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Resumen

En las ultimas décadas ha crecido la necesidad de desarrollar materiales para la regeneracién de
tejido duro. Se sabe que la mezcla de biomateriales tales como poli(acido lactico), o PLA por sus
siglas en inglés, es un polimero biodegrable; al combinarlo con biocerdmicas como Ia
hidroxiapatita (HA) formardn un biocompuesto que combina lo mejor de las propiedades
mecdnicas y bioldgicas de ambos componentes para formar un andamio celular de tercera
generacion.

En la actualidad se han usado diferentes técnicas para la fabricacion de andamios celulares
compuestos de nanofibras poliméricas; particularmente, el electrohilado permite obtener fibras
de manera econdmica y sencilla. Las estructuras compuestas de fibras finas fabricadas por
electrohilado muestran una reconocida eficiencia para la creacion de andamios celulares de
acuerdo con las aplicaciones reportadas en la literatura.

En este trabajo se desarrollé un andamio celular compuesto por en PLA e hidroxiapatita. Se realizo
la caracterizacidon estructural por microscopia electronica de barrido y por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier para evaluar la interaccidon del PLA y la HA. Se realizd el
anadlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido para evidenciar la tendencia de
cristalizacion del material; de tal manera que se logrdé correlacionar estructura con
comportamiento macro y micromecdnico del material.

La caracterizacion macro y micromecdnica se realizé mediante ensayos de traccién acoplados a la
medicion de deformacidon mediante una técnica dptica no intrusiva basada en la correlacion de
imagenes digitales (CID). Se obtuvieron médulos de elasticidad a escala macro y micromecanica de
distintos andamios en los cuales se modificd el porcentaje de hidroxiapatita mezclada fisicamente.

Uno de los aspectos mas importantes de este trabajo fue validar el uso de CID en andamios
electrohilados, ya que hasta donde tenemos conocimiento nadie ha utilizado esta técnica para
evaluar el comportamiento micromecdnico de andamios electrohilados PLA-HA. El uso de CID
involucra la preparacion de la superficie de las muestras. Dicha preparacion consiste en poner un
fondo blanco con puntos negros muy finos colocados de manera aleatoria. Para lograr este patrén
generalmente se utilizan pinturas vinilicas con acabado mate. Uno de los objetivos de este trabajo,
para validar la técnica de CID en la caracterizacién microcomecdnica de andamios electrohilados,
fue estudiar los posibles mecanismos de reaccion entre la pintura vinilica y el PLA y su respectiva
influencia en sus propiedades mecanicas. En este estudio se encontré que la pintura vinilica y el
andamio de PLA-HA no forman enlaces quimicos; por lo tanto, el uso de la pintura vinilica, para
pintar el patron de puntos aleatorios en la muestra, es adecuado; ya que la unién de ambos
elementos representa Unicamente una adhesién mecdnica.

De la caracterizacidn mecanica se obtuvieron los mddulos de elasticidad a nivel micro vy
macromécanico. Se obtuvieron valores mas altos para los andamios fabricados con poli(acido



l[actico) puro; mientras que para la mezcla de PLA con 2% de hidroxiapatita se obtuvo el valor mds
bajo de mddulo de elasticidad; sin embargo, al ir aumentado la cantidad de hidroxiapatita al 4 y
6% de HA se recuperd la resistencia mecanica de estos andamios. En el caso del PLA 2% HA, la
disminucién de la resistencia mecanica se atribuye a que las particulas de HA actian como
concentradores de esfuerzo; mientras que a mayores concentraciones la distribuciéon de los
agregados de HA actuan como refuerzo dentro del material. Con ayuda de CID se consiguieron
determinar los médulos de elasticidad a escala micrométrica. Se observé la misma tendencia en
los resultados de los médulos elasticos macro y micromécanicos; obteniendo mdédulos elasticos
micromécanicos superiores en un 30, 16, 46 y 38% para el PLA puro, PLA 2% HA, PLA 4% HA y PLA
6% HA respectivamente.
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Justificacion

En un afo se registran aproximadamente 1 millén de casos de defectos del esqueleto
humano a nivel mundial; éstos requieren procedimientos de injerto 6seo para lograr la
union [1]. Los tratamientos actuales se basan en injertos éseos autdlogos y autégenos o
como una alternativa a éstos, metal y cerdmica. Se sabe que estos tratamientos estan
limitados, ya sea por la limitada cantidad de autoinjerto o por la posibilidad de rechazo
inmunolégico e infecciones en el caso del aloinjerto [2]. Por lo anterior, una regeneracién
O0sea adecuada aun no se ha encontrado. Una posible soluciéon para estos problemas
puede estar en la ingenieria de tejidos [2,3].

Una cuestion clave en la ingenieria tisular involucra la generacion de andamios
tridimensionales capaces de brindar soporte para la regeneracién y proliferaciéon de las
células. En la actualidad se desarrollan andamios celulares de poli(acido lactico) (PLA) y
PLA mezclado fisicamente con hidroxiapatita (HA) fabricados por medio de electrohilado
[4]. Estos andamios celulares se emplean en la regeneracidn de tejidos en distintas areas
del cuerpo humano [5-7]; por lo tanto, es indispensable la caracterizacién mecanica de los
mismos a niveles macro y micromecanico.

Un andamio ideal en ingenieria de tejidos debe ser mecanicamente estable. A escala
microscopica, el andamio debe ser suficientemente rigido para soportar la adhesion
celular, propagacion y la deposicidon normal de la matriz extracelular. Al mismo tiempo, en
la escala macroscépica el andamio debe tener propiedades mecdnicas que se aproximen a
las del tejido nato que sera sustituido [8].

Los estudios realizados sobre propiedades macromecdnicas del PLA no son concluyentes
hasta hoy en dia, de acuerdo con la literatura [9,10]. Lo anterior se debe a que existen
complicaciones en el analisis mecdnico de estos materiales debido a su morfologia,
porosidad y nivel de traslape de las fibras que forman el andamio. Los estudios actuales no
contemplan del todo los factores arriba mencionados es por eso que se requieren
estudios de micromecanica en este tipo de materiales; de tal forma, que se brinde mayor
confiabilidad para uso biomédico. Para realizar este tipo de estudios se requiere de la
combinacion de técnicas experimentales de no contacto (Correlacion de Imagenes
Digitales, DIC por sus siglas en inglés) y la prueba de traccion uniaxial; como se ha
reportado en trabajos previos [11].
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la influencia de las particulas de HA en el comportamiento estructural, macro
y micromecanico de los andamios electrohilados de PLA bajo tensién uniaxial utilizando
una técnica éptica no intrusiva.

Objetivos particulares

1. Monitorear y optimizar los parametros del proceso de electrohilado con la
finalidad de obtener andamios homogéneos.

2. Desarrollar andamios electrohilados de poli(acido lactico) con hidroxiapatita
mezclada fisicamente a diferentes concentraciones peso-volumen.

3. Establecer la técnica apropiada para la aplicacion de un patréon de puntos
aleatorios para su aplicacién en las probetas electrohiladas. Seleccionar el
colorante adecuado para el patrén de puntos aleatorios.

4. Caracterizar fisica y quimicamente la mezcla de poli(acido lactico) con
hidroxiapatita, ademas de la interaccion del colorante con el andamio.

5. Caracterizar mecdnicamente los andamios en su regiéon elastica de la curva
esfuerzo en funcidn de la deformacion, lo anterior mediante ensayos de traccién y
adquisicion de imagenes digitales durante dicho ensayo.

Hipotesis

Se logrard correlacionar de manera adecuada los parametros de composicion, estructura,
respuesta macro/micromecanica de los andamios electrohilados de PLA-HA y permitird un
mejor entendimiento del comportamiento de estos materiales para manipular de manera
adecuada sus propiedades de acuerdo con el tipo de aplicacidon en la que van a ser
usados.
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CAPITULO 1 Fundamento tedrico

1.1 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario que aplica los principios de la
ingenieria y las ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutos biolégicos que
restauren, mantengan o mejoren la funcién del tejido [12]. Desde finales de 1980 la
ingenieria de tejidos ha avanzado rdpidamente [13]. La ingenieria de tejidos se ha
desarrollado como un intento de resolver la escasez en tejidos y érganos para la terapia
de trasplante; lo anterior gracias al desarrollo de herramientas para sustitutos bioldgicos
que pueden reparar y reemplazar los tejidos dafiados y érganos en el cuerpo [14].

Algunos de los desarrollos en la ingenieria de tejidos incluyen el uso de células aisladas
que se inyectan en un tejido deseable, tal como lo reporta los trabajos de Chui et al. [15] y
Hubbell et al. [16]. En esos trabajos publican el uso de biomateriales inyectados o
implantados quirdrgicamente donde utilizan una combinacién de células y biomateriales
reportados por Shin et al. [17].

A pesar de varios avances importantes que se han introducido en el campo de la medicina
regenerativa del hueso durante los ultimos afios, las terapias actuales como los injertos
d0seos aun tienen muchas limitaciones. Por otra parte, a pesar del hecho de que la
tecnologia de la ciencia de materiales ha dado lugar a una clara mejora en el campo de la
medicina regenerativa y particularmente en la sustitucion ésea, no se ha desarrollado un
sustituto dseo adecuado y por lo tanto grandes defectos/lesiones dseas aun representan
un gran desafio para los cirujanos ortopédicos y reconstructivos. Es en este contexto es
que la ingenieria de tejidos ha surgido como un enfoque vélido para las terapias actuales
para la medicina regenerativa. Actualmente se reconoce que una de las cuestiones clave
en la ingenieria de tejidos es el desarrollo de materiales y andamios biodegradables
adecuados para el cultivo de las células para sustituir tejidos bioldgicos [18].

1.1.1 Andamios para la regeneracion dsea.

Un andamio celular es una plantilla que actia como una matriz temporal para la
proliferacion celular; el andamio proporciona soporte mecanico mientras que las células
huéspedes apropiados para poblar la estructura depositan los componentes de la matriz
extracelular especificos para el 6rgano o estructura celular a reemplazar. El desarrollo de
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andamios con geometrias adaptadas biomiméticamente deben servir como reservorio de
agua, nutrientes, citocinas y elementos de crecimiento celular [19,20].

Los andamios para regeneracion de tejido dseo idealmente deben satisfacer las siguientes
propiedades esenciales:

(1) Biocompatibilidad. El andamio debe integrarse en el tejido huésped sin provocar
una respuesta de rechazo [20].

(2) Porosidad y tamafio de poro. El andamio o estructura debe ser altamente poroso
de tal manera que permita el flujo de nutrientes y el crecimiento celular en el
interior del andamio ademads de una correcta distribucion de la red celular a través
de la estructura porosa [21].

(3) Propiedades superficiales. Estas propiedades deben controlar la adhesidn,
migracion y proliferacion celular.

(4) Bioactividad. Referida a la osteoconductividad definida como el proceso por el cual
las células osteogénicas migran a la superficie del andamio y la osteoinductividad
el cual es el proceso por el cual células mesenquimales y células osteoprogenitoras
son reclutadas al sitio de la curacién del hueso [22].

(5) Degradacion. La tasa de degradacion debe igualar a la tasa de regeneracion del
neotejido [14].

(6) Propiedades mecdnicas. El andamio debe ser mecanicamente estable. A escala
microscopica, el andamio debe ser suficientemente resistente para soportar la
adhesidn celular, propagacién y la deposicion normal de la matriz extracelular. Al
mismo tiempo, en la escala macroscépica el andamio debe tener propiedades
mecanicas que se aproximen a las del tejido nato a sustituir [23].

1.2 Técnicas para la fabricacion de andamios

Desde hace varios afios se han usado diferentes técnicas para la fabricacién de andamios
celulares, dentro los cuales se encuentra el moldeo con disolvente (“solvent casting” en
inglés); método que consiste en la dispersién calibrada de minerales o de particulas
organicas en una solucion polimérica para su posterior procesamiento por liofilizacion y
cuyo fin es el de producir andamios porosos [24].

Otra técnica de procesamiento es la llamada unidn de fibra (“fiber bonding” en inglés) es
una técnica de procesamiento de andamios que se compone de fibras individuales tejidas
o de puntos en patrones tridimensionales de tamano de poro variable. Su principal
ventaja es la gran drea de superficie, para la fijacién celular y la rdpida difusién de los
nutrientes [25].
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La inversion de fase (“phase inversidon” en inglés) es un método muy parecido al moldeo
con disolvente, la principal diferencia es que, en lugar de permitir que se evapore el
disolvente para la fase de la solucién polimérica, este se invierte cuando se coloca en
agua. La principal ventaja en comparacién con el moldeo con disolvente estandar es que
se evita la deposicidn de cristales y se pueden obtener muestras mas gruesas de hasta 3
mm de espesor [26].

Si bien existe una amplia gama de técnicas de procesamiento de andamios, pocos tipos
de andamios sintéticos muestran buena factibilidad. Las estructuras compuestas de las
fibras finas generadas por electrohilado (“electrospinning” en inglés) entran en esta
categoria como lo ha demostrado su amplio uso [27,28].

1.2.1 Electrohilado

El electrohilado se basa en la aplicacion de una fuerza electrostatica para la produccién
de fibras delgadas que forman mallas no tejidas. Los diametros de las fibras se encuentran
en el rango de decimas de micras a decenas de nanémetros.

