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RESUMEN

El carbonato de calcio (CaCOs) es uno de los biominerales mas estudiados debido a sus
multiples utilidades. Diversos polimeros naturales y sintéticos han sido utilizados como
aditivos y/o sustratos en ensayos de cristalizaciéon in vitro, modificando la morfologia de
cristales CaCOs. No existe evidencia actualmente de como influye la disposicién espacial
de mallas electrohiladas a base de policaprolactona (PCL).

En el presente estudio se utilizé el método de difusién de gases para la formacién de los
cristales de CaCQOg, se evalud el efecto de la topografia de mallas electrohiladas de PCL
con fibras de distribucién al azar o alineadas, con presencia y ausencia de poros en la
superficie de las fibras en la cristalizacién in vitro de CaCOs. Lo anterior permitird conocer
la importancia de la disposicion espacial de las fibras y de las caracteristicas superficiales

de éstas sobre la nucleacién y crecimiento cristalino del CaCOs.

Los resultados fueron obtenidos mediante microscopia 6ptica, microscopia electrénica
asociado a un detector de dispersion de energia (SEM-EDS), espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos x (XRD), a través de los cuales
se logré establecer la presencia de los polimorfos calcita y vaterita de CaCOs.
Simultaneamente, se observaron alteraciones morfolégicas y de tamafio cristalino en
ambos polimorfos dependiendo del tipo de malla utilizado, lo cual permitié concluir que la
disposicién espacial y la superficie de las mallas de PCL influyen directamente en el
control morfogénico y en la nucleacién cristalina controlando el polimorfismo de los

cristales de CaCOs obtenidos en las condiciones experimentales estudiadas.

Palabras clave: Cristalizacién, policaprolactona, difusion de gases, carbonato de calcio,

polimorfismo



ABSTRACT

Calcium carbonate (CaCOg) is one of the most studied biominerales due to its multiple
utilities. Various natural and synthetic polymers have been used as additives and / or
substrates in vitro crystallization assays, modifying the morphology of CaCO3 crystals.
There is currently no evidence of how the spatial arrangement of polycaprolactone-based
elctrospun meshes (PCL) influences.

In the present study the gas diffusion method was used for the formation of the crystals,
the effect of electrospun meshes of PCL was evaluated, with random distribution or
alignment of its fibers, with or without the presence of pores on its surface, in the
crystallization of CaCOs in vitro, in order to analyze the importance of the spatial
arrangement of the fibers and the surface characteristics of these on the nucleation and

crystal growth of CaCO3.

The results were obtained using optical microscopy, electronic scanning microscopy
associated with an energy dispersion detector (SEM-EDS), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) and x-ray diffraction (XRD). There were found two polymorphs of
CaCaOs, called calcite and vaterite. Furthermore, alterations in the characteristics of both
polymorphs were observed depending on the type of mesh used, which allowed to
conclude that the spatial arrangement and the surface of the PCL meshes used, can not
only modify the morphology of the obtained CaCOs; crystals, but also are able to determine

the formation of the different crystalline polymorphs.

Keywords: Crystallization, polycaprolactone, gas diffusion, calcium carbonate,

polymorphism



INTRODUCCION

En la naturaleza, la biomineralizacion corresponde a un eficiente proceso de
cristalizacion biolégica, el cual ha generado amplio interés en varias disciplinas
cientificas, resultando en su replicacion in vitro mediante el uso de diversas moléculas
como proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos y polisacaridos, con la finalidad de
desarrollar y entender la formacién de materiales inorganicos funcionales (Hernandez,
2009; Gopi et al., 2013).

Entre los mas de 60 biominerales conocidos, el carbonato de calcio (CaCO3s) es uno de
los mas estudiados en la naturaleza. EI CaCOs cumple un importante rol a nivel
estructural de diversos organismos, formando parte de exoesqueletos de insectos,

conchas de proteccidon en moluscos, crustaceos y cascaras de huevo (Gower, 2008).

Se han descrito diversas superficies organicas que sirven de andamio (molde organico)
para estudiar los fendmenos implicados durante la biomineralizacién, como peliculas de
Langmuir Blodgett con lipidos (Szcze, 2013), geles con albumina, con glicina (Gan et al.,
2017), matriz de quitosano, entre otras. La cristalizacion del CaCOzy su crecimiento in
vitro, ha sido estudiado ademas con distintos polimeros sintéticos, dando lugar a diversas

morfologias para estos cristales (Addadi et al., 2006; Bhardwaj et al, 2010).

La policaprolactona (PCL) es un polimero sintético semicristalino, biodegradable vy
biocompatible. Mallas electrohiladas de este polimero han sido ampliamente estudiadas
para la liberacion controlada de farmacos y en aplicaciones biomédicas. PCL también ha
utilizado en membranas de regeneracion ésea, a través del uso de membranas hibridas a
base de mallas electrohiladas de PCL en conjunto con CaCOgs, observandose buena

adhesion y proliferacion celular (Sinha et al., 2004; Woodruff y Hutmacher, 2010).

En relacion al uso de fibras de PCL en ensayos de mineralizaciéon de CaCOs, no existe
evidencia de la influencia de la disposicion espacial de fibras de PCL en mallas
electrohiladas a base de PCL sobre aspectos morfolégicos y en la nucleacion de CaCOs3
usando ensayos de cristalizacion in vitro mediante difusion de gases. Por tal razén, en la
presente memoria de titulo se utilizara el método de difusiébn de gases para estudiar el
efecto de la topografia de fibras de PCL con distribuciébn al azar y alineadas y la
presencia superficial de poros en ellas sobre la cristalizacion in vitro de cristales de
CaCO:s.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La biomineralizacién se define como el proceso mediante el cual los organismos vivos
precipitan minerales bajo un estricto control biolégico, mediante una extraccion selectiva
y absorcién de iones de un ambiente confinado local, para formar cristales que se
incorporan a estructuras funcionales. Dentro de los principales temas de investigacion
sobre la biomineralizacion o cristalizacion bioldgica, se encuentra el estudio de los
mecanismos involucrados en la formacién de cristales, incluyendo el ordenamiento que
presentan los atomos, el tamafio de los cristales, la nucleacién y el crecimiento y
morfologia de los materiales cristalinos. El producto final de este proceso es un mineral
biogénico, o también denominado biomineral, el cual se forma mediante la interaccién
entre los cristales, iones, moléculas biolégicas y macromoléculas que se introduce

controladamente en el sitio de cristalizacion de éstos (Addadi et al., 2006).

