflamables por chispas o
calentamiento del aparato eléctrico.

Los consejos para la prevencion de estos riesgos son:

- Disponer de un cuadro general, preferiblemente en cada unidad de
laboratorio, con diferenciales y automaticos.

- Disponer de interruptor diferencial adecuado, toma de tierra eficaz e
interruptor automatico de tension (magnetotérmico).

- Distribucidon con proteccion (automatico omnipolar) en cabeza de
derivacion.

- Instalar la fuerza y la iluminacién por separado, con interruptores.
- Emplear instalaciones entubadas, siendo las > 750V, rigidas.

- Aplicacion del codigo de colores y grosores.
- No emplear de modo permanente alargaderas y multiconectores
(ladrones).

- Mantener las distancias al suelo segln las caracteristicas del local.
- Usar circuitos especificos para aparatos especiales.

- En éareas especiales (himedas y laboratorios de practicas) emplear bajo
voltaje (24 V), estancos, tapas, etc. Emplear seguridad aumentada para el
trabajo de manera permanente con inflamables.

- Mantenimiento adecuado e inspecciones y comprobaciones periddicas.

8.4.5 Aparatos con llama

El trabajo con llama abierta genera riesgos de incendio y explosion por la
presencia de gases combustibles, o de productos inflamables en el ambiente
proximo donde se utilizan.

Para la prevencion de estos riesgos son acciones adecuadas:

- Suprimir la llama o la sustancia inflamable, aislandolas, o garantizar una
ventilacion suficiente para que no se alcance jamas el limite inferior de
inflamabilidad.
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- Calentar los liquidos inflamables mediante sistemas que trabajen a una
temperatura inferior a la de autoignicion (p.e., bano maria).

- Utilizar equipos con dispositivo de seguridad que permita interrumpir el
suministro de gases en caso de anomalia.

- Mantenimiento adecuado de la instalacion de gas.

8.4.6 Banos calientes y dispositivos de calefaccion

Los principales riesgos que presentan son quemaduras térmicas, rotura
de recipientes de vidrio ordinario con desprendimiento de vapores, vuelcos,
vertidos, emision incontrolada de humos en los banos de aceite y generacion
de calor y humedad ambiental en los banos de agua.

También es importante el riesgo de contacto eléctrico indirecto por
envejecimiento del material.

Para prevenir estos riesgos las principales acciones a tomar son:
- No llenar completamente el bano hasta el borde.

- Asegurar su estabilidad con ayuda de soportes.

- No introducir recipientes de vidrio ordinario en el bano, utilizar vidrio tipo
Pyrex.

- Disponer de un termostato de seguridad para limitar la temperatura.
- Utilizar dispositivos aislantes térmicos que no contengan amianto.
- Cuando su uso sea continuado, disponer de extraccion localizada.

- Llevar a cabo un mantenimiento preventivo con revisiones periodicas, que
deben aumentar de frecuencia con el uso y la antigiiedad del dispositivo.

8.4.7 Banos frios

Normalmente, los contactos puntuales y poco intensos con el liquido
refrigerante no producen danos ya que la evaporacion es instantanea, pero
un contacto prolongado es peligroso. Los principales riesgos que presentan
son: quemaduras por frio y desprendimiento de vapores. También hay que
tener en cuenta que si se emplean para el control de reacciones exotérmicas,
cualquier incidente que anule su funcion puede generar un incendio, una
explosion o la emision de sustancias toxicas al ambiente.

Normas generales para la prevencion de estos riesgos:
- No introducir las manos sin guantes protectores en el bano frio.

- Manipular la nieve carbénica con la ayuda de pinzas y guantes térmicos.

- Introducir los recipientes en el bano frio lentamente con el fin de evitar
una ebullicion brusca del liquido refrigerante.

- Emplear los banos de acetona con nieve carbdnica en la vitrina.
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8.4.8 Estufas

Presentan riesgos de explosion, incendio e intoxicacion si se desprenden
vapores inflamables en la estufa, de sobrecalentamiento si se produce un
fallo en el termostato y de contacto eléctrico indirecto.

El control del riesgo en la utilizacion de las estufas se basa en las
siguientes recomendaciones:

- Si se utiliza una estufa para evaporar liquidos volatiles debe disponerse
de un sistema de extraccion y retencion por filtrado o por condensacion
de los vapores producidos. Si los vapores que se desprenden son
inflamables, es recomendable emplear estufas de seguridad aumentada
0 con instalacion antideflagrante.

- Emplear estufas con sistemas de seguridad de control de temperaturas
(doble termostato, por ejemplo).

- Efectuar un mantenimiento adecuado, comprobando ademas la ausencia
de corrientes de fuga por envejecimiento del material y correcto estado
de la toma de tierra.

8.4.9 Botellas e instalacion de gases

En el laboratorio se suelen utilizar gases a presion suministrados a través
de una instalacion fija o directamente de las bombonas. En ambos casos hay
que observar determinadas precauciones y disponer de un protocolo de
utilizacion. Las posibles situaciones de fugas e incendios deben estar
contempladas en el plan de emergencia del laboratorio. La utilizacion de
botellas, aun disponiendo de instalacion de gases fija, es relativamente
corriente.

Las situaciones de riesgo caracteristicas en el empleo de gases a presion,
disueltos o licuados:

- Caida de la botella.

- Intoxicacion en caso de fuga de un gas toxico, irritante o corrosivo de una
botella o de la instalacion.

- Fuga de un gas explosivo.

- Fuga de un gas inerte.

- Incendio en la boca de una botella de un gas inflamable.
- Sobreesfuerzos en el traslado de las botellas.

Control del riesgo:
- Mantener las botellas fijas sujetandolas a un soporte sélido.

- Disponer de un plan de actuacion para casos de fugas e incendio en la
boca de la botella.
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- Observar las precauciones adecuadas a las caracteristicas del gas
manipulado.

- Disponer de carro adecuado para trasladar las botellas de gases.

8.4.10 Centrifugas

Riesgos:
Rotura del rotor.

Heridas en caso de contacto con la parte giratoria.

Explosion por una atmoésfera inflamable.

Formacién de bioaerosoles.

Control del riesgo:

- Repartir la carga simétricamente.

- La centrifuga debe llevar un mecanismo de seguridad de tal manera que
no pueda ponerse en marcha si la tapa no esta bien cerrada e impidiendo
su apertura si el rotor esta en movimiento.

- Disponer de un procedimiento de actuacion para el caso de roturas.

8.4.11 Pipetas y buretas

Riesgos:

- Contacto o ingestion de un liquido téxico o corrosivo.
- Cortes por rotura.