Los elementos basicos requeridos para el proceso de electrohilado incluyen una solucién
polimérica, una fuente de alto voltaje y un colector [19]. Cuando se aplica una diferencia
de potencial entre el contenedor de la solucion polimérica y el colector, la carga eléctrica
se acumula y se obliga a la superficie de una gota pequefia de polimero a emerger del
extremo de una aguja de metal; esta orientacién de los dipolos a un voltaje critico tiene
un menisco en una forma equilibrada de cono; a éste se le conoce como cono de Taylor
[19] el cual se puede observar en la parte superior de la figura 1.1. En este proceso la
fuerza del campo eléctrico supera la tensién superficial de la solucién y un chorro o haz
eléctricamente cargado de solucion polimérica surge. Mientras el chorro se mueve de la
aguja al colector, éste es elongado por las interacciones electrostaticas entre las cargas
produciendo asi una fibra con didmetro reducido. Mientras tanto el solvente se evapora y
finalmente se solidifica el chorro produciendo fibras [30].
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Fig. 1.1 Elementos del proceso de electrohilado. a) Cono de Taylor. b) Equipo de
electrohilado bdsico. A corresponde a la jeringa que funciona como contenedor de la
solucién, B a la aguja metalica donde se conecta la fuente de alto voltaje D Haz de
solucién polimérica o chorro en direccidn al colector y F corresponde a la caja de acrilico
donde se monitorean la humedad relativa y la temperatura ambiental

El proceso y equipo de electrohilado fue patentado en 1934 por Anton Fromhals [28].
Aunque este proceso se conoce desde hace mas de 80 afos, el concepto de andamios
electrohilados para aplicaciones biomédicas tuvo su primera aparicidon en 1978.

Las estructuras compuestas de fibras finas fabricadas por electrohilado muestran una
reconocida eficiencia para la creacidon de andamios ideales demostrado por el amplio uso
de dicha técnica.

Diferentes parametros pueden influir en la transformacién de soluciones poliméricas en
microfibras a través del electrohilado. Estos pardmetros incluyen (1) las propiedades de la
solucién polimérica como la viscosidad, conductividad y tensién superficial. (2) Parametros
del electrohilado como voltaje aplicado, distancia emisor-colector entre otros. (3)
Pardmetros ambientales como la temperatura de solucidn, temperatura ambiental y
humedad relativa; esta ultima se conoce que afecta en el diametro de las fibras y de
manera considerable la porosidad de los andamios [30].

1.3 Biomateriales para regeneracion de tejido 6seo
La seleccién de los materiales mas apropiados en aplicaciones de ingenieria de tejido

dseo es sumamente importante en los pasos hacia la regeneracion del tejido a sustituir. El
desarrollo en la ciencia de materiales ha experimentado avances importantes en el

15



desarrollo de metales, ceramicos y polimeros en aplicaciones biomédicas permanentes o
temporales.

Los metales con aplicaciones biomédicas son limitados en relacion con el total de metales
existentes. A pesar de que este grupo de materiales tienen mejores propiedades
mecanicas en comparacién con otros materiales, estos materiales deben ser
biocompatibles ademads tener una buena resistencia a la corrosidén. Actualmente se
utilizan en prétesis articulares, tornillos de fijacidn, implantes dentales entre otros. Los
metales mas utilizados son el acero inoxidable asi como aleaciones como el cobalto-
cromo y titanio por mencionar algunos de los mds importantes [31].

Los materiales ceramicos estan constituidos por compuestos inorganicos no metalicos
tales como vidrios y cementos. Estos han sido ampliamente usados en la ingenieria
biomédica y en el campo de la sustitucién/regeneracién ésea como implantes dentales y
en el sistema locomotor, estas son denominadas biocerdmicas [2]. Estas pueden ser de
origen natural como la hidroxiapatita o sintético como B-tricalcio (B-TCP). Las
bioceramicas pueden ser clasificadas en bionertes, bioactivas, biodegradables, porosas y
densas. Las biocerdmicas bionertes son aquellas que no reaccionan al ser implatadas in
situ como la alumnia, la zirconia entre otras. Las bioactivas se caracterizan por unirse
directamente al hueso sin la formacion de tejido fibroso, el uUnico ejemplo es la
hidroxiapatita (HA). Las bioceramicas biodegradables se disuelven con el tiempo
reemplazdndose por neotejido, como ejemplo tenemos el B-tricalcio. Las biocerdmicas
densas, tienen nula porosidad y la unién con el hueso es morfolédgica; en contraste con las
bioceramicas porosas donde presenta una unién mecanica y la fijacién es bioldgica.

Los polimeros son materiales altamente usados en la ingenieria de tejidos, estos son
clinicamente usados en forma de fibras, tejidos, peliculas y bloques. Actualmente existen
una gran cantidad de polimeros empleados en el campo biomédico. Los polimeros
biodegradables son especialmente valorados para la ingenieria de tejido dseo.

Los polimeros biodegradables naturales pueden provenir de fuentes vegetales o animales.
Dentro de estos se encuentra el colageno, quitasano, almidén, polihidroxiburano, entre
otros. Estos polimeros se caracterizan por un bajo potencial inmunogénico y un
comportamiento bioactivo.

Por otra parte los polimeros biodegradables sintéticos son usados mds comunmente en el
campo biomédico. Los polimeros mas ampliamente usados son poli(a-hidroxi acido),
poli(¢-caprolactactona), poli(carbonatos) entre otros; en estos polimeros su versatilidad
guimica y su procesamiento varia acorde con la estructura y naturaleza [32].
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1.3.1 Poli(acido lactico)

El poli(acido lactico) (PLA) pertenece al grupo de los poliésteres alifaticos biodegradables,
comunmente hecho de a-hidroxi acido. Se ha demostrado que es biocompatible y se
degrada en componentes no téxicos con una tasa de degradacién contralada in situ.

El PLA es un polimero termoplastico de alta resistencia; el cual se procesa facilmente en
equipos estandar de plasticos para producir piezas moldeadas, peliculas y fibras [26].

Este es uno de los pocos polimeros en el que se puede modificar su estructura
estereoquimica por la polimerizacién de una mezcla controlada de isémeros L-D para
producir un polimero amorfo con alto peso molecular o uno cristalino.

Debido a las caracteristicas de biocompatibilidad, baja toxicidad ademas de su aceptacién
por la FDA este polimero tiene especial interés para la aplicacidn en ingenieria de tejidos.
Sin embargo dicho polimero tiene baja hidrofilicidad; lo anterior impide el uso directo
sobre el polimero para la reconstruccién de tejido. El PLA se ha empleado en la fabricacion
de dispositivos de fijacion tales como tornillos, placas y barras. En fibras se ha empleado
en suturas, implantes y andamios para regeneracién de tejidos.

1.3.2 Hidroxiapatita.

La hidroxiapatita (HA) (Caio(POs4)s(OH),) es una de las bioceramicas mas ampliamente
usadas clinicamente. Esto se atribuye principalmente al hecho de que la estructura y
composicion de la HA es muy parecida al mineral éseo, ademas de presentar una buena
biocompatibilidad en el tejido humano [26]. Este biocerdmico ya ha demostrado su
excelente biocompatibilidad con los huesos y los dientes, debido a su bioactividad,
osteointegracién ademas de no haber evidencia de carcinogénesis. Esta puede provenir de
fuentes naturales o sintéticas.

Se han encontrado numerosas aplicaciones para la HA como sustitutos de hueso, relleno
de cavidades en odontologia, recubrimiento de superficies metalicas para implantes y en
andamios para ingenieria de tejidos [25, 26, 27].

La hidroxiapatita policristalina tiene un médulo eldstico entre 40-170 GPa. La relacion de
Poisson para la hidroxiapatatita sintética es 0.27, el cual es menor al del hueso 0.3 [27].

Sin embargo, la HA sintética es un material fragil, por lo que sus aplicaciones se han
limitado sélo para piezas sin carga mecanica en forma de polvos o granulos de pequefio
tamanio, o se utiliza como una capa de revestimiento depositada en sustratos metadlicos.
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Dicho lo anterior, estudios recientes demuestran el uso de bioceramicas usadas en
andamios compuestos para lograr osteoconductividad y resistencia mecdnica adecuada

[9].

1.3.3 PLAHA

En la actualidad el desarrollo de materiales compuestos ha sido ampliamente estudiado.
La mezcla de biomateriales, tales como polimeros biodegradables como lo es la poli-
lactida (PLA) y biocerdmicas como lo es la hidroxiapatita (HA) ha permitido obtener
biocompuestos con propiedades similares al hueso [8,9].

El resultado de estos estudios muestran que la combinacion PLA/HA pueden adoptar la
osteoconductibidad y biocompatibilidad mostrada por la cerdmica HA y el PLA
respectivamente [41].

Wang et al. [42] agregd particulas de hidroxiapatita rociadas por plasma, la cual produce
una bioactividad mayor a la cristalina incorporandolas a andamios de poli(L-lactida)
(PLLA).

Hong et al. [4] modificé la superficie de nano-particulas de HA injertando (PLLA) en la
superficie. Xu et al. [7] caracterizaré fisica y mecanicamente andamios electrohilados de
PLLA injertados con hidroxiapatita y mezclados fisicamente con HA.

1.4 Caracterizacion mecanica de andamios de fibras electrohilados.

Un andamio ideal en ingenieria de tejido debe ser mecanicamente estable. A escala
microscopica, el andamio debe ser suficientemente rigido para soportar la adhesion
celular, propagacion, y la deposicion normal de la matriz extracelular. Al mismo tiempo,
en la escala macroscépica el andamio debe tener propiedades mecdnicas que se
aproximen a las del tejido nato a reemplazar [21].

Debido a la importancia de las propiedades mecdanicas para el uso eficiente de los
andamios se han hecho un gran numero de estudios utilizando diversas técnicas por
ejemplo, Xu et al. [7] caracteriz6 mecanicamente laminillas de PLLA injertado con HA por
medio de ensayos de traccidn, Lim et al. [8] obtuvo la caracterizacion de un volumen de
nanofibras de PLLA a partir de modelo matematico de tres puntos comparando los
resultados con ensayos de compresion. Liu et al. [29] obtuvo el mddulo de Young de una
fibra electrohilada de poliacrilonitrilo por medio de un microscopio de fuerza atémica.
Stylianopoulos et al. [23] utilizé un modelo multiescala asi como ensayos mecanicos para
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su comparaciéon para determinar el efecto del didmetro de las fibras en el
comportamiento del andamio.

Desde hace unas décadas se han desarrollado sistemas de medicidn dpticos sin contacto
para propiedades elasticas. Estas técnicas dpticas son particularmente apropiadas para
materiales poliméricos suaves donde el anclaje de un extensémetro mecanico adjunto se
evita completamente. La técnica de correlacién de imagenes digitales (DIC por sus siglas
en inglés) estd basada en el principio de comparacién de estructuras con patrones
superficiales de una muestra deformada y otra mds sin deformar o entre dos estados de
deformaciéon. La aplicacién en materiales poliméricos ha probado ser una herramienta
poderosa para la medicién de deformacion sin contacto. [33]

1.4.1 Correlacion de imagenes digitales.

Desde hace varios aifos se han desarrollado técnicas de correlacion de imagenes digitales
que permiten la mediciédn de la deformacidn correlacionando la posicién de pixeles en
imagenes en diferentes estados de deformacion.

La superficie plana de un objeto a ensayar se observa por lo general por una camara CCD
con una lente. A continuacion, se registran las imagenes de la superficie del objeto medir,
una antes y otra después de la deformacién, digitalizadas y almacenadas en una
computadora como imagenes digitales.

Estas imagenes se comparan para detectar desplazamientos al buscar un punto
coincidente de una imagen a otra. Aqui, debido a que es casi imposible encontrar el punto
emparejado con un solo pixel, una zona con multiples pixeles tales como 20 x 20 pixeles
se utiliza para realizar el proceso de correlacion. Esta area, normalmente llamada regién
de interés (ROI por su acronimo en inglés), tiene una intensidad de luz Unica (nivel de gris).
Se supone que esta distribucion de intensidad de la luz no cambia durante la deformacion.

Una vez definida la zona de interés en la imagen antes de la deformacion, es seleccionada
y es buscada en la siguiente imagen con distinto nivel de deformacién. En otras palabras
se realiza una busqueda por regiéon donde la distribucién de intensidades de la zona de
interés antes de la deformacidn coincida con una zona en la configuraciéon deformada.

Una vez que se encuentra la ubicaciéon de este subconjunto en la imagen deformada, el
desplazamiento de este subconjunto puede ser determinado. Con el fin de realizar este
proceso, la superficie del objeto debe tener una caracteristica que permita evaluar el
grado de coincidencia del subconjunto. Si ninguna caracteristica se observa en la
superficie del objeto, digamos un patrén aleatorio artificial de puntos con alto contraste,
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evaluar el grado de coincidencia entre ambas regiones es practicamente imposible.
Tipicamente se agregan puntos negros aleatorios en un fondo blanco; esto ayuda a
distinguir zonas de interés Unicas y asi se optimiza el proceso de evaluacidn del grado de
coincidencia entre zonas de interés [33]. Véase la figura 1.2.