La biomineralizacion da lugar a una gran diversidad de materiales con formas variadas y
microestructuras con un alto grado de organizacion, tales como, conchas de moluscos,
cascaras de huevos, dientes, huesos, otolitos, cocolitos, asi como también a formas
cristalinas con un caracter patolégico como calculos biliares o renales (Hernandez,
2009).

Se reconocen dos etapas principales en el proceso de cristalizacién biologica: la
nucleacién y el crecimiento cristalino. Entendiendo por nucleacién al proceso por el que
una fase sélida ordenada de atomos, iones 0 moléculas se segregan a partir de un
fundido, vapor o de una disolucién, formando agrupaciones o “clusters” de los cuales s6lo
algunos alcanzaran un tamafio critico o estable para el crecimiento cristalino. La segunda
etapa, inicia con la aparicion de un nucleo estable, el cual proporciona al sistema una
superficie para favorecer el crecimiento cristalino por la incorporacion de unidades de
crecimiento adquiriendo asi un tamafio observable. Entendiendo, ademas, que para
posibilitar este proceso se requiere de cierta sobresaturacion en la disolucion, la cual se
puede alcanzar mediante diferentes mecanismos como, por ejemplo, a través de la
evaporacion del disolvente, control de la temperatura, el pH o por adicibn de un
disolvente en el que el soluto sea menos soluble o bien por reaccién quimica. Segun
sean las condiciones fisico-quimicas de un sistema, una misma sustancia quimica puede
cristalizar con diferentes estructuras y dar lugar por tanto a diferentes fases cristalinas
(Han et al., 2006; Hernandez, 2009; Ma et al., 2010).



El calcio se distribuye ampliamente en la naturaleza y es el principal constituyente de
muchas rocas sedimentarias, exoesqueletos, conchas de moluscos y crustaceos, y
cascaras de huevo. Este elemento se puede encontrar combinado con diferentes aniones,
tales como carbonato, fosfato, sulfatos, haluros, oxalatos, entre otros. El proceso de
cristalizacion del CaCOses uno de los méas estudiados en condiciones de laboratorio y los
mecanismos involucrados en el proceso de biomineralizacion permiten controlar el
tamafo, forma, orientacion, fase, textura y tipo de cristales (Addadi et al., 2006; Gower,
2008; Devia, 2014).

El mineral de CaCOsz puede adoptar seis estructuras conocidos como polimorfos
cristalinos: calcita, aragonita, vaterita, dos corresponden a fases hidratadas: monohidrato
de carbonato de calcio (monohidroxicalcita) y hexahidrato de carbonato de calcio
(hexahidrocalcita) y finalmente, es posible encontrar CaCOs amorfo (CCA) (Gopi et al.,
2013). Los cristales de calcita se observan deforma tipicamente romboédrica, la
aragonita aparece como prismas 0 agujas, Yy la vaterita forma esferulitas policristalinas
(Cizer et al., 2012). Siendo calcita y aragonita los dos polimorfos termodinamicamente
mas estables y los mas ampliamente encontrados en estructuras biominerales
(Hernandez, 2009; Sekkal y Zaoui, 2013; Du et al., 2016).

En cuanto a la obtencibn de formas cristalinas, en laboratorio, se realiza esta
cristalizacion a través de diversas técnicas, siendo las mas frecuentes la difusion de
gases Yy recientemente la electrocristalizacién, debido a que se busca lograr una
simplificacién y mayor control de la nucleacién en los procesos de cristalizacion in vitro.
En la difusién de gases la solucién llega gradualmente a la sobresaturacion a través de la
descomposicién de bicarbonato de amonio, sin aditivos adicionales. El CaCOs3; precipita
en cualquiera de los tres polimorfos cristalinos (Dickinson et al.,, 2002; Gehrke et al.,
2005).

Por otro lado, la técnica de electrospinning o electro hilado, consiste en la generacién de
micro y/o nano fibras mediante el uso de un campo eléctrico aplicado sobre una solucion
polimérica. La técnica de electrospinning se basa en el principio de que potentes fuerzas
de repulsion eléctricas generadas en la solucion polimérica superan fuerzas mas débiles
de tensién superficial en el liquido de polimero cargado, permitiendo generar fibras

poliméricas tridimensionales similares a la matriz extra celular comparado con las técnicas



convencionales, lo anterior permite generar una malla electrohilada compuesta de

multiples fibras que fluctian desde 5 nanémetros (nm) a varios micrometros (um).

Esta técnica ofrece varias ventajas, tales como, alta relacion superficie-volumen,
porosidad adaptable, tamafio del diametro de fibras, topologia superficial de mallas
electrohiladas, composicién de las fibras, o que permite conseguir distintas propiedades y
funcionalidad desde las mallas electrohiladas (Bhardwaj et al, 2010).