Control del riesgo:

- Prohibir pipetear con la boca.

- Utilizar siempre guantes impermeables al producto manipulado.

- Utilizar bombas de aspiracion manual de caucho o cremallera que se
adapten bien a las pipetas a utilizar.

- Para algunas aplicaciones y reactivos es recomendable utilizar un
dispensador automatico de manera permanente.

8.4.12 Instrumental analitico

Aplicable al espectrofotometro UV-visible e infrarrojo, fluorimetro, balanza,
pHmetro, polarégrafo y otros aparatos de electroanalisis, autoanalizadores,
microscopios, agitadores, etc.

Los riesgos asociables a esta instrumentacion son basicamente de
contacto eléctrico, quemadura térmica si hay zonas calientes, formacion de
o0zono cuando se utilizan lamparas o radiaciones a determinadas longitudes
de onda, etc.
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Los procedimientos para reducir los riesgos existentes en la
instrumentacion se basan de una manera general en:

- Instalacion adecuada.
- Mantenimiento preventivo eficaz.

- Instrucciones de uso y procedimientos normalizados de trabajo con las
adecuadas instrucciones de seguridad que contemplen la especificidad
de cada técnica. Por ejemplo: en el caso de la electroforesis a alto voltaje
debe prestarse especial atencién al riesgo eléctrico.

8.5 PREVENCION EN EL LABORATORIO: OPERACIONES BASICAS

8.5.1 Introduccion

Cualquier operacion del laboratorio en la que se manipulen productos
guimicos presenta siempre unos riesgos. Para eliminarlos o reducirlos de
manera importante es conveniente, antes de efectuar cualquier operacion,
hacer una lectura critica del procedimiento a seguir, asegurarse de disponer
del material adecuado, manipular siempre la cantidad minima de producto
quimico, llevar las prendas y accesorios de proteccion adecuados y tener
previsto un plan de actuacion en caso de incidente. A continuacion se revisan
una serie de operaciones habituales en el laboratorio, relacionando los
posibles riesgos y las correspondientes actuaciones para su reduccion.

8.5.2 Trasvases de liquidos

Los trasvases se pueden realizar por vertido libre, con siféon o con la
ayuda de una bomba. En el primer caso puede haber riesgos de vertido de
liquidos e intoxicacion por vapores. Para la prevencion de estos riesgos es
aconsejable:

- Emplear una bomba o un sifon para trasvases de gran volumen.

- Utilizar gafas o pantallas de proteccion facial cuando se trasvasen
productos irritantes o corrosivos. Para trasvasar acidos y bases se
recomiendan los guantes de PVC (cloruro de polivinilo).

- Suprimir las fuentes de calor, llamas y chispas en la proximidad de un
puesto donde se realicen trasvases de liquidos inflamables. Si la cantidad
de producto a trasvasar es importante, debe realizarse la operacion en un
lugar especifico acondicionado especialmente y con ventilacion
suficiente.
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Cuando la operacion de trasvase es mediante sifon o bombeo puede
haber riesgo de explosion por sobrepresion. Para evitar este riesgo, la
alternativa es, evidentemente, la utilizaciéon del vaciado por gravedad. Si se
emplea una bomba puede equiparse con dispositivos de seguridad para
evitarlo. También en este caso debera comprobarse siempre la adecuacion de
la bomba al producto a trasvasar: Compatibilidad de materiales, corrosion,
contaminacion, riesgo de explosion, etc.

Al trasvasar cantidades importantes de liquidos no conductores debe
valorarse siempre el problema de la electricidad estatica.

8.5.3 Operaciones con vacio

Entre las diferentes operaciones en que se puede utilizar el vacio
destacan la evaporacion, la destilacion, la filtracion y el secado. Estas
operaciones presentan riesgos de implosion del aparato y proyeccion de
material, aspiracion de un liquido y mezcla imprevista de productos que
reaccionen violentamente. Es recomendable para el control de riesgos:

- Utilizar recipientes de vidrio especiales capaces de soportar el vacio
(paredes gruesas o formas esféricas) e instalar el aparato en un lugar
donde no haya riesgo de que sufra un choque mecanico.

- Recubrir con cinta adhesiva o red metalica el recipiente en depresion.
- El paso de vacio a presion atmosférica debe ser gradual y lento.

8.5.4 Mezcla de productos o adicion de un producto

Puede tener lugar una reaccion imprevista acompanada de un fenémeno
peligroso (explosion, proyeccion).

Para el control de este riesgo es recomendable disponer de un protocolo
de actuacion y de informacion sobre la identidad y peligrosidad de los
productos que se manipulan. Por otro lado, cuando se trata de la adicion de
un reactivo, la velocidad debe de ser proporcionada a la reaccion producida.
Debe ser especialmente lenta si la reaccion es exotérmica, provoca espuma,
ocurre o puede ocurrir una polimerizacion rapida, etc.

8.5.5 Extraccion con disolventes volatiles

8.5.5.1 Extraccion en caliente

La extraccion liquido-sélido o liquido-liquido en caliente es una operacion
relativamente rutinaria en los laboratorios de quimica, dado que para ella se
suelen emplear liquidos volatiles inflamables, cualquier sobrepresion en el
montaje o una fuga de vapor puede provocar un incendio. Téngase en cuenta
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que siempre que se manipulen substancias de estas caracteristicas se
presenta riesgo de incendio y explosion.

Los sistemas para el control de estos riesgos son:

- Calentar el sistema de extraccion empleando un bano maria o en un bano
de aceite a una temperatura suficiente, pero no mas alta, para asegurar
la ebullicion del disolvente.

- Realizar la operacién en vitrina.

- Disponer de un sistema de actuacion (extintor manual adecuado, manta
ignifuga, etc.) préoximo al lugar de la operacion.

- Cuando la extraccion sea de larga duracion es recomendable disponer de
un sistema de control del agua de refrigeracion frente a posibles cortes.

8.5.5.2 Extraccion liquido-liquido

En la mayor parte de los procesos de extraccion liquido-liquido a
temperatura ambiente, una de las fases es un compuesto organico volatil,
normalmente un disolvente inflamable, por lo que habrd que aplicarle las
recomendaciones generales frente a la utilizacion de este tipo de compuestos
gue ya se han citado (sobrepresion, presencia de vapores inflamables).