Existen diversas funciones matematicas para evaluar el grado de coincidencia de las zonas
de interés en las imagenes después de la deformacion; una de ellas se le conoce como la
funcién de correlacién cruzada y se encuentra definida por la expresion:

Correlacién cruzada

M M
CEy.x'y)= ) ) [FGy)GG,y)]

i=—M j=—M

Correlacién cruzada normalizada

évi—M Z?'/Iz—M[F(xt }’)G(x*' y*)]

\/zﬁ_Mzei_M[(x.y)Z] N L W (R Ll

Clxy,x%y") =

Donde F(x,y) G(x*,y*) corresponden al célculo del valor en escala de grises en la zona
de interés de las imagenes deformada y no deformada, (x,y)y (x*,y*) son las
coordenadas de un punto en la zona de interés antes y después de la deformacién;
respectivamente. El simbolo de la sumatoria representa la suma de los valores dentro del
subconjunto o zona de interés cuadrada de lado M, evaluandolo para cada pixel en la fila i
y en la columna j. La coordenada (x*,y*) después de la deformacién se refiere a la
coordenada (x,y) antes de la deformacion, como se muestra en la figura 1.2. Por lo
tanto, son componentes de desplazamiento obtenidas mediante la buisqueda en el mejor
conjunto de las coordenadas después de la deformacion (x*, y*) maximizando el valor de
la correlacion C(x,y,x*,y*) Si toma el valor de 1 indica maxima coincidencia y si toma el
valor de 0 significa que no hubo coincidencia entre zonas de interés.
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Fig. 1.2 Diagrama de facetas para la CID. Diagrama de faceta de referencia a la izquierda, a
la derecha se puede observar la imagen después de la deformacion. En color azul se
observa la representacién del vector de desplazamiento [40].

Para el caso de la correlacién de imagenes digitales en 3D, se encuentra basada en el
principio en la técnica en 2D. Los sistemas de coordenadas para la deformacion local
deben ser tangencial a la superficie local y para el calculo de la tensién de los datos 3D se
debe transformar en el espacio 2D [34].

Debido a los avances en el uso y aplicacién de la técnica de correlaciéon de imagenes
digitales es posible encontrar hoy en dia equipos comerciales sofisticados en el mercado.
Existe hardware y software que permite la explotacidn de la medicion de deformacién sin
contacto. Algunos ejemplos de software son VIC 3D™, CORRELI™ y ARAMIS™ por
mencionar algunos.

Durante los ultimos anos la correlacion de imdagenes digitales se ha empleado en el
analisis de muchas soluciones en el drea de mecanica experimental, se han probado
diversos materiales en el area automotriz, aeronautica y de la medicina. Sdnchez-Arévalo
et al. [35] estudid el pericardio bovino calculando su mdédulo eldastico micromecdanico
aplicando la correlacién de imagenes digitales; ademas de la aplicacién del algoritmo
Willert y Gharib con la correlacién de imagenes digitales en CuAlBe, un material con
memoria de forma y pericardio bovino [11]. Jerabek et al. [37] realizé la medicidn de dos
clases de polipropileno usando el sistema ARAMIS 3D identificando los efectos de los
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parametros de la prueba para compararlos con las técnicas convencionales de
extensometria. Godara et al. [38] estudid la influencia de la orientacion de las fibras en
una resina epoxica reforzada con fibras de vidrio de borosilicato por medio de un ensayo
de traccidén y la correlacion digital de imagenes.

Como se puede observar la correlacion de imdgenes digitales se ha convertido en una
herramienta bastante util y confiable en la caracterizacion mecdnica de materiales.
Realizando modificaciones en elementos épticos del sistema de adquisicion de imagenes
es posible observar mecanismos de microdeformacién que contribuyen de gran manera a
la respuesta mecanica del material a nivel macroscépico.

Es por eso que el principal objetivo de esta tesis es determinar la influencia de las
particulas de HA en el comportamiento estructural, macro y micromecanico de los
andamios electrohilados de PLA bajo tensién uniaxial utilizando una técnica dptica no
intrusiva.

Al correlacionar de manera adecuada los pardmetros de composicién, estructura,
respuesta macro/micromecanica de los andamios electrohilados de PLA-HA permitird un
mejor entendimiento del comportamiento de estos materiales. Con lo anterior serd
posible manipular de manera adecuada sus propiedades de acuerdo con el tipo de
aplicacién en la que van a ser usados.
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CAPITULO2
Metodologia experimental.

2.1 Material

Se utilizaron granulos de PLA (Mw 230000 g/mol, NatureWorks 2002D LLC, MN, Estados
Unidos). También se usd hidroxiapatita en polvo (nanopowder, <200nm, >=97%. Sigma-
Aldrich, USA).

El disolvente usado para la mezcla fue trifluoroethanol (TFE) (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos). Dicho disolvente se selecciond ya que aumenta la conductividad de la solucién
en el proceso de electrohilado en comparaciéon de otros disolventes tales como el
cloroformo, cloroformo-acetona, cloroformo-etanol y diclorometano ademas que el
parametro de solubilidad es muy cercano al del PLA [43].

2.1.1 Preparacion de la solucion polimérica de PLA

Se preparo la solucidn polimérica al 16 % peso/ Volumen (p/V) de PLA en trifluoroethanol. Una vez
pesados los 1.6 (g) granulos de PLA y contenidos en un matraz aforado de 10 ml se agregé el
disolvente hasta la marca de aforo. Con ayuda de una tina ultrasénica (Bransonic 2510RR-MT,
Méxco) se disolvieron los granulos en el TFE, una vez que la muestra no presenta sdlidos se
agregd mas disolvente hasta la marca de aforo repitiendo el agitado por 30 minutos.

2.1.2 Preparacion de la mezcla fisica de PLA con hidroxiapatita

Se prepararon mezclas fisicas (suspensiones) de PLA HA a concentraciones de 0%, 2%, 4%
y 6%. Las concentraciones anteriores se eligieron con el fin de observar el efecto que
tienen en las propiedades mecanicas del material compuesto; lo anterior se definid
tomando en cuenta que algunos trabajos previos reportan que al 4% de HA el andamio
presenta un incremento en los médulos de elasticidad y esfuerzo maximo [44].

Como se menciond anteriormente, la solucidon de PLA se prepard con una concentracion
del 16% peso/volumen (p/V) de PLA. La cantidad de HA utilizado estd en relacién con el
peso del PLA para cada una de las concentraciones anteriormente descritas.

Se agregaron ambas cantidades previamente medidas de PLA y HA en un matraz aforado
de 10 ml. Posteriormente, se adiciond el TFE al matraz hasta cubrir completamente Ia
mezcla.
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El proceso de mezclado se llevé a cabo en una tina ultrasénica (Bransonic 2510RR-MT,
México) a una temperatura de solucidn de 40°C por aproximadamente 3 horas. Una vez
disueltos los granulos se aford con el TFE y se agitd en la tina ultrasénica por 1 hora mas.
Finalmente, se dejo de agitar durante una 1 hora para favorecer la dispersién de las
particulas de HA. Cabe mencionar que este proceso se realiz6 para todas las
concentraciones previamente descritas.

2.2 Proceso de electrohilado.

Para fabricacion de andamios se utilizd la técnica de electrohilado; dicha técnica esta
basada en el uso de fuerzas electrostaticas para la fabricacion micro y nano fibras.

El proceso se realizé bajo condiciones ambientales a una temperatura promedio de 22 °Cy
una humedad relativa ambiental promedio del 43 %. Algunos de los pardmetros se
mantuvieron constantes, tales como: diferencia de potencial aplicada fue de 15 kV de
corriente directa (CD) mediante una fuente de alto voltaje (Glassman High Voltage Inc
Serie EH, Estados Unidos).

La distancia emisor (punta de aguja) al colector fue de 30 cm, el tipo de colector fue una
placa cuadrangular de aluminio de 10 cm”con un espesor de 0.1 mm; dicho colector fue
montado en una base de plastico a fin de mantenerse perpendicular al emisor.

Cabe sefialar que los pardmetros de electrohilado tales como la distancia emisor-colector,
el voltaje aplicado y el flujo de inyeccién fueron estudiadas en el trabajo de Vera Graziano
et al. [44] donde se optimizd la estructura morfolégica de las fibras a través de las
condiciones en el electrohilado; por lo que en el presente trabajo se retomaron dichos
pardmetros.

La configuracion del equipo de electrohilado utilizado para el presente trabajo se puede
observar en la figura 2.1. Véase figura 2.2 la disposiciéon de la bomba de inyeccidn vy el
colector utilizado para el electrohilado.
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Fuente de voltaje

eringa (Emisor

Fig. 2.1 Equipo de electrohilado. Configuracion del equipo de electrohilado utilizado. Se
observa la ubicacién de la fuente de voltaje en la parte superior de la caja de electrohilado
gue a su vez se conecta en el polo negativo al colector montado en la base negra mientras
el polo positivo a la aguja de la jeringa ubicada en la parte inferior izquierda. A su
izquierda se observa el inyector.

Fig. 2.2 Colector Detalle del colector cargado de microfibras montado en la base dentro
del equipo de electrohilado.
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En el inyector (New Era Pump Systems Inc. Multi-phaser NE-1600, USA) se establecieron
condiciones que se mantuvieron constantes para todas las mezclas: flujo de inyeccién de
0.6 ml/h, con un didmetro interno de la jeringa de 12.45 mm y el didametro del capilar fue
de 0.8mm. Véase Figura 2.3.

Fig. 2.3. Inyector Inyector programable usado con una jeringa montada en su parte
superior, es posible observar los botones y la pantalla con la cual se programa.

Para cada andamio de dimensiones 10 x 10 cm, se inyectaron 3 ml de solucién, véase
figura 2.6 inciso a). Dicho proceso se efectué en condiciones ambientales; los valores de
temperatura y humedad relativa dentro de la caja de electrohilado durante todo el
proceso se monitorearon. Para la medicion de la humedad relativa se usd un sensor de
humedad [serie HIH4030,Honeywell, USA] acoplado a un pin de salida analégica de un
micro-controlador (Arduino Mega 2560) y con ayuda del instrumento virtual programado
en LabVIEW se adquirieron los valores de la humedad cada medio segundo a lo largo del
electrohilado.

2.3 Caracterizacion de los andamios electrohilados

2.3.1 Espectroscopia de infrarrojo.

Para la caracterizacién de grupos funcionales del PLA, PLA mezclado fisicamente con HA;
asi como para conocer el efecto en el comportamiento mecanico en los diferentes
andamios de PLA por la interaccion quimica con la mezcla del pigmento (pintura vinilica)
se empled la técnica de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier por
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Para tal estudio se empled un equipo ATR-Thermo
Scientific Nicolet 6700. Al absorber la radiacion infrarroja las moléculas perciben los
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cambios entre estados de energia vibracional lo que hace posible la caracterizacion de los
principales grupos funcionales de la estructura molecular del compuesto [45]. Los
espectros de infrarrojo se obtuvieron en los intervalos de 4000 a 400 cm™

2.3.2 Calorimetria diferencial de barrido

Se utilizé Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC por sus siglas en inglés) para estudiar las
propiedades térmicas de las muestras; con lo anterior se obtuvieron los valores de las
temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de fusidn (Tm) monitoreando el cambio del flujo
de calor en funcién de la temperatura. Asi mismo fue posible obtener las entalpias de
transicién evaluando la estabilidad térmica del material. Para dichas pruebas se utilizé el
equipo DSC Q100 ATR, de 0 a 250 °C con una velocidad de 10 °C/min.

2.3.3 Microscopia electronica de barrido

Por otro lado se obtuvieron imagenes por microscopia electrénica de barrido para conocer
la morfologia de las fibras y distribucion de particulas de hidroxiapatita de las diferentes
especies de microfibras de PLA estudiadas en este trabajo; esto se hizo con ayuda del
Microscopio Electrénico de Barrido de Emisidn de Campo (FE SEM por sus siglas en inglés)
JEOL JSM 7600F. Dicho microscopio utiliza un cafién de emisién de campo haces de alta 'y
baja energia; el FE SEM cuenta con diferentes detectores que recogen los electrones que
interactian con la superficie de la muestra para crear una imagen que refleja las
caracteristicas superficiales de la misma.

El voltaje de operacidn para el haz de electrones fue 15 kV Las muestras se prepararon
previamente con un recubrimiento de una pelicula de oro mediante la pulverizacién
catddica asistida por plasma para favorecer la conductividad de la muestra.

2.3.3.1 Determinacion de area porosa del andamio y medicion de didmetros

A partir de las imagenes de SEM se realizé la medicién de los didametros; para ello se
utilizaron las imdagenes a 10,000X. Se empled el programa “Image J” para la medicidn de
didmetros asi como para determinar el porcentaje de drea porosa.

El procedimiento para la obtencidn de la medida de los diametros consta de los siguientes
pasos 1) Con base en una cota dada por el microscopio, se contabilizan los pixeles por
longitud conocida, esto con ayuda de la herramienta Straight en el software Image J; lo
cual nos arroja una escala de medicién real en el espacio de la imagen, estableciendo una
relacion entre micras y pixeles. 2) A través de la herramienta “Measure” se almacenan las

27



medidas hechas sobre la imagen, para después determinar la desviacién estandar vy
promedio. Las mediciones se hicieron de forma perpendicular en las fibras que aparecen
en primer plano de la micrografia, véase figura 2.4.

| & Images b | ‘ =
“Flle Eail Image Process Anayze Plugins Window Help )
(Dloc|of 4|+ Alao|s] |mlsslalx] | |4

Distance in pixels: |436
Known distance: [10
Pixel aspectratio: |1.0

Uit of langth:

Click to Remove Scale ]

I~ Global

micras|

Scale: 43.600 pixelsimicras

oK | _cancel | Heio |

ABE

Fig. 2.4 Medicién de didmetros Micrografia a 10 KX usadas para la medicion de
diametros, en la parte de arriba se observa la barra de herramientas del software Image
J.

