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Resumen— El siguiente proyecto busca describir el proceso de disefio, fabricacién e implementacion de un equipo para la produccién
de nanofibras de gelatina e hidroxiapatita, a partir de la técnica denominada electrohilado (electrospinning). Integra conocimientos
adquiridos a través de la investigacion bibliogréfica relacionada al tema y andlisis experimentales realizados por los autores.

Palabras clave—Electrohilado, nanofibras, hidroxiapatita

Abstract— The following project seeks to describe the process of design, manufacture and implementation of an equipment for the
production of gelatin and hydroxyapatite nanofibers by electrospinning technique. It integrates concepts obtained from the literature and

experimental analysis performed by the authors.
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INTRODUCCION

isponer de tejidos u 6rganos para su trasplante es una

de las dificultades que la medicina enfrenta, pero
también lo es la posible falta de recuperacion funcional. El
problema se ha incrementado con el aumento en la
expectativa de vida del Gltimo siglo que ha convertido a este
en uno de los principales problemas mundiales en los
sistemas de salud.

En este contexto, cientificos, médicos e ingenieros se han
abocado al desarrollo de nuevas tecnologias y metodologias
que satisfagan la alta demanda existente. En la actualidad,
uno de los campos de mayor aplicacion es el de ingenieria
de tejidos. En este ambito se investiga principalmente la
fabricacion de andamios o soportes celulares, con el fin de
favorecer el crecimiento celular y la regeneracidn tisular.

La técnica de electrohilado (electrospinning), ha sido
ampliamente estudiada durante los Gltimos afios gracias a la
posibilidad de crear fibras en escala micro y nanométrica
para una gran variedad de aplicaciones biomédicas, como
ingenieria de tejidos, curacion de heridas, filtros,
membranas, entre muchos otros. Esta técnica aporta a los
elementos desarrollados diversas caracteristicas como:
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amplia superficie por wunidad de é&rea, porosidad
nanométrica y propiedades mecéanicas variables, siendo
atractiva a nivel biotecnologico.

El electrohilado es una técnica para la fabricacion de
fibras que estd basada en una serie de conceptos
electromagnéticos, como la carga electrostatica, en donde
una solucion, generalmente polimérica, se ve inducida por
este efecto, y da como resultado fibras de diversos tamafios,
obteniendo asi productos de diametros inferiores al micron.
Esta técnica comparte caracteristicas del electrospray. En
electrohilado es comdn realizar el proceso con las
soluciones a temperatura ambiente y con tensiones
superiores al kilovoltio. 2

Durante el proceso, una disolucién polimérica es forzada
a salir por un orificio delgado, por ejemplo, el de una aguja
de una jeringa, a la cual se conecta el anodo de la fuente de
alto voltaje. Como consecuencia de ello, la disolucién
polarizada es atraida por el colector conectado al catodo
(ver Fig. 1). En el trayecto recorrido hacia el colector se
produce la evaporacion del disolvente y la formacién de
fibras relativamente largas y con diametros del orden de las
decenas 0 centenas de nanometros que van tapizando la
superficie del colector y del que finalmente se puede
separar la estructura resultante. ¥

La clave del proceso es conseguir una estabilidad en el
flujo que, partiendo de la aguja conectada a la fuente de alta
tension, acabe en el colector en forma de una acumulacion
de fibras relativamente homogéneas en lo que a didmetro se
refiere.
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Para ello se deben dar diversas condiciones. La primera
es asegurar un cierto equilibrio entre el caudal de la
disolucién cargada eléctricamente y la atraccion de la
misma por el colector. En ese equilibrio entra también en
juego la tension superficial de la gota que se va formando
en el extremo de la boquilla o jeringa. Esa condicion de
equilibrio se alcanza cuando la salida de la disolucion se
produce continuamente en forma del llamado cono de
Taylor, que asegura un flujo continuo de disolucion que,
posteriormente, ‘“vuela” hacia el colector en un proceso de
latigueo o whipping, mediante el cual las fibras llegan secas
al colector.

S
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Fig. 1: Esquema basico de electrohilado por infusién horizontal !

Evidentemente, el proceso no es tan sencillo y se ve
afectado por multiples variables provenientes tanto de la
propia disolucién, como del montaje de los instrumentos
que se estén utilizando o de ciertas variables ambientales,
como temperatura y humedad. La comprensién de lo que
ocurre durante el proceso de electrohilado necesita, por otro
lado, conocimientos relativos a electrostatica, reologia,
disoluciones poliméricas, etc. Con todo ello, se trata de
conseguir un flujo con la suficiente cohesién como para
soportar las inestabilidades superficiales generadas por las
cargas eléctricas y los esfuerzos de traccion generados en el
vuelo hacia el colector. ©

MATERIALES Y METODOS

El proyecto se desarrolld en diferentes etapas. Cada
blogque del equipo de electrohilado se implementé por
separado, y puesto a prueba y medido de tal manera que
cumpla con las caracteristicas requeridas. Luego, todos los
bloques fueron conectados entre si, para verificar la
funcionalidad total, mediante las mediciones
correspondientes.