Si se emplea un embudo de decantacion con agitacion manual, existe
ademas el problema del contacto directo con los productos y la posibilidad de
proyecciones de liquidos e inhalacion de concentraciones elevadas de
vapores al aliviar la presion del embudo (generada por la vaporizacion
durante la agitacion) a través de la valvula de la llave de paso. En esta
operacion es recomendable usar guantes impermeables, ropa de proteccion
y, Si las substancias que intervienen en el proceso tienen caracteristicas de
peligrosidad elevadas, realizar la operacion en vitrina, aunque ello represente
incomodidad.

8.5.5.3 Extraccion sélido-liquido

La extraccion solido-liquido (procedimiento mediante el cual se retiene el
producto a extraer de un liquido en un sélido adsorbente o impregnado por un
absorbente) presenta un uso cada vez mas extendido. El procedimiento, por
sus propias caracteristicas (poca cantidad de muestra y, en consecuencia, de
productos a manipular, posibilidad de automatizacion, etc.) presenta pocos
problemas. Los riesgos mas caracteristicos son los derivados de la utilizacion
de presion y vacio en los sistemas semiautomatizados y de manipulacion
inadecuada en caso de obstruccion del cartucho o del disco de extraccion.
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8.5.6 Evaporacion y/o secado

Las operaciones de evaporacion y secado, cuando se trata de
disolventes, presentan el riesgo de desprendimiento de vapores toxicos o
inflamables. Para su prevencion son acciones adecuadas:

- Efectuar la operacion en el interior de una vitrina o emplear un
evaporador rotatorio.

- Si el aporte de calor mediante estufa es indispensable se utilizara una
gue esté ventilada, disponga de un sistema de aspiracion de vapores y se
trabajara siempre a temperaturas moderadas, asegurandose que en
ningun punto del interior o exterior de la estufa se puede sobrepasar el
punto de autoinflamacion.

- La evaporacion de un producto empapado de un liquido volatil se puede
efectuar en frio.

8.6 PREVENCION EN EL LABORATORIO: REACTIVIDAD DE LOS
PRODUCTOS QUIMICOS

8.6.1 Introduccion

Al trabajar con productos quimicos, es primordial prever las posibles
reacciones entre ellos con el fin de evitar posibles reacciones quimicas
peligrosas, no solo la formacion de compuestos intermedios o finales que su
exposicion entrane un riesgo para la salud, como gases desprendidos en el
transcurso de una reaccion, sino la posibilidad de explosiones o salpicaduras.
Habra que tener muy en cuenta las posibles incompatibilidades entre los
productos quimicos y el grado de exotermicidad en sus reacciones.

En este sentido, se relacionan una serie de caracteristicas de
peligrosidad de los productos quimicos y se comentan desde el punto de vista
de su manipulacion y almacenamiento. La reactividad se contempla desde las
siguientes perspectivas:

- Compuestos que reaccionan violentamente con el agua
- Compuestos que reaccionan violentamente con el aire
- Incompatibilidad

- Reacciones peligrosas con los acidos

- Formacion de peroxidos

- Reacciones de polimerizacion

- Reacciones de descomposicion.
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8.7 CLASIFICACION Y ETIQUETADO DE SUSTANCIAS PELIGROSAS

8.7.1 Introduccién

Para los productos quimicos la informacion sobre su peligrosidad y el
riesgo derivado de su utilizacion esta recogida en la etiqueta y ampliada en la
ficha de datos de seguridad (FDS). Su contenido esta regulado por la
legislacion sobre comercializacion de productos quimicos relativa a la
clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias y preparados peligrosos
recogida en los Reales Decretos 363/1995 y 255/2003, que obliga a que
todo producto quimico esté debidamente etiquetado tanto si va destinado al
publico en general como al usuario profesional, en cuyo caso debera también
disponer de la FDS.

La obligacion de identificar los productos quimicos no es exclusiva de los
productos comercializados sino que incluye cualquier producto presente en el
lugar de trabajo, por lo que no es aceptable la presencia de productos sin
etiquetar o identificar provenientes de un trasvase, generados en el proceso o
como residuos (RD 485/1997).

8.7.2 Peligrosidad de las sustancias quimicas

8.7.2.1 Categorias de peligro

Las sustancias se consideran peligrosas si presenten alguna de las
caracteristicas de peligro establecidas de acuerdo con las propiedades
fisicoquimicas, toxicolégicas (efectos sobre la salud) y eco-toxicologicas
(efectos sobre el medio ambiente).

8.7.2.2 Etiquetado

Todo producto quimico, sustancia o preparado, clasificado como peligroso
debe incluir en su envase una etiqueta bien visible que es la primera
informacion basica que recibe el usuario sobre los peligros inherentes al
mismo y sobre las precauciones a tomar en su manipulacion. Esta etiqueta,
redactada en el idioma oficial del Estado, contendra:

- Nombre de la sustancia.

- Nombre, direccion y teléfono del fabricante o importador. Es decir del
responsable de su comercializacion en la Union Europea (UE).

- Simbolos e indicaciones de peligro normalizadas para destacar los
riesgos principales.

- Frases R que permiten identificar y complementar determinados riesgos
mediante su descripcion.
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- Frases S que, a través de consejos de prudencia, establecen medidas
preventivas para la manipulacion y utilizacion.
- Ndmero de registro CE de la sustancia (nidmero EINECS o ELINCS).

El etiquetado de un producto implica la asignacion de unas categorias de
peligro definidas y preestablecidas basadas en las propiedades
fisicoquimicas, en las toxicologicas, en los efectos especificos sobre la salud
humana y en los efectos sobre el medio ambiente, identificadas mediante
pictogramas y simbolos de peligrosidad (E, O, F+, F, T+, T, Xn, Xi, C, N).

Las definiciones, las distintas categorias de peligros, los pictogramas y las
frases de riesgo mas caracteristicas se recogen en los cuadros del

8.7.2.3 Ficha Internacional de Seguridad Quimica (FIDQ)

La FIDQ es una importante fuente de informacion complementaria de la
contenida en la etiqueta y constituye una herramienta de trabajo
imprescindible en el campo de la prevencion de riesgos laborales y de la
proteccion al medio ambiente ya que suministra informacion tomar las
medidas necesarias para la proteccion de la salud y de la seguridad en el
lugar de trabajo. El responsable de la comercializacion debe suministrarla
obligatoriamente a los usuarios profesionales proporcionando informacion
sobre las propiedades de la sustancia y los peligros para la salud y el medio
ambiente, asi como sobre los riesgos derivados de sus propiedades fisicas y
quimicas, controles de exposicion, manipulacién, almacenamiento y
eliminacion. Estas fichas también informan sobre las medidas de lucha contra
incendios, los medios de proteccion, precauciones a tomar en caso de vertido
accidental y primeros auxilios.