Para determinar el porcentaje de area porosa se emplean imagenes a 2,000X. 1) Se
establece la escala de medicién tal como se hace en la medicion de didmetros explicado
previamente. 2) Por medio de la herramienta “Threshold” la imagen se filtrdé y a través del
aumento del contraste por medio de cual se reconocieron poros de fibras asignando
colores o un umbral en la imagen, distintos para cada caso. Véase figura 2.5. 3)
Finalmente, con la herramienta “Analyze Particles”, la imagen pasa de positivo a negativo
y el software escanea la imagen hasta que encuentra el borde de la imagen restando el
area seleccionada previamente que correspondiente a las fibras, efectuando a través de
la escala previamente defina el cdlculo del area porosa.
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Fig. 2.5 Medicién de porosidad. Ajuste de contraste realizado como parte de la medicidn
de drea porosa.

2.4 Caracterizacion macro y micromecanica.

Para la caracterizacion mecdnica de los distintos de andamios celulares se realizd
mediante ensayos de traccidn uniaxial y al mismo tiempo se usd un sistema Odptico de
medicién de deformacidén en tres dimensiones sin contacto, llamado ARAMIS™ 5M 3D
(GOM, Alemania). Véase figura 2.6.

Fig. 2.6 Maquina de ensayos universales. Maquina universal de ensayos de traccién
acoplada con las cdmaras del sistema ARAMIS.
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2.4.1 Ensayo de tracciéon

El ensayo de traccion unixial se realizd mediante la instrumentacién de una maquina
universal de ensayos de traccion de materiales suaves y espesores reducidos. Pardmetros
tales como la carga aplicada y el desplazamiento fueron registrados por sensores
electrénicos incorporados y con ayuda de un instrumento virtual de LabVIEW se
sincronizé la adquisicién de datos.

Dicha maquina de ensayos mecanicos esta compuesta por una estructura de carga, un
sistema dptico y un instrumento virtual.

La estructura de carga fue conformada por un soporte hecho de barras de acero y dos
cabezales horizontales donde se montaron las mordazas especialmente disefiadas para no
danar las muestras, en la mordaza superior se acopld un actuador mecanico T-LA28A
(Zaber, Canadd) con una carrera total de 28 mm y una carga maxima de 15 N; el motor a
pasos permite un desplazamiento lineal del orden 100 um por intervalo, con dicho arreglo
se es capaz de controlar el desplazamiento lineal. El desplazamiento lineal durante los
ensayos es medido por un transformador diferencial de variacién lineal (LVDT por sus
siglas en inglés) MHR1000, (Lucas Schaevits), al cual se le incorporé un acondicionador de
sefal ATA2001 del mismo fabricante y un indicador de posiciéon digital ID-F150HE
(Mitutoyo, Japdn) como referencia de posicion . A este dispositivo se incorpord una celda
de carga miniatura de precision modelo 31 (Honeywell, USA) con un rango de carga de
9.81 N con 0.15%-0.25% de precision [46].

La adquisicién de datos, asi como el control, se llevé a cabo por medio de una tarjeta de
adquisicion de datos NI-USB 6009. La sincronizacién de todos los sensores y actuadores
fue hecha por un instrumento virtual programado en LabVIEW [46].

2.4.1.1 Geometria y preparacion de la probeta

A partir de cada andamio se obtuvieron tres probetas, tomadas de la parte central del
mismo. Las probetas son de la forma hueso de perro, el ensayo de traccidn se hizo bajo la
norma ASTMD1708-13. Las dimensiones de la probeta son 38mm, 5mm y 0.125mm de
largo, ancho y espesor respectivamente ademads 22.2mm de largo la seccién entallada.
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C ' d)
Fig. 2.6 Procesamiento de probetas. a) Andamio electrohilado b) Suaje con dimensiones que
marca la norma ASTM D 1708-13 c) Andamios corados por medio del suaje c) Probeta para
ensayos de traccién uniaxial bajo la norma ASTM D 1708-13

Para llevar a cabo el corte de las probetas en cada andamio para crecimiento celular, se
us6 un suaje a fin de mantener las medidas normalizadas constantes. Véase figura 2.6.

La medicion de los espesores de cada probeta fue necesaria para la caracterizaciéon
mecdanica. Para la medicidon de espesores se utilizé un micrémetro con indicador digital
Mitutoyo modelo 293-67N con un rango de 0-1 pulgada. Se tomaron dos medidas en cada
probeta en los extremos de la seccion entallada para no dafiar la parte central de la
misma.

2.4.2 Medicion de deformacion sin contacto

La medicién de la deformacion se llevd a cabo por el sistema ARAMIS capaz de medir,
calcular y visualizar deformaciones en materiales con superficies planas o curvas. ARAMIS
es adecuado para medir deformacion tridimensional bajo carga estaticas y dindamicas (baja
velocidad de deformacion) con el fin de analizar las deformaciones y la tension de las
muestras ensayadas [34].

El procedimiento de medicién en 3D con el sistema ARAMIS consiste en la colocacion de
dos camaras, previamente calibradas y con ayuda del software (ARAMIS v6.1, GOM,
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Alemania). Ambas capturan la secuencia de imagenes (“stages” en inglés) que registran
diversas etapas del ensayo de traccidon. Es posible variar pardmetros tales como la
velocidad de adquisicion de imdgenes, el tiempo total de adquisicion de imdagenes y
nimero de imdagenes a tomar con el fin de conseguir la velocidad adecuada para el
experimento, tales como la tasa de muestreo (“frame rate” en inglés), el nimero de
imagenes a capturar y la cantidad de pixeles contenidos en cada zona de interés o faceta
(“facet size” en inglés).

Las lentes para la adquisicién de imdagenes fueron seleccionadas con el fin de ajustar el
maximo volumen de medicidon a la zona entallada de la probeta Véase figura 2.7 y 2.8. Los
parametros en la configuracién del equipo ARAMIS fueron constantes durante todos los
experimentos y se muestran a continuacion.

e Lentes 35 mm familia B

e Cubo de calibracién: CP 20, 20 x 34 mm? (identificado en el software por ID 390)

e Volumen de medicion: 35 x 29 x 20 mm

e Distancia al borde del panel de calibracién a partir de la base de las camaras
(distancia media): 215 mm

e Distancia entre las cdmaras: tope mecanico

e Angulo entre cdmaras: 25°

Volumen .
de
medicion

_______

............

distancia media

angulo entre

|entre1
Fig. 2.7 Parametros del sistema ARAMIS. Parametros de configuracidon del sistema
ARAMIS respecto al objeto de analisis [34].
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Fig. 2.8 Eje optico del equipo ARAMIS. Se muestran en los nimeros 1 y 4 las cdmaras
derecha e izquierda asi como las lamparas sefialadas con los nimeros 3y 2 [34]

2.4.2.1 Calibracion del sistema ARAMIS.

Durante la calibracién se configura el sensor y se ajustan las caracteristicas de las lentes;
en la configuracion del sensor se determina la distancia entre las camaras, angulo entre
las mismas y la distancia media entre los sensores y la superficie de la muestra. En lo que
respecta a las caracteristicas de las lentes se determina el enfoque, las distorsiones de
lente y apertura de los mismos. Con base en los ajustes anteriores el software calcula a
partir de los puntos de referencia del cubo de calibracién las coordenadas 3D de las
imagenes tomadas por la camara en 2D. El proceso de medicidn que involucra la
calibracidon garantiza la consistencia dimensional del sistema de medicion.

Como parte de la preparacion del hardware se ajustd el sensor en las condiciones de
operacion y volumen de medicién apropiado; teniendo en cuenta que se usaron los
parametros de la cdmara izquierda como referencia (tal como lo indica el manual del
equipo). Los pasos y parametros para tal calibracion del sensor son los siguientes:

1. Ajuste y alineacién del punto laser con los ejes coordenados en la imagen
desplegada en el software tomada por las cdmaras. Véase figura 2.9
2. Enfoque de las lentes
i. Con el cubo de calibracién se debe sobre-exponer la imagen
(“shutter time”) enfocando solo un punto de dicho cubo, hasta que
el drea roja ocupe la mayor parte del centro
ii. Mediante el acercamiento hacia una imagen vy su correcto enfoque
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3. Apertura de la lente
i. Con el uso de la opcidén <False color> dentro de software del equipo
ARAMIS se igualaran las imdgenes ajustando la apertura de las
lentes o bien moviendo las [dmparas, posicionando las [dmparas en
direccién paralela a las cdmaras. Véase figura 2.9

L eft Tmage Right Tmags

Fig. 2.9 Proceso de calibracién. Superior: alineacidon del laser con el eje centro del eje
Optico. Inferior: calibracidn de la apertura de la lente por medio de color falso [34].

Cabe senalar que la iluminacidn utilizada fue provista Unicamente por las lamparas del
equipo, esto a fin de tener mayor control en la exposicién de luz recibida durante el
ensayo de traccion.

Para reducir el error de las mediciones al minimo se utilizd el siguiente procedimiento
después de ajustar las cdmaras y la iluminacién; los pasos indicados en el manual del
equipo ARAMIS son los siguientes pasos. Véase figura 2.10

Abrir el menu de calibracion en el software
Capturar una imagen a la distancia media.
Acercar a un tercio de la distancia y capturar imagen nuevamente.

P wnNPR

Alejar un tercio de la distancia media para tomar otra imagen.
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5. Inclinar 40° respecto a la vertical a la distancia media.
Girar 180° e inclinar a 40° respecto de la vertical a la distancia media.

7. Con la cdmara izquierda perpendicular al cubo de calibracién y a la distancia media
tomar una imagen, asi como tras el giro de 90°,270° y 180°.

8. Finalmente con la cadmara derecha perpendicular al cubo de calibracién y a la
distancia media tomar una imagen, asi como tras el giro de 90°,270° y 180°.

Fig. 2.10 Pasos de calibracion. 1-7 Pasos de calibracién del sistema ARAMIS. 8 Cubo de
calibracion. [34]

La desviacién estandar o error de calibracién se calcula a partir de la desviacion del punto
de referencia promedio de todos los puntos registrados durante el proceso de calibracién.
Tal como lo aconseja el fabricante se procurd realizar las mediciones después de obtener
una desviacién de calibracién menor al 0.04 pixeles. Si este error es mayor a 0.04 no se
puede proceder a efectuar las mediciones; lo anterior indica, generalmente, una mala
preparacion de las muestras (puntos aleatorios negros sobre un fondo blanco) o una mala
iluminacion.
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Una vez calibrado el equipo ARAMIS se realizaron capturas con la probeta estatica a fin de
verificar la correcta disposicion de todas las variables de los sistemas de medicién.

2.4.2.2 Preparacion de la muestra

Para la medicion dptica se requirid que la superficie de la probeta tubiera un patrén de
puntos aleatorios con el fin aumentar la eficiencia en la correlacidon de imagenes digitales.
Esto se logra al tener un patrén aleatorio mas fino que es detectado en cada faceta.

Se entiende por faceta como la regién de interés sobre la cual se realizara el analisis; con
lo que un area de pixeles en la imagen de referencia puede ser asignada al area
correspondiente de la imagen en otro estado de deformacién.

La definicién del tamano de faceta debe definirse en una relacidon entre exactitud y
rapidez en el cdmputo tomando en cuenta el tamafio de la seccidn de interés en la
probeta.

Este patrdn tiene que seguir la deformacién en la superficie, debe tener un alto contraste
evitando reflejos ademas de ser lo suficientemente pequeiio para permitir una trama fina
de las facetas.

Dado que la aplicacion de esta técnica de medicion sin contacto no se ha aplicado hasta el
momento en micro-fibras poliméricas electrohiladas, fue necesario probar distintas
maneras de conseguir el rociado del patrén adecuado; sumado a esto, fue indispensable
experimentar con distintos tintes y colorantes que no modificasen la estructura del
andamio y con esto su comportamiento mecdnico a la vez que brindasen los niveles de
contraste y brillo adecuado.

Tras el desarrollo de las pruebas y estudios, los mejores resultados sobre el colorante fue
la pintura vinilica negra (Politec, México) compuesta, principalmente, de poli(acetato de
vinilo) (PVA), 2-2-Azobisisobutironitrilo (AIBN) como catalizador y carbono (C); la
aplicacion adecuada de dicho patrén fue conseguido con un pincel artistico de cerdas
cortas a través de la aspersion de las cerdas himedas previamente sumergidas en la
pintura vinilica, véase figura 2.11.
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Fig. 2.11 Probeta con patrén de puntos. Probeta con patrén aleatorio tomada por
ARAMIS.

2.4.3 Parametros usados en las pruebas mecanicas

Durante la medicién se establecieron los siguientes pardmetros:

e Tasa de muestreo “frame rate”: 2 imagenes por segundo

e Tomas “stages”: 150 imagenes

e Tamario de faceta “facet size”: 19 pixeles cuadrados

e Paso de faceta “facet step”: 15 pixeles
Los parametros utilizados para el ensayo de tensién son: tiempo de prueba: 60 (s) y un
desplazamiento de 8.5 (mm), capturando 2 imdgenes por segundo y con una velocidad de
deformacion de 8.5 (mm/min).

Tras la prueba de diversos colorantes y técnicas para aplicarlos, los mejores resultados
sobre el colorante fue la pintura vinilica negra (Politec, México) y la aplicaciéon adecuada
de dicho patrén fue conseguido con un pincel artistico de cerdas cortas véase figura 2.12.

Fig. 2.12 Pincel utilizado para obtener el patrdn aleatorio sobre las probetas.
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2.5 Procesamiento de datos.

A partir de los ensayos de traccion y la adquisicién de imagenes con ARAMIS de manera
simultanea se obtuvieron los datos de cada prueba, respectivamente.

Fue necesario un procesamiento de los datos obtenidos a fin de obtener los valores y
graficas deseadas. Por parte de la prueba de traccion se estudiaron los registros de
tiempo, desplazamiento, fuerza y nimero de toma. Con los datos anteriores se obtuvieron
los esfuerzos en funcién de la deformacién asi como su grafica y los mddulos eldsticos
macromecanicos.