Las distintas etapas de trabajo se listan a continuacion:

Etapa 1: Estudio completo y exhaustivo de la teoria
relacionada al electrohilado.

Etapa 2: Disefio de los diferentes bloques que forman parte
del equipo de electrohilado.

Etapa 3: Implementacion y control de cada uno de los
blogues por separado. Si no se cumplen con las
caracteristicas requeridas, dicho bloque sera redisefiado
Etapa 4: Union de todos los bloques, para la verificacion
del correcto funcionamiento de cada uno de ellos
funcionando como un solo sistema.

Etapa 5: Realizacion de ensayos, para su posterior analisis.
Etapa 6: Microscopia en Laboratorio de Microscopia
Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX), para la
visualizacion y medicion de las muestras.

Etapa 7: Caracterizacion de muestras y obtencion de
resultados y conclusiones.

Componentes del equipo

El equipo fabricado en este trabajo consta de cinco partes
constitutivas como se puede observar en la Fig. 2, a saber:

1. La bomba de infusion.

2. Circuito de alta tension.

3. La placa colectora.

4. La fuente de alimentacion.

5. Sistema de control y sensado.

Y materiales accesorios utilizados:
6. Instrumental de medicién
7. Software (Rhinoceros, IDEArduino, LEXT OLS 4100)

Fig. 2: Equipo de electrohilado. Partes constitutivas.

RESULTADOS

Fabricacion del equipo

La configuracién y control de los parametros de la bomba
de infusién (Jeringa a utilizar, flujo deseado y volumen del
bolo) se realiza a través de dos placas Arduino conectadas a
través de una comunicacion serial. Una de estas placas
controla el driver del motor Paso A Paso (PAP), se encarga
exclusivamente del célculo y ejecucién de los pardmetros
intervinientes en dicho proceso de inyeccién y se encuentra
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dentro del gabinete de la bomba de infusion. La otra placa
Arduino, se encarga de la interfaz con el usuario a través de
una pantalla LCD y botones presentes en el “shield”
seleccionado (DFR0009). Gracias a esta interfaz el usuario
puede configurar los parametros deseados para la inyeccion
que luego son enviados a través de la conexion serial antes
mencionada a la placa de control del PAP. También tiene la
posibilidad de colocar el valor de alta tension deseado y el
display devuelve el valor al cual debe regularse la fuente de
baja tension para obtener a la salida un aproximado del
valor de AT. Por Ultimo, en base al flujo y volumen
configurado se calcula y se muestra el tiempo que resta para
que el proceso finalice, y gracias a un sensor de humedad y
temperatura podemos observar también estos parametros
que tan importantes son para la correcta ejecucion del
proceso.

En cuanto a la fabricacidn de la fuente de alta tensidn, se
logré generar un maximo de 22kV con una fuente de
alimentacion continua de 36V maximo gracias a la
implementacion de un driver Mazzilli ZVS. Esta tension es
mas que suficiente para realizar electrohilado con el
polimero seleccionado. Gracias a que la fuente de baja
tension es regulable, se puede configurar el valor de alta
tension deseado en funcién del voltaje de salida
configurado en la fuente.

Obtencién de nanofibras

Inicialmente se utilizd “GELATINA ORO” de la marca
PANREAC sin hidroxiapatita (HA) con el objetivo de
definir condiciones iniciales a partir de las cuales se obtiene
un flujo continuo de polimero y, consecuentemente la
formacion de nanofibras.

Como puede observarse en la Fig. 3, los parametros
configurados en el proceso son fuertemente determinantes
de la calidad, morfologia y tamafio de las fibras y la
densidad del entramado final.

d
Fig. 3: Micrografias del proceso modificando pardmetros ..........es.
a) Electrospray b) Electrohilado con defectos. ¢) Entramado poco denso y
con defectos. d) Electrohilado con entramado éptimo
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etanol:agua 50:50) produciendo un flujo discontinuo del
polimero que resulta en nanoparticulas.

En funcion de la temperatura a la que se realice el
proceso se obtienen fibras con mas defectos a medida que la
temperatura disminuye, ya que el solvente utilizado no logra
evaporarse completamente en el transcurso de su “vuelo”
hacia el colector. Asi, se obtienen entramado con defectos
(lagunas y grumos o beads).

El aumento del tiempo de vuelo del Jet, es decir, el
incremento de la distancia entre anodo y céatodo
manteniendo constante la relacién voltaje-distancia,
produce un entramado poco denso y con defectos, que no
son Utiles a los efectos de la produccion de nanofibras. Esto
es debido a la dispersion que se produce en el Jet antes de
impactar contra el catodo.