La FDS se suministrara de forma gratuita y nunca mas tarde de la primera
entrega del producto y posteriormente siempre que se produzcan revisiones
por nuevos conocimientos significativos relativos a la seguridad y a la
proteccion de la salud y del medio ambiente.

=

) ldentificacion del preparado y del responsable de su comercializacion.
) Composicion/informacion sobre los componentes.

) ldentificacion de los peligros

) Primeros auxilios.

) Medidas de lucha contra incendios.

)

)

)

)

OO0k WN

Medidas en caso de caso de vertido accidental.
Manipulacion y almacenamiento.

Controles de la exposicion/proteccion personal.
Propiedades fisicas y quimicas.

10) Estabilidad y reactividad.
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11) Informacioén toxicoldgica.

12) Informacion ecolégica.

13) Consideraciones relativas a la eliminacion.
14) Informacion relativa al transporte.

15) Informacion reglamentaria.

16) Otra informacion.

8.8 ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION DE PRODUCTOS QUIMICOS

Desde el punto de vista de seguridad la principal medida es el
mantenimiento de los “stocks” de productos quimicos peligrosos al nivel mas
bajo posible y en la utilizacién de locales separados.

Un aspecto muy importante en el almacenamiento de los productos
quimicos es el de la incompatibilidad. En consecuencia, los productos que
puedan reaccionar entre si de forma violenta, no deben almacenarse
conjuntamente a partir de ciertas cantidades. En caso de incendio, caidas,
roturas o cualquier tipo de incidente, los envases o embalajes pueden resultar
danados y los productos contenidos en ellos pueden entrar en contacto
produciendo reacciones peligrosas. Los productos toxicos no deben
almacenarse junto a productos comburentes y ambos no deben almacenarse
junto a inflamables, peroxidos, gases comprimidos, licuados o disueltos y
productos que desprendan gases inflamables en contacto con el agua. En la
siguiente Figura 8.1 se resumen las incompatibilidades mas caracteristicas.

Figura 8.1 Resumen incompatibilidades de almacenamiento de sustancias
peligrosas. (+) Se pueden almacenar juntas, (0) solamente podran almacenarse
juntas bajo medidas especificas de prevencion, (-) no almacenables juntas.
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8.8.1 Caracteristicas de peligrosidad a considerar en los almacenamientos

Ademas de las caracteristicas intrinsecas de la peligrosidad de los
productos quimicos ya descritas (explosividad, inflamabilidad, toxicidad,
corrosividad, etc.), debe considerarse también otros factores:

- Las estanterias deberan estar fijadas o sujetas a la pared para evitar su
caida.

- No se debera emplear ningln equipo eléctrico.

- Lainstalacion de iluminacion debera ser estanca.

- Dispondra de sistema de ventilacion forzada.

8.9 EXTRACCION LOCALIZADA EN EL LABORATORIO

Un sistema de extraccion localizada tiene como objetivo captar el
contaminante en el lugar mas proximo posible del punto donde se ha
generado, el foco contaminante, evitando que se difunda al ambiente general
del laboratorio.

El correcto funcionamiento de vitrinas de laboratorio es prioritario en la
prevencion de la exposicion a agentes quimicos en laboratorios, debiendo
estar totalmente prohibido trabajar con sustancias muy toxicas fuera de ellas
0 en aquellas que no alcancen el caudal minimo exigido.

La cabina debe situarse en zonas de poco transito y alejada de puertas,
ventanas o rejillas de suministro de aire al laboratorio. Los ventiladores deben
estas situados fuera del edificio, y se deben preveer los filtros necesarios para
depurar el aire extraido segun la naturaleza de los productos manipulados y
las reglamentaciones sobre contaminacion ambiental.

8.9.1 Normas para la utilizacion de la vitrina de gases

Antes de utilizar una vitrina hay que hacer una valoracion del riesgo de las
operaciones que se van a realizar y comprobar si la vitrina es adecuada en
cuanto a diseno, materiales de construccion, servicios (como electricidad,
agua, etc.), situacion y ubicacion en el laboratorio y sistema de ventilacion.
Concretamente se deben contemplar los siguientes aspectos:

8.9.1.1 Extraccion de caudal de aire

- Comprobar que el sistema de extraccion funciona correctamente (nunca
operar sin la extraccion en marcha).

- Comprobar que el indicador de flujo de la vitrina, si existe, funciona
correctamente y no presenta situacion de alarma.
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- Comprobar que no haya puertas o ventanas abiertas, principalmente en
el entorno que puedan distorsionar el correcto funcionamiento de la
vitrina.

8.9.1.2 Organizacion del trabajo

- No se debe utilizar la vitrina de gases como unidad de almacenamiento.

- Disponer en el interior de la vitrina el material indispensable para llevar a
cabo trabajo que se vaya a realizar y evitar material innecesario que
dificulte el buen funcionamiento de la vitrina, asi como movimientos de
brazos innecesarios.

- Situar las operaciones que generan la contaminacion a una distancia no
inferior a 15 6 20 cm del plano de abertura de la vitrina.

- Evitar la generacion de contaminantes a velocidades altas.

- Situar la zona de generacion de contaminantes lo mas baja posible para
favorecer la salida de contaminantes por la ranura inferior del plenum de
extraccion (deflector trasero) con el fin de evitar su diseminacion en la
parte superior de la vitrina donde se suelen formar turbulencias que
pueden provocar que el tiempo de residencia del contaminante en la
vitrina sea mayor.

- Evitar la obstruccion de paso de aire al deflector trasero.
- Manipular las minimas cantidades necesarias de producto.

- Reducir la abertura de la vitrina al minimo espacio compatible con el
trabajo que se va a realizar y estar siempre por debajo de la altura
operacional maxima. No introducir la cabeza en al camara interior de la
vitrina.

- No operar en la vitrina con las ventanas vertical y horizontal, en su caso,
abiertas a la vez.

- Realizar movimientos lentos con el fin de evitar turbulencias.

- Mantener los criterios de uso de ropa y equipos de proteccion adecuados
(gafas, bata, guantes).

- En caso de detectar una anomalia en la aspiracion, cerrar la guillotina y
dar a conocer la situacion. No utilizar la vitrina y senalizarla
convenientemente como fuera de uso o averiada.

8.9.1.3 Después de la utilizacion

- Dejar la vitrina limpia y ordenada.
- Cerrar la guillotina y dejar la vitrina funcionando hasta que se haya
eliminado la contaminacion generada.
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8.9.2 Mantenimiento

La vitrina debe tener un programa de mantenimiento preventivo con el fin
de prolongar su vida util y mantener la seguridad del operador. Se deben
seguir las recomendaciones del fabricante o suministrador y todo el sistema
desde la entrada de la vitrina hasta el conducto de salida debe estar
sometido a inspecciones periddicas, registrando y anotando la Ultima revision
realizada.