Por otra parte con la adquisicion de imagenes con el equipo ARAMIS durante el ensayo de
traccion se realizé el cobmputo con el cual se obtuvieron las deformaciones principales a lo
largo de una seccidn de estudio de cada probeta.

Utilizando los resultados de los procesamientos anteriores se obtuvieron los mddulos
eldsticos micromecdnicos asi como gréficas donde se asocian las deformaciones
principales a lo largo de la probeta con diferentes niveles de esfuerzo.

2.5.1 Procesamiento de datos del ensayo de traccion.

Con los ensayos de traccion realizados con la maquina universal de ensayos de traccién se
registraron los valores de desplazamiento, fuerza, tiempo y nimero de toma; lo anterior
previamente se programo en el instrumento virtual para registrarse en un archivo con la
extension dat (.dat); esta extension facilitd su pos-procesamiento en Mathematica 8.0 ©.
En los archivos conseguidos para cada probeta se tiene un ordenamiento en columnas
para cada tipo de dato y filas para cada registro de medicién; en las columnas se registrd
el tiempo en segundos, desplazamiento en milimetros, fuerza en newtons y nimero de
toma respectivamente.

Los datos anteriores fueron utilizados para el pos-procesamiento a fin de conseguir la
curva esfuerzo en funcion de la deformacion; para lo anterior se hizo uso del software
Wolfram Mathematica 8.0 (Wolfram Research). Mediante el cédigo previamente
programado se importaron los archivos con extensién .dat de cada ensayo de traccion.
Véase figura 2.13.

. . . - ., 11-10
Para el calculo de la deformacion nominal (€) definida por la expresidn g=——; para ello se

programo una funcion en Mathematica 8.0™ capaz de restar del valor del desplazamiento
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en milimetros () menos el valor inicial del desplazamiento (lp); es decir el calculo de los
incrementos de desplazamientos registrados durante el ensayo de traccion; finalmente se
dividié entre la seccién longitudinal inicial (lo).

. . L F
En lo que respecta al calculo de esfuerzo (o) que se define por la expresién o= donde F es

la fuerza aplicada y A es el area transversal de la probeta. Se empled una funcién
programada en Mathematica 8.0™, en la cual se utilizaron los valores de los registros de la
tercera columna que corresponden a los datos de la fuerza y se dividié por el area
transversal de cada probeta.

= Cargando datos

PLAa = Import["PLAa. dat"]; <4— |Carga de datos

= Areas

— ‘ Calculo de area transversal

arla = (Mean[{0.187, 0.190}] #5)

0.9425
((#2 - Part[First[PLAa], 2])) #1023 (23 - Part[First[PLAa], 3]) 5
grafla = Take[Apply[{ , *10° } &, PLAa, 1] , {1, 145]];
22.24107° (ax0ax107%)
‘ Célculo de deformaci()n‘ | Calculo de tension |

Fig. 2.13 Calculo de esfuerzo y deformaciéon. Estructura del programa utilizado en
Mathematica 8.0, en la parte superior se encuentra la carga de datos, en la parte media se
encuentra el promedio del espesor para asi efectuar cdlculo del area transversal de la
probeta y en la parte inferior se observa la funcién para el cdlculo de la deformacién y
esfuerzo.

2.5.2 Procesamiento de datos con el sistema ARAMIS

Durante el ensayo de traccion se llevd a cabo la adquisicion de imagenes por parte del
sistema de medicién 6ptico de deformacidn sin contacto ARAMIS; a partir de dicha serie
de fotografias se realiz6 un procesamiento de estas imdagenes a fin de estudiar el
comportamiento micromecanico.

A continuacién se describen los pasos para procesamiento en el software ARAMIS V6.1,
este procedimiento fue realizado para cada probeta ensayada.

Una vez ejecutado el software ARAMIS V6.1 se selecciona para abrir el archivo generado
durante el ensayo de traccién realizado; dicho archivo tiene una extensién .dap. Véase
figura 2.14.
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Fig. 2.14 Apertura de archivos. Seleccién de archivo a abrir con extensién .dap dentro

del software ARAMIS V6.1.

Una vez ejecutado el archivo a analizar fue necesario seleccionar la zona de interés de la

probeta. El procedimiento para el enmascarado se comenzd con la visualizacion dentro

del software de la primera imagen capturada, y con el uso de un puntero libre dentro de Ia
barra de herramientas para la seleccion el contorno a lo largo de la probeta. Una vez
seleccionada el drea de interés, esta se colorea en verde y el resto continua en azul; en la

region discriminada internamente el software asigné la trama de facetas. El proceso de

enmascarado se puede observar la figura 2.15.

lﬂm.‘.u,ﬁk - ) Jp0° O Left Image
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barra de herramientas
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Fig. 2.15 Proceso de enmascarado. En la esqui

na superior derecha se encuentra la barra

de herramientas de enmascarado, en verde se muestra la seccidon seleccionada.
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Una vez delimitada la seccién de interés, el analisis requirié de la seleccién de un punto de
inicio, este punto es una faceta calculada y es fundamental para que el algoritmo de
correlacién de imagenes digitales funcione correctamente, el andlisis a lo largo de la serie
de imagenes esta basado en el punto de inicio como referencia. Véase figura 2.16.

P& Add Start Point W |
Select mode
(=) Simple
() Complex
Facet: [80;84]
<11,0> > <11,1>
Accuracy: 0.000430
Residual: 9.313357
Intersection deviation 0.149870
Finished
[=] Automatic " ” | Ove

’ il

Fig. 2.16 Fijacién punto inicial. En la parte izquierda se encuentran sefialadas las
coordenadas del punto de inicio, en la parte derecha se observa el punto de inicio
localizado en la probeta

Una vez que se obtuvo un punto de inicio valido para el andlisis, se comenzd el cémputo
del proyecto, es decir el andlisis de la secuencia de imagenes capturadas para el calculo
de la deformacién con base en la técnica de correlacidn de imagenes digitales; para lo
anterior se hizo con la herramienta del software llamada “Compute Project”.

2.5.3. Procesamiento de datos para el calculo de mddulos micromecanicos

A partir los resultados de los dos procesamientos descritos en las secciones 2.6.1y 2.6.2
se utilizaron los resultados para el calculo de los mddulos eldsticos micromecanicos. A
continuacion se describird el método empleado.

En el andlisis realizado con el equipo ARAMIS y el software ARAMIS V6.1 se exportaron las
tablas que contienen los datos numéricos de las deformaciones principales registradas a lo
largo de las secciones de interés dispuestas longitudinalmente a lo largo de la probeta
ensayadas; lo anterior se hizo seleccionando el reporte multi-seccion previamente y con
ayuda de la herramienta “Exportar datos de diagrama” ubicado en el submenu Exportar,
tal como se muestra en la figura 2.17a.
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Fig. 2.17 Visualizacién de la deformacion. En la el inciso a se muestra la ubicacion de la
herramienta Exportar datos de diagrama, esto en el entorno del software ARAMIS V6.1.
Los incisos b, c y d corresponden a las probetas con 1, 3 y 5 secciones longitudinales
respectivamente evaluadas para definir el criterio de evaluacién.

Cabe senalar que se estudiaron y probaron diferentes criterios para evaluar la
deformacion principal a lo largo de la probeta medida a través de la técnica de correlacién
de imdgenes digitales con el equipo ARAMIS; lo anterior con el fin de obtener un valor con
el cual calcular médulo elastico micromecanico.
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Se realizo el estudio colocando 5, 3 y 1 secciones longitudinales por probeta realizando un
promedio de los valores de la deformacién principal registrados a lo largo de dichas
secciones longitudinales.

Se analizaron las deformaciones principales a lo largo de las secciones longitudinales de
estudio a través de una probeta de cada concentracidn de hidroxiapatita, es decir se
analizé una probeta del PLA 0% HA, una de PLA 2% HA, otra mas de PLA 4% HA asi como
una probeta de PLA 6% HA. Se evalud el mddulo eldstico micromecanico con una seccién
longitudinal, comparandose con el promedio del mddulo eldstico considerando las
deformaciones principales en 3 secciones longitudinales y con 5 secciones longitudinales a
lo largo de la probeta y se obtuvo el mdédulo de Young promedio a nivel micromecdanico
para cada caso.

Debido a que los resultados de los diferentes analisis fueron muy cercanos uno del otro se
concluyd utilizar 1 seccién para el resto de las tres probetas ensayadas por cada
concentracion de HA; con lo cual se reduce el tiempo de procesamiento
considerablemente.

El esfuerzo asociado a la deformacién fue obtenido a través de la grafica esfuerzo en
funcién de tiempo asociado; esta curva se calculé con los datos adquiridos en la prueba de
traccion, tal como se muestra en la parte superior de la figura 2.18. En dicha curva se
localizé el valor en el eje de las ordenadas a un tiempo conocido por el registro en la
prueba con el equipo ARAMIS. Tal como se puede observar en la figura 2.18 donde se
muestra la regién elastica de la curva esfuerzo en funcién del tiempo se obtuvo el valor
del esfuerzo en mega pascales (MPa) para un lapso conocido dado en segundos.

(#3 - Part[First[PLAa], 3]}
(aranlU'sj

curvalatineData = Take[.npply[{{m), wlo"} &, Plaa, 1], {1, 15}];

curvalatiempo = ListPlot[Take[curvalatimeData, {1, 15}], PlotRange » All, AxesOrigin - {0, 0}, PlotStyle + Hue[0.1], Frame -+ True,
Framelabel -+ [StyleForm["Time (s)", FontSize » 12], StyleForm["Stress (MPa)", FontSize + 12]}, Joined - True, ImageSize » 72x 6]
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Fig. 2.18 Grafica del esfuerzo en funcion del tiempo. Grafica del esfuerzo en funcién del
tiempo para el PLA 0% HA, donde se muestra en la parte superior el coddigo en
Mathematica para dibujar la gréfica de los valores obtenidos.
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CAPITULO 3 Resultados y discusion.

3.1 Andamios electrohilados

A partir del proceso de electrohilado, previamente descrito en la seccidon 2.2, se
obtuvieron andamios de 10 x 10 cm; dadas las caracteristicas de la técnica de
electrohilado, se concentrd el mayor espesor en la parte central del mismo.

En la figura 3.1 se puede observar una fotografia de la orilla del andamio; en la parte
superior es posible observar una parte de la ldmina de aluminio sobre el cual se colectd,
inmediato a ella es posible distinguir algunos cimulos de microfibras que conforman el
andamio colectado.

Cabe sefalar que la imagen que se muestra es de un andamio con 4% de HA, aunque a
simple vista todos los andamios de las demds concentraciones lucen muy parecidos a la
mostrada a la figura 3.1.

Fig. 3.1 Andamio. Fotografia de la parte extrema del andamio de PLA con 4% de HA.
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Durante el proceso de electrohilado de todos los andamios se monitorearon y se
registraron los valores de temperatura y humedad relativa con los sistemas previamente
descritos. La humedad relativa registrada estuvo en un rango de 14 % a 67 % y una
temperatura entre 20 y 25° C; los valores se describen en la tabla 1.

Se sabe que las variables ambientales de la temperatura y humedad afectan directamente
en la morfologia de las fibras. Ambas variables provocan cambios en espesor de la fibray a
su vez afecta el promedio de los didametros de las fibras [49].

Tabla 1 Relacién Humedad relativa y temperatura durante el procesos de electrohilado para cada
concentracion de HA

Muestra Humedad relativa (%) Temperatura (°C)
PLA 0% HA 44 20
PLA 2% HA 51 25
PLA 4% HA 14 24
PLA 6% HA 63 22

3.2 Morfologia de los andamios electrohilados de PLA con HA

En la figura 3.2 se aprecia las micrografias obtenidas a través del microscopio electrénico
de barrido (SEM por sus siglas en inglés) con los pardametros de operacion establecidos en
la seccién 2.3.3.1.

En dichas micrografias es posible apreciar y comparar las diferencias morfoldgicas entre la
constitucién de las microfibras de PLA y las mismas fibras después de agregarse
hidroxiapatita en concentraciones de 2%, 4% y 6% respectivamente, asi como la
disposicion de los agregados de HA. Los resultados se pueden observar en la figura 3.2.

Es necesario sefialar que en el estudio por microscopia electrdnica de barrido se usé un
detector de electrones retrodispersados para una comparacién apropiada entre las
micrografias obtenidas; por lo cual los puntos blanquizcos observados en dichas imagenes
corresponden a los agregados de HA.

En la figura 3.2a se observa el PLA puro con una disposicion aleatoria de las fibras
colectadas, generando con ello un traslape entre las fibras que a su vez dan lugar a una
porosidad en todo el andamio, este fendmeno es propio del uso de la técnica de
electrohilado. También es posible observar una morfologia considerablemente
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homogénea, con fibras continuas vy lisas, sin la presencia de bulbos; también es posible
observar diametros de las fibras homogéneos.

Las figuras 3.2b, 3.2c y 3.2d que corresponden a las micrografias del PLA 2% HA, PLA 4%
HA y PLA 6% HA, respectivamente. Los agregados de HA aumentan en funcién de la
concentracion de HA, como es de esperar y su disposicion es aleatoria sobre las fibras. En
la figura 3.2b se observa el PLA 2% HA en donde se observan algunas irregularidades en
las fibras que son causadas por esa concentracién las particulas de HA se encuentran
completamente embebidas.