La técnica de electrospinning fue observado por primera vez en 1897 por Rayleigh, y
perfeccionada por Formhals, quien entre 1934 y 1944 publicé una serie de patentes que
describen una configuracién experimental para la produccion de filamentos de polimeros
utiizando una fuerza electrostatica (Bhardwaj et al, 2010; Pant, et al. 2011).
Posteriormente, los trabajos realizados por Taylor (1969) sobre chorros impulsados
eléctricamente sentaron las bases para el electrospinning. Esta técnica presenta cada vez
mayor atencion e interés debido a su gran versatilidad y facil aplicacion como también su
capacidad para generar fibras con porosidad, las cuales puede ser ajustadas de acuerdo a
los multiples propésitos de las mallas electrohiladas. Debido a lo anterior, este proceso
puede ser utilizado en diversas aplicaciones, tales como, la formacion de andamios para
Su uso en ingenieria de tejidos, como membrana en biosensores, indumentaria protectora,
cosméticos, membranas de afinidad, aplicaciones de filtracion, apdsitos para heridas,
administracion de farmacos e inmovilizacidon enzimética, biotecnologia, seguridad vy

defensa e ingenieria ambiental entre otras (Bhardwaj et al, 2010).

Las fibras poliméricas obtenidas mediante electrospinning dependen de mudltiples
pardmetros. Dentro de las caracteristicas de la solucidén polimérica se pueden mencionar
la concentracién, peso molecular, conductividad, viscosidad, tension superficial y
disolventes utilizados. Respecto de los parametros experimentales, éstos incluyen el
campo eléctrico aplicado, distancias entre la punta y el colector, tipos de colectores y la
tasa de flujo o velocidad de alimentacién. Dentro de las caracteristicas ambientales se
consideran la temperatura y humedad. Cada uno de estos parametros afectan
significativamente la morfologia de las fibras obtenidas y mediante la manipulacion
adecuada de los mismos, se pueden obtener las propiedades deseadas para las

aplicaciones especificas (Bhardwaj et al, 2010).

Existe una amplia gama de polimeros que se utilizan en electrospinning ya sean naturales

o sintéticos, uno de estos corresponde a la policaprolactona (PCL). PCL es un polimero

7



biodegradable, biocompatible y semicristalino que tiene una temperatura de transicion
vitrea muy baja, posee la capacidad de formar mezclas compatibles con otros polimeros y
presenta una biodegradacion lenta en comparacion con otros polimeros. Todas estas
caracteristicas, lo convierten en un excelente biomaterial en diversas aplicaciones, tales
como en sistemas de entrega de farmacos, fabricacion de insumos médicos, ingenieria de
tejidos, etc. (Sinha et al., 2004; Woodruff y Hutmacher, 2010).

En general, para la caracterizaciébn de las fibras electrohiladas obtenidas mediante
electrospinning, se consideran aspectos fisico-quimico y mecanicos. En primer lugar, se
considera la caracterizacion fisica, la cual se asocia a la morfologia y estructuras internas
de las nanofibras, incluyendo el diametro, la distribucion del diametro, la orientacién de la
fibra, porosidad, tamafio del poro y la morfologia de la fibra. Para este tipo de
caracterizacion se utilizan técnicas como la microscopia electrénica de barrido (SEM) y de
transmision (TEM) y microscopia de fuerza atémica. Otra categoria es la caracterizacion
guimica de las fibras obtenidas, la que se puede realizar mediante el uso de una
resonancia magnética nuclear y espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR).
Por ultimo, se considera la caracterizacion mecénica, verificando caracteristicas como
resistencia del material, pruebas de flexién, de tensién a micro escala, lo cual es crucial,
especialmente para aplicaciones biomédicas. Un ejemplo de esto seria la utilizacién de
andamios en ingenieria de tejidos, donde éste debe ser capaz de resistir las fuerzas
ejercidas por el crecimiento de tejido o durante actividades fisioloégicas y biomecénicas

relacionadas (Bhardwaj et al, 2010).

En el contexto del desarrollo de esta memoria de titulo, actualmente, no existen evidencias
respecto de la influencia de la disposicion espacial de las fibras de PCL, en cuanto a
conocer el efecto de la distribucién alineada o al azar de fibras dispuestas en la malla de
PCL como también la influencia de la presencia de poros en ellas, usadas como andamio
organico sobre la cristalizacion in vitro de CaCOg. En el presente estudio se utilizé el método
de difusién de gases para determinar el efecto que tienen cuatro tipos de mallas de PCL en
el proceso de cristalizacion, con el fin de determinar la importancia del control topogréafico
de fibras con distribucion al azar y alineadas, con y sin presencia de poros de las mallas
electrohiladas de PCL al ser estas utilizadas como matriz organica en ensayos de

cristalizacion de CaCOgin vitro.



HIPOTESIS

La distribucion al azar y/o alineadas de fibras electrohiladas y la presencia superficial de
poros en las fibras de PCL utilizadas como sustrato en ensayos de cristalizacion in vitro de
CaCOs mediante la técnica de difusibn de gases afecta la nucleacion y el crecimiento

cristalino de CaCOs.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de la distribucion de fibras de PCL y su presencia de poros en mallas
electrohiladas de PCL usadas como sustrato en ensayos de cristalizacion de CaCOs

mediante la técnica de difusiéon de gases.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar y caracterizar mallas electrohiladas de PCL que presenten distribucion al azar
y alineadas de sus fibras con y sin presencia de poros mediante la técnica de

electrospinning.

2. Determinar y comparar la morfologia, tamafio y polimorfismo de los cristales de CaCOs
obtenidos mediante difusion de gases en las mallas electrohiladas de PCL mediante el
uso de microscopia electrénica de barrido, espectroscopia infrarroja con transformada

de Fourier y difraccion de rayos X, respectivamente.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las mallas electrohiladas de PCL

Para la preparacion de fibras de PCL se utilizé el equipo de electrospinning
FLUIDNATEK® modelo LE-10, perteneciente al Laboratorio de Polyforms, del
Departamento de Ciencias Biologicas Animales de la Facultad de Ciencias Pecuarias y
Veterinarias (FAVET), de la Universidad de Chile.