8.10 PREVENCION DEL RIESGO EN EL LABORATORIO: ELEMENTOS
DE PROTECCION Y ACTUACION EN CASOS DE EMERGENCIA

8.10.1 Introduccién

La experiencia indica que los pequenos incidentes o accidentes que se
producen en los laboratorios pueden ser controlados y tener unos efectos
minimos si se dispone de elementos de actuacion adecuados y en nimero
suficiente.

La eficacia de estos elementos esta supeditada a su idoneidad y correcto
funcionamiento, su buen estado de mantenimiento, y a un suficiente
entrenamiento y formacion del personal de laboratorio.

Los denominados elementos de actuacion estan constituidos
basicamente por: duchas de seguridad, fuentes lavaojos, mantas ignifugas,
extintores y neutralizadores. En la actualidad no existe ninguna legislacion
que regule la instalacion de estos elementos en los laboratorios, salvo en
aquellos aspectos relativos a la proteccion de incendios que se indican en la
Norma Basica de Edificacion (NBE-CPlI 96 y anteriores). No obstante, la
instalacion de elementos de actuacion y el establecimiento de un programa
para su mantenimiento y utilizacién debe constituir una exigencia dentro del
plan de emergencia y prevencion de riesgos del laboratorio

8.10.2 Elementos de proteccion. Caracteristicas

Los elementos de actuacion y proteccion, Figura 8.2, son sistemas que
deben permitir una rapida actuacion para el control de incidentes producidos
en el laboratorio, tales como incendios y derrames, asi como para la
descontaminacion de personas que hayan sufrido una proyeccion,
salpicadura o quemadura. Su nimero y ubicacion (que se comentan mas
adelante) estan, relacionados con la distribucion, los productos manipulados
y almacenados y las operaciones que se lleven a cabo en el laboratorio.
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Figura 8.2 Elementos de actuacién y protecciéon. A) ducha de seguridad, B) Fuente
lavaojos, C) Manta ignifuga, D) Extintores.

8.10.2.1 Duchas de seguridad

Constituyen el sistema de emergencia mas habitual para casos de
proyecciones con riesgo de quemaduras quimicas e incluso si se prende
fuego en la ropa. A continuacidbn se resumen las caracteristicas mas
importantes que se requieren de una ducha de seguridad (Figura 8.2-A).

La ducha debera proporcionar un caudal de agua suficiente para
empapar al sujeto completa e inmediatamente. El agua suministrada debe
ser potable, procurando que no esté fria (preferiblemente entre 20 y 35° C)
para evitar el riesgo que supone enfriar a una persona quemada en estado de
shock y también que la poca aceptacion del agua fria cause una eliminacion
insuficiente del contaminante, al acortar el periodo de ducha. Asimismo es
conveniente que disponga de desagle (facilita enormemente su
mantenimiento).

Las llaves de paso de agua de la instalacion deben estar situadas en un
lugar no accesible para el personal, al objeto de evitar que se corte el
suministro de manera permanente por existencia de fugas u otras anomalias,
que, por otra parte, deben ser inmediatamente comunicadas y reparadas. De
este modo, las llaves se cerraran exclusivamente en el momento de efectuar
la reparacion

8.10.2.2 Fuentes lavaojos

Es un sistema que debe permitir la descontaminacion rapida y eficaz de
los ojos y que esta constituido basicamente por dos rociadores o boquillas
(hay modelos con una sola) separadas entre 10 y 20 cm capaces de
proporcionar un chorro de agua potable para lavar los ojos o la cara, una
pileta, de 25 a 35 cm, provista del correspondiente desagle, de un sistema
de fijacion al suelo o a la pared y de un accionador de pie (pedal) o de codo
(Figura 8.2-B).

El chorro proporcionado por las boquillas debe ser de baja presion para
no provocar dano o dolor innecesario. Igual que se ha indicado para la ducha,
el agua debe ser potable y es recomendable que sea templada. Con las llaves
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de paso del agua de la instalacion se tendran las mismas precauciones que
para las duchas de seguridad.

8.10.2.3 Mantas ignifugas

Las mantas permiten una accién eficaz en el caso de fuegos pequenos y
sobre todo cuando se prende fuego en la ropa, como alternativa a las duchas
de seguridad (Figura 8.2-C). La utilizacion de la manta puede en ciertos casos
evitar el desplazamiento del sujeto en llamas, lo que ayuda a limitar el efecto
y desarrollo de éstas.

Existen en el mercado distintos mecanismos de almacenamiento que
permiten su rapida utilizacion. Como material de la manta, descartada la
utilizacion de amianto, existen actualmente alternativas basadas en fibra de
vidrio y otros tejidos ignifugos o tratados con ignifugantes.

Una alternativa a las mantas ignifugas es la utilizacion de prendas o
textiles poco combustibles o previamente humedecidos.

8.10.2.4 Extintores

Si no es factible controlar los pequenos incendios que se producen en el
laboratorio, por su ubicacion, caracteristicas, persistencia o extension, con
mantas ignifugas o textiles mojados, hay que recurrir a los extintores (Figura
8.2-D).

Dado que existen distintos tipos de fuego, que se clasifican segun se trate
de soélidos, liquidos, gases, metales o de origen eléctrico, debe decidirse en
cada caso el agente extintor adecuado: agua pulverizada o a chorro, polvo,
polvo polivalente, espuma, hidrocarburos halogenados o CO» (Figura 8.3).

Para su uso en el laboratorio, la experiencia demuestra que los mas
practicos y universales son los de CO», ya que, dada la presencia de
instrumental eléctrico delicado y productos quimicos reactivos, otros agentes
extintores podrian producir agresiones irreparables a los equipos o nuevos
focos de incendios. Debe tenerse en cuenta, ademas, que el extintor portatil,
que debe ser de facil manejo y poco peso, puede volcar, romper o proyectar el
material de vidrio que se halla en las poyatas, generando, asimismo, nuevos
focos de incendio, vertidos o reacciones imprevistas. Es totalmente
desaconsejable la utilizacion de extintores no adecuados a las caracteristicas
del material que arde, ya que pueden favorecer el desarrollo del incendio.
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Clases de fuego | Agentes extintores

Mieve
Agua Agua Espuma Polva Palvo .
chorro pubverizada fisica Saco polivalente ga(;!; onica Halones
A SOLIDOS Si Sl Sl sl Si sl sl
B LlouiDos NO sl Sl Sl Sl sl sl
C GASES NO extingue S| sl sl sl
Sl Limita propagacion
D METALES NO* NO* NO* NO* |NO* NO* NO*
sl sl
EELECTRICOS |NO HASTA NO sl HasTA 1000 S Sl
20.000 V v

CLAVES: SI Bueno Sl Aceplable NO Inaceptable o Peligroso
* REQUIERE AGENTES ESPECIALES

Figura 8.3 Distintos tipos de agentes extintores en funcion del tipo de fuego.