Para los casos de las figuras 3.2c y 3.3d que corresponden al PLA 4% HA y PLA 6% HA
respectivamente pueden observarse que son un poco mas homogéneos en didmetro y
forma de las fibras, ademas los agregados de HA aparecen en en la superficie de las fibras;
lo anterior causado por la saturacién al interior de las fibras, y otros menos embebidos
dentro de las fibras.

Dados los cambios observados en la morfologia de las fibras de PLA debido a la presencia
de la HA es necesario conocer el efecto en la resistencia del andamio que causa la
presencia de HA. Es necesario conocer si los agregados de HA actian como refuerzo del
andamio o si lo vuelven menos resistente. Dada la escala métrica de fibras y las particulas
de HA asi como a la complejidad misma del material, es necesario estudios de
micromécanica por medio de técnicas no invasivas en los andamios.

Dentro de las técnicas de caracterizacidn micromécanica, la medicién dptica sin contacto
basada en la correlacion digital de imagenes resulta muy adecuada para los andamios.
Como se menciond previamente, esta técnica requiere de un patrén de puntos sobre la
superficie del material a ensayar; asi que, es indispensable conocer el efecto que provocan
los puntos de pintura sobre el comportamiento mecdnico de los andamios. Para ello se
requirieron estudios de espectroscopia por infrarrojo asi como microscopia en los
diferentes andamios con estos puntos de pintura.
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Fig. 3.2 SEM PLA HA. Micrografias tomadas de los andamios electrohilados a 10 kX a 15kV
y una distancia emisor-colector de 30 cm, a) PLA 0% HA, b) PLA 2% HA, c) PLA 4% HA, d)
PLA 6% HA.

3.3 Morfologia de los andamios electrohilados PLA y PLA/HA con patrén aleatorio
empleando pintura vinilica

Como parte del analisis del efecto en el comportamiento mecanico de los andamios
causado por la presencia de pintura vinilica se estudié su morfologia por medio del SEM.
La pintura vinilica utilizada es una mezcla compuesta principalmente por poli(acetato de
vinilo) (PVA), carbono (C), agua y 2-2-Azobisisobutironitrilo (AIBN) como catalizador; para
su aplicacién se mezcldé con agua y fue agregada en forma de pequeias gotas sobre la
superficie de los andamios a ensayar. Se utilizé un sistema de dispersion de gotas descrito
en la seccion 2.4.3.

En la figura 3.3 es posible observar los puntos de pintura vinilica en las fibras a diferentes
concentraciones de HA en cada andamio electrohilados, es posible observar en las figuras
3.3a, 3.3b, 3.3c y 3.3d la presencia de pintura vinilica en andamios con PLA 0% HA, PLA 2%
HA, PLA 4% HA y PLA 6% HA respectivamente. Es posible observar puntos de pintura de un
tono de gris mas claro, dichos agregados de pintura se encuentran adheridos a las fibras.

En la figura 3.3a se observa una gota de pintura seca de alrededor de 2 um de diametro,
se observa un angulo de contacto mayor a 90°. La persistencia de este angulo después de
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secarse sugiere que no existe afinidad quimica entre la composicién de las fibras de PLA
con los componentes de la pintura vinilica.

En la figura 3.3b se observa una gota de pintura en la parte central de la micrografia; esta
gota se puede apreciar con un tono mds oscuro de gris y puede atribuirse a la presencia
no homogénea del pigmento en el PVA. Es posible observar una textura claramente
arrugada en la gota; este efecto es provocado por la contraccidon que sufre la gota tras la
evaporacion del solvente y del agua que contiene la pintura vinilica; lo anterior sugiere
que solo se puede presentar el fendmeno de adhesién mecénica.

La figura 3.3c y 3.3d corresponden a PLA 4% HA y PLA 6% HA respectivamente. En estas
micrografias se pueden observar una parte de la gota de pintura vinilica agregada; estas
gotas se encuentran en la parte inferior de la imagen. Las gotas de pintura agregadas
sobre el andamio deben ser visibles a simple vista para la correcta medicidn sin contacto
de la deformacién; por tal motivo, las gotas en la figura 3.3c y 3.3d son
considerablemente mds grandes que en las figuras 3.3ay 3.3b.

Fig. 3.3 SEM PLA HA con pintura vinilica . Micrografias fibras de PLA con pintura vinilica a) PLA
0% HA, b) PLA 2% HA, c) PLA 4% HA, d) PLA 6% HA.
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3.3.1 Determinacion de la porosidad y diametro promedio de las fibras electrohiladas

A partir de estas imagenes de SEM se midi6 el area porosa y los didmetros de las fibras
mediante el uso del software Imagel® tal como se detalld6 en la seccién 2.3.3.1. Los
resultados de las mediciones del area porosa en los andamios asi como el diametro de las
fibras se muestran en la figura 3.5a.

A través del analisis de imdagenes y tras el procesamiento previamente descrito se obtuvo
el porcentaje de area porosa aparente, el cual estd en un rango entre 16 a 47% en las
diferentes concentraciones de HA; el cambio de valor en porosidad se puede atribuir a las
variaciones registradas en las condiciones ambientales durante el proceso de
electrohilado. Se registré un promedio de porcentaje de area porosa para el PLA 0% HA de
26.4% t 13.17, mientras que para el PLA 2% HA se promedid 16.68% + 3.37, para el PLA
4% HA se registro un area porosa de 46.15% + 11.41 y finalmente el PLA 6% HA se registro
un promedio de 37.85% * 7.49 de darea porosa.

Los distintos niveles de porosidad pueden evidenciar el traslape de fibras que forman el
andamio ademas de la coleccidon de las fibras de manera aleatoria. Los niveles de
porosidad y traslape de las fibras dependen de manera directa de las condiciones en que
fueron electrohiladas ademas de las condiciones ambientales tales como la temperatura y
humedad que estuvieron presentes durante dicho proceso. También es importante
sefalar que el porcentaje de porosidad obtenido favorece al crecimiento y migracion
celular como se reporta en la literatura [32].

En la figura 3.5a en color rojo se puede observar la grafica comparativa de los didametros
promedios en las diferentes concentraciones de HA; se registrdo un rango de diametro
entre 0.6 a 0.89 um y el didmetro promedio de las fibras es de 0.76 + 0.38 um,
observando una desviacidon estandar considerable entre las mediciones realizadas, lo cual
nos habla de variaciéon entre el tamafo de fibra que componen los andamios, este
comportamiento en los didmetros de las fibras es propio del proceso de electrohilado. De
la misma manera que el area porosa, los pardametros de electrohilado determinan los
diametros de las fibras y sus variaciones en cada andamio.

3.4 Caracterizacion de mezcla fisica PLA HA por espectroscopia de infrarrojo

En los analisis realizados con ATR-FTIR se identificaron cada uno de los grupos
funcionales que componen los espectros infrarrojos del PLA y HA; con base en lo anterior
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se determind la interacciéon de ambos componentes en los grupos funcionales de la
mezcla fisica de PLA HA.

En la figura 3.5c se muestra una grafica comparativa de los diferentes andamios
estudiados, es decir PLA y HA asi como de las mezclas fisicas en las distintas
concentraciones. En dicho grafico se observa en la parte inferior el espectro infrarrojo del
PLA, mientras que en la parte superior del grafico se encuentra el espectro infrarrojo de la
HA 'y en la parte media se encuentran los tres espectros de la mezcla fisica PLA 2% HA, PLA
4% HA, PLA 6% HA de manera ascendente en el grafico.

Respecto al espectro infrarrojo del PLA mostrado en color rojo en la figura 3.5c es
importante notar la banda a los 1750 cm™ se encuentra el grupo estructural carbonilo
(C=0), ademas se observan tres bandas en el rango de 1300-1500 cm™ atribuido a los
grupos funcionales C-H y CHs; las bandas anteriores son representaciones de PLA y son
concordantes con estudios previos [45] ademas del estudio de Vera-Graziano et al. [44].

En la figura 3.5c se puede observar en la parte superior el espectro infrarrojo de la HA en
color gris. El espectro infrarrojo de la HA es coincidente con trabajos previos [47] y dado el
parecido se asignd las bandas por grupo funcional se basé en el estudio de Martinez-
Valencia [47]. En el espectro se identificaron bandas correspondientes al grupo fosfato
(PO.%) y el grupo funcional hidroxilo (OH) que son grupos caracteristicos de la HA
estequiométrica. Este ultimo a través del oxigeno es posible unir este compuesto de
naturaleza inorganica al polimero orgdnico de PLA.

Las vibraciones mas representativas para el andlisis de la mezcla fisica de PLA con HA son
a los 563 y 602 cm™ se observan al grupo funcional O-P-O en dos distintos modos
vibracionales. Por otra parte a los 630 cm™ se localiza el grupo hidroxilo. Estos resultados
son coincidentes con estudios previos [49], en la banda 3500 cm™ donde se encuentra el
grupo hidroxilo (OH), que evidencia la presencia de HA en el espectro base del PLA; la
union del compuesto hidroxilo con la naturaleza inorganica del polimero se muestra en el
espectro de infrarrojo del PLA mezclado fisicamente con 2%, 4%, 6% de HA. Por otro lado
en la banda de 1800 cm™ se observa un cambio significativo en el pico correspondiente al
grupo funcional C-O de los tres espectros que corresponden a las mezclas de PLA y HA.

Con base en esta caracterizacion se puede observar los espectros de las mezclas fisicas de
PLA a las distintas concentraciones de HA con un perfil muy parecido al del polimero base
que es PLA; esto se explica dado que el PLA es el elemento base de la mezcla y las
concentraciones de HA son considerablemente inferiores en relaciéon peso volumen. En los
espectros infrarrojos de las mezclas de PLA y HA se observa en 3500 cm™ la presencia del
grupo OH caracteristico de la hidroxiapatita, asi como el cambio en el pico a los 1800 cm™
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que corresponde al grupo C-O Se observa que las caracteristicas del pico en los 3500 cm™

asi como en los 1800 cm™ no varia en los espectros de PLA 2% HA, PLA 4% HA, PLA 6% HA;
lo anterior se puede atribuir a que los cambios de las concentracion de HA son tan
pequeiios que se ven reflejados en los espectros. Tras el estudio por electroscopia de
infrarrojo para conocer la naturaleza de la interaccidn entre la particulas de hidroxiapatita
y PLA se concluye que no se muestran sefiales que evidencien una reaccién quimica entre
ambos compuestos, presentdndose una mezcla fisica ente el PLA y la HA.

3.5 Caracterizacion de pintura vinilica en andamios PLA/HA por espectroscopia de
infrarrojo

Como parte de la medicién de deformacidon mediante una técnica dptica de no contacto
en los andamios de PLA HA se utilizd un patrén de puntos aleatorios hechos con pintura
vinilica tal como se ha explicado previamente en la seccion 2.4.4. Dada la aplicacién de un
pigmento al andamio fue necesaria la caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo
para conocer el tipo de unién quimica que pudieran modificar el comportamiento
mecanico de los andamios una vez agregado el patrén de puntos aleatorios de pintura
vinilica.

Para la caracterizacion se analizaron muestras de andamios de PLA asi como de PLA 2%
HA, la pintura vinilica descrita previamente y una muestra de PLA cargada de pintura
vinilica.

n
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Fig. 3.4 Mecanismo de reaccién A la izquierda superior se muestra la representacién
extendida de la cadena de PLA, en la parte inferior se muestra la molécula de PVA tras

la reaccién de polimerizacién y a la derecha se representa la posible reaccién quimica
entre el PLA + PVA.
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La pintura esta formada por una mezcla de acetato de vinilo (VA) mas un iniciador (AIBN),
un colorante (carbodn, el cual puede estar mezclado con carbonato de calcio) y agua.

El VA polimeriza cuando incide sobre ella energia luminosa (luz blanca) suficiente para
romper los enlaces del AIBN, cuando este proceso se activa sucede la evaporacién de agua
dando lugar a la formaciéon del poli(acetato de vinilo) (PVA), el mecanismo de
polimerizacién es a través de radicales libres.

Previamente se estudiaron los posibles mecanismos de reaccién entre las diferentes
moléculas que componen los andamios con la pintura vinilica. Las reacciones pueden
suceder por la presencia del PLA, HA y Poli(acetato de vinilo) (PVA). Dada la disposicion de
la pintura sobre el andamio, es posible que hayan ocurrido reacciones entre la HA y el PLA,
entre el PVAy el PLA, entre el PVA y la HA.

Ante la posible reaccidn entre el PVA y el PLA a través del mecanismo mostrado en la
figura 3.4, se puede observar que en la figura 3.5d, no hay una sefial que corresponda a
las vibraciones C-O-C, por lo que se puede decir que dicha reaccidn no existe. En la figura
3.5d se pueden comparar los espectros de infrarrojo del PLA, pintura vinilica y PLA con
pintura vinilica.

El mecanismo de reaccion entre el PLA y la polimerizacion de la pintura vinilica (PVA)
sugiere que exista una unidn quimica, mientras que los espectros infrarrojos de los
mismos materiales no evidencian los grupos funcionales resultantes en el mecanismo de
reaccidn o estos son tan pequefios que no son percibidos mediante la técnica de ATR-FTIR.
Dicho lo anterior la unién entre las particulas de pintura y los andamios se puede
considerar como un fendmeno de adhesidn mecanica que no tendra una influencia
relevante en la medicién de propiedades mecanicas.

3.6 Estabilidad térmica por calorimetria diferencial de barrido.

El resultado del andlisis térmico se puede observar en la figura 3.5b, donde se sefialan las
temperaturas de transicion vitrea en un rango de 61 a 64 (°C) y una temperatura de fusidon
de entre 142 a 148 °C; los resultados anteriores son aproximadamente iguales a los
reportados previamente [48]. Se observa un ligero corrimiento de ambos parametros, el
cual se puede atribuir a la interaccién fisica del PLA con la hidroxiapatita.