Observando y teniendo en cuenta estas variaciones y
resultados, se ajustaron los parametros iniciales para
obtener un entramado sin defectos y con una densidad
aceptable como se observa en la Fig.3d. La Tabla 1 detalla
los pardmetros iniciales utilizados en la obtencién de esta
Gltima matriz:

TABLA 1: PARAMETROS INICIALES PARA LA OBTENCION DE NANOFIBRAS.

El electrospray (Fig. 3a) se obtiene debido a la baja
concentracion de la solucién utilizada (10% p/v en

PARAMETRO VALOR
' Gelatina al 15% p/v en etanol:agua
SOLUCION (50'[:’50) g
VOLTAIJE 15 kV
DISTANCIA 20 cm
FLUJO 5 pL/min
T° AMBIENTE 27°C
HUMEDAD
RELATIVA 40%
DIAMETRO
INTERNO 0,8 mm
AGUJA

Una vez determinados los parametros iniciales con los
gue se obtiene un entramado acorde a las caracteristicas de
electrohilado, se incorpora HA (de origen bovino obtenida
en laboratorio) en particulas que varian su tamafio entre 300
y 1000 nm, obtenidas mediante un proceso especial que
combina técnicas de ultrasonido y molienda con mortero.

Los resultados obtenidos con una solucion de soluto al
15% plv, y una proporcion de HA-gelatina 16,6%-83,7%,
se muestran en la Fig. 4. Las diferencias que se observan en
las matrices a), b) y ¢) se deben a la variacién en el flujo de
infusién, el cual se configuré a 5 7 y 10 ul/min
respectivamente.

En las microscopias se observan fibras de tamafio
nanométrico (de 250 nm a 400 nm) con cristales de HA.
También pueden distinguirse variaciones cualitativas en la
cantidad de aglomerados en la matriz a medida que se
modifica el flujo de infusion, siendo el entramado de la
Fig. 4b, realizada a 7uL/min, la que menos defectos de este
tipo tiene y la que posee un entramado mas denso.

Analizando estos resultados, podemos concluir que el
parametro de velocidad de flujo 6ptimo para soluciones de
gelatina al 15% p/v sin HA es de 5 pL/min, pero al
momento de incorporar HA, este valor se eleva a 7 uL/min.
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Fig. 4: Micrografias de entramados de Gelatina e HA a diferentes flujos.
a) 5 ul/min b) 7 ul/min c) 10 ul/min

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, el trabajo de
investigacion y el disefio resumido en esta publicacion, se
puede decir que el equipo de electrohilado fabricado cuenta
con las caracteristicas necesarias para ser utilizado por
personal idoneo de forma sencilla e intuitiva y obtener
resultados satisfactorios en la fabricacion de nanofibras.

Si bien dicho equipo puede mejorarse significativamente
y los resultados se limitan a la obtencién de nanofibras de
gelatina con hidroxiapatita, se sentaron las bases para un
gran abanico de futuros proyectos en la Facultad, ya sea en
el area de investigacion con nanofibras, la produccion de
farmacos de liberacién controlada, el disefio de estructuras
0 andamios para crecimiento celular, la fabricacion de
nuevos biomateriales y mejora de la biocompatibilidad de
tejidos; como también proyectos que tengan que ver con la
electrénica de programacion y de potencia.

El hecho de que la Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y
Naturales pueda contar con un equipo de estas
caracteristicas para uso cotidiano y propio, le permite
introducirse en un campo interdisciplinario de investigacion
de la nanotecnologia que actualmente esta en crecimiento
constante.

Cabe destacar que esta publicacién es un resumen de un
proyecto integrador en el cual se ven mas desarrollados los
conceptos y resultados aqui mencionados. [

PERSPECTIVAS

Al finalizar el proyecto se realiz6 un analisis acerca de
las posibles mejoras que pueden implementarse el equipo de
electrohilado, a fin de mejorar su rendimiento, y ademas
poder obtener otro tipo de tejidos.

» Realizar los experimentos en un ambiente controlado
Redisefio del sistema colector

Realizar distintos tipos de colectores

Adquirir una fuente comercial de alto voltaje
Implementar un sistema de seguridad eléctrica
Ensamblar el sistema en una unidad

vV V V VYV V

APENDICES

Detalles técnicos

Componentes necesarios para el armado del circuito de

alta tension Mazilli ZVS:

e Resistencias de 10kQ (dos).

e Resistencias de 470Q 5W (dos).

e Diodos Zener 1N5349B (dos).

o Mosfet IRFP250N (dos).

e Diodos rapidos MURF1660 (dos).

eBobina de 120uH.

o Capacitor de poliester 250V 0,15uF.

o Flybacks (dos).

e Borneras (tres).

Componentes necesarios para el armado de la bomba de
infusion:

o Motor PAP NEMA 17 de alto torque (4.4 kg/cm?)
e Driver Pololu DVR8825
e 2 Arduino UNO®
e 1 Shield Display LCD 16x2 con teclado
e 1 Sensor de T°y Humedad DTH11
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