La elaboracion de las mallas electrohiladas compuestas de fibras de PCL con distribuciéon
al azar y alineadas sin presencia de poros en las fibras de PCL se realizé en una sala
temperada a 33 °C. Se prepard una solucién polimérica de PCL al 18% que se cargl en
una jeringa desechable de 5 mL. Para esto, se utilizé 9 g de PCL y 50 mL de una mezcla
de solventes de acetato de etilo y acetona. La solucién polimérica fue colocada en un
agitador magnético con placa térmica a 40 °C hasta la formacién de burbujas, para luego

ser retirado y dejarla reposar durante una noche a temperatura ambiente.

Para la obtencién de mallas electrohiladas de PCL con distribucién al azar y alineada con
presencia de poros en las fibras se utilizé el mismo procedimiento descrito, considerando
un cambio en el solvente, asi las mallas de PCL al 18% se obtuvieron en una mezcla de
solvente de acetato de etilo y dimetilsulfoxido (DMSQO) 1:9. Ademas, se prepararon mallas
de PCL con distribuciéon al azar y alineadas en ausencia de disolventes mediante la
preparacion de una pelicula fundida de PCL, con la finalidad de ser utilizadas como el

grupo control.

Para la fabricacion de las mallas de PCL con distribucién al azar y alineadas sin poros en
las fibras, el equipo de electrospinning se utilizd con los siguientes parametros de
calibracion: 20 centimetros de distancia con el colector, 12,5 kv de voltaje y 1200 uL/h de
presién, para la obtencibn de mallas de PCL con fibras de distribucion al azar y

distribucién alineadas, se utilizé un colector plano y un colector rotatorio, respectivamente.

Para la fabricacion de las mallas de PCL con distribucién al azar y alineadas con poros

en las fibras se utilizaron los siguientes parametros de calibracién: 20 centimetros de
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distancia con el colector, 15 kv de voltaje y 1500 uL/h de presion, utilizando un colector
plano y un colector rotatorio.

Una vez obtenidas las mallas electrohiladas de PCL, éstas fueron cortadas y
almacenadas en un desecador a temperatura ambiente hasta su uso.
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Preparacion de cristales de carbonato de calcio

La cristalizacion de CaCOs se realizé mediante el método de difusiéon de gases descrito
inicialmente por Dominguez et al., 2000, para esto se utilizaron las soluciones de
bicarbonato de amonio (NH4)HCO3 25 mM, TRIS 200 mM a pH 9,0 y cloruro de calcio
dihidratado CaCl, x 2H20 200 mM.

El ensayo de cristalizacion del CaCOs se llevé a cabo en una camara de cristalizacion de
85 mm de didmetro como se muestra en la Figura 1. Esta camara de cristalizacién posee
un orificio central de 8 mm en su base que la comunica con un recipiente cilindrico de
vidrio de 50 mm de diametro y 30 mm de altura donde se depositaron 3 ml de la solucién
de (NH4)HCO3, que sirve como un reactivo volatil y permite generar un ambiente de vapor
de dioxido de carbono (COy). En esta camara de cristalizacion se utilizaron micropocillos
de vidrio adheridos con cinta adhesiva, los cuales contienen en su interior las mallas
electrohiladas de PCL como andamio (substrato sélido) para los ensayos de cristalizacion
de CaCOgpor difusion de gases. Se utilizaron mallas de PCL con fibras de distribuciéon al
azar y alineadas, con y sin poros en la superficie de sus fibras, ademas mallas no
electrohiladas de PCL fueron obtenidas por medio de PCL fundido, en ausencia de
disolventes, el cual fue utilizado como un ensayo control en los ensayos de cristalizacion
de CaCOas. Todas las mallas de PCL fueron puestas en el interior de los micropocillos, los
cuales contenian 35 puL de la solucién de CaCl, x 2H,O tamponado con solucion
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) a pH 9,0. Los ensayos de cristalizacion se
realizaron a temperatura ambiente por 24 horas. Todos los ensayos de cristalizacion

fueron realizados en duplicado.

Figura 1. Vista superior (A) y lateral (B) de una cadmara de cristalizacion de difusion de gases.

12



La cadmara de cristalizacion se subdividi6 en 12 compartimientos, donde cada
compartimiento ubic6 un micropocillo y se depositaron las mallas de PCL como sustrato
para los ensayos de cristalizacion. Para esto, se ubicaron 2 para mallas electrohiladas de
PCL con distribucion al azar y sin presencia de poros en su superficie, 2 para mallas
electrohiladas de PCL con distribucién alineada y sin presencia de poros en su superficie,
2 para mallas electrohiladas de PCL con distribucién al azar con presencia de poros en su
superficie, 2 para mallas electrohiladas de PCL con distribucion alineada con presencia de
poros en su superficie, 2 mallas de PCL fundidas no electrohiladas y 2 compartimientos

con micropocillos controles (Figura 2).

Figura 2: Vista superior de la camara de cristalizacion de CaCOs utilizada en el método de difusion
de gases.
Determinaciéon de morfologia, tamafio y polimorfismo de cristales y mallas de PCL

Una vez obtenido los cristales de CaCOs sobre las mallas de PCL en los micropocillos,
estos fueron lavados usando agua nanopura y posteriormente deshidratados usando

soluciones de alcohol de crecientes concentraciones desde 50% hasta 100%.
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A) Andlisis morfolégico mediante microscopia 6pticay electrénica

Los aspectos morfolégicos y tamafio de los cristales de CaCOs obtenidos sobre las mallas
de PCL fueron analizados inicialmente mediante microscopia Optica utilizando el programa
LAS EZ (Leica ICC50®) con aumentos de 4x, 10x y 40x, perteneciente al Departamento
de Ciencias Biolégicas Animales de FAVET de la Universidad de Chile. Ademas, se utilizo
microscopia electronica de barrido (SEM) usando un microscopio Jeol JSM-ITM300LV
(JEOL USA Inc., USA) perteneciente a la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile.