En todas las muestras se observan picos endotérmicos en el rango de los 64 °C; dicho
fendmeno se pueden atribuir al rdpido proceso de solidificacién que sufre el material en
el proceso de electrohilado. Por otro lado en la misma figura se pueden observar la
presencia de picos exotérmicos en el rango de los 81 a 91 °C en las curvas. Con base a

53



estos picos se realizd el calculo de la entalpia (Ht) y se registro el valor mas alto para el
PLA puro con 17.3 J/g, para el PLA 2% HA se registré 10.7 J/g, a su vez el PLA 4% HA
registré 7.4 J/g y finalmente para el PLA 6% HA se obtuvo un valor para la entalpia de
12.2% HA, lo anterior demuestra que se liberd mds energia para PLA en comparacion a la
energia liberada para el PLA mezclada con HA.

Debido a que los andamios del presente trabajo estdn disefiados para utilizarse a la
temperatura corporal de 37°C no habra modificaciones estructurales de los andamios en
su aplicacién de acuerdo con los termogramas presentados en la figura 3.5 b.
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Fig. 3.5 Caracterizacién fisica y quimica Caracterizacién estructural y térmica del PLA y
PLA-HA a) Grafica de area porosa en los andamios y didmetros promedios de las fibras b)
DSC de los diferentes andamios electrohilados c) FTIR de PLA, mezcla fisica con HA e HA
d) FTIR PLA, pintura vinilica y PLA con pintura vinilica.
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3.7 Comportamiento macro y micromecanico de los andamios de PLA-HA electrohilados

En la figura 3.6 podemos ver las curvas esfuerzo como funcién de la deformacion para los
andamios electrohilados del PLA puro, asi como de los andamios de PLA con 2%, 4% y 6%
de HA respectivamente. En cada figura se observan tres graficas que corresponden al
ensayo de tracciéon de tres probetas obtenidas del mismo andamio;, es decir, cada
concentracion de PLA HA se ensayd por triplicado. Esta medicion se obtuvo con la
maquina universal de ensayos mecdnicos de materiales suaves y espesor reducido
previamente descrito en la seccion 2.4.1, ademds de un método de procesamiento de los
datos explicado en la seccion 2.6.1. En todas las concentraciones estudiadas se observa la
existencia de una region elastica lineal, lo cual coincide con trabajos previos [3-5]

La figura 3.6a se observan las tres curvas esfuerzo como funcion de la deformacién del
PLA con 0% de HA, donde se observan comportamientos desiguales entre el grupo de
graficas pudiéndose explicar debido a las propiedades anisotrépicas de las fibras
electrohiladas. Los valores de esfuerzo maximos estan comprendidos entre los 9 y 12
MPa. El médulo de elasticidad promedio calculado para el PLA con 0% de HA es de 322.9 +
36.9 MPa.

En la figura 3.6b puede observarse las curvas esfuerzo en funcion de la deformacion del
PLA con 2% de HA. La diferencia entre el comportamiento eldstico de las tres curvas se
puede atribuir a la presencia no uniforme de las particulas de HA agregadas, este
fendmeno esta presente también en las concentraciones de 4 y 6% de HA.. Los valores de
esfuerzo maximos estan comprendidos entre los 3.5 y 8 MPa; mientras que el valor de
deformacion alcanza el 0.38. El mddulo de elasticidad promedio calculado para el PLA con
2% de HA es de 158.7 + 70.7 MPa.

Por parte de la figura 3.6¢, se tiene el diagrama esfuerzo-deformacién del PLA con 4% de
HA, el médulo de elasticidad promedio es de 208.6 + 52.8 MPa, la magnitud del esfuerzo
maximo se encuentra entre 6 y 8 MPa.

Finalmente en la figura 3.6d se muestran las curvas esfuerzo en funcién de la deformacién
del PLA con 6% de HA, para las cuales se registran los valores del esfuerzo maximo entre 6
y 10 MPay la deformacién alcanza el 0.38.
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En esta medicion a escala macrométrica se obtuvieron los valores del médulo elastico que
son mas altos para el PLA con 0% HA; lo anterior nos indica que las particulas de HA
mezcladas fisicamente en las fibras de PLA no mejoran comportamiento mecdnico del
andamio, a pesar de ser bien conocidos los beneficios en las mismas, las propiedades
biolégicas del andamio.
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Fig. 3.6 Caso sdlido, gréfica de esfuerzo deformacién macromecanica. Caso sdlido,
grafica de esfuerzo en funcion de la deformacién de a) PLA 0% HA b) PLA 2% HA c) PLA
4% HA d) PLA 6% HA.

Como parte de la caracterizacidn macromecdnica, en la figura 3.7a se pueden observar los
cuatro casos estudiados, es decir, de andamios de PLA puro, PLA 2% HA, PLA 4% HA y PLA
6% HA y sus respectivas curvas esfuerzo-deformacion por triplicado.
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La figura 3.7b muestra la fotografia de la probeta preparada con el patron de puntos
aleatorios adecuado para la correlacion de imagenes digitales; esta imagen fue tomada
con el equipo ARAMIS en prueba estatica previa a la realizacién del ensayo de traccion.

La figura 3.7c muestra un reporte que ofrece el software ARAMIS donde se visualiza una
grafica de deformacién contra la seccién longitudinal analizada, dicha seccidn estd
referida una medicion local en una linea de analisis convenientemente elegida a lo largo
de la probeta. En la parte inferior de la figura 3.7d se observa una imagen del ensayo de
traccién con el reconocimiento del patrén de puntos aleatorios tras la correlacién de
imagenes digitales.
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Debido a la aplicacién de crecimiento celular y regeneracion de tejido duro que se tiene
contemplado para el andamio, solo debera ocurrir deformacién eldstica en el mismo
cuando sea sometido a tensidn. Por lo cual se obtuvieron los esfuerzos de cedencia para
cada probeta ensayada; esto a fin de conocer el nivel de esfuerzo para el cual empieza la
deformacioén plastica. En la figura 3.8 se muestran los valores promedio de los esfuerzos
de cedencia por cada concentracién de andamios probados.
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Fig. 3.8 Esfuerzo de cedencia caso sélido. Caso sélido, esfuerzo de cedencia en
funcién de la concentracién de HA en los andamios electrohilados de PLA, PLA 2%HA,
PLA 4 %HA y PLA 6%HA con sus respectivas barras de desviacion estandar.

Se observa que para los andamios de PLA se registré un esfuerzo de cedencia promedio de
10.1 MPa. Mientras que para la mezcla de PLA 2% HA se registré un valor promedio de 5.2
MPa esto es casi de la mitad del PLA sin HA. Para los andamios fabricados con PLA 4% HA
se registré el esfuerzo de cedencia promedio de 5.6 MPa, esto es un ligero aumento sobre
el promedio del PLA 2% HA. Finalmente para el PLA con 6% HA se registré un esfuerzo de
cedencia promedio de 7.54 MPa siendo el valor mdas elevado para los andamios con HA
adicionada.
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Es posible comparar los valores de esfuerzo de cedencia obtenidos en el presente con los
reportados en el trabajo de Vera Graziano et al. [44]; en dicho trabajo se reporta para el
PLA puro un valor de esfuerzo de cedencia de 1.7 £ 0.58 MPa y para el PLA 4 % HA se
reporta un valor de 1.54 + 0.53 MPa.

Existe una diferencia considerable entre ambos valores obtenidos en los ambos trabajos;
dicha diferencia se puede atribuir a las variaciones en el proceso de mezcla del PLA y la
HA, ademads de las variaciones entre las condiciones de electrohilado como la velocidad
de inyeccion ademads de las condiciones ambientales en las cuales se llevd a cabo el
proceso de fabricacién. Los factores antes mencionados resultan en una variacién en las
caracteristicas fisicas como la morfologia y distribucion de fibras que a su vez influye
directamente en el comportamiento mecanico.

Los resultados del esfuerzo de cedencia fueron consistentes con la tendencia observada
en el médulo elastico de otros obtenidos para en las diferentes mezclas de PLA HA.

3.8 Analisis micromecanico de una seccidn longitudinal

Para la medicién sin contacto de la deformacién se utilizé el sistema dptico ARAMIS,
previamente descrito. Dado que este tipo de medicidon no se habia llevado a cabo en
andamios celulares fue necesario adoptar un criterio para el calculo del médulo elastico
micromecdnico. Tal como se explicé en la seccidon 2.5.3, se evaluaron los resultados
obtenidos del médulo de elasticidad micromecanico considerando 1, 3 y 5 secciones. Los
resultados se pueden observar en la tabla 2.

Con base a resultados de la tabla 2 se establecid el criterio de utilizar una linea central
longitudinal para el analisis del médulo micromecanico.

Tabla 2. Resumen de valores promedios de moddulo eldstico micromecdnico y su
desviacidn estandar para todas las concentraciones de HA

Valor promedio del mddulo eldstico 1 seccion 3 secciones 5 secciones
micromecdnico MPa MPa MPa
PLA 0% HA 501.87 £297.4 | 508.87 +317.5 475.14 + 325.7
396.9 +201.2 | 356.2+214.3 367.9+£214.3
PLA 2% HA
343.1+191.7 | 357.5+183.8 357.4 +200.7
PLA 4% HA
PLA 6% HA 309.2 +166.7 321.9+1735 313.9+170.8
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La deformaciéon fue medida con el sistema dptico ARAMIS, una muestra de los resultados
obtenidos se encuentra en la figura 3.7d en esta imagen se puede observar la
representacion de los distintos niveles de deformacién en escala de colores que
representa un rango de 0-13% de deformacidn probeta ensayada. La zona color rojo de la
probeta representa la concentracién en la deformacion y segun la figura 3.7c esto ocurre a
los 13 mm medidos de arriba abajo. Ademas se encuentra senalada la posicién de la
seccion longitudinal a lo largo de la muestra en la cual se estudié la deformacién para
todas las probetas ensayadas.

Con la medicidon en la seccion longitudinal de la deformacién durante el ensayo de
traccion, es decir, la medicidon de la deformacion a distintas magnitudes de carga, se
encontrd que el comportamiento de la deformacion no es homogénea a lo largo de la
seccién longitudinal como se puede apreciar en la figura 3.6; por otra parte se puede
observar que las concentraciones de deformacién no son homogéneas, es decir se
concentra la deformacién principal en distintos lugares a lo largo de la probeta. Cabe
sefalar que esta deformacién tampoco se mantiene constante durante el ensayo de
traccion para una misma probeta. Lo anterior se puede apreciar en la figura 3.9, donde se
dibuja la grafica la longitud de la seccion longitudinal en milimetros, en el eje vertical se
grafica la deformaciéon y se muestran diferentes niveles de carga. En la figura 3.9a se
observa el PLA con 0% de HA, la figura 3.9b corresponde al PLA con 2% de HA asi como la
figura 3.9c se muestra el PLA con 4% de HA y finalmente se observa la figura 3.9d
correspondiente al PLA con 6% de HA.

Este fendmeno se puede explicar por la naturaleza del material ya durante los distintos
estados de carga las micro fibras que reciben la tensidn son distintas; las primeras fibras
donde se concentra la deformacion llegan al punto de la deformacién plastica y
comienzan a recibir la carga otras fibras distintas y asi sucesivamente hasta la descarga.
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Fig.3.9 Niveles de deformacidn. Deformacidén a diferentes niveles de esfuerzo en una
seccion longitudinal en probeta de a) PLA b) PLA 2% HA c) PLA 4% HA d) PLA 6% HA

3.9 Modulos de elasticidad macromécanico y micromecanico

En la figura 3.10 podemos observar el grafico comparativo de los médulos eldsticos en
escala macrométrica y a escala micrométrica en funcién del aumento en la concentracion
de HA en el andamio.

Es posible observar el comportamiento de los valores del médulo de Young en ambas
escalas, en donde los valores promedios del mddulo de elasticidad medidos a escala
micrométrica resultan mas elevados en una escala de 283 a 419 MPa; mientras que los
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promedios de los mddulos eldsticos a macroescala son menores en un rango de 158 a 322
MPa.

Cabe sefialar que se observa una misma tendencia de los mdédulos elasticos en funcién de
la cantidad de HA presente en ambas mediciones. Esta tendencia tiene como punto
maximo el 0% de HA, cae drasticamente al 2% de HA y tiende a incrementarse el valor del
modulo eldstico al aumentar la concentracion de HA, hasta el 6% de HA donde se
encuentra el valor maximo para los andamios celulares de PLA HA; este comportamiento
puede ser atribuido a que los agregados de hidroxiapatita presentes en las fibras actuan
como concentradores de esfuerzos y que la distribucion de HA no es uniforme
encontrandose superficialmente en la fibras de PLA.

Para el presente andlisis se reporta la desviacion estdndar entre los mddulos de
elasticidad, en la figura 3.10 la desviacién estdndar esta representada por barras. Estas
barras no son de tamafio uniforme entre si; este fendmeno se puede atribuir al
comportamiento anisotrépico del andamio, ademas del nivel de traslape entre las fibras y
la distribucion aleatoria de las particulas de HA. Por otro lado se puede observar que las
barras de desviacién estandar se juntan entre la escala micro y macromecdnica, esto
representa que estadisticamente cuando sucede lo anterior no existe una diferencia
significativa entre ambas escalas de medicidon de acuerdo con las desviaciones estandar
de cada caso. Aunque siempre es ligeramente mayor el promedio del moddulo
micromecanico .