8.10.2.6 Situacioén, instalacion y mantenimiento

Los elementos de actuacion y proteccion deben situarse en lugares de
facil accesibilidad desde cualquier lugar del laboratorio, y lo mas cerca
posible de las zonas de mayor riesgo, procurando que su ubicacién no genere
un nuevo riesgo para el laboratorio.

En la siguiente Figura 8.5 se resumen a modo de recomendacion una
serie de aspectos relativos a la situacion de los diversos elementos de
actuacion, y a su control y mantenimiento.

ELEMENTOS DE CONTROL Y
ACTUACION SITUACION MANTENIMIENTO */
DUCHA FUENTE Lugar alcanzable en menos de 15 s | Comprobacidn mensual
LAVACIOS desde cualquier puesio de trabajo. del caudal de agua y

MANTA IGNIFUGA

EXTINTOR

En direccidn a la salida habitual del
laboratoric.

Laboratorio, o unidad, en gue se
frabaje con productes inflamables.
Cerca de la mesa de trabajo.

Var NBE-CPI/96

Laboratorio, o unidad, en gue Se
irabaje con productos inflamables.
En un extremao de la mesa de
Irabajo v en la direccidn habitual de
zalida del laboratorio.

Almacén de productos inflamables.

correcto funcionamiento
del sistemna.

No precisa
mantenimiento.

Revisidn anual v
retimbrado cada 5 anos.
Debe estar contemplado
en el plan general de
medics de extincidn del
adificio.

Figura 8.4 Situacion, control y mantenimiento de elementos de actuacion.

8.10.3 Senalizacion, informacion y formacion

La presencia en los laboratorios de diferentes elementos de actuacion y

proteccion no implica que los aspectos de seguridad por ellos cubiertos se
den por resueltos. Su eficacia radica, no s6lo en que estén en perfecto estado
de utilizacion, sino que el personal de laboratorio conozca su ubicacion y sus
condiciones de utilizacion. Ello hace necesario que todos los elementos de
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actuacion estén correctamente senalizados y que el personal de laboratorio
este informado, formado y entrenado (Figura 8.6).

Manguera Extintor Ducha Lava-ojos

Figura 8.5 Senalizacion de los elementos de actuacion.

El personal debe conocer la utilidad, situacion y condiciones de utilizacion
de las duchas de seguridad y fuentes lavaojos, especialmente en aquellos
aspectos tales como el tiempo minimo que debe aplicarse agua a los 0jos,
habitualmente 20 minutos, tiempo de ducha o bien en qué casos es
preferible quitar la ropa al accidentado, etc. En el caso de los derrames o
vertidos accidentales el procedimiento de actuacion establecido debe incluir
la designacion de responsables, asi como la manera de reducir la exposicion
del personal y la dispersion de la contaminacion.

El entrenamiento es especialmente importante para el uso de los
extintores, ya que debido a su peso y a la rapidez con que se agota su
contenido, su empleo puede resultar no sélo indGtil, sino contraproducente. En
caso de duda sobre la posibilidad de controlar el fuego, es recomendable
activar el plan de emergencia y proceder a la evacuacion del laboratorio.

Para la instalacion definitiva de los equipos debe considerarse la
adaptacion de las necesidades existentes a las disponibilidades de espacio,
distribucion, y de organizacion, excepto, evidentemente en las zonas de riesgo
elevado, en las que primaran de manera absoluta las medidas de proteccion,
aunque ello implique modificaciones estructurales u organizativas
importantes. Los casos especiales deben considerarse de manera
independiente, como seria el de los laboratorios docentes o de practicas en
donde en determinados momentos puede haber un elevado nimero de
personas poco expertas en espacios relativamente grandes, o0 bien
laboratorios donde se manipulan substancias o fuentes radiactivas, con
elevado riesgo biolégico o de incendio y explosion.

8.11 EQUIPOS DE PROTECCION INDIVIDUAL

8.11.1 Gafas

Las gafas tienen el objetivo de proteger los ojos del trabajador. Para que
resulten eficaces, requieren combinar junto con unos oculares de resistencia
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adecuada, un diseno o montura o bien unos elementos adicionales
adaptables a ella, con el fin de proteger el ojo en cualquier direccion.
Considerando el tipo de montura se pueden agrupar en:

- Gafas tipo universal, pueden ir provistas de proteccion adicional.

- Gafas tipo copa o cazoleta. Encierran cada ojo aisladamente. Estan
constituidas por dos piezas, integrando el aro portaocular y la proteccion
lateral. También puede ser adaptables al rostro con un Unico ocular.

- Gafas integrales. La proteccion adicional esta incluida en la misma
montura. Pueden ser utilizadas conjuntamente con gafas graduadas.

8.11.2 Guantes

Los guantes de seguridad se fabrican en diferentes materiales (PVC, PVA,
nitrilo, latex, neopreno, etc.) en funcion del riesgo que se pretende proteger.
Para su uso en el laboratorio, ademas de la necesaria resistencia mecanica a
la traccion y a la perforacion, es fundamental la impermeabilidad frente a los
distintos productos quimicos. Téngase en cuenta que la utilizacion de guantes
no impermeables frente a un producto, si hay inmersion o contacto directo
importante, no solamente no protege sino que incrementa el riesgo. Por estos
motivos, a la hora de elegir un guante de seguridad es necesario conocer su
idoneidad, en funcion de los productos quimicos utilizados, mediante el
correspondiente certificado de homologacion que debe ser facilitado por el
suministrador.

La certificacion de un guante de proteccion exige unos minimos de
resistencia a la traccion y a la perforacion que garantice la integridad del
mismo en situaciones normales de trabajo y los clasifica segun los productos
o familias de compuestos contra los que protege. Otros aspectos que han de
considerarse en la eleccion de los guantes son la longitud del manguito (zona
que forma el guante desde el borde superior hasta la muneca) y el forro o
revestimiento. En la eleccion debe prevalecer, a igualdad de caracteristicas
protectoras, la comodidad.