B) Analisis estructural de las mallas de PCL y cristales de CaCOs

Los aspectos estructurales y de andlisis quimico elemental, tanto de las mallas de PCL,
como de los cristales de CaCOs obtenidos, fueron analizados mediante microscopia
electronica SEM asociada a un detector de dispersion de energia (SEM-EDS). Para esto,
el microscopio SEM esta conectado a un detector EDS Aztec EDX system (Oxford
Instruments, Abingdon, UK), lo cual permite obtener la composicion de los distintos
elementos quimicos constitutivos de ambos materiales. Complementariamente se
utilizaron las técnicas de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) en
las mallas de PCL como también en las mallas de PCL que contienen material inorganico
y la técnica de angulo de contacto para conocer las propiedades de superficie de las
mallas de PCL. Para el analisis de FTIR se utilizd un instrumento “INTERSPECTRUM,
Interspec 200-X®” y para las medidas de angulo de contacto se utiliz6 el equipo
Dataphysics modelo OCA 15EC. Ambos instrumentos pertenecientes al laboratorio
Polyforms de FAVET de la Universidad de Chile.

C) Analisis de identificacion del polimorfismo cristalino

Los andlisis de la identificacién de los tipos de cristales de CaCOs depositados sobre las
mallas de PCL se realizaron mediante la técnica de difraccion de rayos X (XRD). Esta
técnica permite identificar cualitativamente el polimorfismo de calcita, aragonita o vaterita
de los cristales obtenidos. Para los andlisis de XRD se utiliz6 un difractometro XRD marca
Siemens D-5000 con radiacién CuKa, perteneciente a la Facultad de Ciencias Fisicas y

Matematicas de la Universidad de Chile.
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RESULTADOS

Caracterizacion de las mallas electrohiladas de PCL

A través de la utilizacién de la técnica espectroscopica FTIR se logré caracterizar las
distintas mallas de PCL, donde se determiné que todas las mallas presentan el patrén
espectroscopico caracteristico del PCL. Ademas, como método de control se analizé una
pelicula PCL que fue fundida, esta malla de PCL se utiliz6 para corroborar la naturaleza
guimica de PCL en la preparacion de las diferentes mallas electrohiladas
independientemente de los disolventes utilizados en la técnica de electrospinning.
Nuestros resultados muestran el mismo patron espectroscopico caracteristico de este

polimero semi-cristalino acorde a lo descrito por Shoja et al. (2015) (Figura 3 A-D).
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Figura 3: FTIR de las mallas electrohiladas de PCL A) Malla de PCL/Azar- Alineada/ Acetato de
Etilo- Acetona: C-H 2945, 2865 cm?, C=0 1727 cm® y CH, 1471- 1172 cm®, B) Malla de
PCL/Azar- Alineada/ DMSO- Acetona: C-H 2942, 2865 cm®, C=0 1723 cm™y CH, 1459-1171 cm™,
C) PCL Fundido/PCL sin poros en las fibras: C-H 2946, 2868 cm™, C=0 1727 cm'y CH, 1464 -
1172 cm*, D) PCL Fundido/PCL con poros en las fibras: C-H 2946, 2868 cm™, C=0 1727 cm*y
CH, 1464-1172 cm™™.
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Determinacion del angulo de contacto

Para la complementar la caracterizacién espectroscépica de las mallas electrohiladas de
PCL, se utiliz6 el equipo Dataphysics modelo OCA 15EC, con el fin de determinar el
angulo de contacto de cada muestra a distintos solventes y conocer su caracter
hidrofébico y/o hidrofilico. Para esto, se utilizaron dos solventes: Agua nano pura y la
soluciéon de CaCl, en una solucién tampona TRIS, las cuales fueron depositadas en las
distintas superficies de las mallas de PCL utllizas en los ensayos de cristalizacion
(Tablal).

Tabla 1: Resumen de mediciones de angulo de contacto

Angulo de contacto H20 CaCl,/ TRIS
Control: Vidrio 36,9° 52,3°
Control: PCL fundido 67° 78,7°
Malla PCL/Azar 107° 102°
Malla PCL/Alineada 117° 115°
Malla PCL/Azar/poros 120° 118°
Malla PCL/Alineada/poros 111° 111°
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Analisis morfologico y estructural de los cristales de CaCOs y mallas electrohiladas
de PCL

Mediante la utilizacion de la microscopia 6ptica se logr6 comprobar la formacion de
cristales. Para este analisis se utilizd un control, que consta de un micropocillo sin una
malla en su interior donde se observé formacion de cristales en el fondo de éstos, ademas
del control liso de la pelicula de PCL fundido donde se observan cristales sobre ésta. Se
pudo demostrar la formacién de cristales adheridos a la superficie de las fibras en los
micropocillos con mallas de PCL con las 4 variantes de mallas (Figura 4).

Figura 4: Imégenes Optica de cristales de CaCOs formados mediante la técnica de difusién de
gases A) Micro pocillo control sin malla zoom10x, B) Micro pocillo control liso de PCL derretido
zoom 10x. C) Malla de PCL con distribucién al azar Zoom 10x, D) Malla de PCL con distribucién
alineada Zoom 10x, E) Malla de PCL con distribuciéon al azar con presencia de poros en la
superficie de sus fibras Zoom 10x, F) Malla de PCL con distribucién alineada con presencia de
poros en la superficie de sus fibras zoom10x.
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Mediante la utilizacibn de microscopia electronica (SEM) se determinaron los aspectos
morfolégicos de los cristales de CaCOs formados, donde se observdé que en todas
variantes las mallas de PCL tanto el control de PCL fundido, se form6 material cristalino
con distintos tamafios y morfologias, en distintas proporciones dependiendo de la
superficie y cristales con caracteristicas tipicas del polimorfo calcita. Estos cristales
presentaron forma romboédrica de bordes lisos, sin escalones, aislados o
aglomeraciones, de caras lisas, simétricas, adheridos a la superficie de las fibras de PCL.
Ademés, se observo la formacion de cristales con caracteristicas tipicas del polimorfismo
vaterita de forma ovalada o discoidal, aislados o aglomerados. (Figuras 5,6,7 y 8).