Al comparar los resultados del médulo eldstico macromecanico con la literatura existente,
se encuentran diferencias en los resultados. Xu et al. [7] reporta una tendencia en las
propiedades mecanicas distinta a la encontrada en el presente trabajo. Esta diferencia se
podria deber al uso de un PLA de caracteristicas distintas, el uso de disolventes distintos y
el uso de diferentes parametros de electrohilado.
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Fig. 3.10 Mddulos elasticos micro y macromecanicos. Efecto de la concentracién de
HA en el mdédulo elastico en la mediciéon (roja) macromecdnica y micromecanica
(azul); estos valores se obtuvieron considerando el andamio como un sdlido poroso.

3.9.1 Evaluacion de la porosidad en el comportamiento mecanico de los andamios

Es bien conocido que los andamios celulares son altamente porosos, por lo que fue indispensable
conocer el rango de porosidad en cada mezcla de PLA con HA; la cual se determind a través de las
micrografias tal como se describié previamente en la seccidén 2.3.3.1. A través del valor promedio
de la porosidad obtenido previamente se calcularon los médulos de elasticidad y el esfuerzo de
cedencia a fin de conocer la variacién de los resultados entre el caso que se considere un material
solido y el caso poroso.

Para el caso del médulo eldstico macromécanico considerando la porosidad, se empled el mismo
algoritmo previamente descrito en la seccién 2.5.1 con la diferencia de que la seccidn transversal
de la probeta (/-/y) fue calculada considerando el valor promedio de porosidad obtenido para el
andamio en cuestidn. Es decir se resto el porcentaje del drea ocupada por aire.

63



) PLA 0% HA 10) PLA2% HA
T : . :
15 —
8l
& g
< 10 1 2
o o
; ;
2 2
u i
5- |
0 1 1 1 1 1 1 1 0 L L L L L L L
000 005 010 015 020 025 030 0.35 000 005 010 015 020 025 030 035
Deformacion Deformacion
) PLA4% HA ) PLA6% HA
. : ! ‘ !
15+ 151 4
~ 10} - 101 B
& £
= =
8 8
. 2
& B
5r 5 4
0 L L L L L L L 0 L L L L L L L
000 005 010 015 020 025 030 035 000 005 010 015 020 025 030 035
Deformacioén Deformacion

Fig. 3.11 Graficas esfuerzo deformacion caso sélido poroso. Caso sélido poroso,
graficas esfuerzo en funcion de la deformacién considerando la porosidad del
andamio celular a) PLA puro, b) PLA 2 % HA, c) PLA 4% HA y PLA 6% HA.

Las curvas de las graficas esfuerzo en funcién de la deformacidén para los diferentes tipos
de andamios se pueden observar en la figura 3.11. Se pueden observar en cada inciso, las
curvas por triplicado de un mismo tipo de andamio; el PLA puro se encuentra en la figura
3.113, en la figura 3.11b se muestran las graficas para el PLA 2% HA, de igual manera la
figura 3.11c corresponde al PLA 4% HA y finalmente se pueden observar las graficas para
el PLA 6% HA en la figura 3.11d.
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Las graficas muestran una desviacion estandar considerable entre el mismo tipo de
andamio ensayado, lo cual se atribuye a la anisotropia del material. Si se comparan con
las graficas de esfuerzo en funcién de la deformacion cuando se considera un material
solido, se observa que las curvas siguen la misma tendencia; la diferencia radica en un
aumento en el esfuerzo calculado. Lo anterior afecta directamente en los célculos para
modulo de elasticidad y esfuerzo de cedencia

Los valores promedio de los mddulos eldsticos asi como su desviacion estandar para las
diferentes mezclas de PLA HA se pueden observar en la figura 3.12. El valor resultante
para el médulo de elasticidad del PLA 0% HA fue de 473.9 + 55.1 MPa, para el PLA 2% HA
190.2 + 84.9 MPaq, en el caso del PLA 4% HA se obtuvo un valor de 384.5 + 103.26 MPa y
finalmente para el PLA 6% HA fue de 395.5 + 115.3 MPa. Se puede observar un
incremento considerable en los valores de los mddulos de elasticidad; lo anterior se
atribuye a la reduccidn considerable del area transversal de las probetas utilizadas en el
calculo.
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Fig. 3.12 Mddulos elasticos macromecanicos caso solido poroso. Grafica comparativa
entre los valores promedios de los mddulos elasticos, a nivel macromecanico, para
cada tipo de andamio estudiado; aqui se considera la porosidad del andamio celular.
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Por otro lado se calculd el valor del mdédulo eldastico micromécanico considerando la
porosidad del drea transversal del andamio. Para ello se realizé el mismo cdlculo descrito
previamente con la excepcidn que se resto el valor del drea porosa al drea transversal para
el valor de esfuerzo.

Los resultados muestran la misma tendencia observada en el mddulo eldstico
macromécanico, aunque los valores del modulo eldstico micromécanico resulta mas
elevado en comparacion a la consideracién del caso sélido. En la figura 3.13 se pueden
observar los valores promedios del médulo de Young micromecdnico considerdandose la
fraccién porosa del andamio celular.

En los resultados se puede apreciar nuevamente que el valor maximo lo tiene el PLA 6%
puro de 625 + 122 MPa, seguido por el PLA puro con 581 + 150 MPa; al aumentar la
concentracion de HA se observa una caida drastica para el PLA 2% HA que registré un
valor de 355 + 104 MPa; con la tendencia de aumento de la HA se observa una mejora en
el médulo eldstico ya que para el PLA 4% HA se registré un valor de 526 + 156 MPa.
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Fig. 3.13 Moddulo eldstico micromecanico caso solido poroso. Caso poroso, valores
promedio para el modulo eldstico micromécanico considerando la porosidad de los
andamios en funcién al aumento de concentracién de HA.
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En la tabla 3 se pueden observar la influencia de la porosidad en el mddulo elastico para

cada andamio celular; se puede observar el médulo de elasticidad micromecanico a la

izquierda asi como

los calculos obtenidos del médulo eldstico macromécanico a la

derecha; en ambos casos se puede observar que la consideracion de la porosidad en el

area transversal de la probeta eleva los valores en ambos casos.

Tabla 3. Valores del mdédulo eldstico mic micromécanico y macromécanico en el andlisis
donde se considera al andamio como un sdlido y el caso donde se toma en cuenta la
porosidad del andamio.

Andamio Emicro caso sélido | Eycro €aso poroso | Eyacro caso solido | Eyacro caso poroso
PLA 0% HA 419.3 £+ 96 MPa 581 + 150 MPa 322.9+36.9 MPa | 473.9 £ 55.1 MPa
PLA 2% HA 296.3+133.4 MPa | 355 + 104 MPa 158.7 £ 70.7 MPa | 190.2 £ 84.9 MPa
PLA 4% HA 283.6 £ 84.2 MPa | 526 + 156 MPa 208.6 £ 52.8 MPa | 384.5£103.3 MPa
PLA 6% HA 388.6 £ 75.9 MPa | 625+ 122 MPa 245.9+71.53 MPa | 395.5£115.3 MPa

Como complemento para el analisis se estudié el efecto de la porosidad para el calculo del
esfuerzo de cedencia; como se dijo anteriormente, dicho valor cobra relevancia al
considerar que en la aplicacién del andamio no se llevara al punto donde fallaria por
cedencia.

A continuacién en la figura 3.14 se observan los valores resultantes en el esfuerzo de
cedencia considerandose como material poroso. En la figura se muestran el valor
promedio asi como la desviacion estandar de las tres probetas de la misma especie que
fueron medidas. Se observa que para el PLA puro se tiene registra un valor promedio en
esfuerzo de cedencia de 13.7+ 3.07 MPa, mientras que para el PLA 2% HA se muestra un
valor 6.3 £ 2.7 MPa, por parte del PLA 4% HA podemos observar un valor de esfuerzo de
cedencia de 10.5 + 2.3 MPa y finalmente para el PLA 6% HA se registré 11.09 + 4.8 MPa.
Tal como sucede con en el calculo anterior en los médulos eldsticos también se ve
muestra un incremento de manera considerable que se atribuye a la reduccidn del area
transversal de la probeta.
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Fig. 3.14 Esfuerzo de cedencia caso solido poroso. Esfuerzo de cedencia para las
diferentes mezclas de PLA HA considerada la porosidad del andamio celular, se
muestra el valor promedio y las barras de desviacidén estandar.

La técnica de medicidn indirecta del drea porosa de los andamios utilizada en el presente
trabajo se considera una aproximacion para la contabilidad del area porosa y limitada
para efecto de la repetitividad y reproducibilidad. Los factores de la técnica utilizada que
afectan directamente la medicidon son el uso de un solo plano focal en las imdagenes
obtenidas del microscopio, la variaciéon del resultado segun las caracteristicas de la
micrografia (contraste, nitidez, etcétera).

Debido al uso de una técnica de medicidn indirecta de la porosidad, la aproximacién
obtenida de esta no se considera lo bastante sdlida para considerar certeros los cdlculos
de mdédulo de elasticidad y esfuerzo de cedencia en el caso de un material solido poroso.

La consideracién del area porosa del material afecta criticamente los resultados de las
pruebas mecanicas, por lo que se debe tener especial cuidado en la técnica para la
determinacién de la porosidad en el andamio.
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Conclusiones

En este estudio fueron desarrollados exitosamente andamios de PLA mezclados fisicamente con
0%, 2%, 4% y 6% de hidroxiapatita (HA) mediante la técnica de electrohilado. Se obtuvieron las
caracteristicas de morfologia, porosidad y resistencia mecdnica adecuadas para que los andamios
elaborados tengan uso potencial en ingenieria de tejidos. Los parametros seleccionados para el
electrohilado permitieron obtener andamios adecuados.

La presencia de la mezcla fisica de la hidroxiapatita en las fibras de PLA se evidencid por los
estudios de infrarrojo y calorimetria, ademas de los estudios por microscopia electrénica de
barrido. Los agregados de HA no modificaron considerablemente las propiedades térmicas del
andamios aunque si se modificd la morfologia de las fibras; se registraron mas irregulares en el
didmetro de las mismas.

Se logro establecer el proceso idoneo para aplicar el patrén de puntos aleatorios adecuado para la
medicion de deformacién sin contacto; esto mediante un pincel de cerdas finas y cortas. Ademas
se comprobd que no se hallaron evidencia de un enlace quimico entre los andamios electrohilados
y la incorporacién de la pintura vinilica (patrén aleatorio de puntos). Este resultado valido el uso
de la técnica de correlacién de imagenes digitales (CID) en este tipo de materiales; ya que hasta
donde se sabe es la primera vez que se realizan este tipo de mediciones en andamios
electrohilados de PLA. El tamafio, distribucién y contraste de los puntos en el patréon aleatorio
influyeron directamente en la precisién de la medicién y fueron indispensables para una buena
medicion de la deformacidn en los andamios electrohilados.

Mediante la medicién sin contacto de la deformacidn, se encontré que la deformacién no es
uniforme a lo largo de la probeta existen zonas de mayor deformacién. Estos puntos de
concentracién de la deformacién varian a diferentes estados de carga. Lo anterior se atribuye a la
naturaleza anisotrdpica del material y a las contribuciones de las inclusiones de HA.

Los andamios de PLA puro o 0% de HA presentaron mddulos eldsticos mas elevados en
comparacion con los andamios que se mezclaron fisicamente con HA; lo anterior puede deberse al
efecto de las particulas de HA, las cuales se incrustaron en las fibras. Lo anterior afectd la
morfologia de las nanofibras, haciéndolas irregulares; logrando asi, que los agregados de
hidroxiapatita actuaran como concentradores de esfuerzo. Con ayuda del microscopio electrénico
de barrido se constatd que las particulas de HA se depositaron en la superficie de las nanofibras
ademas que los andamios con 2% de HA resultaron particularmente mas irregulares que el resto;
lo anterior lleva a pensar que a concentraciones bajas de HA se obtienen fibras mas irregulares y al
aumentar la concentracién se consigue una saturacidn ideal. Una variable importante a considerar
dentro del proceso de electrohilado es la humedad relativa, la cual probablemente modifica el
comportamiento mecdnico del andamio.
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Los mddulos eldsticos micromecdanicos resultaron en un rango, para el caso sdlido, entre 283 a
419 MPa y para el caso poroso 355y 621 MPa, los cuales resultan mas elevados que los médulos
de elasticidad macromécanicos con valores para el caso sélido entre 158 MPa a 322 MPa y para el
caso poroso 190 y 473 MPa. Esta diferencia se puede atribuir a las condiciones de medicién para
cada escala, para la medida macromecanica se consideraron esfuerzos y deformaciones
ingenieriles mientras que para la medicién micromecanica se consideraron deformaciones locales
en cada faceta de 19 pixeles cuadrados.

El traslape de las nanofibras generd un area porosa en cada andamio celular que fue considerada
en este estudio. Esta medida resulta importante para el calculo certero del area transversal de la
probeta en relacién con la determinacidon de mddulos eldsticos. Dadas las limitaciones técnicas, la
mediciéon se realizd de manera indirecta a través de micrografias y se obtuvieron valores
comparativos de la fraccion del area porosa del andamio. Por lo que se recomienda el uso de
tecnologias avanzadas capaces de realizar mediciones exactas y precisas del drea porosa existente
en cada andamio celular.

La técnica de correlacion digital de imagenes constituye una de las técnicas épticas de mayor
potencial para su uso en biomateriales, poniendo de manifiesto la viabilidad de la aplicacién en
andamios electrohilados de la técnica de correlacion digital de imagenes.
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