8.11.3 Prendas de proteccion

Para el trabajo con productos quimicos es obligatorio el uso de bata
(100% algodon) y calzado cerrado. La bata nunca se llevara puesta fuera del
laboratorio ya que puede estar impregnada con algun compuesto quimico vy,
sobre todo en zonas comunes como cafeterias.
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9. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en la elaboracion de este Trabajo Fin de
Grado se exponen a continuacion:

+ Se ha bioproducido con éxito el recombinamero VKV4 en erlenmeyers
mediante fermentacion de la bacteria Escherichia coli, genéticamente
modificada con un rendimiento de 96.25 mg/L.

¥ Se ha modificado quimicamente el polimero tipo elastina VKVa,
introduciendo grupos fenil azido en su cadena polimérica para obtener
un polimero sensible a la luz.

+ La caracterizaciéon quimica por resonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia infrarroja (FTIR), analisis de masas (MALDI-ToF)
confirma que se ha logrado la modificacion quimica. El rendimiento
quimico de reaccion alcanzado es de un 72% y una conversion final del
91%.

¥ Se ha modificado quimicamente el polimero tipo elastina VKVa con
otros grupos funcionales: azido y ciclooctino. Los rendimientos
guimicos obtenidos son del 65% y 73% y conversiones del 42% y 54%
respectivamente.

+ Se ha producido un hidrogel en forma de pastilla, en un molde de
teflon, por entrecruzamiento mediante irradiacion UV durante 2 horas.
Comprobandose, a partir de pruebas reolégicas no concluyentes, la
existencia de un entrecruzamiento no uniforme que Vvaria
gradualmente con la profundidad.

+ Se han optimizado la técnica y los parametros de electrohilado para la
obtencion de nanofibras monocomponente con buenas caracteristicas,
a partir de una disoluciéon polimérica al 10% en peso de VKVa-PH-N3 en
TFE, con las variables de caudal (0.01 ml/min), potencial (18 kV),
distancia aguja-colector (12 cm), tiempo (15 seg) y orientacion
horizontal.

+ Se han obtenido superficies de ITO y vidrio recubiertas de nanofibras
monocomponente de VKV4-PH-N3 entrecruzadas e insolubles, mediante
irradiacion con luz UV [200 - 400 nm] durante un tiempo determinado
experimentalmente de 2 minutos.
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+ Se ha realizado un completo seguimiento, mediante microscopia
Optica, del procedimiento llevado a cabo en la produccion,
entrecruzamiento y lavado de las nanofibras.

+ Mediante microscopia electronica (SEM) se ha observado una
morfologia redondeada de las fibras con un diametro en el rango de
[0.4 um - 1 ym]. Se han establecido las diferencias entre las fibras
antes y después del entrecruzamiento y del lavado.

¥ Se ha realizado un cultivo celular de fibroblastos utilizando las
superficies recubiertas con nanofibras entrecruzadas como soportes.
La adhesion y supervivencia de las células tras 48 horas de cultivo
demuestra la no toxicidad de las fibras y, por tanto, su
citocompatibilidad.

+ El andlisis econdmico se ha realizado a partir de los costes de
materiales, reactivos, equipos, personal, instalacion y otros indirectos
para una produccion anual de 10.000 superficies recubiertas de fibras
de 2.55 cm?2/ud. Este estudio revela un precio final unitario del
producto de 13.77 €/ud. Mediante la comparacion realizada con el
precio de productos comercializados de similares caracteristicas, se
comprueba que el precio obtenido es del mismo orden, por ejemplo,
Mimetix® de Electrospinning Company Ltd (UK) tienen un precio de
15.55 €/ud.
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SIMBOLOGIA Y ABREVIATURAS

11.1 ABREVIATURAS

Las abreviaturas utilizadas se resumen en las Tabla 11.1 a continuacion:

ABREV. NOMBRE COMPLETO ABREV. NOMBRE COMPLETO
L Laser Desorcién/lonizacion
L MALDI —O~ X i
AA Aminoacido asistido por matriz - Tiempo de
ToF
Vuelo
Conv Conversion MQ MilliQ
NU I ificacio I
Da Dalton NIP Umero de d’entl icacion de
Polimero
DCC Diciclohexilcarbodiimida nm Nanometros
DCM Diclorometano °C Grados centigrados
DMF Dimetilformamida PDMS Polidimetilsiloxano
DMSg— Dimetil sulféxido deuterado PM Peso Molecular
DSC Calorimetria Diferencial de Barrido PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
ECM Matriz Extracelular rpm Revoluciones por minuto
EDTA Acido etilendiaminotetraacético SEM Microscopia Electronica de
Barrdo
ELP Polimero tipo Elastina B Medio Terrific Bertani
ELR Recombinamero tipo elastina TBm Medio Ter.rl.flc Bertani
modificado
Et20 Dietil étes TFE Trifluoroetanol
eq Peso equivalente TFG Trabajo Fin de Grado
Espectroscopia Infrarroja con
FTIR-ATR Transformada de Fourier de TL Tampodn de lavado
Reflectancia Total Atenuada
R ia M Stica Nucl
H-RMN esonancia Magnetica Nuclear de TRIS  Tris(hidroximetil) aminometano
proton
IR Infrarrojo TS Tampén Sonicacion
ITO Oxido de indio y estano Tt Temperatura de transiciéon
KV Kilo Voltios i Temperatura de Transicion
Inversa
LB Medio Luria Bertani uv UltraVioleta
lys Lisina v/V Volumen/volumen
M Molaridad VIS Visible

Tabla 11.1 Abreviaturas utilizadas a lo largo del TFG.
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11.2 CODIGO AMINOACIDOS

La nomenclatura y abreviaturas de los 20 aminoacidos naturales se recoge en

la Tabla 11.2:
.. Codigo -  Cadigo - .. Cédigo - Cadigo -
ATIIEEERE 3 letras 1 letra AR 3 letras 1 letras
Alanina Isoleucina lle
Arginina Arg R Leucina Leu L
Asparagina Asn N Lisina Lys K
Acido L.
Aspartico Asp D Metionina Met M
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F Serina Ser S
Glicina Gly G Tirosina Tyr Y
AC,Ido. Glu E Treonina Thr T
Glutdmico
Glutamina GIn Q Triptéfano Trp W
Histidina His H Valina Val \Y

Tabla 11.2 Nomenclatura de los 20 aminoacidos.