Figura 5: SEM de CaCOs y mallas electrohiladas de PCL/distribucion al azar/sin poros en sus
fibras, se observa presencia de dos morfologias en proporcién 1:1, donde el tamafio para los
cristales romboédricos oscila entre los 22,5 ym hasta los 25 ym y para los cristales con forma
discoidal los tamafos varian entre los 21 ym hasta los 28 um, el didmetro de las fibras se estimé
un promedio de de 4,3 pym, ademas no se observaron aglomeraciones de cristales. A) Zoom x70,
B) Zoom x200, C) Zoom x700, D) Zoom x2000
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Figura 6: SEM de CaCOs y mallas electrohiladas de PCL/distribucion alineada/sin poros en sus
fibras, se observa presencia de dos morfologias con predominancia de 2:1 para los cristales de
morfologia discoidal, donde el tamafio promedio fue de 20 ym y para los cristales con forma
romboédrica de caras lisas el tamafio promedio es de 20,3 um, el diametro de las fibras se estimé
un promedio de 3,35um, ademas no se observaron aglomeraciones de cristales. A) Zoom x70, B)
Zoom x200, C) Zoom x700, D) Zoom x1500
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Figura 7: SEM de CaCOsz y mallas electrohiladas de PCL/distribucion al azar/con poros en sus
fibras, se observa presencia de dos morfologias con predominancia de 2:1 para los cristales de
morfologia romboédrica, donde el tamafio promedio observado es de 13,54 um y para los cristales
con forma discoidal el tamafio promedio es de 11,75 um, en cuanto al diametro de las fibras se
estimé un promedio de 2,4pm y un tamafo promedio de los poros en las fibras de 203,3 nm, donde
ademas, se observaron aglomeraciones de cristales romboédricos insertos en las fibras. A) Zoom
x70, B) Zoom x200, C) Zoom x1000, D) Zoom x5000
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Figura 8: SEM de CaCOs y mallas electrohiladas de PCL/distribucion alineada/con poros en sus
fibras, se observa presencia de dos morfologias con predominancia de 2:1 para los cristales de
morfologia discoidal, donde el tamafio promedio fue de 18,5 uym y para los cristales con forma
romboédrica el tamafio promedio es de 23 um, en cuanto al didmetro de las fibras se estimé un
promedio de 4,5 ym y un tamafio promedio de los poros en las fibras de 1,05 ym, donde ademas,
se observaron aglomeraciones de cristales ovalados insertos en las fibras A) Zoom x70, B) Zoom
x200, C) Zoom x500, D) Zoom x7000
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Figura 9: SEM de CaCOs y peliculas de PCL fundido, se observa presencia de dos morfologias
con predominancia de 3:1 para los cristales de morfologia romboédrica, donde el tamafio promedio
fue de 16,8 ym y para los cristales con forma discoidal el tamafio promedio es de 12 um, no se
presentaron aglomeraciones de cristales A) Zoom x70, B) Zoom x600, C) Zoom x500, D) Zoom

x3500
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Ademaés, se realiz6 un andlisis SEM-EDS, el cual demuestra que la composicion elemental
guimica de los cristales observados tanto en las mallas de PCL como en el control de PCL
derretido corresponden a cristales de CaCOs. Estos resultados mostraron una variacion
en la composicién quimica elemental de los atomos de carbono (C), oxigeno (O) y calcio
(Ca) de los cristales de CaCOs3; depositados sobre las mallas de PCL y el PCL fundido
(Figuras 10y 11).
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Figura 10: SEM-EDS A) Cristales de CaCOs en pocillo control de PCL fundido, B) Cristales de
CaCOs en pocillo control de PCL, composicion quimica elemental fue de 21,2% de C, 56,6% de O
21,2% de Ca.
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Figura 11: SEM-EDS A) Cristal de CaCOs en pocillo con malla electrohilada de PCL con
distribucién alineada sin presencia de poros superficiales, B) Cristal en pocillo con malla
electrohilada de PCL con distribucion alineada sin presencia de poros superficiales, composicion
guimica elemental fue de 28,5% de C, 51,9% de O 19,6% de Ca, C) Cristales de CaCOs en pocillo
con malla electrohilada de PCL con distribucion alineada sin presencia de poros superficiales, D)
Cristales de CaCOs en pocillo con malla electrohilada de PCL con distribucion alineada sin
presencia de poros superficiales, composicién quimica elemental fue de 24,2% de C, 53,1% de O
22,7% de Ca.
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Determinacién del polimorfismo cristalino de CaCOs

La figura 12 muestra los distintos difractogramas obtenidos de las distintas mallas de PCL
utilizadas en los ensayos de cristalizacion, donde se determiné para la muestra control la
presencia solo de calcita como polimorfo cristalino (Figura 12-A), en el control de PCL
fundido se pudo observar la coexistencia de dos polimorfos cristalinos calcita y vaterita y
simultaneamente de la presencia de una nueva fase cristalina para la calcita (Figura 12-
B), En cuanto a las mallas electrohiladas de PCL con distribucion alineada y al azar sin
presencia de poros se observa la presencia de calcita y vaterita, y de 3 fases cristalinas
para el polimorfo calcita y 2 fase cristalinas para el polimorfo vaterita (Figura 12 C-D), por
otro lado, para las mallas electrohiladas de PCL con distribucién al azar y alineadas con
presencia superficial de poros se puede observar la coexistencia de ambos polimorfos
vaterita y calcita con distintas fases cristalinas, 3 para la calcita y 2 para la vaterita (Figura

12 E-F) las cuales solo variaron en intensidades relativas respecto de las descritas.
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Figura 12: Difractogramas de CaCOs obtenidas sobre mallas de PCL, A) Control vidrio, B) Control
con pelicula fundida de PCL, C) Malla electrohilada de PCL con distribucién al azar sin presencia
de poros en la superficie de las fibras, D) malla electrohilada de PCL con distribucién alineada sin
presencia de poros en la superficie de las fibras, E) malla electrohilada de PCL con distribucién al
azar con presencia de poros en la superficie de las fibras, F) malla electrohilada de PCL con
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distribucién alineada con presencia de poros en la superficie de las fibras.
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DISCUSION

La técnica de electrospinning ha sido ampliamente utilizada en diversos estudios para la
sintesis de andamios y/o sustratos de polimeros, con el objetivo de evaluar su uso en
distintas areas de interés tales como ingenieria de tejidos, biomedicina, usos industriales,
transporte de farmacos, entre otros (Bhardwajet al, 2010). Dentro de las ventajas descritas
que presenta esta técnica, se encuentran, su alta relacioén superficie/volumen, tamafio de
fibras desde nano a micro fibras, topografia controlada de las mallas obtenidas, y permite
ademas la generacion de poros en la superficie de las fibras electrohiladas (Woodruff y
Hutmacher, 2010).

La utilizacion de distintos solventes para preparar mallas con poros y sin poros
superficiales, con DMSO-acetona y acetato de etilo-acetona respectivamente, fue
realizada de acuerdo a lo descrito por Katsogiannis et al. (2015). El posterior uso de la
técnica complementaria FTIR, permitid dilucidar la presencia de los grupos quimicos
contenidos en las mallas de PCL, lo cual permiti6 descartar la presencia de los aditivos
utilizados durante la formacion de las distintas mallas electrohiladas de PCL. De esta
forma, se logré determinar que todas las mallas electrohiladas de PCL presentan el patrén
espectroscopico caracteristico para la PCL segun lo descrito por Shoja et al. (2015). Los
resultados del andlisis de FTIR mostraron los picos de absorcidn caracteristicos de las
bandas de absorcion para los distintos grupos y enlaces quimicos como C-H 2942 - 2865
cm?, C=0 1721 cm?y CH, 1468 - 1165 cm?, descartando asi la posible influencia de los

solventes durante la cristalizacién de CaCOs en la presente investigacion.

Como andamio organico para la cristalizacion se utilizaron mallas de PCL, biopolimero
altamente compatible con organismos vivos, utilizado en biomedicina como material de
soporte (Reyes et al., 2016, Park et al., 2014, Causa et al., 2010), presentando distintas
variantes en cuanto a su disposicién espacial. Estas variantes pueden presentar una
distribucién alineada o al azar de fibras de PCL, con o sin presencia de poros en las
superficies de las fibras, lo cual permite comparar el efecto de la distribucién topogréfica
de las mismas sobre el proceso de cristalizacion. Park et al. (2017) observaron que la PCL
y el CaCOs; son perfectamente compatibles, al combinar ambos materiales para
electrohilarse en mallas. En adicién, acorde a lo demostrado en el presente estudio, la

PCL puede ser utilizada como sustrato organico sélido para la cristalizacion de CaCOs.
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Mediante la técnica de angulo de contacto, se logré determinar que las mallas
electrohiladas de PCL presentaron distintos angulos de contacto segun las diversas
distribuciones espaciales. Al comparar las mallas alineadas de PCL, con y sin presencia
de poros, se evidencié que las primeras obtuvieron un mayor angulo de contacto, y por
ende, un mayor caracter hidr6fobo que las mallas alineadas sin presencia de poros. En
cuanto a las mallas con distribucién al azar, se obtuvo la relacion inversa, ya que aquellas
mallas con poros presentaron un menor angulo de contacto, y por consecuencia, un
menor caracter hidréfobo. El grado de humectabilidad de una superficie es de gran
relevancia, ya que éste determina el grado de infiltracion de los cristales de CaCOsen las
mallas, en donde, un mayor caracter hidréfilo en las mallas, presenta una mayor

infiltracion de cristales (lvanova et al, 2018).

La técnica de difusion de gases utilizada en el presente estudio, descrita por Dominguez
et al. (2000) ha sido ampliamente utilizada para los estudios de biomineralizacién (Neira-
Carrillo et al., 2008; Hernandez, 2009; Ma et al., 2010). A través de esta técnica se
obtuvieron cristales de CaCOs;, y su relativa simplicidad, permitié la realizaciéon de un
duplicado del experimento, de gran utilidad para el analisis del efecto de las distintas
disposiciones espaciales de las mallas electrohiladas de PCL sobre el proceso de

cristalizacion.

Dependiendo de las distintas distribuciones espaciales presentes en las mallas
electrohiladas de PCL utilizadas en cada micropocillo, se obtuvieron cristales de CaCOs;
con diferentes caracteristicas morfolégicas y polimorfismo. Segln sean las condiciones
de cristalizacion para CaCOs3, éste puede formar distintos polimorfismos: calcita, vaterita
0 aragonita, siendo la forma calcita, la mas estable termodinamicamente (Han et al.,
2005; Du et al., 2016; Gan et al., 2017). En el presente estudio, para analizar la
morfologia de los cristales obtenidos, el tamafio de las fibras y la composicién quimica
elemental de los cristales, se utilizé la técnica SEM-EDS. Estos resultados permitieron
establecer la predominancia de cristales de CaCOj; con distintas caracteristicas tipicas de
los polimorfos calcita y vaterita presentes sobre las mallas de PCL electrohiladas,

permitiendo obtener una relacién entre las diversas formas en cada micropocillo.