En la Figura 11.1, se muestra la formulacion de estos 20 aminoacidos

naturales.
H,N” N COOH HZN/LCOOH HZNICOOH HZNJ\)CZOH HZN\’COOH
glycine (Gly, G) L-alanine (Ala, A) L-valine (Val, V) L-leucine (Leu, L) L-isoleucine (lle, 1)
S/
£, DGTNS GRS G aN
H,N” N COOH H,N” NCOOH H,N” > COOH HoN” NCOOH N~ YCooH
L-serine (Ser, S) L-threonine (Thr, T) L-cysteine (Cys, C) L-methionine (Met, M) L-proline (Pro, P)
NH,
COOH CONH,
N el C
H,N COOH HoN COOH H,N COOH H,N COOH H,oN COOH
L-aspartic acid (Asp, D) L-asparagine (Asn,N)  L-glutamic acid (Glu, E) L-glutamine (Gin, Q) L-lysine (Lys, K)
HzNYNH
NH OH
N=\
ﬁ/NH ~ NH
HoN COOH H,N COOH HoN COOH HaN COOH H,N COOH
L-arainine (Ara, R) L-histidine (His, H) L-phenvlalanine (Phe, F) L-tvrosine (Tvr, Y) L-trvptophan (Trp, W)

Figura 11.1 Formulacién de los 20 aminoéacidos.
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12. ANEXOS

ANEXO I. CARACTERIZACION DE POLIMEROS

Caracterizacion VKV4-Ns: FTIR, H-RMN, MALDI-ToF.

T T T T T T T 1

6 5 4 3 2 1 0 -1 -2

1 (ppm)
-

Figura 12.2 Espectro H-RMN del VKVa4-N3
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Figura 12.3 Espectrometria de masas (MALDI-ToF) del VKV4-N3. Conversion 42.2%.

Caracterizacion VKVs-ciclooctino: FTIR, H-RMN, MALDI-ToF.
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Figura 12.4 Espectro infrarrojo del polimero modificado VKV4-ciclooctino.
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Figura 12.5 Espectro H-RMN del VKVs-ciclooctino. Conversion=54% (13 lys).
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Figura 12.6 Espectrometria de masas (MALDI-ToF) del VKVas-ciclooctino. Conv. 26%.
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Explosivos

Las sustancias y preparados sdlidos, liquidos, pastosos o
gelatinosos que, incluso en ausencia de oxigeno del aire,
puedan reaccionar de forma exotérmica con rapida
formacion de gases v que, en determinadas condiciones de
ensayo, detonan, deflagran rapidamente o, bajo el efecto del
calor, en caso de confinamiento parcial, explotan.

Comburentes

Las sustancias y preparados que, en contacto con otras
sustancias, en especial con sustancias inflamables,
produzcan una reaccion fuertemente exotérmica.

Extremadamente inflamables

Las sustancias y preparados liquidos que tengan un punto
de ignicion extremadamente bajo v un punto de ebullicion
bajo, y las sustancias y preparados gaseosos que, a
temperatura y presion normales, sean inflamables con el
aire.

Facilmente inflamables
Las sustancias y preparados:

* (Que puedan calentarse e inflamarse en el aire a
temperatura ambiente sin aporte de energia. o

* Los solidos que puedan inflamarse facilmente tras
un breve contacto con una fuente de inflamacion y
gue sigan quemandose o consumiéndose una vez
retirada dicha fuente, o
Los liguidos cuyo punto de ignicion sea muy bajo, o
Que, en contacto con agua o con aire himedo,
desprendan gases extremadamente inflamables en
cantidades peligrosas.

Inflamables
Las sustancias y preparados liquidos cuyo punto de ignicion
sea bajo.

| i
Extremadamente
inflamable

Facilmente
inflamable

R 10
Inflamable

Figura 12.7 Propiedades fisicoquimicas de las sustancias quimicas.

A continuacion se incluyen las Figuras 12.1-12.2-12.3-12.4, con las
definiciones, las distintas categorias de peligros, los pictogramas y las frases
de riesgo mas caracteristicas.
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Propiedades toxicolégicas
T+

Muy toxicos

Las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion o
penetracion cutanea en muy pequefia cantidad puedan
provocar efectos agudos o cronicos e incluso la muerte.

Toxicos

Las sustancias y preparados que, por inhalacion ingestion o
penetracion cutanea en pequefas cantidades puedan
provocar efectos agudos o cronicos e incluso la muerte.

Nocivos

Las sustancias y preparados que, por inhalacion, ingestion o
penetracion cutanea puedan provocar efectos agudos o
cronicos e incluso la muerte.

Corrosivos
Las sustancias y preparados que, en contacto con tejidos
vivos puedan ejercer una accion destructiva de los mismos.

Irritantes

Las sustancias y preparados no comosivos que, en contacto
breve, prolongado o repetido con la piel o las mucosas
puedan provocar una reaccion inflamatoria.

por
Sensibilizantes inhalacion
Las sustancias y preparados que, por
inhalacion o penetracion cutanea, puedan
pcasionar una reaccion de hipersensibilidad,
de forma que una exposicion posterior a esa
sustancia o preparado dé lugar a efectos
negativos caracteristicos. por
contacto
cutaneo

Figura 12.8 Propiedades toxicologicas de las sustancias quimicas.

Universidad deValladolid

185



12.Anexos

ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES Universidad deValladolid

Efectos especificos sobre la salud

DEFINICIONES ~ IDENTIFICACIN

Categorias R45
1y2 R49
Carcinogénicos
Las sustancias y preparados que, por
| inhalacion, ingestion o penetracion cutanea,
| puedan producir cancer o aumentar su
frecuencia.

Categoria R40
3

Categorias R46
1y2
Mutagénicos
Las sustancias y preparados que, por
inhalacion, ingestion o penetracion cutanea,
! puedan producir alteraciones genéticas Xn
| hereditarias o aumentar su frecuencia.

Categoria
3 R68

Nocivo

Categorias  R60

Toxicos para la reproduccion 1y2 R61

Las sustancias y preparados que, por
inhalacion, ingestion o penetracion cutanea,
puedan producir efectos negativos no

| hereditarios en la descendencia, o aumentar la

| frecuencia de éstos, o afectar de forma

‘ negativa a la funcion o a la capacidad

l reproductora. Categoria  R62

3 R63

Figura 12.9 Efectos especificos de las sustancias quimicas sobre la salud.

Efectos sobre el medio ambiente

Peligrosos para el medio ambiente

Las sustancias o preparados que presenten o puedan
presentar un peligro inmediato o futuro para uno o mas
componentes del medio ambiente.

Pelirnsa para el
medio ambiente

Figura 12.10 Efectos especificos de las sustancias quimicas sobre el medio
ambiente.
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