Para comprobar la presencia de un polimorfo cristalino determinado, se utilizé la técnica
de difraccién de rayos X, ya que ésta permite la identificacion cualitativa de la composicion

mineralégica de un cristal mediante el principio de la interferencia 6ptica que se produce
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cuando una radiacién monocromatica atraviesa una rendija de espesor comparable a la
longitud de onda de la radiaciobn de una muestra cristalina. Los resultados de XRD
determinaron la presencia de los polimorfos calcita (calcita: 012, 104, 006) y vaterita
(vaterita: 110, 111) ademds de la estabilizacion de distintas fases cristalinas (ver Figura
12), los cuales fueron comparados con difractogramas con estandares de calcita,
aragonita y vaterita usando la base de datos tedricos establecidos por PCDWIN.

En la presente investigacion, se evidencié que, con mismas condiciones de temperatura
ambiente y un pH 9.0 constante, al modificar la distribucién espacial de las superficies de
PCL, en comparacion al fundido de PCL, no electrohilado y al control de pocillo vacio,
aumentoé la proporcion de polimorfos con caracteristicas tipicas de vaterita, superando
incluso a las calcitas presentes con una relacion 2:1 respectivamente, en las mallas
alineadas con y sin poros en la superficie de las fibras. Lo anterior permitiria suponer que
tanto la presencia de poros, como la distribucién de las mallas alineadas, impide o altera
la velocidad de cristalizacion de CaCOs;, lo cual induce a una mayor estabilizacion de
estadios tempranos de las diferentes formas cristalinas en un ambiente molecular
confinado que permiten controlar la nucleacién y el crecimiento cristalino, posibilitando la
estabilizacion en el presente estudio de vaterita, el cual presenta incluso una menor
estabilidad termodindmica comparada con la calcita y aragonita (Hernandez, 2009;
Sekkal y Zaoui, 2013; Du et al., 2016).

Cabe mencionar, que independiente de la relacion que existe entre ambos polimorfos en
las distintas mallas utilizadas, todas las muestras que contienen PCL como matriz para la
cristalizacion, lograron estabilizar el polimorfo vaterita en comparacion a la muestra control
de pocillo vacio, donde sélo se formé el polimorfo de calcita tipico con la fase 104. Estos
resultados, contrastan con los obtenidos por Ma et al. (2010), en donde soélo se
observaron calcitas en ensayos de cristalizacién in vitro, utilizando la técnica de difusién
de gases sobre una matriz hidrosoluble, a pH 9.0, pudiendo sugerir, que las diferencias
evaluadas podrian ser consecuencia de los distintos sustratos utilizados en ambos
experimentos y que la PCL generaria un efecto estabilizador del polimorfo vaterita. Esto
altimo, coincide con los resultados obtenidos por Han et al. (2005) e Ivanova et al. (2018),
en donde, en el primer estudio, se utilizaron 4 mallas de distinta composicion, y en la malla
de PCL, asi como en la malla de polimetiimetacrilato, se obtuvieron polimorfos
correspondientes a vaterita. En el segundo estudio mencionado, se utiliz6 PCL como

andamio para la cristalizacién de CaCO3, tratado con plasmas a baja temperatura de O,
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NH; y Ar, donde se observo vaterita en las todas las mallas de PCL. Este efecto
estabilizador del polimorfo vaterita, podria ser consecuencia de la nano-estructuracion del
polimero, lo cual sucede debido a que la formacién de fibras produce un aumento del area

superficial de contacto.

En adicién, con los resultados obtenidos en el presente estudio, se reconoce la relevancia
de la presencia de poros en la superficie de las fibras, ya que en ambas mallas porosas se
presentaron aglomeraciones de cristales. En las mallas con distribucion al azar se
presentaron aglomeraciones de calcita, siguiendo la orientacion de la microfibra y en el
caso de la malla con presencia de poros y distribucion alineada, se obtuvieron vateritas
siguiendo el mismo patrén de alineacion. Debido a estos resultados, se plantea que la
topografia y la presencia de poros superficiales podrian enlentecer el flujo de vapores de
CO, al sistema, lo cual, en solucién de CaCl, influiria en la formacién de cristales de
CaCOs. Lo anterior, podria revelar que los poros actuarian como sitios de nucleacion local

en el proceso de nucleacion cristalina.

Finalmente, se obtuvo en la presente investigacion, que los tamafios de los cristales de
CaCOs; obtenidos en las mallas de PCL, se encuentran en una directa relacion con
respecto al tamafio de los poros presentes en las mismas, en donde, al aumentar el

tamano de los poros, se presentaba también un aumento en el tamafio de los cristales.
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CONCLUSION

En el presente estudio se demostro que, en ensayos de cristalizacion mediante difusion de
gases, la distinta disposicion espacial de fibras en mallas de PCL, asi como la presencia o
ausencia de poros en su superficie, no so6lo actian como soporte organico para la
nucleacion de los cristales sino también influyen en el proceso de cristalizacion
determinando el tipo de polimorfo formado y controlando la morfologia y crecimiento de los

cristales de CaCO; obtenidos.

Nuestros resultados experimentales permiten inferir que en un estudio que involucre la
interaccion de los cristales de CaCOs; con grupos funcionales presentes en las mallas
electrohiladas de PCL, podrian entregar mayores antecedentes del control que ejercen la
topografia de mallas de PCL como andamio organico y entregar valiosas herramientas
para desarrollar biomateriales a base de CaCOs; con potenciales usos industriales y

biomédicos.
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